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RESUMO

Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae) é endémica do Cerrado e
conhecida, popularmente, como mata-pasto. A presente tese descreve o estudo
quimico, bioldgico (antimicrobiana, antioxidante, anti-hemolitico, citotoxico, fitotoxico,
inseticida e ag&o ansiolitica em labirinto em cruz elevado) e toxicolégico das folhas
dessa espécie. Do extrato hexanico foram isolados e identificados acetato de B-amirina
e uma mistura de estigmasterol e B-sitosterol. Os alcaloides isovoacangina, voacangina,
catarantina, 3-hidroxi-coronaridina e coronaridina foram identificados por CG-EM. Os
compostos fendlicos rutina, isoquercitrina, quercetina, derivados do acido cafeico e
acido clorogénico foram identificados por CLAE-DAD. A anatomia foliar de T. solanifolia
também foi descrita. Os extratos brutos aquoso, etandlico e hexanico de T. solanifolia
apresentaram atividade antioxidante e antimicrobiana. Os extratos brutos apresentaram
atividade antioxidante capaz de inibir a formagao de radicais livres in vitro. O extrato
aquoso mostrou propriedades anti-hemoliticas no protocolo utilizando AAPH. Essa acéo
pode estar relacionada a presenca de compostos fendlicos, detectados em maior
proporg¢ao no extrato aquoso e etandlico de T. solanifolia. Acetato de B-amirina mostrou
atividade antimicrobiana in vitro. Os extratos podem ser considerados de baixa
toxicidade aguda pelo método de classes utilizando 2000 mg/Kg e ndo mostraram agao
ansiolitica em ratos wistar submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado na concentragao
de 1mg/mL. Entretanto, interfferem no desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis
HUebner (Lepidoptera: Noctuidae) sem exercer efeito antialimentar quando acrescidos a
dieta artificial. Os extratos exercem efeito alelopatico no crescimento (radiculas ou
hipocdtilos), mas ndo na germinagdo das sementes de Lactuca sativa L. (alface) e de
Glycine max L. (soja). A avaliagéo das atividades biolégicas e a presenca do triterpeno

acetato de 3-amirina foram relatadas pela primeira vez em T. solanifolia A DC.

Palavras-chave: Tabernaemontana solanifolia A. DC., triterpeno, antimicrobiana,

toxicidade, fitoquimica
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ABSTRACT

Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae) is endemic to the Cerrado
and it is colloquially known as mata-pasto. This thesis describes the chemical, biological
(antimicrobial, antioxidant, anti-hemolytic, cytotoxic, insecticidal, allelopathic and
anxyolitic action in elevated plus maze) and toxicological study of the leaves of this
species. From the hexane extract, B-amyrin acetate and a mixture of stigmasterol and (3-
sitosterol were isolated and identified. The alkaloids isovoacangine, voacangine,
catharanthine, 3-hydroxycoronaridine and coronaridine were identified by GC/MS. The
phenolic compounds rutin, isoquercitrin, quercetin and derivatives of caffeic acid and
chlorogenic acids were identified by HPLC-DAD. The leaf anatomy of T. solanifolia was
also described. Aqueous, ethanolic and hexane extracts of T. solanifolia showed
antioxidant and antimicrobial activity. The crude extracts showed antioxidant activity
capable of inhibiting the formation of free radicals in vitro. The aqueous extract showed
anti-hemolytic properties in the protocol using AAPH. This action can be related to the
presence of phenolic compounds, found in greater proportion in the aqueous and
ethanolic extract of T. solanifolia. B-amyrin acetate showed antimicrobial activity in vitro.
The extracts can be considered to be of low acute toxicity by the class method using
2000 mg/Kg and did not show anxyolitic action in wistar rats submitted to elevated plus
maze (EPM) at a concentration of 1 mg/mL. Also, they were able to interfere in the
development of Anticarsia gemmatalis Hiebner (Lepidoptera: Noctuidae), despite do not
exert antifeedant effect when added to the artificial diet. The extracts presented
allelopathic effect on growth (hypocotyl) but not on the germination of seeds of Lactuca
sativa L. (lettuce) e de Glycine max L. (soya). As far as our knowledge reaches, this is
the first time that the evaluation of biological activities is described for this species, and it
is also the first report of the presence of triterpene B-amyrin acetate in T. solanifolia.

Key words: Tabernaemontana solanifolia A. DC., triterpene, antimicrobial, toxicity,

phytochemistry.
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1 INTRODUGAO

Inumeras espécies vegetais compdéem o campo de pesquisa com produtos
naturais. A investigacao cientifica de propriedades biologicas € fundamental para
possibilitar a identificacdo de moléculas ativas, bem como para descobrir novas
substancias que podem ser uteis na industria farmacéutica.

A familia Apocynaceae ¢ destaque pela produgdo de alcaloides (1)
compreendendo 424 géneros (2) e mais de 3700 espécies, distribuidas em zonas
tropicais e subtropicais, abrangendo as Américas, Africa e Asia. No Brasil, existe
registro de 80 géneros da qual faz parte pelo menos 850 espécies (6), sendo 33
endémicas do Brasil. Dentre os géneros, Tabernaemontana € um dos produtores de
uma grande variedade desses compostos (1) e possui algumas espécies nativas do
Brasil, como T. angulata, T. hystrix, T. salzmannii e T. solanifolia A. DC. (7), de acordo
com a Lista de Espécies da Flora do Brasil (4), com Tropicos® (5) e com o banco de
dados do International Plant Names Index (IPNI) (3) que ainda nao foram exploradas do
ponto de visto quimico e bioldgico.

Diante da necessidade de ampliar essas informagdes, o objetivo deste trabalho
foi explorar o potencial fitoquimico e biolégico de T. solanifolia A. DC.

Inicialmente, Tabernaemontana solanifolia (Figura 1) foi denominada de
Peschiera affinis (Muell. Arg.) Miers var. campestris Rizz por Rizzini. Mais tarde chegou-
se a conclusdo de que nao se tratava de mais uma variedade e sim de uma nova
espécie, Peschiera campestris (Rizz.) Rizz (8), sendo, posteriomente, renomeada como
Peschiera solanifolia var. fallax (Muell. Arg) L. Allorge. Isso porque, a classificagao
boténica de Tabernaemontana tem sido objeto de controvérsias (2, 9-10). Entretanto,
uma nova classificagdo associando a taxonomia de Linnaeane a filogenética tem sido
proposta (11). Assim, esse género pode ser descrito como Ervatamia (Asia e Australia),

Peschiera (Brasil) e Tabernaemontana (América do Sul e América Central) (1), sendo
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este ultimo a nomenclatura atual. A caracterizagdo taxonémica de Tabernaemontana

solanifolia A. DC. esta descrita na Tabela 1.

b
olanifolia A.DC. (a,b), abril/
(Foto cedida por Sueli Maria Gomes)

Figura 1 — Tabernaemontaa S

Tabela 1 — Classificagao taxonémica de Tabernaemontana solanifolia A. DC.

Taxons Classificagao (7) Espécie em estudo
Familia Apocynaceae Apocynaceae
Sub-familia Rauvolfioideae* Rauvolfioideae*
Tribo Tabernaemontaneae Tabernaemontaneae
Género Tabernaemontana Tabernaemontana
Espécie solanifolia A. DC. solanifolia A. DC.
Distribuigao Bahia, Serra Jacobina Brasilia

T. fallax (Muell. Arg.) Miers

T. accedens Muell. Arg.

T. warminguii Muell. Arg.

T. nervosa Glaz.

T. affinis var. campestriz Rizz.

Sinonimias
heterotipicas

T. fallax Mull Arg.
T. affinis var. campestriz (Rizz) Rizz

01/03/2007 — Brasilia (DF), Asa Norte, cerrado

Dados da coleta - perto da Finatec.

Vegetagdo - Cerrado
. Universidade de Brasilia (M. Gomes & R. G.
Exsicata J Tostes 846)

(*) Classificagéo de acordo com Sennblad e Bremer (2002) (11)

Do ponto de vista fitoquimico, dentre os constituintes quimicos identificados de T.
Solanifolia estdo isovoacangina, isovoacristina, coronaridina, voacangina, voacangina
hidroxiindolenina, heineanina, voacamina e voachalotina (8).

Devido a escassez de estudos sobre essa espécie, objeto de investigagcdo do
presente trabalho, optou-se em descrever outras espécies de Tabernaemontana,

endémicas do Brasil (Tabela 2) que tém sido investigadas em relagdo ao potencial
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bioldgico, devido aos seus constituintes fitoquimicos, como Tabernaemontana angulata
(12), T. fuchsiaefolia L (13), T. hystrix Steud (14-15), T. salzmannii A. DC. (16), T. laeta

Mart. (17) e T. riedellii (18), sendo T. catharinensis a espécie mais estudada (19-36).

Tabela 2 - Espécies de Tabernaemontana encontradas no Brasil (3-5) (continua)

Espécies

Sinonimias

Nome popular

Tabernaemontana albiflora
(Miqg.) Pulle*

Bonafousia albiflora (Mig.) Boiteau & L. Allorge;
Echites albiflorus (Miq.) Miers; Peschiera albiflora
Miq.; Taberna albiflora (Miq.) Markgr.

Tabernaemontana amygdalifolia
Jacq.*

Tabernaemontana acapulcensis Miers; T.
amygdalifolia var. glaucophylla L. Allorge; T.
amygdalifolia var. obtusiloba A. DC.; T. deamii
Donn. Sm.; T. dichotoma Sessé & Moc.; T.
jasminioides Kunth; T. nereifolia Vahl; T.
occidentalis Miers; Cestrum nervosum Mill.;
Malouetia jasminoides (Kunth) A. DC.; Rauvolfia
laevigata Willd. ex Roem. & Schult.

berraco de la
costa; jasmin do
monte; jasmim
doperro; huevos
de toro(37)

Tabernaemontana angulata
Mart.*#

Anacampta angulata (Mart. ex Mill.Arg.) Miers;
Bonafousia angulata (Mart. ex Miill. Arg.) Boiteau &
L. Allorge; B. silvae L. Allorge.

Pocoré (38),
jasmim-da-
mata; jasmim-
de-cachorro (39)

Tabernaemontana brasiliensis
Leeuweenb.*#

Stemmadenia brasiliensis Leeuwenb.

Tabernaemontana catharinensis
A.DC.*

Tabernaemontana acuminata Mull. Arg.; T. affinis
Muill. Arg (Peschiera affinis (Mull. Arg) Miers); T.
affinis Mull. Arg.; T. affinis var. lanceolata Mull. Arg.;
T. australis Mull. Arg.; T. hilariana Mill. Arg. (P.
australis var. hilariana (MUll. Arg.) L. Allorge); T.
hybrida Hand.-Mazz.; T. salicifolia Hand. Mazz.; P.
acuminata (Mull. Arg.) Miers; P. affinis var.
acuminata L. Allorge; P. albidiflora Miers; P.
australis (MUll. Arg.) Miers; P. catharinensis (A.
DC.) Miers; P. hilariana (MUll. Arg.) Miers.

leiteira-dois-
irmaos, esperta,
jasmim, casca
de cobra; palo
de vibora (40),
leiteira de vaca,
grao de galo
(41)

Tabernaemontana coriacea Link
ex Roem. & Schult.*

Tabernaemontana acutissima MUll. Arg.; T.
brachyantha Woodson; T. luciliae Leeuwenb.; T.
prancei (L. Allorge) Leeuwenb.; T. riedelii Mull. Arg.;
T. rubrostriolata Mart. ex Mull. Arg.; T. submollis
Mart. ex Mill.Arg; Anacampta coriacea (Link ex
Roem. & Schult.) Markgr. A. acutissima (Mdll.Arg.)
Miers; A. congesta Miers; A. pendula Markgr.; A.
riedelii (MUll. Arg.) Markgr.; A. submollis

Miers; Bonafousia submollis (Mart. ex MUll. Arg.)
Boiteau & L. Allorge; B. coriacea (Link ex Roem. &
Schult.) Boiteau & L. Allorge

B. brachyantha Boiteau & L. Allorge; B. pendula
(Markgr.) Boiteau & L. Allorge; B. prancei L. Allorge.
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Espécies

| Sinonimias

| Nome popular

Tabernaemontana cumata
Leeuweenb.*#

Tabernariedelii (MUll. Arg.) Miers.

Anartia cuspidata (Rusby) L. Allorge; Anacampta
coriacea (Link ex Roem. & Schult.) Markgr.; A.
kuhlmannii Markgr.; A. tenuicornuta Markgr.;
Woytkowskia kuhlmannii (Markgr.) L. Allorge; W.
spermatochorda Woodson.

Tabernaemontana cymosa
Jacqg.”

Tabernaemontana arcuata Ruiz & Pav.; T.
buchtienii H. Winkl.; T. concinna (Miers) J. F.
Macbr.; T. mapirensis Rusby; T. psychotriifolia
Kunth; T. umbrosa Kunth; Merizadenia arcuata
(Ruiz & Pav.) Miers; Peschiera arcuata (Ruiz &
Pav.) Markgr.; P. buchtienii (H. Winkl.) Markgr.; P.
concinna Miers; P. cymosa (Jacq.) Dugand; P.
psychotriifolia (Kunth) Miers; P. puberiflora Miers; P.
umbrosa (Kunth) Miers; Taberna cymosa (Jacq.)
Miers.

grao-de-galo

Tabernaemontana disticha
A.DC.*

Anacamptadisticha (A.DC.) Markgr.; Bonafousia
disticha (A.DC.) Boiteau & L. Allorge; Taberna
disticha (A.DC.) Miers.

Tabernaemontana flavicans
Willd. Ex Roem & Schult.*

Tabernaemontana oblongifolia A. DC.; T. olivacea
Mull. Arg.; Anartia flavicans (Willd. ex Roem. &
Schult.) Miers; A. glabrata Miers; A. oblongifolia (A.
DC.) Markgr.; A. olivacea (MUll. Arg.) Markgr.;
Bonafousia latiflora Miers; B. oblongifolia (A.DC.)
Miers; B. olivacea (MUll. Arg.) Miers; Taberna
disparifolia Miers.

Tabernaemontana grandiflora
Jacq.*#

Stemmadenia grandiflora (Jacq.) Miers; S.
pauciflora Woodson;
S. pennellii Woodson.

Tabernaemontana heterophylla
Vahl.*

Tabernaemontana holothuria (Markgr.) Leeuwenb.;
T. stenoloba MUll. Arg.; T. tenuiflora (Poepp.) Mill.
Arg.; T. unguiculata Rusby;

Peschiera cuspidata Miers; P. diversifolia Miq.; P.
heterophylla (Vahl) Miers; P. laevifructa L. Allorge;
P. puberiflora Miers; P. stenoloba (Mull. Arg.) Miers;
P. tenuiflora Poepp.; Stenosolen eggersii fo. glabra
Markgr.; S. eggersii fo. pubescens Markgr.; S.
eggersii Markgr.;S. grandifolius Markgr.; S.
heterophyllus (Vahl) Markgr.;S. holothuria Markgr-.;
S. stenolobus (Mull. Arg.) Markgr.

Tabernaemontana hystrix
Steud.*#

Tabernaemontana collina Gardner; T. echinata
Vell.; T. fuchsiaefolia A. DC.; T. gaudichaudii A.
DC.; T. gracilis Mull. Arg.; T. gracillima (Miers)
Pichon; T. lundii A. DC.; Peschiera fuchsiifolia (A.
DC.) Miers; P. gracillima Miers; P. granulosa Miers;
P. hystrix A. DC.; P. lundii (A. DC.) Miers; P.
solandri Miers.

Leiteiro,
gancheira

Tabernaemontana juruana
(Markg.) K.Schun

Bonafousia juruana Markgr.; B. siphilitica (L.F.)
Allorje var. juruana.

Tabernaemontana laeta Mart.*#

Tabernaemontana laeta var. densa Mull. Arg.; T.
laeta var. minor Mull. Arg.; T. laeta var. pubiflora
Muill. Arg.; T. spixiana Martius ex Muell. Arg.;
Peschiera breviflora (Mull. Arg.) Miers; P. florida

Esperta(42),
leiteira (43)
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Espécies

Sinonimias

Nome popular

Tabernaemontana lagenaria
Leeuweenb.”

Miers; P. laeta (Mart.) Miers; P. spixiana (Martius ex
Muell. Arg.) Miers.

Grao-de-galo

Tabernaemontana linkii A.DC.*

Tabernaemontana benthamiana Mull. Arg. ; T.
muiltiflora Link ex Roem. & Schult.; T. muricata
Willd. ex Roem. & Schult.; T. myriantha Britton ex
Rusby; Peschiera linkii (A. DC.) Miers; P.
benthamiana var. myriantha (Britton ex Rusby) L.
Allorge; P. benthamiana (Mull. Arg.) Markgr.; P.
muiltiflora Spruce ex Miers;

P. myriantha (Britton ex Rusby) Markgr.; P.
ochracea Miers.

janaguba

Tabernaemontana lorifera
(Miers) Leeuweenb.*

Bonafousia lorifera (Miers) Boiteau & L. Allorge;
Peschiera lorifera Miers.

Tabernaemontana macrocalyx
Mull.Arg.*

Tabernaemontana inaequilateralis (Woodson)
Pichon; T. benthamiana Mart. ex Mull. Arg.; T.
muelleriana Mart. ex Mull. Arg.; Anacampta
macrocalyx (Mull. Arg.) Markgr.; A. muelleriana
(Mart. ex Mull. Arg.) Markgr.; Bonafousia
macrocalyx (Mull. Arg.) Boiteau & L. Allorge; B.
morettii L. Allorge; B. muelleriana (Mart. ex Mull.
Arg.) Boiteau & L. Allorge; Codonem mamacrocalyx
(Mull. Arg.) Miers; C. calycinum Miers; Quadricasa
eacaquetensis Woodson; Q. inaequilateralis
Woodson.

Tabernaemontana markgrafiana
J.F.Macbr.*

Bonafousia longituba Markgr.

sanango

Tabernaemontana maxima
Markgr.*

Anacampta maxima (Markgr.) Markgr.;
Bonafousia maxima (Markgr.) Boiteau & L.Allorge.

Tabernaemontana muricata
Link ex Roem.&Schult.*#

Tabernaemontana macrophylla Mall. Arg.; T. rigida
(Miers) Leeuwenb.; Anacampta rigida (Miers)
Markgr.; Bonafousia muricata (Link ex Roem. &
Schult.) Markgr.; Peschiera muricata (Link ex
Roem. & Schult.) A. DC.; Phrissocarpus rigidus
Miers.

Tabernaemontana palustris
Markgr.*

Tabernaemontana rimulosa Woodson; T. tenuis
Monach; Anacampta palustris (Markgr.)

Markgr.; Bonafousia palustris (Markgr.) Boiteau & L.
Allorge; B. rimulosa (Woodson) Boiteau & L.
Allorge.

Tabernaemontana paucifolia
Mull.Arg.

Macoubea guianensis Aubl.

Tabernaemontana rupicola
Benth.*

Tabernaemontana rupicola var. oblongifolia Muill.
Arg; T rupicola var. poeppigii Mull. Arg; T. rupicola
var. sprucei Mull. Arg; T. sessilifolia Baker; T.
sessilifolia Klotzsch; T. versicolor Woodson;
Anacampta rupicola (Benth.) Markgr.; Bonafousia
polyneura Miers;

B. rariflora Miers; B. rupicola (Benth.) Miers; B.
rupicola var. oblongifolia (Mull. Arg.) L. Allorge; B.
rupicola var. versicolor (Woodson) L. Allorge.

Tabernaemontana salzmannii
A.DC.*

Tabernaemontana rauwolfiae A. DC.; T. salzmannii
var. lanceolata Mull. Arg.; T. salzmannii var.
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Espécies

Sinonimias

Nome popular

Tabernaemontana sananho
Ruiz & Pav.*

longifolia Mull. Arg.; Peschiera salzmannii (A. DC.)
Miers.

Tabernaemontana poeppigii Miill. Arg.; Bonafousia
sananho (Ruiz & Pav.) Markgr.; Merizadenia
sananho (Ruiz & Pav.) Miers; Taberna poeppigii
(Mull. Arg.) Miers.

abiu bravo,
sanango

Tabernaemontana siphilitica
(L.f.) Leeuwenb.”

Tabernaemontana guyanensis Mull. Arg.; T. hirtula
Mart. ex Mull. Arg.; T. juruana (Markgr.) Schumann
ex J. F. Macbride; T. killipii Woodson; T. longifolia
Benth; T. repanda E. Mey. ex Steud.; T. speciosa
Lam.; T. speciosa Poir.; T. tessmannii (Markgr.) J.F.
Macbr; T. tetrastachya Kunth; Anacampta hirtula
(Mart. ex Mull. Arg.) Miers; A. longifolia (Benth.)
Miers; Bonafousia guyanensis (Mull. Arg.) Miers; B.
hirtula (Mart. ex Mull. Arg.) Markgr.; B. juruana
Markgr.; B. killipii (Woodson) Markgr.; B. siphilitica
(L. f.) L. Allorge; B. siphilitica var. hirtula (Mart. ex
Mull. Arg.) L. Allorge

B. siphilitica var. juruana (Markgr.) L. Allorge; B.
speciosa (Poir.) Boiteau; B. tessmannii Markgr.; B.
tetrastachya (Kunth) Markgr.; Echites siphilitica L. f.;
Malouetia tetrastachya (Kunth) Miers.

Tabernaemontana solanifolia
A.DC.*#

Tabernaemontana affinis var. campestris Rizzini; T.
accedens Mull. Arg (Bonafousia albiflora (Miq.)
Boiteau & L. Allorge); T. fallax Mull. Arg.; T. nervosa
Glaz.; T. warmingii Mull. Arg.; Peschieria
campestris (Rizzini) Rizzini; P. solanifolia A.DC.
Miers.

Mata-pasto

Tabernaemontana undulata
Vahl*

Tabernaemontana albescens Rusby; T. meyeri G.
Don; T. obliqua (Miers) Leeuwenb.; T. perrottetii A.
DC.; Anacampta albescens (Rusby) Markgr.;
Anartia meyeri (G. Don) Miers; Bonafousia obliqua
Miers; B. perrottetii (A. DC.) Miers; B. undulata
(Vahl) A. DC.; B. undulata var. ovalifolia Miers;
Echites brasiliensis Thunb.; Peschiera surinamensis
Miq.; Stemmadenia nervosa Standl. & L.O.
Williams.

Tabernaemontana vanheurckii
Mull.Arg.*

Tabernaemontana macrosiphon Herzog; T.
unguiculata Rusby; Peschiera blanda Miers; P.
lingulata Miers; P. vanheurckii (Mall. Arg.) L.
Allorge; Stenosolen macrosiphon (Herzog) Markgr.;
S. vanheurckii (Mill. Arg.) Markgr.

*nativa ; **América tropical; # endémica

As espécies do género Tabernaemontana sé&o ricas em alcaloides inddlicos e bis-

inddlicos, compostos que sao utilizados como marcadores quimicos, considerando que

sua classificagdo pelas caracteristicas morfologicas € dificultada pela existéncia de

inUmeras sinonimias. Centenas de alcaloides tém sido identificadas, das flores até a
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raiz. No entanto, terpenos, esterdis e compostos fendlicos também podem ser isolados
(1). Os alcaloides tém sido os responsaveis por inumeras atividades biologicas, como
atividade antitumoral e anti-hipertensiva (44); atividade antimicrobiana (45), efeito
cardiovascular (46), atividade antileishmania e antibacteriana (47).

Abaixo é apresentada a ocorréncia desses constituintes quimicos e a relagao
das espécies em que foram isolados e identificados, bem como as atividades bioldgicas

ja descritas.

1.1.  CONSTITUINTES QUIMICOS DE ESPECIES BRASILEIRAS DE

Tabernaemontana

1.1.1 Alcaloides

O extrato benzénico das raizes e o extrato etandlico da casca do caule, frutas
verdes e maduras, bem como das sementes de T. catharinensis (sinonimia T. hilariana)
revelou a presenga de voacangina (A7a), coronaridina (A1b), 3-oxocoronaridina (A7c),
isovoacangina (A17d), 3-hidroxicoronaridina (A7e), 3-hidroxivoacangina (AT7f),
voacangina hidroxiindolenina (A2a), voacangina pseudoindoxila a (A3a), coronaridina
pseudoindoxila a (A3b), tetrafilicina (A4), catarantina (AS5), ibogamina (A6a) e
tabernantina (A6b) (48-50). Voacangina (A1a), coronaridina (A1b), 3-oxocoronaridina
(A1c), voacangina hidroxiindolenina (A2a) e ibogamina (A6a) também foram isolados
do extrato etandlico da casca da raiz, além da heineanina (A1g), voacristina (A1h),
coronaridina hidroxiindolenina (A2b), 3-hidroxicoronaridina hidroxiindolenina (A2d),
voacristina hidroxiindolenina (A2f), vobasina (A7a) e voachalotina (A8a) (Prancha 1,
pagina 36) (23).

Das sementes de T. catharinensis (sinonimia Peschiera australis) foram isolados
os alcaloides inddlicos coronaridina (A17b), tabersonina (A177), olivacina (A711a),

coronaridina hidroxiindolenina (A2b), catarinensina (A48), decarbometoxivoacamina
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(A49a) e tabernamina (A29a) (51). Coronaridina (A71b) e tabersonina (A717) foram
identificadas do oleo das sementes (52).

A extracdo alcaloidica das raizes de T. catharinensis (sinonimia P. affinis)
forneceu voacristina (A1h), iboxigaina (A1m) e afinisina (A8b); do extrato hexanico
foram isoladas voacangina (A7a) e coronaridina (A1b). Do extrato etanodlico das
sementes foram isoladas voacristina hidroxiindolenina (A2f) (32). Do extrato etandlico
das raizes de T. catharinensis (sinonimia P. affinis) foram isolados 19-epi-voacristina
(A70) (53). Esses alcaloides também foram isolados do extrato metandlico das cascas
das raizes e do caule, além de voacangina (A1a), coronaridina (A1b), ibogaina (A17/),
afinisina (A8b), 19-epi-heineanina (A70a) e 19-hidroxiibogamina (A15f) (53). Também
foram isoladas olivacina (A171a) (53-55) e derivados de 6N-hidroxiolivacina (A11b) e 2N-
oxidoolivacina (A11c) (54).

Das cascas das raizes de T. catharinensis foram isolados doze alcaloides
inddlicos: voacangina (A17a), coronaridina (A1b), 3-oxocoronaridina (A7c), heineanina
(A1g), voacristina (A1h), voacangina hidroxiindolenina (A2a), coronaridina
hidroxiindolenina (A2b), 19-epi-voacristina hidroxindolenina (A2c), 3-hidroxicoronaridina
hidroxindolenina (A2d), ibogamina (A6a), vobasina (A7a) e voachalotina (A8a) (56), 12-
metoxi-4-metilvoachalotina (A9) (57). Da casca do caule foram isolados voacangina
(A1a), coronaridina (A1b), ibogaina (A1l) e voachalotina (A8a) (30).

Analises do extrato cloroférmico bruto a partir dos talos de T. catharinensis
(sinonimia T. australis) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) sugeriram a presenga de voacangina (A7a), coronaridina (A1b), voacangina
hidroxiindolenina (AZ2a), rupicolina (A3a), ibogamina (A6a), voachalotina (A8a),
ibogalina (A15d) e afinisina (A8b) (58).

Do extrato diclorometano das cascas das raizes de T. salzmannii foram isoladas
voacangina (A17a), coronaridina (A1b), 3-oxocoronaridina (A7c), voachalotina (A8a) 19-
epi-heineanina (A70a) e olivacina (A11) (16). Da extracao alcaloidica das folhas foram
isolados isovoacangina (A17d), isovoacristina (A7i), (3S)-hidroxiisovoacangina (Af1j)
(16). Voacangina (A17a) e coronaridina (A7b) tém sido isolados do extrato etandlico do
caule de T. angulata (59).
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Da casca do caule de T. amygdalifolia (sinonimia T. dichotoma) foram isolados
monogagaina (A72) (60), coronaridina (A1b), 3-oxocoronaridina (A7c), 3,19(R)-
oxocoronaridina (A1r), ibogamina (A6a), vobasina (A7a), perivina (A7e), 19(R)-
heineanina (A70a), voacamina (A28a), 3’(R/S)-hidroxivoacamina (A28b), tabernamina
(A29a), 3'R/S-hidroxi-Ns-dimetiltabernamina (A29b), Ns-dimetiltabernamina (A29c),
3'(R/S)-hidroxitabernamina (A29d), (-)-aparicina (A59), 3-cetopropil-coronaridina (A60),
isometuenina (A62), ervahanina A (A64a), 3’(R/S)-hidroxi-Ns-dimetilervahanina A
(A64b) e B (A65b) (45). De T. amygdalifolia também foram isolados
homocilindrocarpidina (A717a), 19-dimetoxi-homocilindrocarpidina (A71b) e 10-oxo-
cilindrocarpidina (A77c) (61).

A fragdo cloroférmica do extrato alcaloidico das frutas mostrou presenca de
coronaridina (A1b), vobasina (A7a), 19(R)-epiheineanina (A10a), voafillina (A35a), 12-
metoxivoafillina (A35b), (-)-aparicina (A59), 3-cetopropilcoronaridina (A60), dichomina
(A61), isometuenina (A62), valesamina (A63a) e O-acetil-valesamina (A63b) (62).

A fragdo alcaloidica do extrato metandlico do caule demonstrou 10-
metoxiafinisina (A8f), iochnerina (A8g), catafolina (A8h), alstonerina (A72a), 10-
metoxialstonerina (A72b), 19,20-desidro-10-metoxitalcarpina (A72c), alstonisina (A73a)
e alstonal (A73b) (63).

Do extrato diclorometano da casca do caule de T. hystrix foram isolados
coronaridina (A1b), 3-oxocoronaridina (A7c), coronaridina hidroxiindolenina (A2b), 3-
oxocoronaridina hidroxiindolenina (A2e), ibogamina (A6a), vobasina (A7a), ibogamina-
7,8-diona (A13), 12-metoxivoachalotina (A714), 5-oxocoronaridina (A715a) e olivacina
(A11a) (14, 16). Também foram isolados do extrato metandlico: ibogamina (A6a),
afinina (A7b), histrixnina (A7c), olivacina (A11a), afinisina (A8b) e Ny-metilafinisina
(A16) (15).

Das folhas e da casca do caule de T. hystrix (sinonimia T. fuchsiaefolia) foram
isolados voacangina (A7a), coronaridina (A1b), voacangina hidroxiindolenina (A2a),
rupicolina (voacangina pseudoindoxila a) (A3a), ibogamina (A6a), tabernantina (A6b),
conofaringina (A6c), histrixnina (A7c), voachalotina (A8a), afinisina (A8b), 10-
hidroxicoronaridina (A15b), ibogalina (A15d), ibogaina pseudoindoxila a (A30),

catarantina (A37), 19-oxovoacangina (A32) (13). Da fracdo alcaloidica do extrato
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etandlico obtido das partes aéreas (folhas, caules e cascas) de T. hystrix (sinonimia
Peschiera lundii) foram isolados voacangina (A7a), coronaridina (A71b), voacristina
(A1h), ibogaina (A1l), iboxigaina (A1m), 19-epi-voacristina (A710) voacristina
hidroxiindolenina (A2f), voacristina pseudoindoxia (A3c) e olivacina (A717a) (64).

Sementes de Tabernaeamontana cymosa Jacq. contém voacangina (A7a),
coronaridina (A1b), heineanina (A1g), voacristrina (A71h), voacangina hidroxilindolenina
(7-a-hidroxivoacangina indolenina) (A2a), 10-hidroxicoronaridina (A15b), 3-
oxovoacangina (A15c), tabersonina (A17), tabersonina-Ns;-6xido (A18), 3-
oxotabersonina (A19), condilocarpina (A20), 14,15-desidro-16-epi-vincamina (A21),
stemmadenina (A22), stemadenina-N-oxido (A23), ajmalicina (tetraidroalstonina)
(A24a), 9-B-D-glicopiranosilajmalicina (9-B-D- glicopiranosiloxitetraidroalstonina) (A24b)
e isositsirikina (A25a) (65).

O extrato alcaloidico da casca do caule de T. cymosa (sinonimia Peschiera
buchtieni) apresentou coronaridina (A1b), eglandulosina (A7c), eglandina (Afe),
heineanina (A1g), coronaridina hidroxiindolenina (A2b), ocropamina (A7d), ibogamina
(A6a), voachalotina (A8a), afinisina (A8b), 19-epi-heineanina (A70a), olivacina (A711a),
(E)-isositsirikina (A25a), normacusina B (A27b), 3'(R/S)-hidroxi-N-desmetiltabernamina
(A29b), N-desmetiltabernamina (A29c), voafillina (A35a), N-metilpericiclina (A36a), 18-
hidroxiafinisina (A36b), 18,19(R)-dihidroxicoronaridina (A37), N-oxiafinisina (A38a),
clorometilenoaffinisinium (A38b), valesamina (A39a), voafillina hidroxiindolenina (A40),
janetina (A4171a), 3-hidroxi-tetraidroolivacina (A41b), 3,14-diidroolivacina (A42),
desmetilacedinisina (A43), buchtienina (A44), 4'17B-diidrotchibangensina (A45),
ceridimina (A46a) e desmetilceridimina (A46b). Das folhas foram isolados voacristina
(A10), voacristina hidroxiindolenina (A2f), olivacina (A11a) e apodina (A47) (66). A
fragdo alcaloidica do extrato metandlico de T. cymosa (sinonimia T. psychotriifolia)
mostrou que afinina (A7b), acido 16-epi-vobasinico (A7f) e taberpsichina (A66) (67)
estavam presentes.

Das cascas das raizes de T. laeta foram isolados os alcaloides inddlicos
monomeéricos voacangina (A7a), coronaridina (A1b), iboxigaina (ATm) e 19S-
heineanina (A70a), além de conodurina (A26a), o alcaloide quaternario Nb-metil-

voachalotina (A27a), voacamina (A28a) e tabernamina (A29a) (17). O extrato acetato
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de etila da casca das raizes deT. laeta (sinonimia Peschiera laeta) apresentou
coronaridina (A1b), voacamina (A28a) e conduramina (A34a) (68). Conodurina (A26a),
voacamina (A28a), vobasina (A7a), afinina (A7b), tombosina (A27b) e akuamidina
(A50) foram isolados das folhas e galhos (69). A analise por CG-EM da fragéo
alcaloidica dos galhos mostrou presenca de coronaridina (A1b), voacangina
hidroxiindolenina (A2a), ibogamina (A6a), conofaringina (A6c¢), vobasina (A7a), afinisina
(A8b), normacusina B (A8d), olivacina (A11a), Nb-metil-voachalotina (A27a),
periciclivina (A27c¢), oxindolvoachalotina (A517) e desidrovoachalotina (A52) (70).

Das folhas de T. siphilitica (sinonimia Bounafousia tetrastachya) foi isolado o
alcaloide dimérico bounafosina (A33) (71). Da casca do caule de T. albiflora foram
isolados coronaridina (A1b), heineanina (A1g), ibofillidina (A56), 1’-epi-20-ibofillidina
(A57), desetilibofillidina (A58) e albifloranina (A69) (72-73).

Da fragao alcaloidica do extrato etandlico do caule de T. coriacea (sinonimia T.
brachyantha) foram isolados: o-acetil-desformoakuamidinol (A8e), 20-epi-voacarina
(A28b), voacarina (A28c) e anidrovobasinediol (A70) (74).

A fracdo alcaloidica do extrato etandlico das folhas e galhos de T. rupicula
forneceu presenca de rupicolina (A3a) e montanina (A3c) (75-76).

Varios alcaloides foram isolados do extrato metandlico de Tabernaemontana
Solanifolia (sinonimia Peschiera campestris): isovoacangina (A7d) e isovoacristina
(A1i), isolados das folhas; voacangina (A7a) e voacangina hidroxiindolenina (A2a)
foram econtradas nas raizes; vobasina (A7a), isolada do caule. Tanto a raiz quanto o
caule revelaram a presenga de heineanina (A7g), voachalotina (A8a), 12-metoxi-Ny-
metilvoachalotina (A27b) (como iodeto) e voacamina (A28a) (8). De T. solanifolia
(sinonimia T. accedens) foram isolados acedina (A7g) e 16-epi-afinina (A7h) (77).

A fragédo alcaloidica e os extratos das sementes de T. grandiflora (sinonimia
Stemmadenia grandiflora) apresentaram coronaridina (A1b), 11-hidroxicoronaridina
(A1q), isovoacangina (A17d), voacanginahidroxiindolenina (A2a), tabersonina (A17),
pachisifina (A53a), quebrachamina (54a), 14p-hidroxiquebrachamina (54b), conoflorina
(A55) (78).

Do extrato éter de petroleo obtido do caule fresco de T. markgrafiana foram

isolados voacangina (A17a), coronaridina (A1b), 3 (R)-metoxicoronaridina (A1d), 19(S)-
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heineanina (A7g), 3(R)-metoxivoacangina (A7s), ibogamina (A6a), 5,6-desidro-
coronaridina (A67) e 10,11-didesmetoxi-chipiina (68) (79).

Da fragdo alcaloidica do extrato etéreo da casca do caule de T. undulata
isolaram-se: voacangina (A7a), coronaridina (A1b), epi-heineanina (A70a), voafilina
(A35a) e quebrachidina (A74) (80). Coronaridina (A1b) também foi isolado das
sementes de T. macrocalyx (da fragao alcaloidica obtida do extrato hexanico) além da
tabersonina (A17) (80).



Prancha 1 - Alcaloides de espécies brasileiras de Tabernaemontana

A1a voacangina

A1b coronaridina

A1c 3-oxocoronaridina (eglandulosina)
A1d isovoacangina (3-metoxicoronaridina)
A1e 3-hidroxicoronaridina (eglandina)
A1f 3-hidroxivoacangina

A1g heineanina

A1h voacristina

Afiisovoacristina

A1j 3-hidroxiisovoacangina

A1l ibogaina (12-metoxiibogamina)
A1m iboxygaina

A1n 19-epi-isovoacristina

A1o 19-epi-voacristina

A1p 18-metoxicoronaridina

A1q 11-hidroxicoronaridina

A1r 3,19-oxocoronaridina

A1s 3-metoxivoacangina
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A3a rupicolina (voacangina pseudoindoxila)
A3b coronaridina pseudoindoxila

A3c montanina (voacristina pseudoindoxila)

A2a voacangina hidroxiindolenina

A2b coronaridina hidroxiindolenina

A2c¢ 19-epi-voacristina hidroxiindolenina
A2d 3-hidroxicoronaridina hidroxiindolenina
A2e 3-oxocoronaridina hidroxiindolenina

A2f voacristina hidroxiindolenina

N

Me

R1 R2 A4 tetrafillicina
OMe H,
H>
OMe OH

R3
OH
OH
OH
OH
OH
OH

R4
OMe

OMe

OMe
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HO

catarantina

COOMe

R1 R2
A6a ibogamina H H
A6b tabernantina H OMe

AG6c conofaringina OMe OMe

A7a vobasina

A7b afinina

A7c histrixnina

A7d ocropamina

A7e perivina

AT7f acido 16-epi-vobasinico
A7g acedina
A7h16-epi-afinina

COzMe H

R1
CO;Me

CO,Me
CO,Me

CH,OH

R2
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A9 12-metoxi-4-metilvoachalotina

A8a voachalotina

A8b afinisina

A8c histrixnina (16-epi-afinisina)
A8d normacusina B (tombozina)
A8e O-acetil-desformoakuamidinol
A8f metoxivoafilina

A8g lochnerina

A8h catafolina

M302é

A10a 19-epi-heineanina

R1
CH,OH

OMe

I T T I =T
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CH,OH Me
CH,OH H
CO,Me Me

A11a olivacina
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A16 N,-metil-afisinina

HO

MeO

A19 3-oxotabersonina
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HO HO

MeO MeO

H COzMe

A17 tabersonina A18 tabersonina-Ns-oxido

Sw

CO,Me

A20 condilocarpina A21 14,15-desidro-16-epi-vincamina
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HO / MeCO,
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A22 estemadenina A23 estemadenina-N-oxido

A24a ajmalicina (tetraidroalstonina) H
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H
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A30 ibogaina pseudoindoxila a

A29a tabernamina

A29b 3’'R/S-hidroxi-N4-dimetiltabernamina
A29c N,-dimetiltabernamina

A29d 3'(R/S)-hidroxitabernamina

HO

COOMe

A31 catarantina A32 1-oxovoacangina

R1
Me

Me

R2

OH

OH

COO,Me
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A33 bounafosina
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)
Me \|
Ry
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A36b18-hidroxiafinisina H CH,OH CH,OH

CO,Me
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A44 buchtienina
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A46b desmetilceridimina H
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47



MCOZC OH
N\
(0]
N
\
Me

A50 akuammidina A51 oxindolvoachalotina

)

H
Ab3a pachisifina R
Ab4a quebrachamina H

A54b143-hidroxiquebrachamina OH

COzMe

Me \/

A55 conoflorina

48



N N
YN N
H COzMC H COzMe
A56 ibofillidina AS57 1’-epi-20-ibofillidina

N/Me
T T w
Q\—Z/g)\\ N

A59 aparicina A60 3-cetopropil-coronaridina

N
Y
H CO,Me

A58 desetilibofillidina

A61 dichomina

49



MCOzc

N
\
)
H COOMe
R
AG62 isometuenina R1 R ro

A63a valesamina OH A64a ervahanine A H Me
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HO COzMe

A68 10,11—-didesmetoxi-chipiina

CO2M€

Me

éOZMe

A69 albifloranina

A71a homocilindrocarpidina
A71b19-dimetoxi-homocilindrocarpidina

A71c10-oxo-cilindrocarpidina
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1.1.2. Terpenos e esterdis

Os extratos etandlicos das cascas das raizes, frutos verdes, frutos maduros e
sementes de T. catharinensis (sinonimia T. hilariana) revelaram a presenga dos
triterpenos a- e B-amirina e suas formas acetato (T71a a T1d, respectivamente) (Prancha
2, pagina 55); acido oleandlico (T7e), acido ursélico (T1f), taraxasterol (T2a) e seu
acetato (T2b), lupeol (T3a) e seu acetato (T3b), acido betulinico (T3c) e os esterodis
campesterol (T4), estigmasterol (T5), sitosterol (T6a) (49-50) e sitosterol 3-O-3-D-
glicosideo (daucosterol) (60b) (49, 81). Extratos das raizes de T. catharinensis
mostraram a presenca de dez triterpenos: a-amirina (T1a), B-amirina (T1c), acetatos de
lupeila (T3b), iso-lupeila (T7b), 20(30)-taraxasten-3p-ila (T8), bauerenila (T9), pseudo-
taraxastenina (T10) e iso-ursenila (T11) e o ester de cadeia longa de 20-hidroxi-lupeol
(T12), além de apresentar dois esterdis: estigmasterol (T5) e sitosterol (T6a)(56).

Os triterpenos acetato de a-amirina (T1b), acetato de B-amirina (T7d) e acetato
de lupeol (T3b) também foram isolados das cascas das raizes de T. hystrix (15). Os
compostos acetato de a-amirina (T1b) e acetato de (-amirina (T1d) também foram
encontrados no extrato etandlico dos galhos de Tabernaemontana laeta (70).

Do extrato metandlico do caule, da raiz e da madeira de T. catharinensis
(sinonimia Peschiera affinis) foram isolados B-amirina (T71c), acetato de lupeol (T3b), B-
sitosterol (T6a) (53) acetato de a- e B-amirina (T1b e T1d, respectivamente) (82). O
acetato de a—amirina também foi isolado da fragao alcaloidica do extrato etandlico das
cascas do tronco de T. coriacea (sinonimia T. brachyantha) (74).

Das sementes de T. cymosa foram isolados lupeol (T3a), obtusifoliol (T13) e o
iridoide (T14) (65).

Do extrato das cascas de T. markgrafiana foram isolados acetato de a-amirina
(T1b), acetato de B-amirina (T1d), estigmasterol (T5), acetato de 20(30)-taraxasten-33-
la (T8), acetato de baurenila (T9) e acetato de isoursenila (T11) (79).

Um total de 18 substancias foi identificado por CG-EM para 6leo essencial obtido
pela hidrodestilacdo das folhas de T. catharinensis partindo de uma mistura complexa

de sesquiterpenos (83,52%), monoterpenos (5,46%) e triterpenos (4,56%). Os principais
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componentes foram p-cariofileno (T15), a-cadinol (T16), 8S,13-cedrandiol (T17), a-
terpineol (T18), B-eudesmol (T19), 6xido de cariofilleno (T20) e iso-alocolato de etila
(T21), associado com B-sitosterol (T6a), B-cubebene (T22), y-cadinene (T23), cubenol
(T24), 1,8-cineol (T25), o-cimeno (T26), curcumenol (T27), espatulenol (T28) e friedelina
(T29) (35).



Prancha 2 - Terpenoides de espécies brasileiras de Tabernaemontana
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R1 R2 R3 R4

T1a a-amirina OH H Me Me
T1b acetato de a-amirina OAc H Me Me
T1c B-amirina OH Me H Me
Rs T1d acetato de B-amirina  OAc Me H Me
T1e acido oleandlico OH Me H COOH
R, T1f &cido ursolico OH Me H COOH

HO X
R R1
R T3a lupeol OH Me T4 campesterol
T2a taraxasterol H T3b acetato de lupeol OAc Me
T3c acido betulinico OH COOCH
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T10 pseudo-taraxastenina
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1.1.3 Compostos fendlicos

As sementes de Tabernaemontana cymosa forneceram (+)-lioniresinol (P17a)
(Prancha 3, pagina 62), (+)- e (-)-3a-O-(B-D-glicopiranosil)-lioniresinol (P1b), (-)-2a-O-
(B-D-glicopiranosil)- lioniresinol (P1c), (-)-3a-O-(B-D-glicopiranosil)-5’-
metoxiisolariciresinol  (P2), (-)-8,8’-dimetoxi-1-O-B-D-glicopiranosil)-secolariciresinol
(P3), (+)-5,5’-dimetoxi-9-0O-B-D-glicopiranosil)-lariciresinol (P4), 3-O-(B-D-glicopiranosil)-
5-O-metil-acido gallico (P5) (65).

Do extrato etandlico das raizes de T catharinensis (sinonimia Peschiera australis)
foram isolados quatro acidos fendlicos: acido vanilico (P6a), acido siringico (P6b), acido
gentisico (P6c) e acido salicilico (P6d) (51).

1.1.4 Outros constituintes

O 4&cido oléico foi o principal acido graxo encontrado nas sementes de

Tabernaemontana catharinensis (sinonimia Peschiera australis) (52).
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Prancha 3 — Compostos fendlicos de espécies brasileiras de Tabernaemontana
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1.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE ESPECIES BRASILEIRAS DE

Tabernaemontana

1.2.1 Atividade antioxidante

O extrato etandlico (100 pg/mL) de Tabernaemontana markgrafiana
(sinonimia Bonafousia longituba) e T. sananho (sinonimia B. sananho) foi avaliado
quanto ao potencial de inibicdo da peroxidagéao lipidica, no figado de ratos, para o
que se utilizou cloreto férrico-ascorbato, ndo se apresentando, entretanto, atividade
significativa (83).

O extrato etandlico, fragao alcaloidica e nao alcaloidica de T. catharinensis
(sinonimia P. affinis), tanto quanto os compostos isolados voacangina (A7a) e
voacristina hidroxiindolenina (A2f), foram avaliados sobre a atividade de radical pelo
método de 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), em comparagdo com Troloxe e
vitamina C; os resultados demonstraram que os extratos, fragdes e compostos puros
apresentaram atividade significativa (82). O extrato superfluido e as fragdes dos
ramos e folhas de T. catharinensis também mostraram atividade antioxidante in vitro
(24).

O dleo essencial das folhas de T. catharinensis apresentou agao antioxidante

frente a captagao de radicais livres pelo método de DPPH (35).

1.2.2 Atividade anti-inflamatoria

Os extratos etandlicos (100 pg/mL) de Tabernaemontana markgrafiana
(sinonimia Bonafousia longituba) e T. sananho (sinonimia B. sananho) foram
avaliados quanto ao potencial anti-inflamatério in vivo em modelo de edema de pata
induzido pela carragenina; quando comparados com fenilbutazona néo
apresentaram atividade significativa (83). Os extratos aquoso e etandlico das folhas,
administrados em ratos 1h antes da inje¢cao sub-plantar, monstraram uma resposta

dose-dependente significativa, mostrando potencial anti-inflamatério, bem como
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agao analgésica frente a dor induzida por acido acético quanto administrado
intraperitonealmente (51).
O extrato etandlico das cascas do caule de T. catharinensis mostrou agao

antinociceptiva central e periférica, bem como acéo anti-inflamatoria in vivo (32).

1.2.3 Efeito fitotoxico

O extrato aquoso liofilizado das folhas de T. catharinensis foi ativo para inibir

as sementes de Lactuca sativa e Bidens pilosa (84).

1.2.4 Atividade antiprotozoaria

O extrato metandlico (100 ug/mL) das folhas de Tabernaemontana undulata
(sinonimia T. obliqua) foi pesquisado quanto a atividade antimalarica por meio de
modelo in vitro com dois clones de Plasmodium falciparum; atividade leishmanicida
frente a forma amastigota de Leishmania (V.) panamensis e atividade
tripanossomicida frente a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi. Os resultados
mostraram que T. undulata foi ativa contra L. (V.) panamensis e P. falciparum; no
entanto, o extrato foi inativo frente a T. cruzi (85).

Coronaridina (A71b) e 18-metoxicoronaridina (A7p) monstraram atividade
tripanossomissoda proeminente contra L. amazonensis, sem efeito toxico aos
macréfagos dos camundongos (86).

O extrato bruto e fracdo alcaloidica das cascas das raizes de
Tabernaemontana catharinensis foram testados in vitro frente a forma tripomastigota
de Trypanosoma cruzi. Heineanina (A71g) e 12-metoxi-4-metilvoachalotina (A9)
mostraram fraca atividade [dose letal para 50% dos individuos (DLsg) de 890,89 e
356,73 ug/mL, respectivamente] em comparagdo com o cristal violeta (DLsy de 31
pg/mL) (21).

Os extratos alcaloidico e acetato de etila das cascas do caule de T. rupicola

(sinonimia T. sessilifolia = Muntafara sessilifolia) foram ativos in vitro nas cepas
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resistentes a cloroquina de P. falciparum (valores de ICsy ativos foram de 1,6 e 6,5

pg/mL, respectivamente) (87).

1.2.5 Citotoxicidade

O extrato acetato de etila das cascas do caule de T. laeta (sinonimia P. laeta)
exibiu citotocixidade significativa com células KB-V1 multi-resistentes (MDR) na
presenga de vimblastina [dose efetiva para 50% (DEsy) = 1,7 pyg/mL], enquanto
nenhuma citotoxicidade foi exibida com células KB na auséncia de vimblastina (DE 5o
> 20 pyg/mL) (68).

Os extratos brutos das sementes e folhas de T. catharinensis (sinonimia P.
australis) apresentaram atividade antineoplascia in vivo para dois modelos
experimentais de tumores: carcinoma de Ehrlich's e Sarcoma 180 (51).

Os extratos cloroférmico e metandlico do caule de T. angulata foram
avaliados para células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) e células de
cancer de préstata humano (PC-3), células de céancer de pulm&o humano (NCI-
H460), células de colon (KM-12), células do sistema nervoso central (SF-268),
células leucémicas (RPMI-8226) e ndo mostraram citotoxicidade (59).

Os alcaloides coronaridina (A1b), voacamina (A28a) e conduramina (A34a)
foram avaliados quanto a citotoxicidade com 11 linhagens de células tumorais. O
composto coronaridina (A1b) apresentou atividade para célulcas de cancer de mama
humano (BC1), carcinoma epidermoide oral (KB) e linhagens resistentes a farmacos
(KB-V1), ao cancer de prostata humano (LNCaP), cancer de pulm&o humano (Lu1),
leucemia linfocitica em murinos (P388) e células de glioma humano (U373), com
DEsp < 14 ug/mL. Os compostos voacamina (A28a) e conduramina (A34a) também
apresentaram atividade quando testados para células com valores inferiores de
EDso. Adicionalmente, ambos os compostos também apresentaram citotoxicidade
frente a outras linhagens celulares como carcinoma epidermoide humano (A431),
cancer de colo de utero (Col2), fibrosarcoma humano (HT), melanoma humano
(Mel2) e cancer de mama dose dependente (ZR-75-1) (68, 88).

O composto12-metoxi-N,-metilvoachalotina (A27b) foi submetido a teste

antileucemia (leukemia screen test-3PS31) e ndo apresentou atividade (8). Por outro
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lado, voacangina (A7a) e isovoacangina (A1d) foram testados frente a células THP-1
e apresentaram elevada atividade, comparado ao controle sulfato de vimcristina (16).

Voacamina (A28a) foi avaliada quanto a capacidade de melhorar o efeito
citotoxico de doxorubicinanas de linhagens de células linfoblastéides (CEM-WT),
células de osteosarcoma (U-2 OS-WT) e duas linhagens resistentes a drogas (CEM-
R e U-2 OS-R). Voacamina (A28a) induziu um aumento significativo de retencdo do
farmaco em células resistentes, por um aumento do efeito da citotoxicidade de
doxorubicina (89). Foi ainda capaz de inibir a acdo da glicoproteina-P de forma
competitiva (90).

Voacangina (A7a) apresentou atividade antiangiogénica in vitro pela
supressao da formacéao tubular e quimio-invasao induzida pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). No entanto, os compostos inibiram angiogénese na
membrana corioalantdide em doses nao toxicas e foram capazes de disponibilizar e
promover a diminuigdo dos niveis de expressao do fator induzivel de hipoxia (fator-

1a) e gene alvo, VEGF, de forma dose-dependente (91).

1.2.6 Atividade antimicrobiana

O extrato bruto das folhas de T. catharinensis (sinonimia P. affinis) mostrou
atividade frente ao Mycobactrerium tuberculosis, M. kansaiie € M. malmoense (92).
O extrato metandlico (1 mg) da casca do caule de T. catharinensis inibiu o
crescimento de Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, S.
aureus MR ATCC 43300, S. epidermidis ATCC 1220228 e Acynetobacter Iwoffii. A
fragdo alcaloidica (0,5 mg) foi ativa para B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 35218, S. aureus MR ATCC 43300, Streptococcus
faecalis ATCC 29232, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Shigella flexneri, S.
epidermidis ATCC 1220228 e cepas de A. Iwoffii (30).

O extrato etandlico do caule e o alcaloide 12-metoxi-4-metilvoachalotina (A9)
foram efetivos frente ao Trichophyton rubrum (27). O extrato bruto das partes aéreas
e o extrato metandlico do caule de T. catharinensis (sinonimia P. australis) foram

avaliados para atividade fungicida frente ao Microsporum canis, M. gypseum,
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Trychophyton mentagrophytes, T. rubrum e Epidermophyton floccosum. O extrato do
caule mostrou atividade frente ao T. rubrum e E. floccosum (93).

O extrato aquoso acido e etanolico de diferentes partes de T. amygdalifolia
(sinonimia T. dichotoma) foram testados frente a B. subtilis (ATCC 6633), S. aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), E. coli (ATCC 8739);
Aspergillus niger (ATCC 16904) e Candida albicans (ATCC 10235). Os extratos das
cascas das raizes, da casca do caule, do extrato das folhas verdes e secas e das
frutas frescas foram ativos frente ao B. subtilis e S. aureus. Os extratos aquoso e
etandlico das cascas do caule fresco, o extrato aquoso das frutas frescas, o extrato
das frutas frescas, o extrato etandlico das raizes frescas e caule, tanto frescas
quanto secas, foram ativos frente a E. coli e C. albicans. O extrato etandlico das
cascas do caule secas e do caule foi ativo frente a A. niger. Entretanto, nenhum
extrato foi ativo frente a P. aeruginosa (94).

O extrato cloroférmico/metandlico das partes aéreas de T. angulata
apresentou atividade antimicrobiana frente a P. aeruginosa (ATCC 9027) e C.
albicans (ATCC 10231) (12). Esse mesmo extrato do caule também apresentou acao
frente a S. aureus (ATCC 6538) (59).

Os compostos coronaridina (A7b), isovoacangina (A1d), heineanina (A1g),
voacangina hidroxiindolenina (A2a), voachalotina (A8a) e 12-metoxi-N.-
metilvoachalotina (A27b) foram avaliados frente a Candida albicans B311 em
comparacao a anfotericina B e nao revelaram qualquer atividade (8). Monogagaina
(A12) apresentou atividade frente a Bacillus subtilis (95).

O extrato etandlico da casca do caule de T. catharinensis foi capaz de inibir P.
aeruginosa e S. aureus quando comparado com cefriaxona (31).

O extrato bruto das folhas de T. catharinensis (sinonimia P. affinis) mostrou
atividade frente ao Mycobacterium. Por outro lado, o0 mesmo extrato ndo apresentou
atividade frente a M. fortuitum (96). O extrato superfluido (SFE) e suas fragdes dos
galhos e folhas de T. catharinensis mostraram atividade anti-Mycobacterium frente a
M. tuberculosis H37Rv (24).

1.2.7 Inibigao enzimatica

O extrato cloroférmico bruto dos talos de T. catharinensis (sinonimia T.

australis) mostrou inibigado da acetilcolinesterase (58).
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Os compostos voacangina (A7a), coronaridina (A1b), isovoacangina (A1d),
heineanina (A1g), ibogaina (A17/), iboxigaina (A1m), 19-epi-isovoacristina (A1n),
voacanginahidroxiindolenina (A2a), rupicolina (A3a), ibogamina (A6a), afinina (A7b),
voachalotina (A8a), afinisina (A8b), histrixnina (A8c), olivacina (A11a), ibogalina
(A15d), N,-metilafinisina (A716), conodurina (A26a), N,-metilvoachalotina (A27a),
voacamina (A28a) e tabernamina (A29a) foram avaliados frente a inibicdo da acetil e
butiril colinesterase. Os compostos ibogamina (A6a), afinina (A7b), afinisina (A8b),
histrixnina (A8c), olivacina, 6-N-hidroxiolivacina, 2-n-oxidoolivacina (A11) e
conodurina (A26a) foram capazes de inibir ambas as enzimas; os compostos A1b e
A1j inibiram a acetilcolinesterase; e os compostos heineanina (A71g) e voacangina
hidroxiindolenina (A2a) mostraram especificidade em inibir a butirilcolinesterase (70,
97-98).

1.2.8 Outras atividades

A fracao alcaloidica da casca da raiz do extrato aquoso de T. catharinensis
mostrou atividade in vivo frente ao veneno de Crotalus durisus terrificus,
neutralizando a agao letal do veneno (33). O alcaloide quaternario, 12-metoxi-4-
metilvoachalotina (A9) apresentou acao inibitéria (99). Ainda, o extrato aquoso
demonstrou acao inibitéria para o veneno de Bothrops jararacussu quando pré-
incubado antes da administragdo do veneno nos animais (19). O extrato
hidroalcodlico de T. catharinensis mostrou agado antiofidica para camundongos
inoculados experimentalmente com veneno de Bothrops jararacussu reduzindo as
alteracdes dos niveis de aspartato aminotransferase, de acido urico e alteragao do
tecido muscular esquelético provocada pelo veneno (100).

O extrato alcaloidico das frutas de T. amygdalifolia (sinonimia T. dichotoma)
mostrou atividade anticonvulsivante e espasmolitica (94). Ja o extrato metandlico do
caule apresentou acdo vasodilatadora na artéria aorta de ratos. Além disso,
metoxivoafillina (A8f), catafolina (A8h), e alstonisina (A73a) isolados desse extrato,
também apresentaram atividade vasodilatadora mediada parcialmente por liberagao
de O6xido nitrico das células endoteliais. Adicionalmente, metoxivoafillina (A8f)

mostrou efeito hipotensor em ratos normotensos (63).
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Uma triagem hipocratica de diferentes extratos (aquoso e etandlico) de todas
as partes da planta - com excegcdao das sementes - de Tabernaemontana
amygdalifolia (sinonimia T. dicothoma) mostrou alta toxicidade, provocando
convulsGes nos animais. Os extratos das frutas, das folhas, da casca do caule
mostraram agao colinérgica com efeitos tais como salivagdo e lacrimejagdo. O
extrato obtido das sementes foi menos téxico, mas mostrou pronunciada sedagao
que pode estar relacionada ao comum efeito hipotensor, manifestado como
enoftalmia e hiperemia. Para todos os extratos testados houve perda de aderéncia
em varios graus o que pode ser interpretado como um efeito relaxante da
musculatura (94).

O efeito hipotensor encontrado para todos os extratos foi confirmado pela
pressao sanguinea e os extratos das sementes mostraram um efeito pronunciado na
contragao uterina. Os extratos de frutas e sementes estimularam a contragéo uterina
e o das folhas mostrou inibicado da contragcao uterina. Os extratos obtidos da casca
da raiz e da casca do caule nao demonstraram agao na musculatura uterina (94).

Coronaridina (A1b), vobasina (A7a), perivina (A7e), stemmadenina (A22) e
dicomina (A617) apresentaram efeito hipotensor em ratos. Stemmadenina (A22)
também foi ativa em prolongar o efeito da acetilcolina na pressdo sanguinea e
promover relaxamento na  musculatura  despolarizando  bloqueadores
neuromusculares (101).

O extrato etandlico da casca do caule de T. catharinensis foi eficaz em inibir a
emergéncia das moscas Zaprionus indianus (Diptera: Drosophilidae) (Gupta, 1970).
No entanto, o extrato ndo afetou as moscas na fase adulta, quando comparado com
0 numero total e o grupo controle por género (36).

Ibogaina (A1/) tem sido utilizada globalmente, tanto na area médica quanto na
area nao médica, para tratar dependéncia de drogas e alcool (98).

Tabernaemontana cymosa foi pesquisada quanto ao seu potencial larvicida
contra Aedes aegypti. O extrato etandlico das flores, caule e folhas nao
apresentaram atividade; no entanto, o extrato etandlico mostrou agao significativa
com dose letal para 90% dos individuos (LDg) de 331 mg/mL (102).

O potencial cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de T.

catharinensis foi avaliado e mostrou-se bastante efetivo in vivo (29).
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico e de atividade bioldégica de Tabernaemontana
solanifolia A. DC.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e identificar compostos presentes nos extratos brutos e fragdes das
folhas de T. solanifolia A. D.C.;

Determinar a toxicidade potencial dos extratos brutos de T. solanifolia em
modelos in vitro e in vivo;

Pesquisar propriedades antimicrobianas dos extratos brutos de T. solanifolia;

Avaliar o potencial antioxidante de T. solanifolia em modelos in vitro e ex vivo;

Determinar a atividade ansiolitica dos extratos brutos em modelo experimental
in vivo utilizando o Labirinto em Cruz Elevado (LCE);

Verificar o potencial fitotoxico dos extratos de T. solanifolia in vitro frente a
Lactuca sativa L. e Glycine max L.;

Investigar a interferéncia dos extratos de T. solanifolia no desenvolvimento e
na mortalidade de Anticarsia gemmatalis Hiebner (Lepidoptera: Noctuidae) mantidas
em dieta artificial.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 METODOS GERAIS

3.1.1 Padrdes e reagentes

Os solventes de padrao analitico (PA) (hexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol, etanol 95%) foram utilizados no preparo dos extratos, na
cromatografia em coluna (CC), cromatografia em camada delgada (CCD), analises
para teste de atividade antioxidante e testes biolégicos. A acetonitrila utilizada foi de
grau cromatografico.

Os reagentes utilizados foram acido galico, acido ascorbico (vitamina C), 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (DPPH), acido linoleico, B-caroteno, Folin-Cicauteau, acetato de
potassio, cloreto de aluminio, molibdato de aménio tetra-hidratado, carbonato de

sodio e acido sulfurico.

3.1.2 Cromatografia em camada delgada

3.1.2.1 Fase estacionaria (FE)

A analise do perfil cromatografico foi realizada em placas de aluminio ou de
vidro impregnadas com silica gel 60 Fass (Merck® e Macherey-Nagel®) com
espessura de 0,2 mm empregando os seguintes reveladores: solugdo acida de
anilsaldeido (R1), reagente de Dragendorff (R2), reagente difenilboratoaminoetanol e
polietilenoglicol (PEG 4000) (NP/PEG) (R3), além da utilizacdo da radiagao

ultravioleta (R4).
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3.1.2.2 Reveladores

Solugao acida de anilsaldeido (R1) (103)

A placa cromatografica foi borrifada com as solugdes A e B e, entdo, aquecida
por aproximadamente 10 minutos, a 100 °C.
- Solugao A: solugao de anisaldeido em acido acético a 2%;

- Solugao B: solugao etandlica de acido sulfurico a 20%.

Reagente de Dragendorff (R2)

Para borrifagdo da placa cromatografica foi preparada uma solugdo composta
de 5,0 mL de solugédo B, 20 mL de acido acético e 70 mL de agua. A presenga de
alcaloides e peptideos foi evidenciada pelo surgimento de mancha amarelo-
alaranjado imediatamente apds a borrifagao.

- Solugéo A: nitrato basico de bismuto (1,7 g) foi dissolvido em 100 mL de solugéo de
acido acético: agua (1: 4).

- Solugao B: solugao aquosa de iodeto de potassio a 40%.

Reagente difenilboratoaminoetanol e polietilenoglicol (PEG 4000) (NP/PEG)
(R3)

A cromatoplaca foi pulverizada utilizando-se a solugédo A e, em seguida, com
solugao B e observada sob luz ultravioleta (UV).
- Solugao A: solugao metandlica de difenilboriloxietilamina a 2 %.

- Solugéo B: solugao etandlica de polietilenoglicol - 4000 a 5 %.

Radiagao ultravioleta (R4)

A placa foi analisada sob luz ultravioleta (A= 254 e 365 nm) a fim de se

detectarem substancias contendo grupos cromaoforos.
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3.1.3 Cromatografia em coluna (CC)

3.1.3.1 Silica gel 60 A (70 - 230 Mesh)

Para o fracionamento cromatografico foram utilizadas colunas de vidro de
diversos didametros, cuja maior parte foi eluida sob pressao atmosférica. A proporgao
utilizada entre a amostra e a fase estacionaria foi, em geral, de 1:30.

A fase estacionaria utilizada foi Silica Gel 60 (Merck® de granulometria 70 -
230 mesh (¢ = 0,063 - 0,20 mm). A silica foi suspendida com o solvente utilizado
inicialmente como fase moével e empacotada em coluna de vidro até decantagao da
silica. A amostra foi incorporada com quantidade suficiente de silica e solvente e,
entao, foi aplicada no topo da coluna, sendo, posteriormente, iniciada a eluicdo, com

gradiente em ordem crescente de polaridade.

3.1.4 Equipamentos e condi¢goes de analises

3.1.4.1 Espectrometria no ultravioleta

A leitura empregada para os testes quimicos de avaliagcdo de atividade
antioxidante, teor de flavonoides e fendis totais, foi realizada por meio de um
Espectrofotdmetro 700S (Femto®), com comprimento de onda na faixa de 190 - 1100

nm.
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3.1.4.2 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e *C)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e C foram
obtidos em espectrometro Varian Mercury Plus (300Hz; 7,04T; EUA) do Instituto de
Quimica (IQ) - UnB, por meio de sondas de deteccdo ATB e SW de 5 mm de
diametro interno. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm e 0s
solventes deuterados foram dioxano D,O e MeOD4; e CDCIl; com tetrametilsilano
(TMS) como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram registrados em

unidade e as constantes de acoplamento dadas em Hz.

3.1.4.3 Espectrometria no infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos no espectrofotdmetro Bomem
Hartmann & Braun MB — 100 (Alemanha) pertencente ao Instituto de Quimica (1Q) -
UnB, com valores expressos em cm™.

A analise das amostras foi realizada com pastilhas preparadas com brometo

de potassio (KBr).

3.2 ESTUDO QUIMICO

3.2.1 Material botanico

As folhas de Tabernaemontana solanifolia A. DC. (Apocynaceae) foram
coletadas em Brasilia (DF) pela Profa. Dra Sueli Maria Gomes e equipe
multidisciplinar integrante de projeto de bioprospeccdo da flora do cerrado. Um
exemplar da exsicata encontra-se registrada e depositada no Herbario da
Universidade de Brasilia (UB) (S.M. Gomes e R. G. Tostes 846).
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A coleta foi realizada em dois momentos distintos. O trabalho iniciou com
material vegetal coletado em margo de 2007. Entretanto, para a obtencdo de
material botanico adicional foi realizada uma coleta em abril de 2009.

As partes aéreas da planta foram secadas em estufa de circulagdo de ar
forgada a 40 °C, por 72 horas. Em seguida, as folhas foram pulverizadas em moinho
de facas e o po resultante da moagem (2113,8 g) foi armazenado em sacos de papel

e acondicionados sob protegao de luz e umidade.

3.2.2 Obtencao dos extratos

3.2.2.1 Extratos hexanico (HE) e etandlico (EE)

Os extratos brutos hexanico e etandlico foram preparados na Universidade de
Brasilia (UnB). Foram utilizados 2113,8 g de material botanico pulverizado e hexano
como solvente extrator. A mistura foi submetida ao processo de maceragao durante
quatro semanas e, subsequentemente, pelo mesmo periodo, com etanol. Apos
filtracdo, a solucado extrativa foi submetida a evaporacdo do solvente sob vacuo
utilizando o rotaevaporador, com temperatura inferior a 40 °C, até a obtengado do
extrato hexanico (HE) e extrato etandlico (EE) (Esquema 1). O rendimento do HE foi
de 6 % (126,1 g) e do EE foi de 18,6 % (393,2 g).
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Planta pulverizada
(2113,80 g)

Hexano
Extragdo exaustiva
4 semanas

1

—

Extrato hexanico
(HE)

(126,12 g; 5,96 %)

Residuo

Etanol
Extragdo exaustiv
4 semanas

Extrato Etandlico .
(EE) Residuo

(393,17 g; 18,62 %) descartado

Esquema 1 — Representagido do processo de obtencao dos extratos hexanico (HE)

e etandlico (EE) das folhas de Tabernaemontana solanifolia A. DC.

3.2.2.2 Extrato aquoso (AqE)

O extrato aquoso foi obtido na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
(UEMS) utilizando o método de infusdo para parte do material pulverizado (0,50 g)
em agua destilada (25 mL) a aproximadamente 70 °C. A mistura foi deixada em
repouso por 30 minutos, filtrada e levada ao congelador a -70 °C e, posteriormente,
submetida a liofilizagao, fornecendo o extrato aquoso bruto liofilizado (Esquema 2).

O rendimento do extrato aquoso foi de 20,3 % (0,1015 g).
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Planta
pulverizada
(0,50 g)

Infusao (70 °C)
25 mL H,0

liofilizagao Torta

Extrato aquoso
(AqE)

(0,1015 g; 20,3 %)

Esquema 2 — Representagédo da obtengao do extrato aquoso bruto (AqE) das folhas

de Tabernaemontana solanifolia A.DC.

3.2.2.3 Fracao alcaloidica (AF)

O preparo da fragdo alcaloidica também foi realizado na Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS) utilizando parte do extrato etandlico (1,0 g)
e dissolvendo em 20 mL de agua destilada acidificada com H,SO4 (0,1 M) até o pH
3,0. A parte aquosa foi alcalinizada adicionando NH4,OH até o pH 9,0. Em seguida foi
adicionado cloroféormio e apds formacdo de duas fases, a fase aquosa e a fase
cloroférmica foram separadas, sendo obtida, desta forma, a fragao alcaloidica bruta
(0,14 g) (Esquema 3).
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EE
(1,002 g)

H,0 acidificada com H,SO, (0,1M)
+CHCl,

Fracéo Fracéo
aquosa Cloroférmica

NH,OH (pH 9,0)
+CHCl,

|

Fracao
Cloroférmica

L Fracao
alcaloidica

(FA)

Fracao
aquosa
alcalina

Esquema 3 — Representacdo da obtencdo da fragdo alcaloidica das folhas de

Tabernaemontana solanifolia A. DC.

3.2.2.3.1 Anélise da fragdo alcaloidica por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM)

A analise da fracdo alcaloidica foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) em cromatégrafo Shimadzu GC-17
AQP-500 com detector de massa seletivo, com impacto de ionizagédo (70 eV),
acoplado ao cromatégrafo gasoso GF-17B com coluna capilar de silica fundida LM-5
(15 m X 0,2 mm i.D., 0,2 p). O gas Hélio foi utilizado como gas de arraste (fluxo de
0,6mL/ min) e a faixa do MS scan foi de 50 — 550 py.m.a. O volume de injecao foi de
1 yL, raz&o split (1:20), com temperatura inicial de 250 °C. A temperatura da coluna

foi programada para a faixa de 150 a 280 °C com 15 °C/min.; esta temperatura foi
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mantida por 20 min. A temperatura do injetor foi de 290 °C. Amostras de 1 pL foram
injetadas com um injetor Hamilton (10uL). Os dados foram processados e a
identificacdo dos compostos foi realizada por meio da comparagao de seus indices
de retencgao e espectros de massas com os dados da literatura e com a biblioteca do
equipamento (Nist 2.0) (49).

3.2.2.3.2 Andlise da fragdo alcaloidica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

A fracao alcaloidica também foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando sistema LaChrom Elite® (Hitachi, Tokyo, Japan)
equipado com bomba L2130, injetor automatico L2200; coluna L2300 a 25 °C com
detector DAD L2455 (Hitachi, Tokyo, Japan). O detector foi fixado em 280 nm. A
separacao foi realizada em coluna de fase reversa Cqg (particulas de 5 ym, 150 mm
X 4,6 mm i.d.) combinado com coluna apropriada (4 x 4; 5 ym de tamanho de
particula) (Merck®, Germany). Para a fase mével foi utilizado sistema gradiente linear
composto po acido fosforico (1 %) (A) e CH3CN (B) com fluxo de 0,6 mL/min. A
captura dos dados foi realizada utilizando EZChrom Elite software (version 3.3.2
SP1) (Scientific Software. Inc.). Os compostos presentes nas amostras foram
caracterizados de acordo com seu espectro de UV-visivel e identificados pelo seu

tempo de retengdo em comparacdo com padroes comerciais.

3.2.3 Fitoquimica do extrato hexanico (HE)

A fitoquimica do extrato hexanico foi realizada integralmente na Universidade
de Brasilia (UnB).

O extrato hexéanico (20 g) foi submetido a cromatografia em coluna de silica
gel 60G (Merck®) (altura = 43 cm, diametro = 9 cm), sendo coletadas 257 fracdes.
Os solventes utilizados na eluicdo foram hexano: acetato de etila, em diferentes

propor¢des com gradiente crescente de polaridade conforme descrito na Tabela 3.
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As fracdes (175 mL) foram coletadas e concentradas a secura sob vacuo

sendo monitoradas por CCD utilizando placas cromatograficas de silica (Merck®)

60G e o reagente anisaldeido/ H,SO4 como revelador para a visualizagao (103).

Tabela 3 - Fracionamento do extrato hexanico (HE) de T. solanifolia A. DC.

Eluentes Fragoes
hexano 1-75
hexano:acetato de etila (9: 1) 76 - 83
hexano:acetato de etila (9: 1) 87
hexano:acetato de etila (9: 1) 88 - 109
hexano:acetato de etila (8: 2) 110 - 122
hexano:acetato de etila (8: 2) 123 - 275

As fragdes que apresentaram perfis cromatograficos semelhantes foram

reunidas, totalizando 7 grupos (SMG 01 a 07) que estao descritos na tabela 4.

Tabela 4 - Reunido das fragdes obtidas pelo extrato hexanico de Tabernaemontana solanifolia A.DC.

Grupos Fragoes Massa (g)
SMGO01 76 - 83 3,8
SMG02 110 — 122 (e) 1,0
SMGO03 86 1.4
SMG04 93-95 (b) 2,8
SMGO05 87 0,2
SMGO06 110 — 122 (f) 2,6
SMGO07 79 -

3.2.3.1 Fragédo 76 - 83 (SMG01)

A fragéo 76 - 83 (3,8 g) (SMGO01) foi lavada com mistura éter-etanol (1:1),

fornecendo um sélido branco de aspecto granular, soluvel em cloroférmio (Esquema

4). A fragéo soluvel na mistura éter: etanol foi submetida &8 CCD e o cromatograma

foi revelado com Dragendorff (R3) aparecendo uma mancha amarela alaranjada

indicativa da presencga de alcaloide.



Extrato Hexanico
(HE) (20g)

Fracionamento
Cromatografia (CC)
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Hex: AcOEt (9:1)

Hex: AcOEt (8:2)

Hex:AcOEt (9:1)

Hex: AcOEt (9:1)

Hex: AcOEt (9:1)

fragbes 76 a 83 Fracoes 110 a 122 Fracoes 93-95 Fragéo 87 Fragéo 79
(SMG01) (SMGo2) (SMG04) (SMG07)
Lavagem com éter-etanol Lavagem éter- Lavagem éter-etanol (SMGOS) éter-etanol
9 etanol,metanol 9

s6lido branco , de aspecto

solido brando amorfo,

sélido branco de aspecto

sélido branco de aspecto

pé branco soltvel em

(3.89)

acetato de B-amirina

comportamento

- !
kemelhante ao B-sitosterol

e estigmasterol

(enviado para elucidagédo
estrutural)

o identificac&o

[Alcaloide em processo de

Esquema 4 -

Tabernaemontana solanifolia A.DC.

3.2.3.2 Fragao 110 — 122 (SMGO02)

- . Pyl =y granuloso soluvel em Srmi
granular, soltvel em cloroférmio cloroformio granuloso cloroférmio
Substancia que tem Sugere triterpeno

Fitoquimica do extrato hexénico das partes aéreas de

A fragdo 110-122 (1,0 g) (SMGO02) foi lavada com mistura éter-etanol e,

cloroférmio.

posteriomente, com metanol, fornecendo um soélido branco amorfo, solivel em
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A comparagao por CCD entre SMGO02 e uma mistura contendo B-sitosterol e
estigmasterol [utilizando mistura Hexano: acetato de etila (8:2) como eluente e
anisaldeido/acido sulfurico como revelador] mostrou que as duas amostras
apresentavam o mesmo Rf. A substéncia foi submetida a analise por infravermelho

(IV) e RMN de'H e de *C para confirmar a mistura.

3.2.3.3 Fracéo 86 (SMG03)

A fracdo SMGO03, apds lavagem com acetona, forneceu um sélido branco
amorfo soluvel em cloroféormio (1,4 g). Esse sélido foi enviado para analise dos
espectros de IV e RMN de 'H e de "C para comparagdo dos deslocamentos

quimicos apresentados com os dados constantes na literatura.

3.2.3.4 Fragéo 93 - 95 (SMG04)

A fracdo SMG04 (2,8 g) foi lavada com a mistura éter-etanol, fornecendo um
sélido branco de aspecto granuloso soluvel em cloroférmio. A substancia foi
analisada por espectrometria e os resultados foram comparados com a literatura

para elucidagao estrutural.

3.2.3.5 Fracéo 87 (SMGO05)

SMGO05 apés lavagem com a mistura éter-etanol forneceu um sélido branco
de aspecto granuloso soluvel em cloroférmio (0,2 g). O composto foi analisado por

espectrometria de IV e por RMN.
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3.2.3.6 Fragdo 110 - 122 (SMGO6)

A fracdo SMGO06 apds lavagem com a mistura éter-etanol e, posteriomente,
com metanol forneceu um solido branco amorfo, soluvel em cloroférmio (2,6 g). Esse

sélido foi enviado para analise dos espectros de RMN de 'H e '*C.

3.2.3.7 Fracao 79 (SMGOQ07)

SMGO07 forneceu um solido branco, amorfo, soluvel em cloroféormio apés
lavagem com éter: etanol.

O resumo do estudo fitoquimico foi apresentado no Esquema 4 (pagina 81).

3.2.4 Fitoquimica do extrato etandlico (EE): particao trifasica

Parte do extrato etandlico bruto (EE) (47,52 g) foi submetida a particdo em
sistema liquido trifasico (104), empregando mistura hexano:cloroférmio:
acetronitrila:agua (2:1:3,4:1) como solvente. Apds a particdo foram obtidas trés
fragbes: fragdo aquosa (AgF), fracdo intermediaria ou de interfase (acetronitrila:
cloroférmio) (IF) e fragao hexanica (HF) (Esquema 5).

As fragdes obtidas apds eliminacado dos solventes por evaporacao tiveram os
seguintes valores de massa e rendimento, respectivamente: HF (10,3 g; 37,8 %), IF
(1,1g; 4,14 %) e AqF (5,9 g; 21,8 %).
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Extrato etanélico (EE)

m=47,52¢g
CH3(CH,) 4CHy: CH;CN: CHCIy: H,0
(2:34:1:1);
Particao e eliminacao dos solventes
Fracao hexanica Fragao intermediaria ou MeCN: CHCI, Fragado aquosa
(HF; 14,84 g) (IF; 6,30 g) (AqF; 9,78 g)

Esquema 5 - Representacdo da particao liquido-liquido do extrato etandlico (EE) de

Tabernaemontana solanifolia A. DC.

3.2.5 Fitoquimica do Extrato etandlico (EE): particao bifasica

Parte do extrato etandlico bruto (EE) (5,02 g) foi particionado num sistema
liquido bifasico, empregando a mistura metanol: agua e hexano como solventes.
Apds a particdo foram obtidas quatro fragbes: fracdo hexénica (HFr), fragéo
diclorometano (DFr), fragdo acetato de etila (AcFr) e fragdo aquosa (AqgFr) (Esquema
6). O residuo de agua das fragdbes com solventes organicos foi retirado com
aplicacao de sulfato de sodio anidro seguido de filtracdo. As fracbes obtidas da
particdo bifasica do extrato hexanico tiveram os solventes eliminados por
evaporagdao tendo como massa e rendimentos 0s seguintes valores,
respectivamente: DFr (1,39 g; 27,7%), AcFr (0,14 g; 2,9 %) e HFr (0,69 g; 13,6%).
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Extrato etandlico
(EE) (5,02 g)

Metanol: agua (1:1)
Hexano m
Particao
| ]
Fragdo Fragédo hexanica
hidrometanoélica (HFr) (0,69; 13,6%)

Diclorometano

(CH,Cl,)
l -
Fracao
. diclorometano
Fragdo aquosa (DFr)
(1,39 g; 27,7%)

Acetato de etila

- Fragao acetato de
Frag(a: ?:‘:)WS"‘ etila (AcFr) (0,14 g;
q 2,9 %)

Esquema 6 - Particdo bifasica do extrato etandlico (EE) de Tabernaemontana
solanifolia A. DC.

Posteriomente, as fracbes obtidas pela particao bifasica do extrato etandlico
bruto foram analisadas por CCD utilizando placas de cromatofolhas de aluminio com
silica 60 Fas4 (Malogran®) empregando as misturas hexano: acetato de etila (7:1) e
reveladores anilsaldeido (R1) e luz ultravioleta (R4).

As fracbes aquosas e acetato de etila foram analisadas quanto a presenca de
flavonoides utilizando como eluente a mistura acetato de etila: acido formico: acido

aceético glacial: agua (100:11:11:26) e reveladas, primeiramente com UV (R4) (365
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nm) e depois com R3 (NP/PEG) e comparadas com os padrdes (acido clorogénico,

acido férmico, rutina, acido cafeico, acido ferrulico, quercetina).

3.2.5.1 Analise das fragdes em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As fragdes obtidas pelas particbes (trifasica e bifasica) do extrato etandlico de
T. solanifolia foram analisadas utilizando sistema LaChrom Elite® (Hitachi, Tokyo,
Japan) equipado com bomba L2130, injetor automatico L2200; coluna L2300 a 25 °C
com detector DAD L2455 (Hitachi, Tokyo, Japan). A separacédo foi realizada em
coluna de fase reversa Cqg (particulas de 5 ym, 150 mm x 4,6 mm i.d.) combinado
com coluna apropriada (4 x 4; 5 ym de tamanho de particula) (Merck®, Germany).
Para a fase movel foi utilizado sistema gradiente linear composto por acido fosforico
(1%) (A) e CH3CN (B) com fluxo de 0,6 mL/min. A captura dos dados foi realizada
utilizando EZChrom Elite software (version 3.3.2 SP1) (Scientific Software. Inc.). Os
compostos presentes nas amostras foram caracterizados de acordo com seu
espectro de UV-visivel e identificados pelo seu tempo de retencdo em comparagao

com padrbes comerciais.

3.2.6 Determinagao do teor de fendis totais

O ensaio para a determinagao do teor de fendis totais foi realizado com as
amostras do extrato aquoso (AqE), extrato hexanico bruto (HE), extrato etandlico
bruto (EE) e suas fragbes hexanica (HF), intermediaria (IF) e aquosa (AgF) da
particao trifasica do extrato etandlico de acordo com o método descrito por Ling e
Tang (2007) (105) na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS).

A determinacéo do teor de fendis foi realizada a partir de uma aliquota de 0,1
mL de amostra, adicionada a 1,5 mL de carbonato de sédio 2%, 0,5 mL de reagente
Folin-Ciocalteau (1:10 v/v) e 1 mL de agua destilada sendo possivel determinar o
teor de fendis. As amostras foram incubadas durante 30 minutos a temperatura

ambiente e seguido da leitura em 760 nm. O branco foi preparado com todos os
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reagentes, exceto a amostra, a qual foi substituida por 0,1 mL de etanol 95%. Os
testes foram realizados em triplicata. Uma curva analitica do padrao, acido galico, foi
obtida empregando-se diferentes concentragdes (2,06; 10,3; 20,06; 30,9; 41,2; 82 4;
123,6 pg/mL) e por meio das absorbancias obtidas para cada concentragao foi
plotado um grafico de concentragao versus absorbancia.

Com esses dados, foi calculada a regressao linear e obtida a equagéo da reta
(y= 0,02443 + 0,01266x), a qual teve seus dados empregados no calculo das

amostras reais. O resultado foi expresso ug de acido galico por g de extrato.

3.2.7 Determinacao do teor de flavonoides

A determinacao do teor de flavonoides foi realizada na Universidade Estadual
de Mato Grosso do Sul utilizando uma aliquota de 0,5 mL de amostra acrescida a
1,5 mL de alcool etilico 95%, 0,1 mL de cloreto de aluminio hexa-hidratado (10 %)
(AICl5.6H,0), 0,1 mL de acetato de sdédio (NaC,H30,.3H20) (1 mol L") e 2,8 mL de
agua destilada foi o ponto de partida para se determinar o teor de flavonoides. Os
testes foram realizados em triplicata, sendo corrido em paralelo o branco em que a
amostra foi substituida pelo solvente utilizado em seu preparo. Os tubos foram
incubados durante 40 minutos, a temperatura ambiente, e a leitura da absorbancia
foi realizada a 415 nm, para o que se empregou espectrofotdmetro (Fentom®) (105-
106).

Uma curva analitica do padrao quercetina foi obtida pelo emprego das
seguintes concentragdes: 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 125,0 pg/mL;
através da absorbancia obtida para cada concentragao foi plotado um grafico de
concentracdo versus absorbancia. Com esses dados, foi calculada a regressao
linear e obtida a equacao da reta (y = 0, 00246 + 0, 01048 x) a qual teve seus dados
empregados no célculo das amostras reais. O resultado foi expresso em ug de

quercetina por g de extrato.
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3.3 ESTUDO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

3.3.1 Ensaios de atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi pesquisada por trés métodos in vitro (método de
2,2—difenil-1-picrilidrazila (DPPH), fosfomolibdénio e, também, pelo método de [3-
caroteno/ acido linoleico) e por um método ex vivo utilizando eritrécitos humanos.

As analises foram realizadas em quatro instituicdes: Universidade de Brasilia
(UnB), Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), Centro Universitario
da Grande Dourados (UNIGRAN) e Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD).

3.3.1.1 Método de reducao do complexo de fosfomolibdénio

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos brutos e das fracbes de

Tabernaemontana solanifolia A. DC. foi realizada por meio do método baseado na
reducdo do complexo de fosfomolibdénio com adaptagcbées (107), como segue
abaixo.
Preparo da solugao reagente: O reagente foi preparado pela mistura de 25 mL de
solugado aquosa de fosfato de sédio (NazPO4, 28 mM), 25 mL de solugdo aquosa de
molibdato de aménio tetra-hidratado [(N4)sM07024.4H20, 4 mM] e 25 mL de solugao
aquosa de acido sulfurico (H2SO4; 0,6 M).

Preparo da substancia de referéncia: a solucédo estoque foi preparada a partir da
solubilizacdo de 1 mg/mL de quercetina em etanol.

Obtencao da curva-padrao da quercetina: A partir da solugdo estoque de
quercetina, foram preparadas diluigées (0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1 e
0,05 mg/mL) em etanol. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A curva

de calibracdo foi realizada em tubos com 0,1 mL da solugdo estoque (1 mg/mL) e
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para as diluicbes foi adicionado 1 mL de reagente, em triplicata. Os tubos foram
tampados e mantidos em banho-maria a 95 °C por 90 min. Apds esse tempo, as
amostras foram deixadas em arrefecimento até a temperatura ambiente. O conteudo
de cada um dos tubos foi transferido para cubetas de plastico e analisado sob o
comprimento de onda 695 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu® e Fentom®),
previamente zerado com uma mistura de 1 mL do reagente e 0,1 mL de etanol. Os
dados foram analisados estatisticamente para o que se utilizou o programa Prisma; a

curva padrao foi construida.

Teste de atividade antioxidante: Para avaliar a atividade antioxidante do extrato e
das fragdes, foi preparada uma solugdo etandlica (1 mg/mL) de cada extrato e
fragdes. Em tubos 0,1 mL da solugéo do extrato (1 mg/mL) foi adicionado de 1 mL de
reagente, em triplicata. Os tubos foram submetidos a um processo idéntico ao da

quercetina explicitado anteriormente.

Resultados: os resultados foram expressos em equivalentes de quercetina a partir
da curva-padrao de quercetina. A média das absorbancias (695 nm) foi aplicada a
equacéao da reta, sendo obtida a concentracao relativa aos controles. A equivaléncia
foi obtida dividindo a concentragdo obtida para o padrdo (quercetina) pela

concentracdo usada nas amostras.

3.3.1.2 Avaliagdo da inibigdo da peroxidagédo lipidica empregando o método [3-

caroteno/ acido linoleico

O ensaio de atividade antioxidante por meio do sistema [B-caroteno/acido
linoleico foi realizado como descrito por Tepes e cols. (2005) (108) com
modificagdes. Uma solugao estoque de B-caroteno e acido linoleico foi preparada a
partir de 0,5 mg de B-caroteno dissolvido em 1 mL de cloroférmio e adicionado a 25
ML de acido linoleico e 200 mg de Tween 20. O cloroférmio foi removido sob o
nitrogénio liquido. A mistura resultante teve seu volume completado para 100 mL de
agua ultra-pura aerada. O teste foi realizado por meio da adicdo de 2,5 mL da
mistura e 0,3 mL de amostra em diversas concentracdes (10-160 pg/mL), sendo lido
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logo em seguida no tempo zero a 470 nm e duas horas apds incubacéo dos tubos a
50 °C em banho-maria. O controle foi preparado substituindo a amostra pelo mesmo
volume de metanol. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata.

A inibicdo da peroxidacao lipidica (%) foi calculada a partir da equacao:
[conteudo de B-caroteno depois de 2 h do ensaio/ conteudo inicial de B-caroteno] x
100.

3.3.1.3 Atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH)
(C18H12N506)

A determinagdo da atividade antioxidante empregando o radical livre 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (DPPH) baseia-se na habilidade de compostos com
propriedades antioxidantes presentes na amostra em sequestrar o radical livre
DPPH’ em formar estruturas de ressonancia estaveis, estabilizando assim o radical
livre (109).

Foram preparadas solucbées de DPPH em etanol 80 % na concentragao de
0,11 mM, e controles positivos com acido ascoérbico (vit. C) e hidroxibutiltolueno
(BHT) na concentragdo de 2 mg/mL, a partir das quais foram realizadas diluicbes
seriadas (1000, 500, 100, 50, 25, 10, 5, 1, 0,1 ug/mL). O controle negativo foi
preparado substituindo a amostra pelo mesmo volume de solvente usado para
solubilizar as amostras. Os extratos também foram solubilizados em etanol 80 %,
com excegao do extrato hexanico. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Apos incubagdo por 30 minutos em temperatura ambiente a leitura das
absorbancias de cada amostra foi realizada em espectrofotdmetro (A = 517 nm).

O percentual de inibicdo ou “sequestro” de radical livre (% Ao) foi calculado a
partir da equacgao (110):

% Ao = [Ao — (A- Ap)l x 100
Ao
Onde:
(Ag) é a absorbancia do DPPH em metanol no inicio da reacao,
(A) é a absorbancia da amostra em DPPH decorridos 30 min. de reagéao e

(Ao) corresponde a leitura da amostra com metanol
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3.3.1.4 Atividade antioxidante ex vivo utilizando-se eritrocitos humanos

O protocolo de atividade anti-hemolitica frente a eritrécitos humanos foi
aprovado previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario da
Grande Dourados, uma vez que envolveu seres humanos (protocolo 136/09) (Anexo
1).

O extrato hexanico nao foi utilizado no ensaio de atividade anti-hemolitica por
nao se mostrar soluvel em tampéao fosfato monobasico (PBS). Assim, apenas os
extratos aquoso e etandlico, juntamente com suas fragbes (fracdo hexanica, fragdo
intermediaria e fracdo aquosa) foram objetos de analise, pois o0 solvente deveria ser
obrigatoriamente o PBS (0,9 %) (pH 7,4) de forma a n&o interferir no processo de
hemdlise das hemacias. o que nao foi possivel com o extrato bruto hexanico.

O teste foi realizado conforme descrito por Lenfant e cols. (110) com algumas

adaptagdes.

Coleta de sangue: foram coletados, em tubo com anticoagulante (heparina), 12 mL
de sangue total através de puncgéo venosa da fossa cubital de um doador saudavel,
que nao fazia uso algum de medicamentos e/ou de suplementos vitaminicos. Apds a
coleta, os eritrécitos foram separados por centrifugagdo. Em seguida, foram lavados
com a adigao de solugéo fisioldgica a 0,9 %, no proprio tubo com anticoagulante, e
centrifugados a 2.500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante obtido foi descartado e o
procedimento repetido por mais duas vezes ou até que o sobrenadante ficasse
totalmente limpido. Uma suspensao de eritrocitos 1 % (v/v) foi preparada em tampéo
fosfato de potassio (10 mM, pH 7,4) e incubado com dicloridrato de 2,2’- azobis (2—
metilpropionamidina) (AAPH) em diferentes concentragbes, a 37 °C com agitagédo
constante (75 rpm) entre 0 e 6 horas. O grau de hemdlise (%) foi determinado pela

medida de absorbancia a 540 nm.

Curva dose resposta do dicloridrato de AAPH: uma suspenséo de eritrocitos (1
%) (v/v) em tampao fosfato de potassio monobasico contendo NaCl (0,9 %) foi
preparada e adicionada de 300 pL do concentrado de eritrécitos a concentracdes
diferentes de AAPH (2,5 mM; 50 mM e 10 mM) para volume final de 30 mL. A

mistura foi incubada a 37 °C e agitada a 75 rpm durante 6 horas. A cada intervalo de
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1 hora uma aliquota de 3 mL foi retirada, incubada em banho de gelo (0,5 a 1 °C) por
10 minutos, para interromper a reacdo do AAPH, e centrifugada por 5 minutos a
2000 rpm. O sobrenadante foi retirado para a leitura da hemolise em 540 nm. A partir
desse experimento a concentragao de 10 mM de AAPH foi escolhida para realizar os

ensaios com os extratos (Tabela 5).

Tabela 5 - Sistema para preparo da curva dose-resposta dos extratos e fragdes de

Tabernaemontana solanifolia A. DC. frente ao teste de hemolise com eritrécitos ex vivo

Papa de Amostra AAPH Volume do Volume do Concentragao final do
hemécia (uL) (10 (mg/mL) Tampéo (mL) extrato (uL)  extrato (mg/mL)
mg/mL)
300 - 2,7 29,7 - 0
300 EE 2,7 28,7 1000 0,330
300 EE 2,7 28,9 800 0,266
300 EE 2,7 29,3 400 0,133
300 EE 2,7 29,5 200 0,066
300 EE 2,7 29,6 100 0,033
300 AgE 2,7 28,7 1000 0,330
300 AgE 2,7 28,9 800 0,266
300 AgE 2,7 29,3 400 0,133
300 AgE 2,7 29,5 200 0,066
300 AgE 2,7 29,6 100 0,033
300 AgF 2,7 28,7 1000 0,330
300 AgF 2,7 28,9 800 0,266
300 AgF 2,7 29,3 400 0,133
300 AgF 2,7 29,5 200 0,066
300 AgF 2,7 29,6 100 0,033
300 HF 2,7 28,7 1000 0,330
300 HF 2,7 28,9 800 0,266
300 HF 2,7 29,3 400 0,133
300 HF 2,7 29,5 200 0,066
300 HF 2,7 29,6 100 0,033
300 IF 2,7 28,7 1000 0,330
300 IF 2,7 28,9 800 0,266
300 IF 2,7 29,3 400 0,133
300 IF 2,7 29,5 200 0,066
300 IF 2,7 29,6 100 0,033

Solucao estoque dos extratos e fragoes de Tabernaemontana solanifolia A. DC.
e curva dose resposta: o preparo da solugao estoque das amostras foi realizado
em tampéao fosfato de potassio monobasico (10 mM, pH 7,4) contendo NaCl (0,9 %)
para obtencao de concentragao final de 10 mg/mL. A solugdo apds homogeneizagao
foi centrifugada a 2500 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado nos
testes. Para construcdo da curva de dose-resposta dos extratos e fragdes de T.
Solanifolia, foram preparadas suspensdes com o concentrado de eritrocitos (1 %) em

tampao fosfato de potassio monobasico (pH 7,4) contendo NaCl (0,9 %) e AAPH (10
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mM); cada uma delas foi submetida a uma concentracdo diferente dos extratos a

serem testados, com volume final de 30 mL (Tabela 5 ).

3.3.2 Ensaios de toxicidade

As analises toxicolégicas foram realizadas incialmente com o teste de
citotoxicidade frente aos nautiplos de Artemia salina L. (Universidade de Brasilia —
UnB, Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul - UEMS e Centro Universitario
da Grande Dourados - UNIGRAN) e, posteriormente, com o teste in vivo utilizando o
método de classes estabelecido pelo protocolo 423 da Organizacdo para

Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico (OECD) (111).

3.3.2.1 Citotoxicidade frente aos nautiplos de Artemia salina L. (112)

Preparo da solugao salina: uma solu¢do de sal marinho (36,5 g/L) foi preparada e
ajustada com solugcao 0,1 M de NaOH, até pH 8 - 9. Essa solucéo foi utilizada para a

eclosao dos ovos de Artemia salina e para o preparo das diluigdes.

Eclosao dos ovos: os ovos de A. salina foram postos para eclodir em solugao

salina, por 48 horas, com aeragao constante e com exposi¢ao a luz artificial.

Preparo do extrato: o extrato (20 mg) foi solubilizado em 0,2 mL de DMSO e o
volume foi completado para 20 mL com solugéo salina (1000 ppm). A partir dessa
solugao foram preparadas as diluigbes (500, 250 e 125 ppm) em triplicatas. Em
seguida, foram adicionadas 10 larvas de A. salina em cada tubo. Os tubos foram

mantidos sob iluminagéo e as larvas sobreviventes foram contadas apds 24 horas.

Controle negativo: acresceu-se apenas o solvente utilizado para o preparo das
amostras; (0,2 mL de DMSO).
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Controle positivo: para o controle positivo foi utilizado 2,0 mg de dicromato de
potassio.

A DLs foi calculada utilizando o programa PROBITOS.

3.3.2.2 Toxicidade in vivo

O protocolo experimental para toxicidade foi aprovado pelo Comité de
Experimentagcdo Animal da Unigran (protocolo 171/09) (Anexo 2).

Os extratos foram ressuspendidos em solugéo salina com 25 % de Tween
80°.

Foram utilizados 32 ratos Wistar (Ratus norvegicus), machos, adultos jovens
com 8 a 12 semanas de vida e o peso de 347,000 £ 0,005 g do biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Os animais foram mantidos no biotério da UNIGRAN, a temperatura de 23 °C,
com umidade relativa do ar variando de 50 a 70 % e fotoperiodo claro e escuro de
12 horas durante 10 dias. Agua e racdo (Nuvilab®) foram oferecidas aos animais ad
libitum, exceto nas doze horas que antecederam a administragao dos extratos. Cada
grupo de trés animais foi colocado aleatoriamente em caixa de polipropileno.

O procedimento experimental foi realizado segundo o protocolo 423 da
Organizagédo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OECD) (111) que
determina as doses a serem utilizadas no estudo (5, 50, 300 ou 2000 mg/ kg) e o
numero de animais por dose (trés ratos). A dose de 2000 mg/Kg foi escolhida por

nao existirem dados disponiveis na literatura sobre a espécie testada (Tabela 6).

Tabela 6 — Protocolo de diluicdo e administragao dos extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC.

em ratos para determinagéo da toxicidade aguda (1° e 2° dia)

Peso médio dos Volume administrado

Grupos E:r?s/eK ) ratos (kg) (mL)*

9’rg 1°dia  2°dia_ 1°dia 2° dia
Extrato Etandlico 2000 0,34 0,35 1,70 1,75
Extrato Hexanico 2000 0,35 0,38 1,77 1,9
Extrato Aquoso 2000 0,35 0,34 1,72 1,7
Salina + 2,5% Tween 80 0 0,35 0,34 1,74 1,7

* Os valores representam o calculo do volume do extrato diluido a ser administrado em fungéo da
média do peso corporal dos ratos (n= 3).
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ApOs a administracdo dos extratos, os animais foram observados por 3 horas
(30 min.; 1 hora; 3 horas) e em seguida a cada 24 horas até completar o periodo de
14 dias para verificagcdo de qualquer alteragdo no comportamento geral ou de
atividades fisiolégicas, tais como atividade geral, irritabilidade, contorgédo, posigcéao
trem posterior, reflexo endireitamento, ténus do corpo, forga para agarrar, ataxia,
tremores, convulsdes, lacrimagao, ptose paupebral, mic¢cado, defecagao, piloerecao,
respiracdo e morte. Também foi observada a ocorréncia de alteragdes da pele,

pelos, mucosas e olhos.

3.3.2.2.1 Anélises dos parametros bioquimicos

As amostras sanguineas foram coletadas por punc¢do caudal em tubos ndo
heparinizados e, posteriormente, centrifugadas. A analise laboratorial de parametros
bioquimicos foi realizada em amostras de soro utilizando-se o método enzimatico
para ureia e o método de cinética para creatinina, L-alanina-aminotransferase e L-
aspartato-aminotransferase. Os ensaios foram realizados com kits comerciais (Gold

Analisa® e Lab Test®) utilizando espectrofotdmetro Bio 200 (Bioplus®).

3.3.2.2.2 Andlises histopatologicas

ApOs a eutanasia, a avaliagdo macroscopica dos 6érgaos foi realizada com vista
desarmada, além de pesagem do figado (PF) para que se determinassem os pesos
denominados de indice hepatossomatico (IHS), obtido em fungéo da relacéo entre o
peso do figado (PF) e o peso total do corpo dos animais (PT): IHS = peso do figado/
peso total do rato.

Posteriormente, as amostras de figado foram fixadas em solugdo de formol
tamponada (10 %) por 24 horas. Apos a fixagéo, procedeu-se a lavagem em alcool
70% para desidratacdo em série alcodlica crescente, diafanizagao em série de xildis,
inclusdo em Histosec e cortados em espessura variando entre 2 a 5 ym de

espessura e corados com hematoxilina e eosina (113).
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Os cortes histologicos foram fotomicrografados com fotomicroscopio Axioskop-
Zeiss e analisados quanto as alteragdes em suas estruturas e morfologia celular
quando comparados aos cortes obtidos dos animais pertencentes ao controle.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos, correspondendo a um controle e trés extratos de T. solanifolia.
Quando a andlise de variancia mostrou diferencas significativas entre tratamentos (p
< 0,05), as médias foram comparadas pelo teste Tukey, realizados no Statistical

Analysis System (SAS Institute Inc., version 6.12, 1999).

3.3.3 Pesquisa de propriedades antimicrobianas in vitro

As propriedades antimicrobianas foram pesquisadas por duas técnicas,
sendo, primeiramente, realizado um “screening” para avaliar a atividade biolégica de
cada extrato e fragdo, para o que se utilizou a técnica de difusdo em meio sdlido
adaptado do protocolo da “Clinical and Laboratory Standards Institute” (114)
(cavidade e disco) sendo, posteriormente, quantificados pela técnica de
microdiluicdo para a determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragao Bactericida Minima (CBM)(115).

Ambos os testes foram realizados pela parceria da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD) com o Centro Universitario da Grande Dourados
(UNIGRAN).

Os extratos brutos (aquoso, etandlico e hexanico) foram empregados para

investigacao desta propriedade.

3.3.3.1 Técnica de difusdo

Os microrganismos S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 8739 e 25922), E.
coli produtora de B-lactamase (ATCC 35218), C. albicans (ATCC 10231, 2219 e
36801) e C. crusei (ATCC 2419) foram inoculados em caldo Brain Heart Infusion

(BHI) (Difco®) e incubados a 37 °C/24 a 48h para reativagdo da cepa, apds esse
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periodo, os microorganismos foram cultivados em Agar Mieller-Hinton (MH)
(Merck®) e incubados novamente a 37 °C/24 a 48h.

A solugcdo estoque das amostras foi preparada em salina estéril na
concentracdo de 40 mg/mL, enquanto o acetato de B-amirina (SMGO01) foi de 10
mg/mL.

O controle positivo para bactérias foi tetraciclina e para fungos foi cetoconazol
e anfotericina B, ambos solubilizados em solugao salina estéril na concentracédo de
20 mg/mL. Paralelamente aos testes, foi realizado o controle negativo pela adicéo do
mesmo solvente utilizado na dissolugédo dos extratos e/ou particbes (hexano para o
extrato hexanico bruto, etanol absoluto para o extrato etandlico e suas particdes e
soro fisioldgico para o extrato aquoso e acetato de B-amirina).

O in6culo microbiano foi padronizado em solugao fisiolégica 0,9 % em uma
turvacao equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland, homogeneizado em
vortex e semeado na superficie das placas de Agar MH (20 mL em placas com
diametro de 90 x 15 mm) com auxilio de swabs estéreis.

Para o teste de difusdo em cavidade foram realizadas perfuracées de 6 mm
de didmetro com canulas de aluminio estéreis, em cujas cavidades foi adicionado o
equivalente a 100 uL do composto a ser testado ou substancias referente aos
controles positivo e negativo.

Para o teste de difusdao em disco, discos estéreis de papel filtro com 6 mm de
diametro (Whatman n. 6) foram impregnados com aliquotas das amostras (100 uL) e
colocados para secar em temperatura ambiente e acrescido as placas apods a
semeadura dos inoculos (15 min.).

As placas foram incubadas a 37 °C, por 24-48 horas para bactérias e de 48-
72 horas para os fungos. Decorrido o tempo de incubagado, foi realizada a
interpretacdo dos dados por meio da mensuracao do didmetro dos halos de inibicao;
os resultados foram expressos em milimetros (mm) (116). Os testes foram
realizados em triplicata e os controles realizados nas mesmas condi¢gbes do teste
citado anteriormente.

As amostras que apresentaram halos de inibicdo foram submetidas a
determinacao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragado Bactericida

ou Fungicida Minima (CBM ou CFM) pela técnica de microdilui¢ao.
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3.3.3.2 Técnica de Microdiluicao

Para a preparagcdo da solugdo estoque dos extratos foram preparadas
solugdes na concentragdo de 40 mg/mL, enquanto para acetato de 3-amirina e para
os controles positivos (tetraciclina e cetoconazol) as solugdes preparadas foram de 4
mg/mL. As concentragdes intermediarias foram preparadas por meio de diluigbes
seriadas na propria microplaca. Assim, a faixa de concentracgéao final testada para os
extratos foi de 15,6 a 2000 ug; de 1,56 a 200 pg para acetato de B-amirina e
controles positivos.

Os cultivos microbianos foram subcultivados em agar MH por 24 h a 35 —
37°C. Apods a ativacao, foi feita a padronizagdo do inéculo em solugao fisiolodgica
estéril a 0,9%, comparando-se com a turvagao do tubo 0,5 da escala de Mac Farland
(1 x 108 UFC/mL). Em seguida, essa suspensao foi diluida a 1:10 (1 x 107 UFC/mL)
e volumes de 10 pL foram transferidos para as cavidades de microplaca estéril,
contendo 100 yL de caldo MH acrescido das diferentes concentragdes finais do
extrato a serem testadas, resultando num inéculo final de aproximadamente 1 x 10°
UFC/mL.

Paralelamente, foram preparados os controles do extrato, do caldo MH e dos
microorganismos. As placas, apos serem vedadas com tampas plasticas, foram
incubadas em estufa bacteriologica a 37° C, por 24 horas; a leitura foi feita em
espectrofotdbmetro de microplacas (A= 620 nm).

A concentragao inibitéria minima (CIM) foi determinada pela observacdo da
menor concentragdo do extrato que inibiu o0 crescimento microbiano; a concentragao
bactericida (CBM) ou fungicida (CFM) minimas constituiu na menor concentragao
que impediu a multiplicacdo microbiana. Para a determinacdao desses parametros
uma aliquota das amostras foi tomada dos pogos (10 uL) e semeada em agar MH,

incubando-se a temperatura de 37 °C durante 24h (117).
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3.3.4 Testes de fitotoxicidade

Os testes de alelopatia foram realizados com sementes de Lactuca sativa L.
(alface) e sementes de Glycine max L. (soja). Os experimentos conduzidos com a
semente da alface foram realizados e confirmados pelas Universidades UnB e
Uems, respectivamente. Ja os testes envolvendo a fitotoxicidade das sementes de
Glycine max L. foram realizados no Centro Universitario da Grande Dourados
(UNIGRAN).

3.3.4.1 Avaliagao da germinagao

Preparo das sementes: as sementes foram submetidas a desinfec¢ao por imersao
em solu¢ao aquosa de hipoclorito de sédio a 2 %, por 5 minutos e, posteriormente,
foram lavadas com agua destilada. Essas sementes foram colocadas em placa de
petri com 20 mL de agua destilada para pré-germinar, por 48 horas. O teste foi
realizado com os extratos brutos (hexanico, etandlico e aquoso), as fragdes obtidas

do extrato etandlico (parti¢ao trifasica) e acetato de B-amirina.

Preparo dos extratos e controles: o extrato hexanico de T. solanifolia (60 mg) foi
solubilizado em 60 mL de diclorometano (1000 ppm) e a partir dessa solugéo foram
preparadas as diluigdes subsequentes (500 ppm e 250 ppm) e 10 mL das solugdes
obtidas foram utilizadas para umedecer o papel que revestiu cada placa de petri.
Apos evaporagao do solvente, 10 mL de agua destilada foram adicionados a cada
placa e 10 sementes foram distribuidas sobre o papel de forma aleatéria. O conjunto
foi mantido sob condi¢cdes controladas de luminosidade e temperatura. Para cada
tratamento foram feitas trés repeticoes.

O extrato etandlico e fragdes (AqF, HF, IF) foram preparados utilizando-se
etanol para obtengédo da concentragdo de 500 pg/mL (500 ppm). As concentragdes
obtidas foram: 500, 250 e 125 ppm.
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A solugdo de acetato de B-amirina foi preparada utilizando-se 6 mg diluidos
em 60 mL de cloroférmio, seguindo o mesmo procedimento acima descrito. As
concentragdes obtidas foram: 100, 50 e 25 ppm.

O controle negativo foi preparado pelo umedecimento do papel com o qual a
placa foi revestida com o solvente utilizado para o preparo das solugcdes
(diclorometano, etanol ou cloroférmio), sendo o conjunto submetido ao mesmo
protocolo descrito para os grupos das amostras.

A ocorréncia de germinacdo das sementes foi monitorada (24, 48, 72, 96 e
120 horas) e o critério utilizado para a germinagéo foi a emersdo da radicula de 2
mm seguida de curvamento geotropico da raiz. As sementes germinadas foram
excluidas do experimento a cada intervalo de observacédo. Para a analise dos testes

foram usadas as contagens diarias de germinacgao (G%) (118).

3.3.4.2 Avaliagao do crescimento

Aposs a germinagao prévia das sementes, a temperatura controlada por até 40
horas, dez sementes foram distribuidas em placa de petri de 9 cm de diametro. As
placas, previamente preparadas como descrito para o teste de germinacao, foram
adicionados 10 mL de solugbes a serem testadas para evaporagdo completa do
solvente.

Os extratos foram preparados nas mesmas concentragdes e condicoes
descritas para o teste de germinacdo. Cada tratamento foi repetido trés vezes,
totalizando 30 plantulas para cada grupo.

As plantulas cresceram por 7 dias mantidas sobre a bancada, a temperatura
ambiente média de 25 °C. O tamanho da radicula e dos hipocétilos foi medido apds

sete dias.
3.3.4.3 Analise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do Software Origin 6.0

utiizando Anova seguida pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi

considerado estatisticamente diferente quando p < 0,05.
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3.3.5 Atividade inseticida com Anticarsia gemmatalis Huebner (Lepidoptera:

Noctuidae)

As lagartas A. gemmatalis H. foram coletadas e mantidas em dieta artificial
elaborada a base de feijdo, proteina de soja, germem de trigo, caseina e Agar
adaptado de Greene e cols. (1976) (119). Os experimentos foram realizados na
Unigran sob temperatura (T) 26 £ 3°C, umidade relativa (UR) 65 % + 5 % e
fotoperiodo de 12 horas. Os respectivos solventes puros e a agua foram utilizados
no grupo de tratamento-controle em paralelo. Para realizagdo do bioensaio, as
lagartas recém-eclodidas foram transferidas, com o auxilio de um pincel fino, para o
recipiente contendo a dieta incorporada com os respectivos tratamentos.

A avaliagdo dos efeitos bioldgicos dos extratos de T. solanifolia sobre o
desenvolvimento de A. gemmatalis foi avaliada acompanhando-se os seguintes
parametros biolégicos: numero médio de lagartas, mortalidade (%) (equacao 1),

consumo da dieta, numero, massa e tamanho de pupas.

Trat to'
(Equacdo 1) Y%Mortalidade=1-| — == L x100
Controle®

Onde: "Numero de lagartas no tratamento

2 Numero de lagartas no controle

Para medir o consumo da dieta foi determinada a ingestdo, a excregcéo das
fezes (g) e a digestibilidade aproximada (%). O calculo dos indices de digestibilidade
(equacao 2) e balango (equacado 3) foi realizado utilizando-se as seguintes

equacoes:

, dieta ingerida — fezes excretadas
( Equacéo 2) Indice de digestibilidade = g @)~ f 9)

dieta ingerida (g)

(Equagio 3) Indice de balanco = dieta ingerida (g) — fezes excretadas (g)
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Foram conduzidos 2 experimentos, sendo o experimento 1 realizado
adicionando-se somente os solventes (agua, hexano e etanol) a dieta artificial das
lagartas para observacdo do comportamento dos mesmos. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, sendo os tratamentos representados
pelos trés solventes, com 10 repeticobes. No experimento 2, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com os tratamentos arranjados em fatorial
(3 x 4), sendo trés extratos (aquoso, hexanico e etandlico) e quatro concentracoes
(0, 250, 500 e 1000 ppm de extrato), com 10 repeticbes. Os parametros avaliados
nos dois experimentos foram os mesmos acima ja descritos.

Satisfeitas as pressuposi¢cdes de que os dados experimentais possuiam uma
distribuicdo normal e que as variancias dentro de tratamentos (e dentro de blocos)
fossem constantes, deu-se prosseguimento a analise de varidncia dos dados e a
aplicacéo do teste T de significancia (a = 0,05). A analise teve prosseguimento com
a aplicacéo do teste de comparagdo de médias Tukey com 5% de probabilidade

para os fatores qualitativos.

3.3.6 Avaliagao comportamental no labirinto em cruz elevado (LCE)

Para a realizagdo do teste de avaliagdo comportamental no Labirinto Cruz
Elevado (LCE), o protocolo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da
Unigran (Anexo 2), local que os testes foram conduzidos. O método do LCE,
adaptado de Pelow e cols. (1985) (120), foi utilizado para investigar o
comportamento emocional induzido por drogas ansioliticas ou ansiogénicas e por
outros tipos de estressores.

O labirinto utilizado neste estudo foi construido de madeira com dois bragos
abertos opostos (50 x 10 x 1 cm) e dois fechados, com e sem bordas de protegao
(50 x 10 x 40 cm), dispostos, perpendicularmente, aos bragos abertos em forma de
cruz grega posicionados a uma altura de 50 cm do chdo. Os bragos, abertos e

fechados, estavam conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm).

Farmacos e solventes: Os solventes utilizados foram de grau padrdo analitico

(P.A.). Diazepam (Campaz®) foi utilizado como controle positivo.
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Preparagcdao dos extratos e substancias: os extratos (etandlico, hexénico e
aquoso) e a substancia acetato de [B-amirina foram dissolvidos em solugdo de
polisorbato 80 (Tween 80®) (8 %) em salina estéril (0,9%) e homogeneizados em

banho de ultrassom por 20 minutos.

Animais: foram utilizados ratos Wistar machos adultos (Rattus norvegicus), cujo
peso variava entre 300 e 400 g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), campus Campo Grande. Os ratos foram
acomodados em gaiolas plasticas, em numero de seis por gaiola; permaneceram em
salas com temperatura controlada (25 = 4 °C) e ciclo de luz de 12/12 h, recebendo
agua e ragao "ad libitum", exceto durante as 12 horas que precederam a realizagao

dos experimentos.

Tratamentos: os extratos (aquoso, etandlico e hexanico) (1,0 g/kg) e acetato de -
amirina (21 mg/Kg) foram administrados por via oral (gavagem). Todos os grupos
experimentais foram constituidos de oito animais. A escolha da dose foi padronizada
de acordo com os experimentos prévios para outras atividades, visto que nenhum
outro trabalho utilizando-se a planta ou este modelo de pesquisa de atividade

ansiolitica foi registrado com esta espécie.

Os tratamentos empregados foram: (1) grupo controle com solugdo com
polisorbato 80 (Tween 80%) (8 %) em salina estéril (0,9 %) (SAL); (2) grupo controle
positivo com Diazepam (DZP) (2 mg/ kg; intraperitoneal - i.p.); (3) grupo tratado com
extrato etandlico (EE) (1,0 g/ kg; via oral - o0.p.); (4) grupo tratado com extrato
hexéanico (HE) (1,0 g/kg; o.p.); (5) grupo tratado com extrato aquoso (AgqE) (1,0 g/Kg;
0.p.) e (6) grupo tratado com acetato de S-amirina (SMGO01) (21 mg/Kg; o.p.).

Avaliagao da atividade ansiolitica pelo Labirinto em Cruz Elevado (LCE): os
animais receberam os diferentes tratamentos via oral (gavagem); trinta minutos
depois, foram posicionados no centro do labirinto, voltados para o brago aberto e
observados durante 300 segundos por meio de filmagem com camera (Power Shop
Pro 1/ Canon®) auxiliada por tripé. Considerou-se a entrada do animal em um dos
bracos, quando as quatro patas se achavam dentro do respectivo braco. A solucao
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de polisorbato 80 (Tween 80°®) (8 %) em salina (0,9 %) foi utilizada como controle
negativo; o diazepam (2 mg/Kg; i.p.), como controle positivo.

O sistema de LCE foi limpo com etanol 70 % apds observagdo de cada
animal. Todo procedimento foi realizado em luz ambiente artificial (60 W).

A frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos (BA)
e fechados (BF) foram determinados, sendo a frequéncia total de entradas obtida
pela soma simples das frequéncias de entradas nos bragos abertos e nos fechados.
Os seguintes parametros comportamentais também foram determinados: "head-
dippings" (HD) (imersbes de cabega), “rearings” (REA) (levantar), associado ao
comportamento de emocionalidade também foram quantificados, como a emisséo de
bolos fecais (BF).

O aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bragos abertos
(frequéncia e tempo) revela um efeito ansiolitico; o inverso & verdade para
compostos ansiogénicos. O numero de entradas nos bragos fechados avalia a
atividade motora dos animais (121), enquanto as medidas etolégicas aumentam a
sensibilidade do teste aos compostos com agao diferente dos benzodiazepinicos.

Para analise dos resultados foram considerados os valores absolutos (tempo
de permanéncia e numero de entradas nos bragos abertos e fechados), bem como
os respectivos valores percentuais, segundo as formulas abaixo:

% tempo no brago aberto (% TBA) = (tempo no brago aberto/tempo total) x 100

% tempo no brago fechado (% TBF) = (tempo no brago fechado/tempo total) x 100

% frequéncia de entradas no brago aberto (% FBA) = (entradas no brago aberto/total
de entradas) x 100

% frequéncia de entradas no brago fechado (% FBF) = (entradas no brago

fechado/total de entradas) x 100

Analise estatistica: os resultados foram expressos em média + erro padrao e como
tratamento estatistico empregou-se ANOVA para comparagao das médias e teste de
Tukey quando p < 0,05. As anadlises e os graficos foram confeccionados no

programa Prisma 3.0%.



105

3.3.7 Anatomia foliar

Para a analise da anatomia foliar, folhas adultas pertencentes ao quinto né
foram coletadas por integrantes do projeto na Universidade de Brasilia e
conservadas em alcool 70 % (19) até o processamento na Unigran e na UFGD.

As analises anatdmicas foram efetuadas a partir de secgdes transversais do
bordo do limbo e peciolo, utilizando material apenas fixado. As secgdes obtidas
foram clarificadas com hipoclorito de sodio a 20 % e, apds serem lavadas em agua
acética 1% foram submetidas a coloragédo com safranina e azul de astra (safrablau)
(122) e montadas em gelatina glicerinada (123).

Foram efetuados cortes paradérmicos na regidao do limbo, a mao livre, com
lamina de ago, para observacao do tipo de estdbmatos.

As fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscopio Zeiss, modelo
Axiovision 3.1 com analisador de imagem Axioskop 2 plus. Para todas as ilustragcbes

foram preparadas escalas nas condigdes Opticas adequadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com o estudo fitoquimico e de T. solanifolia A. DC. sao
apresentados para o extrato hexanico, extrato aquoso e extrato etandlico, bem como

suas fragdes (alcaloidica, trifasica e bifasica).

4.1 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS PRESENTES NO EXTRATO HEXANICO

O estudo fitoquimico do extrato hexanico resultou na identificacdo de dois
compostos denominados de SMG01 e SMG02 que serdo descritos abaixo. Outros
compostos ndo puderam ser investigados por insuficiéncia de massa obtida durante

seu fracionamento.

4.1.1 ldentificagao estrutural de SMGO01

A analise do espectro de IV de SMG01 (Kbr, cm™) (Figura 2) mostrou duas
bandas de absorcdo em 2918 e 2849 cm™, caracteristica de estiramento da ligacao
C - H de carbono sp® (124). O espectro apresentou ainda banda em 1730 cm™
correspondente a deformacgao axial de ligacdo dupla (C = O), bandas de absorgao
em 1002 e 1025 cm™ atribuidas a deformacdes angulares de ligagdo C - H em
grupos metilénicos e metilicos (124).

A analise dos espectros de RMN de 'H de SMG01 mostrou deslocamentos
quimicos que sugeriram a presenca de um triterpeno do tipo oleanano, acetato de B-
amirina (T1d). Sinais na regido entre & 0,80 a 1,80 (Figura 4), atribuidos a
hidrogénios de grupos metinicos, metilicos e metilénicos e um sinal em & 5,1;
caracteristico de hidrogénio metilico. A analise também mostrou um simpleto em &

2,05 tipico de hidrogénio de grupo acetila (Figuras 3, 4 e 5).
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Figura 2 — Espectro na regiao do infravermelho do SMGO01 (KBr, cm'1)
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Figura 3 — Espectro de RMN de "H de SMG01 (300 MHz, CDCl5)

Figura 4 — Espectro de RMN de 'H de SMG01 — Expans3o da regiso entre 5 0,8 a &
2,2 (300 MHz, CDCls)
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Figura 5 — Espectro de RMN de 'H de SMG01 — Expans3o da regido entre d 4,0 a
5,6 (300 MHz, CDCls)

O espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) confirmou a natureza triterpénica
da substancia. Os sinais exibem a presenga de grupos metilas ja visualizados no
espectro de RMN de 'H. A presenca de grupo acetila foi confirmada por um sinal em
0171 referente a carbono carbonilico, e do sinal em & 56, atribuido ao carbono de
grupo metila de éster (Figura 6). O sinal em & 80,9 foi atribuido ao carbono ligado a
oxigénio de éster (Figura 7) confirmando a absor¢do do espectro do infravermelho.
Além disso, o espectro mostrou varios sinais entre & 14 e & 50 caracteristicos de
carbonos metilinicos, metinicos e metilénicos (Figura 8). A comparacado dos dados
de RMN de C registrados na literature para o acetato de B-amirina com os dados
obtidos de SMGO01 confirmou a estrutura ja descrita na literatura por Balestrin (2006)
(125) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Atribuicdo dos deslocamentos quimicos (CDCl;, 75 MHz) obtidos pela RMN de 3C de

SMGO01 por comparagdo com os dados da literatura (125)

C Acetato de B-amirina (125) SMGO01
1 28,3 28,3
2 23,6 23,6
3 80,9 80,9
4 37,7 37,6
5 55,2 55,2
6 18,2 18,2
7 32,6 32,5
8 39,8 39,7
9 47,5 47,5
10 36,8 36,8
11 23,5 23,5
12 121,6 121,6
13 145,2 145,2
14 41,7 41,6
15 26,9 26,9
16 26,1 26,1
17 32,5 32,4
18 47,2 47,2
19 46,8 46,7
20 31,1 31,0
21 30,7 34,1
22 371 371
23 28,0 28,0
24 16,6 16,7
25 15,5 15,5
26 16,8 16,7
27 25,9 25,9
28 16,8 16,8
29 21,3 21,3
30 33,3 33,3
1 171,0 171,0
2 21,2 21,3

4.1.2 Identificagao estrutural de SMG02

O espectro da regido do infravermelho (KBr, cm™) (Figura 10), de SMGO02
apresentou larga banda em 3438 cm tipica de estiramento de ligacdo O-H de
alcodis. As absorgdes em 2959 cm™, 2937 cm™, 2866 cm™, 1465 cm™ e 1382 cm™”
foram atribuidas a deformacao e estiramento de ligagao C - H, sugerindo a presenca
de sistema alifatico saturado. As absorcdes em 1053 cm™ e 1022 cm™ foram



113

atribuidas ao estiramento da ligagdo C - O em alcodis, enquanto aquela em 1635
cm™ foi atribuida a deformacao da ligacdo dupla C = C. As absorgdes em 958 cm'e

838 cm! foram atribuidas a deformac&o de ligacéo C - H olefinica (124).
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Figura 10 — Espectro na regido do Infravermelho de SMG02 (KBr, cm™)

O espectro de RMN de "H mostrou a presenca de simpletos entre 5 0,68 e &
2,30 atribuidos a hidrogénios metilicos (Figuras 11 e 12). O sinal em & 3,50 foi
atribuido ao hidrogénio H-3, ligado a um grupo hidroxila; e os sinais entre 6 5,10 e

5,02 foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-22 e H-23 do estigmasterol

(T5) (Tabela 8) (126).

Estigmasterol (T5) B-sitosterol (T6a)
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Tabela 8 - Deslocamentos quimicos apresentados por SMGO02 no espectro de RMN de 'H (CDCls,

300 MHz) em comparagédo com os dados da literatura

Estigmasterol __"H (5) _ B-sitosterol __'H () SMG02 "H (5)
H-3 (1H.m) 352m  H3(1Hm) 352 H3 (1Hm) 352
H-6 (1H) 535m H-6(1H, brs) 5.35 H-6(1H, brs) 535
H-22 (1H,dd)  515dd - ) H-22 (1H,dd) 510 dd
H-23 (1H.dd)  501dd - ] H-23 (1H.dd) 5,02 dd
H-18 (3H,s) 0,68 H-18 (3H.s) 068
H-19 (3H, s) 1,01 H-19 (3H, s) 1,01
H-21 (3Hd)  0.92 H-21 (3Hd) 09
H-26 (3H.d) 083 H-26 3H.d) 083
H-27 (3H.d)  0.81 H-27 (3H.d) 081
H-29 (3H.d) 084 H-29 (3Hd) 084

Figura 11 — Espectro de RMN de 'H de SMGO02 — geral (300 MHz, CDCl5)
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Figura 12 — Espectro de RMN de '"H de SMG02 — Expans&o da regido entre 3,4 a
0 5,4 (300 MHz, CDCls)

4.2 IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS NA FRACAO ALCALOIDICA

Algumas substancias presentes na fragao alcaloidica foram identificadas em
cromatografo gasoso por comparagao dos espectros de massas obtidos com a base
de dados da NIST 2.0 e dados da literatura (127) (Tabela 9). As substancias
identificadas foram: isovoacangina (A1d) [m/z 368 (100); 184 (20); 160 (25); 136
(50); 122 (24)]; voacagina (A1a) [m/z368 (100); 184 (20); 160 (31); 136 (50); 122
(24)]; catarantina (A5) [m/z336 (100); 277 (70)]; 3-hidroxicoronaridina (A1e)[m/z 354
(10); 338 (20); 337 (09); 336 (100); 169 (24)]; e coronaridina (A1b) [m/z 338 (100);
323 (19); 136 (50); 124 (34); 122 (18)].

Tabela 9 — Tempo de retencdo obtido dos alcaloides de Tabernaemontana solanifolia A.DC.

identificado por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM)

Amostras Substancia Massa molecular Tempo de retengéo (min.)
FA® 3-hidroxicoronaridina 354 10,04
FA ' Coronaridina 338 11,16
FA ' Voacangina 368 13,93
FA® Isovoacangina 368 14,91

FA: fragao alcaloidica; ' coleta em margo de 2007; * Coleta em abril de 2009;
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4.3 IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS NO EXTRATO AQUOSO E ETANOLICO

As fragbes obtidas dos extratos etandlico e aquoso (22 coleta) foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector DAD
(Tabela 10).

As analises dos cromatogramas, observando os valores de tempo de
retengdo com os respectivos espectros de UV em comparagdo com os padrdes
comerceiais sugeriram a presenga de rutina, derivado de acido clorogénico e acido
cafeico, dentre outros compostos (Figuras 13, 14 e 15). Ja a analise dos
cromatogramas possibilitou a identificacdo dos seguintes compostos: derivado do
acido clorogénico, rutina, isoquercitrina, derivado do acido cafeico e quercetina

(Tabela 10). Os cromatogramas sao apresentados nas Figuras 13 a 16.

Tabela 10 - Tempo de retencdo das substancias identificadas do extrato etandlico de

Tabernaemontana solanifolia A.DC. obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Amostras A = .

T coleta 2 colota Substancia Tempo de retengdo (min.)
AqgFr AqE
IFET INET Derivado do acido clorogénico 14,16

IFET

SET
AqgFr AqE :
IFET IFET Rutina 27,17
IFET INET .
AqFr IEET Isoquercitrina 29,06
AqgFr AqE . s .

INET Derivado do acido cafeico 17,94
IFET IFET Derivado de quercetina 26,77

IFET quercetina 47,23

AqE: Extrato aquoso; AgFr: Fragao aquosa da particao bifasica do extrato etandlico; IFET: fragao
inferior da partigao trifasica do extrato etandlico, INET: fragdo intermediaria da parti¢gdo trifasica do
extrato etandlico; SET: fragdo superior da partigéo trifasica do extrato etandlico; ! coleta em margo de
2007; ? Coleta em abril de 2009;
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Figura 13 - Cromatograma do extrato aquoso em 354 nm e espectro no ultravioleta

dos compostos acido clorogénico, acido cafeico e rutina referentes aos picos Tr =

14,16 min., Tr=17,94 min. e Tr = 27,17 min., respectivamente.
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Cromatograma da fracdo aquosa da particdo bifasica do extrato

etandlico em 354 nm e espectro no ultravioleta dos compostos acido ferdlico,

isoquercetrina e isoquercetina referentes aos picos Tr= 14,16 min., Tr= 29,06 min e

Tr= 26,77 respectivamente.
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Figura 15 - Cromatograma da fragdo inferior da particdo trifasica (12 coleta) do
extrato etandlico em 354 nm e espectro no ultravioleta dos compostos acido
clorogénico, rutina e isoquercitrina, referentes aos picos Tr= 14,16 min., Tr= 27,17

min. e Tr= 29,06, respectivamente.
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Figura 16 - Cromatograma da fragdo inferior da particdo trifasica (22 coleta) do
extrato etandlico em 354 nm e espectro no ultravioleta dos compostos rutina e

quercetina referentes aos picos Tr= 27,17 min. e Tr= 7,23 min., respectivamente.

4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS

Os compostos fendlicos constituem uma classe importante de metabdlitos
secundarios e sua quantificacdo tem sido extensivamente realizada a fim de ser
eatabelecida uma corregdo com a capacidade antioxidante de compostos advindos
de plantas (128); entretanto, outros parametros devem ser determinados para que se
possam realizar inferéncias com o potencial antioxidante de extratos de plantas
(129).

A concentracdo dos compostos fendlicos totais nos extratos de T. solanifolia
A. DC. foi determinada por espectrofotometria, através do método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau segundo a metodologia de Djeridane e colaboradores (2006) (130).

Os resultados foram obtidos a partir dos parametros de regressao linear da
curva analitica do padrao de acido galico (y = 0,02443 + 0,01266 x, r = 0,99941) e

expressos em equivalentes de acido galico pela massa do extrato (mg/g).
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O teor de compostos fendlicos variou de 19,02 a 141,51 mg/g de acordo com
o0 extrato testado, sendo a maior concentragdo evidenciada no extrato aquoso
(Tabela 11, Figura 17).

E importante mencionar que a determinacdo dos compostos fendlicos pelo
meétodo colorimétrico com o reagente de Folin-Ciocalteau trata-se de um método
inespecifico e, uma das suas limitagdes € devido ao fato de que alguns compostos,
mesmo nao sendo fendlicos, podem reagir, 0 que forneceria teores superestimados
(131).

Tabela 11 — Teor de fendis totais dos extratos obtidos das folhas de Tabernaemontana solanifolia
A.DC.

Amostras Sigla Fendis totais (mgﬁg)a Desvio padrao
Extrato aquoso AqE* 141,51 0,66
. HE' 11,41 6,47
Extrato hexanico HE2 19.02 3.18
Extrato etandlico EE’ 87,86 7,17
EE’ 108,97 1,53

' coleta em marco de 2007; © - coleta em abril de 2009;*fendis totais, AqE — extrato
aquoso, HE — extrato hexanico, EE — extrato etandlico. Valores expressos em
equivalente de acido galico

150
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)]
o
1

Concentracédo (mg/g)

AgE®  HE' HE? EE' EE?

Figura 17 — Constituintes fendlicos (mg/g) em diferentes tipos de extratos obtidos
das folhas de Tabernaemontana solanifolia A. DC. Os valores (média de n= 3)
foram expressos como equivalente ao acido galico (mg/g) para o extrato seco +
desvio padrao da media . Amostras: extrato hexanico (HE), extrato etandlico (EE) e
extrato aquoso obtido por infusdo (AqE); ' (coleta em marco/2007) e ? (coleta em
abril/2009).
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A Tabela 12 mostra que quando o extrato etandlico foi fracionado, o teor de
fendis totais foi maior na fragdo aquosa (167,38 mg/g) seguida da fragéo
intermediaria (137,36 mg/g). Os dados encontrados podem ser relacionados a

polaridade dos compostos fendlicos (Figura 18).

Tabela 12 — Teor de fendis totais das fragbes aquosa (AqF), intermediaria (IF), hexanica (HF) e
alcaloidica (AF) do extrato etandlico (EE) das folhas de Tabernaemontana solanifolia A. DC.,

coletadas em margo de 2007, em Brasilia, DF

Amostras Sigla__Fendis totais (mgﬂj)a Desvio padrao
*Extrato etandlico EE 87,86 717

Fracdo aquosa AqF 167,38 6,47

Fracao intermediaria IF 137,36 6,72

Fracado hexanica HF 82,33 5,47

Fracao alcaloidica FA 115,59 1,88

F

? Fenois totais, valores expressos em equivalente de éacido galico, AqQF — fracéo
aquosa, EE — extrato etandlico, IF — fragao intermediaria, HF — fragdo hexanica, FA —
fragcdo alcaloidica
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Figura 18 — Constituintes fendlicos (mg/g) nas fracbes do extrato etandlico de
Tabernaemontana solanifolia A. DC. coletada em marco de 2007, Brasilia, DF. Os
valores foram expressos como equivalente ao acido galico (mg/g). Fragcao aquosa
(AgF), Fragao intermediaria (IF) e fragao hexanica (HF).
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4.5 DETEMINAGCAO DO TEOR DE FLAVONOIDES

Os flavonoides apresentam diversas agdes biologicas, dentre elas, atividade
antioxidante, anti-proliferativa e antiinflamatéria. Assim como os fendis totais, a
determinacdo dos flavonoides também tem sido realizada em estudos que visam
determinar o potencial antioxidante de plantas (106).

A determinacao do teor de flavonoides das amostras foi realizada a partir dos
parédmetros de regressdo linear da curva analitica do padrdo de quercetina (y=
0,01048 + 0,00246 x, r= 0,999975), sendo os resultados expressos em equivalentes
de quercetina (mg) por peso de extrato ou fragao (g).

O extrato aquoso apresentou maior teor de flavonoides totais (121,80 mg/g)
seguido do extrato etandlico. Os resultados observados para o extrato hexanico e
para a fragao alcaloidica parecem ser devido a reagdes inespecificas do reagente
com compostos contendo grupos hidroxila ou amino presentes (Tabela 13, Figura
19).

Tabela 13 — Teor de flavonoides nos extratos das folhas de Tabernaemontana solanifolia A. DC.

Amostras Sigla Flavonoides (mgﬁ;)b Desvio padrao
Extrato aquoso AqE 121,80 4,38
Extrato etandlico EE; 52,55 0,44
EE 68,99 3,60
Extrato hexanico HE' 36,10 0,86
HE? 10,66 3,64

'coleta em margo de 2007; 2coleta em abril de 2009; ® Flavonoides totais; AqQE — exrato
aquoso ; EE — extrato etandlico ; HE - extrato hexanico; valores expressos como equivalente
de quercetina (mg/qg).

Dentro do extrato etandlico, a fracdo intermediaria (Tabela 14) mostrou
concentrar o maior teor de flavonoides (140,68 mg/g), sendo superior a fragao
aquosa. A determinagao colorimétrica de flavonoides totais também possui algumas
limitagbes, como o tempo de armazenamento da planta e a concentragdo da

amostra utilizada no teste que poderiam interferir nos resultados fornecendo teores
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nao correspondentes a concentracao real de flavonoides na amostra pesquisada
(132). Entretanto, destaca-se seu baixo custo e facilidade de execuc&o, o que
justificaria a realizagao dessas analises visando estabelecer parametros preliminares

de flavonoides totais nas amostras pesquisadas.

Tabela 14 — Teor de flavonoides das fragbes aquosa (AgF), intermediaria (IF), hexanica (HF) e
alcaloidica (FA) obtidas do extrato etandlico (EE) das folhas de Tabernaemontana solanifolia A. DC.,

coletadas em margo de 2007, em Brasilia, DF

Amostras Sigla Flavonoides (mg/g) ° Desvio padrao
Extrato etandlico EE 52,55 0,44
Fragao hexanica HF 65,17 0,54
Fracao intermediaria IF 140,68 0,79
Fracao aquosa AqF 71,91 0,86
Fracgao alcaloidica FA 8,34 0,66

Os valores s3o referentes as medias das triplicatas;” Quantidade de flavonoides totais =
valores expressos como equivalente de quercetina/ extrato seco (mg/g);
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Figura 19 — Determinacdo do teor de Flavonoides (mg/g) das folhas de
Tabernaemontana solanifolia A. DC. Valores expressos como equivalente de
quercetina (mg/g) (média + erro padrao). (A) extratos brutos; (B) fracbes obtidas do
extrato etandlico; '(coleta em marco/2007); ?(coleta em abril/2009); AqE (extrato
aquoso); HE (extrato hexanico); EE (extrato etandlico); AqF (fragdo aquosa do
extrato etandlico); IF (fragdo intermediaria do extrato etandlico), HF (fragao

hexanica do extrato etandlico) e (AF) fragao alcaloidica do extrato etandlico.
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A investigacdo da propriedade antioxidante de T. solanifolia A. DC. foi
realizada pelos métodos de sequestro de radical livre utilizando o 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH), o método de redugcdo do complexo de fosfomolibdénio e o
método de [-caroteno/acido linoleico. Considerando as limitacbes dos testes
quimicos que nao conseguem determinar a interagdo com sistemas bioldgicos (133)
foi empregado um modelo ex vivo como forma de reforgar seu potencial como
antioxidante frente a eritrécitos humanos. Apesar de nao se tratar de um teste in
vivo, trata-se de um sistema biolégico importante para investigar a interagcdo de

extratos vegetais em eritrocitos humanos.
4.6 DETERMINACAO DE PROPRIEDADES ANTIOXIDANTE

4.6.1 Avaliagao do efeito de “sequestro” de radical empregando o radical livre
2,2- difenil-1-picrilidrazila (DPPH") (C1gH12N50s)

O radical 2,2- difenil-1-picrilidrazila (DPPH’) apresenta cor purpura e quando
sofre agdo de uma substancia com propriedade antioxidante é reduzido formando o
2,2-difenil-picrilidrazina (DPPH — H), de cor amarela (Figura 20), e essa reagao pode
ser monitorada pelo descréscimo de absorbancia, tanto para substancias puras
quanto para misturas complexas, destacando seu uso para triagem de produtos
naturais com atividade antioxidante (19, 26, 30, 99, 134-135).

N—N NG, .
4{/} + AH &=———— NNH@NOQ +A

02
0N

DPPH’ DPPH - H

Figura 20 — Esquema da reagdo entre a substancia antioxidante (AH) e o radical
DPPH' (133)
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Desta forma, a agao antioxidante de Tabernaemontana solanifolia A. DC. foi
analisada pela capacidade das substancias presentes na amostra captarem o radical
livre DPPH (1,1-difenil-1-picrilidrazila) e quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra maior sua atividade antioxidante.

O extrato aquoso das folhas de T. solanifolia A. DC. mostrou melhor agao
antioxidante (ECso 37,31 pg/mL) quando comparado com os extratos etanolico e
hexénico (Tabela 15). O extrato etandlico e aquoso de T. divaricata Linn. também
mostraram melhores resultados de atividade antioxidante inibindo 58,7 % e 54,9 %
respectivamente, quando comparado ao extrato com derivado de éter de petréleo
(136).

Tabela 15 - Inibicdo radicalar (%) pelo Método de DPPH dos extratos das folhas de

Tabernaemontana solanifolia A.DC. em comparagado com os controles

Atividade maxima

Tratamentos Siglas  ECs(pg/mL)

% * DP pg /mL

Acido ascorbico Vit C 4.8 95,2+0,9 10
Butil-hidroxiltolueno BHT 12,26 939+1,2 500
Extrato aquoso AgE 37,31 94,7 £ 0,3 500
Extrato etandlico EE; 98,03 89,0 + 3,0 500

EE, 197,5 958+1,5 1000
Extrato hexanico HE; nd 97+28 1000

HE, nd 341+29 1000
Acetato de B-amirina SMGO01 nd 228+1,6 500

' - coleta em margo de 2007; ? - coleta em abril de 2009; DP- desvio padrao da média (n = 3); Vit C — Acido
ascorbico; BHT — butil-idroxitolueno; AqE — extrato aquoso; EE — extrato etandlico; HE — extrato hexanico;
SMGO01 - acetato de B-amirina.

Os resultados obtidos com o método de DPPH permitem reforgar que T.
solanifolia A. DC. é rica em compostos com atividade antioxidante capazes de inibir
a formacao de radicais livres in vitro. De acordo com os estudos preliminares por
CCD, juntamente com a quantificagdo de compostos fendlicos, pode ser sugerido
que essas substancias fenolicas, especialmente os flavonoides, possam estar
envolvidas com esta acao.

Em relacdo a época de coleta houve uma diferenga de atividade entre o
extrato etandlico obtido das folhas coletadas em margo de 2007 quando comparada
com as folhas coletadas em abril de 2009. Entretanto, a forma de preparo da
amostra de 2009 foi realizada em microescala e, portanto, pode ter ocorrido

interferéncia da interagao da planta com o solvente.
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4.6.2 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método de redugao do complexo

fosfomolibdénio

O ensaio da redugao do complexo fosfomolibdénico baseia-se na redugao do
molibdénio (VI) (coloracdo amarela) para molibdénio (V), na presenca de
substancias com capacidade antioxidante, formando um complexo fosfato-
molibdénio (V) com coloragdo verde, em pH acido, o que pode ser mensurado
espectrofotometricamente a 695 nm. Trata-se, portanto, de um método
espectrofotométrico util na triagem de compostos com propriedades antioxidantes de
compostos vegetais (107).

O potencial antioxidante dos extratos (hexanico e etandlico) de T. solanifolia
A. DC. foi expresso em equivalentes de quercetina. Para isso foi construida uma
curva-padrao de quercetina e a média das absorbancias apresentadas por cada
amostra (no comprimento de onda de 695 nm) foi aplicada a equagao da reta (y =
2,304 x + 0,070; r = 0,9901), sendo obtida entdo a concentragao relativa aos
controles (Tabela 16). A equivaléncia foi obtida dividindo a concentragc&o obtida para
0 padrdo (quercetina) pela concentragdo usada para as amostras. O coeficiente de
variagao nas analises foi inferior a 5%.

A analise dos dados mostrou que a atividade antioxidante de 1 mg/mL do
extrato hexanico (HE) equivale a atividade antioxidante de 0,1399 mg/mL de
quercetina e que a mesma concentragédo do extrato etandlico (EE) equivale a 0,4870
mg/mL. Dessa forma, para exercer a mesma atividade antioxidante que a quercetina
€ necessaria uma concentracdo aproximadamente 7 vezes maior de extrato
hexanico e 2 vezes maior para o extrato etandlico. Todos os extratos testados por
esta técnica (EE1, HE1) apresentaram potencial antioxidante pelo método de redugao
do complexo de fosfomolibdénio, entretanto, em menor propor¢édo do que quando

comparado com o composto de referéncia, quercetina.

Tabela 16 — Atividade redutora de extratos brutos de Tabernaemontana solanifolia A. DC. com

relacdo a quercetina (mg/mL) pelo método de fosfomolibdénio

Amostras Siglas Concentragdo (mg/mL) Equivalente em quercetina (mg/mL)
Extrato hexanico HE’ 1,0 0,1399
Extrato etandlico  EE' 1,0 0,4870

'_coleta em margo de 2007; HE — extrato hexanico; EE — extrato etandlico.
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4.6.3 Avaliagao da inibicao da peroxidacgao lipidica empregando o método -

caroteno/ acido linoleico

O sistema [-caroteno/acido linoleico € constituido por uma emulsdo
simulando a oxidacdo dos componentes celulares da membrana lipidica em
presenca de antioxidantes, assim como, a capacidade de radicais peroxidos a partir
da oxidacdo do acido linoleico. Nesse método, a atividade antioxidante é avaliada
pela capacidade de um extrato ou composto em inibir o processo de oxidacédo do -
caroteno assim como a peroxidagcado do acido linoleico, em um periodo de 2 horas,
que pode ser monitorado pela manutengdo da coloragao alaranjada do [-caroteno
na presenca de substancias antioxidantes e descoloragcdo na sua auséncia.
Entretanto, diferente do que ocorre no método do DPPH (30 min), as substancias
com propriedades antioxidantes devem apresentar maior estabilidade para garantir
atividade antioxidante nesse periodo de realizagao do teste. Os ensaios com -
caroteno foram realizados para o extrato etandlico (EE) e para o extrato hexanico,

em triplicata e as analises mostraram coeficiente de variacao < 5 (Tabela 17).

Tabela 17 — Perfil antioxidante de extratos e fragdes de Tabernaemontana solanifolia A.DC. pelo

método de B-caroteno/acido linoleico

Inibicao (%)
0,05 0,10 0,5 0,25 0,30 0,50

Amostras Siglas ECso(mg/mL)

Extrato
etandlico EE 7,82 12,89 20,0 54,17 63,34 81,24 0,24
(mg/mL)
Extrato
hexanico HE 2,01 434 500 6,80 7,03 7,90 ND
mg/mL

*dados obtidos da media (n=3), Coeficiente de variagdo < 5, ECsy: concentragao eficiente para
decrescer a concentragéo do radical em 50%.

De acordo com a ECs, obtida, o extrato etandlico apresentou agao
antioxidante pelas duas técnidas utilizadas (método de DPPH e método utilizando o
B-caroteno e acido linoleico). Contudo, os melhores resultados de agéo antioxidante
para esse extrato foram evidenciados pelo método de DPPH. Foi observado,

portanto, que ha uma probabilidade das substancias com potencial antioxidante
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responderem um pouco melhor nos ensaios de DPPH quando comparado com o de

B-caroteno/acido linoleico.

4.6.4 Atividade antioxidante ex vivo utilizando eritrécitos humanos

O uso do AAPH foi inicialmente empregado por Wagner e cols. (1985) (137)
para determinagdo da capacidade antioxidante total em plasmas sanguineos com
intuito de investigar a interferéncia da dieta na capacidade antioxidante do
organismo.

O AAPH induz uma oxidagdo das proteinas de membrana, bem como a
diminuicdo do ATP dos eritrocitos. Estas mudangas geram anormalidades nos
eritrocitos que podem resultar numa fragilidade e, portanto, ocorréncia de hemdlise.

O emprego de AAPH em eritrécitos tem sido considerado um sistema ex vivo
importante para investigacdo de compostos com propriedades antioxidantes e anti-
hemolise. O AAPH proporciona a geragdo de radicais peroxila (RO,") decorrente da
decomposicdo térmica de azoiniciadores, com velocidade controlada quando a
temperatura é controlada (37 °C).

Foi construida uma curva dose resposta do AAPH utilizando diversas
concentracdes (0,7 mg/mL; 1,4 mg/mL e 2,7 mg/mL) na presenga de uma solugao de
eritrocitos (1 %) em tampéo fosfato de potassio monobasico (PBS) (pH 7,4 £ 0,1) em
cloreto de sodio (0,9 %). A hemdlise ocasionada pela geragado de radicais livres
mostrou-se dependente do tempo e da concentracdo do AAPH (Figura 21),
concordando com os dados da literatura (12). Desta forma, a concentragcao de AAPH
(0,7 mg/mL) foi escolhida para a realizagdo dos testes de atividade anti-hemolitica
dos extratos e fracdes de T. solanifolia A. DC. por apresentar hemolise acentuada a
partir da 32 hora.

A vitamina C foi utilizada como controle positivo por se tratar de um
antioxidante importante em sistemas biolégicos. A concentragdo empregada nos
testes foi obtido em uma curva dose-resposta utilizando as mesmas condi¢cdes do
testes (0,059; 0,120 e 0,240 mg/mL). Como as concentragdes de 0,12 mg/mL e 0,24

mg/mL mostraram atividade anti-hemolitica semelhantes, foi utilizada a menor
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concentragéo (0, 12 mg/mL) para efeito de comparagdo com o extrato e fragdes a

serem testadas (Figura 22).
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Figura 21 - Curva de hemdlise de eritrocitos submetidos a estresse oxidativo por
AAPH. A suspensdo de eritrécitos (1%) em PBS foi incubada com AAPH em
diferentes concentragdes por até 6 horas em banho-maria a 37°C, ao abrigo da luz e
com agitagdo constante (75 rpm). Os resultados foram expressos como média de

hemolise + erro padréo (n = 3).
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Figura 22 - Curva da atividade anti-hemolitica da Vitamina C em diferentes
concentragcbes frente a suspensdo de eritrocitos (1%) em PBS submetidos a
presenca de AAPH (10mM) por até 6 horas em banho-maria a 37°C, ao abrigo da
luz e com agitacédo constante (75 rpm). Os resultados foram expressos como média
de hemdlise * erro padrdo (n = 3) * p < 0,01 comparado ao controle (0 mM de
Vitamina C).
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O extrato aquoso (AgE) de T. solanifolia A. DC (liofilizado), quando acrescido
na solucéo de eritrocitos humanos em solugéo de PBS (1%) na presenca de AAPH
(10 mM), apresentou resultados promissores de atividade anti-hemolitica nas
diversas concentragoes testadas (0,026; 0,066; 0,33 e 0,66 mg/mL) (Figura 23).
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Figura 23 — Curva da atividade anti-hemolitica do extrato aquoso em diferentes
concentragdes frente a suspensido de eritrocitos (1%) em PBS submetidos a
presenca de AAPH (10mM) por até 6 horas em banho-maria a 37°C, ao abrigo da
luz e com agitacédo constante (75 rpm). Os resultados foram expressos como média
* erro padrao. * p < 0,01 comparado ao controle e nenhuma diferenga significativa

quando comparado com Vitamina C (0,12 mg/mL).

A Figura 24 mostra a atividade anti-hemolitica do AgE em diferentes
concentracdes durante seis horas, sendo a concentragcao de 0,026 mg/mL capaz de
inibir 77,3 % de hemdlise. As concentragdes mais elevadas (0,066; 0,33 e 0,66
mg/mL) mostraram atividade inibitéria de hemolise em 94 % dos eritrocitos em
suspensao (1 %) na presenga de AAPH (10 mM). Entretanto, a atividade das
concentragdes mais elevadas nao mostrou diferenca significativa entre si (p < 0,05).
Esses dados reforcam o potencial antioxidante ex vivo do extrato aquoso de T.

solanifolia utilizando eritrocitos humanos.
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Nenhum outro estudo com esta planta foi encontrado relatando a pesquisa de

atividade anti-hemolitica com eritrocitos humanos na presenga de AAPH.
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Figura 24 - Curva dose resposta da atividade anti-hemolitica do extrato aquoso
(AqE) de Tabernaemontana solanifolia A. DC. em solu¢do de eritrocitos em PBS
(1%) submetidos a presenca de AAPH (10 mM) por até 6 horas em banho-maria a
37°C, ao abrigo da luz e com agitacdo constante (75 rpm). Os resultados foram

expressos como média * erro padrao.

O extrato aquoso de Tabernaemontana solanifolia A. DC. mostrou ser um
potente inibidor da hemolise oxidativa gerada pela presenga de AAPH, pois na
concentragédo de 0,066 mg/mL foi capaz de inibir a hemdlise em mais de 90 % até a
sexta hora. A concentragdo menor (0,026 mg/mL) foi eficiente em inibir 80 % de
hemolise até a terceira hora (Figuras 25 e 26).

Os mesmos resultados nao foram observados com o extrato etandlico bruto
de T. solanifolia nas diversas concentragdes testadas (0,033; 0,066; 0,266 e 0,33
mg/mL), ndo diferindo estatisticamente do controle (0 mg de EE) quando comparada
a média de hemodlise durante as 6 horas. Isso porque, apesar da concentracao de
0,33 mg/mL ter inibido pelo menos 50 % de hemodlise até a 42 hora, apds esse
tempo, a hemdlise elevou-se rapidamente chegando a 73 %.

Quando analisadas as fracbes do extrato etandlico separadamente, os

resultados ndo foram diferentes, conforme mostrado na Figura 26.
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Figura 25 - Curva dose resposta da atividade anti-hemolitica do extrato aquoso
(AqE) de Tabernaemontana solanifolia A. DC. em solu¢do de eritrocitos em PBS
(1%) submetidos a presenga de AAPH (10 mM) por até 6 horas em banho-maria a
37°C, ao abrigo da luz e com agitacao constante (75 rpm). Os resultados foram

expressos como média de hemolise £ erro padréo (n=3).
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Figura 26 - Atividade anti-hemolitica do EE de Tabernaemontana solanifolia A. DC.
em suspensao de eritrocitos em PBS (1 %) submetidos a presenga de AAPH. A
suspenséo de eritrocitos a 1 % foi submetida a AAPH (10 mM) por 6 horas e com
diferentes concentracdes de EE. Os resultados foram expressos como média * erro
padrdo (n = 3). Nao houve diferenga estatistica entre as diferentes concentragdes

quando comparado ao controle (p >0,05).
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4.7 ENSAIOS DE TOXICIDADE

Os ensaios voltados a avaliar o potencial téxico ou de letalidade de
substancias e extratos tém sido realizado por diversos modelos experimentais.
Dentre eles, os modelos in vitro tem sido uma excelente opgédo para triagem de
substancias devido a sua praticidade, baixo custo e principios éticos defendidos
pelas sociedades protetoras de animais. Contudo, os testes in vivo sao
internacionalmente aceitos para fins de registro pelas agéncias reguladoras para
aprovacgao do uso de novas subtancias.

A triagem de atividade citotoxica de T. solanifolia foi realizada com nautiplos
de Artemia salina e, posteriormete, confirmada in vivo empregando o método de
classes estabelecido pelo Guia 423 da Organizacdo para Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OECD) (111) que apresenta reprodutibilidade, utiliza

poucos animais e € aceito por organismos internacionais.

4.7.1 Teste de citotoxicidade a nautiplos de Artemia salina L.

A pesquisa de compostos com potencial toxico tem sido realizada no modelo
de toxicidade com nautiplos do microcrustaceo Artemia salina por se tratar de um
método de facil execucdo com correlagdo a citotoxicidade frente a células
cancerigenas P338. A classificacao utilizada também foi a adotada por Meyer e cols.
(1982) (112), onde compostos com a dose suficiente para matar 50% dos animais
(DLsg) menor que 1000 ppm (1 mg/mL) para o teste com Artemia salina poderiam ser
considerados potencialmente toxicos.

O extrato aquoso de T. solanifolia mostrou DLsy > 1000 pg/mL (1 mg/mL);
portanto pode ser considerado ndo toxico ou de baixa toxicidade nas condigdes
empregadas. Entretanto, a fragdo alcaloidica mostrou toxicidade mais pronunciada
(DLsp = 103 pg/mL) quando comparada com os extratos brutos (hexanico e

etandlico) (Tabela 18).
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Os resultados encontrados sdo semelhantes aqueles obtidos para os extratos
das folhas e da casca do caule de T. catharinensis, com DLsy > 1000 ug/mL para o

extrato aquoso e DLsp < 1000 ug/mL para o extrato hidroetandlico (35).

Tabela 18 — Toxicidade dos extratos brutos (etandlico, aquoso e hexanico) e da fragéo alcaloidica de

Tabernaemontana solanifolia A.DC. frente aos nautiplos de Artemia salina

Amostras Siglas DLs (ug/mL)
Extrato aquoso AqE >1000,0
Extrato etandlico EE, 304,0
Extrato hexanico HE, 250,0
Fracao alcaloidica FA 103,0

DLs, Concentragéao letal media par 50%; AqE — extrato aquoso; EE — extrato etandlico; HE — extrato
hexanico e FA — frag&o alcaloidica.

4.7.2 Toxicidade aguda oral

O protocolo 423 da OECD (111) trata-se de um método que avalia a
toxicidade aguda por classes. O ensaio possibilita identificar a menor dose
responsavel pela mortalidade dos animais, pois prevé doses fixas de 5, 50, 300 e
2000 mg/Kg utilizando 3 animais por dose. Caso nao ocorra 6bito de mais que um
animal ao ser administrada a dose de 2000 mg/Kg, o valor da DLsy; pode ser
estimado como sendo maior que 2000 mg/Kg e menor que 5000 mg/Kg de massa
corporea e a amostra testada € categorizada na classe 5. Além da letalidade ou
mortalidade, o protocolo 423 da OECD possibilita avaliar outros paradmetros de
toxicidade aguda sistémica para identificar o potencial toxico em 6rgaos especificos
(138). Nesse sentido, o “screening” hipocratico € um ensaio bastante util e
comumente usado para este fim.

A dose de 2000 mg/Kg (p.o.) (Tabela 24) dos extratos brutos (hexanico,
etandlico e aquoso) de Tabernaemontana solanifolia nao ocasionou a morte de
qualquer animal no periodo de 14 dias. Desta forma, foi observado que a toxicidade
oral dos extratos brutos é maior que 2000 mg/Kg e pode ser classificada na
categoria 5.

Pelo “screening” hipocratico foi observada estereotipia para os grupos tratados

com o extrato aquoso, bem como naqueles que receberam o extrato etandlico. A
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piloerecdo esteve presente apenas no grupo tratado com extrato aquoso, ambos

durante a primeira hora.

Tabela 19 - Protocolo de diluicdo e administracdo dos extratos de Tabernaemontana solanifolia A.

DC. em ratos (n= 3) para determinar a toxicidade aguda

Dose Concentragao Peso médio (Kg) Volume
Grupos (mg/Kg) (mg) dos ratos administrado* (mL)
1° dia 2° dia 1° dia 2° dia
Extrato etanolico 2000 4000 0,34 0,35 1,70 1,75
Extrato hexanico 2000 4000 0,35 0,38 1,77 1,90
Extrato aquoso 2000 4000 0,35 0,34 1,72 1,70
Salina+2,5% Tween80 O 0 0,35 0,34 1,74 1,70

* 0s valores representam o calculo do volume do extrato diluido a ser administrado em fungéo da
média do peso corporal dos ratos.

Os animais do grupo tratado com extrato hexénico n&o apresentaram
diferencas significativas de comportamento quando avaliados pelo método de
“screening” hipocratico, mantendo consciéncia, estado de alerta, tdnus muscular e
coordenagao motora.

Considerando que o protocolo de toxicidade por classes prevé que quando um
ensaio de toxicidade nao leva ao 6bito mais que um animal, ao ser administrada a
dose de 2000 mg/Kg, o valor da DLsy pode ser estimado como sendo maior que
2000 mg/Kg e menor que 5000 mg/Kg de massa corpdrea, somado a auséncia de
sinais clinicos relevantes no “screening” hipocratico, os extratos brutos de T.

Solanifolia foram classificados como de baixa toxicidade em curto prazo.

4.7.2.1 Analises bioquimicas

Sabendo-se que algumas enzimas podem ser utilizadas como indicadoras de
dano hepatico, especialmente em fases iniciais das lesbes, duas delas foram
dosadas: alanina-aminotransferase (ALT) e aspartato-aminotransferase (AST).
Houve alteragédo significativa na dosagem da ALT para os grupos de animais
tratados com os extratos (etandlico, aquoso e hexanico) quando comparados ao
grupo controle.
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Para as alteragdes relacionadas a fungéo renal foi utilizada a dosagem de
creatinina e uréia. A diminuicdo da filtracdo glomerular, de forma geral, leva ao
aumento das concentragbes plasmaticas de creatinina e uréia. Em ratos, niveis
plasmaticos alterados para uréia ndo sao bons indicadores de lesdo renal, mas
alteracdes na creatinina podem ser um indicador confiavel para avaliar a presenca
da lesao, pois seu nivel sérico ndo € influenciado pela dieta, idade ou sexo.

Para os parametros bioquimicos, nenhuma alteragao significativa ocorreu nas
dosagens de creatinina e uréia, o que indica que os extratos nao interferiram na
funcao renal. Contudo, com relagdo ao dano hepatico, uma alteragdo significativa na
dosagem de ALT para o grupo tratado com os extratos etandlico e hexéanico foi

observada (Tabela 25).

Tabela 20 - Efeito dos extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC. (2000 mg/Kg) administrados
por via oral sobre os parametros bioquimicos do sangue em ratos submetidos a pesquisa de

toxicidade pelo Protocolo 423 da OECD (111)

Parametros Controle Extratos

Aquoso Hexanico Etanodlico
AST (U/L) 88,87 + 14,62 101,65 + 10,99 91,07 +10,89 149,93 + 33,79
ALT (U/L) 12,49 + 5,36 23,87 +7,72 25,48 * + 2,02 2497 +4,29
Creatinina (mg/dL) 0,770+ 0,06 0,87 0,07 0,75 + 0,03 0,63 +0,04
Uréia (mg/dL) 34,92+ 556 37,70 + 4,07 32,02 + 142 3483 +23

Os valores representam a média * erro padrdo (n = 6); AST - aspartato aminotransferase; ALT —
alanina aminotransferase ; *estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de teste
Tukey, p < 0,05).

4.7.2.2 Analises histopatologicas

A analise macroscépica dos 6rgaos alvo ndo mostrou qualquer alteragédo em
vista desarmada. O indice hepatossomatico foi calculado pela relagdo do peso do
figado com o peso total do animal e ndo mostrou diferenga significativa entre os
animais do grupo tratado (etandlico, aquoso e hexanico) quando comparado ao
grupo de animais pertencentes ao grupo controle (Figura 28).

A analise microscopica dos cortes histologicos das visceras dos animais
tratados com diferentes extratos de T. solanifolia mostrou alteragdes discretas. O

figado desses animais apresentou distribuicdo cordonal dos hepatécitos e os
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sinusdides apresentaram-se revestidos com células endoteliais. Os hepatocitos
apresentavam citoplasma claro com nucleo central e formato arredondado e, em

algumas regides, deslocado para a periferia da célula (Figura 27).
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Figura 27 - indice hepatossomatico de ratos Wistar machos tratados com diferentes

extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC.

Algumas alteragdes pouco significativas foram observadas para os animais
tratados com extrato hexanico e etandlico (Figuras 28C e D). O figado dos animais
tratados com os extratos hexanico e etandlico apresentou arquitetura lobular com
veias hepaticas terminais de paredes finas, regularmente distribuidas, chamando a
atencdo a presenga de moderada congestdo venular associada a fendmenos de
dilatagdo e congestdo sinusoidais (Figura 28C). Os ratos tratados com extrato
hexanico apresentaram grau moderado de lipidose (Figura 28D).

A necrose ocorrida nos hepatocitos, associada com o aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica, pode ser confirmada bioquimicamente
pelas dosagens de AST e ALT.

Os extratos brutos de T. solanifolia mostraram baixa toxicidade aguda,
evidenciada pela auséncia de sinais clinicos relevantes no “screening” hipocratico,
bem como auséncia de morte durante todo o periodo de observacdo com a dose de
2000 mg/Kg. Pelo método de classes, os extratos enquadram-se na Classe 5
(substancia com DLsg superior a 2000 mg/Kg e menor que 5000 mg/Kg), sendo
considerados de baixa toxicidade. Partindo do principio que apenas em casos
excepcionais a dose maxima de 5000 mg/Kg deve ser testada somado ao fato de
que a solubilizacdo dos extratos é dificultada em solugdo aquosa, foi adotada a
opgao por nao testar a dose maxima. Outro dado importante, € que a dose inicial
(2000 mg/Kg) foi escolhida considerando nao haver estudos prévios, somado ao fato
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de ser a dose comum ao método teste de dose fixa (139) e pelo teste “Up and Down”
que objetiva estimar o valor da DLsy testando sequencialmente animais individuais,
com dose para cada animal sendo ajustada para cima ou para baixo, dependendo

do resulttado prévio do animal anterior (140).

Figura 28 - Micrografia de figado de ratos Wistar machos tratados com diferentes

extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC. (X 400). (A) controle, (B) extrato
aquoso, (C) extrato etandlico (D) extrato hexandlico com presenga de congestao
sanguinea; (Ac): arranjo cordonal; (*) nucleo centralizado (v): presenga de vacuolo

de lipideo.

Apesar do aparecimento de algumas alteragbes discretas no exame
histopatolégico associado a dosagens bioquimicas, a administracdo de uma unica
dose dos extratos mostrou que os efeitos toxicos ndo séo letais. Os dados foram

semelhantes a toxicidade de outros extratos de outras espécies de
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Tabernaemontana, como os dados obtidos com o extrato etandlico da casca do
caule de T. catharinensis para o qual a DLsy foi maior que 2000 mg/kg em
camundongos (32); com o extrato hidroalcdlico da casca do caule de T. crassa Benth
com DLsy, maior que 6000 mg/Kg em ratos Wistar (141); e o extrato aquoso da casca
do caule de T. pachysiphon que nao provocou a morte de qualquer animal
submetido a dose de 5000 mg/kg (142).

As alteragdes como congestao sinusoidal também foram descritas para ratos
submetidos a doses crescentes de extrato de copaiba demonstrando um quadro de
insuficiéncia hepatica (143).

Essas alteragcbes histolégicas no figado também foram observadas na
utilizacao de folha de mandioca (144) e cianeto (145), administrados aos ratos.

Mariz e cols. (2008) (146) em um estudo com tratamento agudo com o extrato
etandlico de partes aéreas de Jatropha gossypiifolia observaram respostas
inflamatadrias no figado dos ratos.

Considerando que a toxicidade de uma substancia depende de varios fatores
como duragdo de exposicdo e quantidade total de substancia, estudos com a
exposicao repetida a baixas doses sdo necessarios para determinar a toxicidade

subaguda de T. solanifolia.

4.8 PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

Os testes de difusao em disco (114), juntamente com a difusdo em cavidade
sao utilizados como “screening” de substancias com atividade antimicrobiana.
Ambos os testes baseiam-se na difusdo das substancias, que pode ser evidenciada
pelo aparecimento de um halo de inibigdo. Alguns trabalhos padronizam o didmetro
de inibicGo como um modo de avaliar substancias quanto ao potencial
antimicrobiano; entretanto, outros consideram apenas a presenca do halo com o
fator para futuros testes. De acordo com Valgas e cols. (2007) (116) a técnica de
difusdo em pogo ou cavidade mostra-se melhor diante de compostos que né&o
conseguem difundir tdo facilmente no Agar comparado a técnica de difusdo em
disco; contudo, as duas técnicas tém sido amplamente descritas em analises

preliminares de atividade antimicrobiana.
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Desta forma, as propriedades antimicrobianas de T. solanifolia foram
investigadas por duas técnicas, sendo primeiramente realizado um “screening”
utilizando a técnica de difusdo em meio sélido por meio do disco e por cavidade e,
posteriormente, utilizando o método de microdiluicdo para a determinacdo da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) ou

Concentragdo Fungicida Minima (CFM).

4.8.1 Método de difusdao em disco

Todos os extratos das folhas de T. solanifolia mostraram propriedades
antimicrobianas pela técnica de difusdo em disco, bem como a subtancia SMGO01
(acetato de B-amirina) isolada do extrato hexanico. Destes, o extrato aquoso foi o
que formou os maiores halos de inibicao frente as cepas bacterianas e para Candida
krusei, mas sua acao nao foi tdo expressiva frente a outras cepas de Candida.
Diferente do extrato aquoso, a substancia SMGO01 inibiu em maior proporcéo as
cepas fungicas comparado as cepas bacterianas (Tabelas 18 e 19). Ja o extrato

hexanico apresentou inibicdo para ambos 0s microorganismos.

Tabela 21- Atividade antibacteriana dos extratos de Tabernaemontana solanifolia A DC. e do acetato

de B-amirina pelo método de difusdo em disco

Halos de inibigao (mm)

Amostras sigla C°"°(f‘:‘;')'a‘?a° ithehJslo(ZOchcg)s Escherichia coli (ATCC)
25923 8739 9522 35218
Extrato Aquoso AqEZ 4 240+25 240+21 17,0+1,8 28,0+2,0
Extrato ctanslico EE. 4 130409 150+27 18.0+21 190+27
EE 4 190422 120+05 18.0+30 120+11
Extrato hexanico  ME. 4 180+ 2.7 110+07 13.0+13 180+009
HE 4 16,023 210£21 130+13 130%1.2
Acet. de B-amirina SMGO1 1 13.0£05 130+18 13.0+04 150+16
Tetraciclina CcP 2 400+25 330430 360+28 35017

"coleta em abril/ 2007; “ coleta em margo/ 2009; AqE — extrato aquoso; EE — extrato etandlico; HE —
extrato hexanico, SMGO01 - Acet. de 3-amirina; CP — controle positivo.
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Tabela 22- Atividade antifungica dos extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC. e do acetato de

B-amirina pelo método de difusdo em disco

Halos de inibigdo (mm)

Amostras Sigla Concentragao Candida krusei Candida albicans

(mg) ATTC 2419 ATCC ATCC ____ATCC

36801 10231 2219
Extrato Aquoso AqE12 4 26,0 £ 0,7 10,0£0,7 10,0x0,5 10,0%£0,7
- EE 4 21,0+0,7 18,0+2,7 110+06 14,0+15
Extrato etandlico 2 4 180+07 120+12 13.0£05 200+28
Extrato hexanico HE; 4 12,0+£0,0 11,013 120+11 120+14
HE 4 10,0+ 0,0 11,0+£08 10,0£0,5 12,0+0,0
Acet. de B-amirina SMGO01 1 20,0+0,5 33,015 12,0+£08 24,0%+3,0
Anfotericina B CP 2 27,0+£0,0 21,029 280+1,2 24024
Cetoconazol CP 2 11,0+ 0,5 40,0+25 36,0+2,8 40,0+28

" coleta em abril/ 2007; “ coleta em margo/ 2009; AgE — extrato aquoso; EE — extrato etandlico; HE —
extrato hexanico, SMGO01 - Acet. de B-amirina; CP — controle positivo.

4.8.2 Método de difusdao em cavidade

Da mesma forma, pelo método de difusdo em cavidade ou pogo, assim como

no método de difusdo em disco, todos os extratos brutos de T. solanifolia A.DC.

mostraram propriedades antimicrobianas (Tabelas 20 e 21, Figura 29). Entretanto, o

extrato aquoso mostrou maior atividade antibacteriana do que antifungica.

Figura 29 — Pesquisa de propriedades antimicrobianas do extrato aquoso de

Tabernaemontana solanifolia A. DC. pelo método de difusdo em cavidade: (a)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), (b) Echerichia coli (ATCC 8739) e (c)

Echerichia coli (ATCC 35218).
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Tabela 23 — Atividade antibacteriana dos extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC. e do

acetato de B-amirina pelo método de difusdo em cavidade

Staphylococcus Escherichia coli
Amostras Sigla Concentragao aureus

(mg) ATCC ATCC ATCC ATCC

25923 8739 9522 35218
Extrato Aquoso AqE? 4 21,3+0,3 226+1,3 16,6+0,3 17,3+0,3
Extrato etanélico EE; 4 11,0+0,2 93+03 103+03 10,6%£0,6
EE 4 17,3+ 0,6 10,0+0,5 11,3+06 10,6+0,6
Extrato hexanico HE; 4 10,0+ 0,5 10,5+0,5 126+0,3 12,0+0,0
HE 4 146 0,3 195+15 10,3+0,3 11,6+0,3
Acet. de B-amirina SMGO01 1 12,0+ 0,5 116+08 120+0,2 12,6+0,3
Tetraciclina CP 2 40,0+ 0,0 350+1,0 40,0+0,0 393+0,6

" coleta em abril/ 2007; “ coleta em margo/ 2009
Alguns alcaloides, isovoacangina (A1d), coronaridina (A1b),

voacanginahidroxiindolenina (A2a), heineanina (A7g), voachalotina (A8a) e 12-

metoxi-Np-metilvoachalotina (A27b) isolados do extrato metandlico de T. campestris

[P. campestris (Rizz.) Rizz.; P. solanifolia var fallax (Muell. Arg)], coletada em 1983

em Brasilia, também mostraram atividade frente a Candida albicans na concentragao

de 1 mg/mL (8). Como os alcaldides isovoacangina (A7d) e coronaridina (A1b)

também estdo presentes em T. solanifolia, tal ocorréncia pode justificar, ao menos

em parte, a atividade observada.

Tabela 24 — Atividade antifungica dos extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC. e do acetato

de B-amirina pelo método de difusdo em cavidade

~ Candld_a Candida albicans
Amostras Siglas Concentraciao krusei

(mg) ATCC ATCC ATCC ATCC

2419 36801 10231 2219
Extrato Aquoso  AqE’ 4 255+ 0,7 9,3+0,3 9,5+0,5 9,5+0,5
Extrato etanélico ; 4 12,0+1,4 16,0+£1,17 10,0x0,0 12,3+0,8
EE 4 17,5+0,7 9,6+0,3 12,3+0,3 17,3+1,3
Extrato hexanico ; 4 12,0+ 0,0 10,6 +0,3 106+06 11,0+x1,0
HE 4 10,0+ 0,0 10,6 £ 0,3 96+0,3 12,0+ 0,0
Acet. B-amirina  SMGO1 1 ND 316+08 10,0+£0,0 213%17
Anfotericina B CcP 2 27,0+0,0 285+0,7 102+1,0 24,0+0,0
Cetoconazol CP 2 11,0+ 0,5 440+11 380+£20 42020

"coleta em abril/ 2007; “ coleta em margo/ 2009; ND - ndo determinado; AqQE — extrato aquoso; EE —
extrato etandlico; HE — extrato hexanico; SMGO01 - Acet. 3-amirina; CP — controle positivo.
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Diante dos resultados encontrados nos testes de difusdo, elegeu-se um
representante de bactéria Gram-positiva, Gram-negativa e de fungo para a

determinacgao da concentragao inibitéria minima (CIM) dos extratos.

4.8.3 Método de microdiluicao

Os extratos que apresentaram maior atividade foram submetidos a testes
para determinacao da concentragao bactericida minima (CBM) para Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, que para todos os extratos brutos de T. solanifolia foi = 1
mg/mL e para o acetato de B-amirina foi = 0,5 mg/mL. Para a espécie fungica,
Candida albicans o valor da concentragao fungicida minima para os extratos brutos
foi 2 2 mg/mL, mas permaneceu a mesma para o acetato de 3-amirina = 0,5 mg/mL
(Tabela 22).

Tabela 25 — Concentragdo inibitdria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)/
Concentragcdo fungicida minima (CFM) dos extratos e do acetato de [ - amirina isolado de

Tabernaemontana solanifolia A. DC.

S. aureus C. albicans E. coli

Amostras Siglas (ATCC 25923) (ATCC 10231) (ATCC 8739)
CIM* CBM * CIM* CFM* CIM* CBM*
Extrato aquoso AqE <05 21,0 21,0 =220 <05 21,0
Extrato etandlico EE’ <0,5 21,0 21,0 220 <0,5 21,0
EE? <05 21,0 21,0 220 <05 21,0
Extrato hexanico HE" <0,5 21,0 22,0 >2.0 <0,5 21,0
HE? <05 21,0 22,0 >2,0 <05 21,0
Acetato de B-amirina SMGO01 <0,5 >0,5 20,5 >0,5 <0,5 >0,5

"coleta em abril/ 2007; “ coleta em marg¢o/ 2009; * mg/mL; CIM: Concentracgdo inibitéria minima; CBM:
Concentracdo bactericida minima; CFM: fungicida minima;

4.9 AVALIACAO COMPORTAMENTAL NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Dentre os modelos experimentais disponiveis para ansiedade, o Labirinto em
Cruz Elevado (LCE) tem sido um dos mais utilizados. O teste foi inicialmente
empregado por Montgomery (1955) (147) e, posteriormente, por Handley e Mithani
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(1984) (148). Apos algumas alteragdes, o teste foi validado para experimentagdo em
ratos (149) e camundongos (150). A exploragdo dos bragos abertos € um dos
parametros evidenciados na atividade ansiolitica (tempo e frequéncia), enquanto a
exploracdo do brago fechado é indicativo de agao ansiogénica. Apesar dos
parametros classicos serem o tempo e frequéncia de entrada nos bragos, os
parametros etoldgicos tem sido adotado como avaliagdo de risco geral visando
aumentar a sensibilidade e utilidade do labirinto em cruz elevado (151).

Nas condi¢des empregadas no teste, os extratos etandlico (EE) (1 g/kg) e
hexanico (HE) (1 g/kg) de T. solanifolia ndo mostraram atividade ansiolitica quando
comparados ao controle (salina) (Tabelas 26 e 27). Como era esperado, diazepam,
farmaco de escolha para o controle positivo nos modelos experimentais para
ansiedade, mostrou aumento significativo de entradas e permanéncia nos bragos

abertos quando comparados ao grupo controle (salina).

Tabela 26 — Efeito dos extratos e do acetato de B-amirina isolado de Tabernaemontana solanifolia A.

DC. (Apocynaceae) em ratos Wistar submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado (300 segundos)

Dose Frequéncia de entradas* Tempo *
Tratamento  siglas (via) (n) (segundos)
(9/Kg) BA BF BA BF
Solvente CN 00 (p.0) 18%02  41%07 37933 240.8 + 8,0
Diazepam CcP 20 (ip) 33+04  1.8+02* 185,0 + 22,55  103.0 + 21,9
Extrato AGE2 1.0 (p.0) 29+05  35%06 60,1+9,0 223.8+132
aquoso
Extrato EE' 10 (p.o) 36%05  36+03 494 + 8,9 232,0 + 10,5
etandlico
Extrato HE' 10 (po) 32+06  45+07 56,0+ 174  230,3+16,8
hexanico
Acet.deB- SMGO 51 (h0) 20:06 3106 455+115  2495+118
amirina 1

CN = controle negativo (0,9% NaCl + 8% Tween 80); CP = controle positivo; BA = bragos abertos, BF
= bragos fechados; Valores expressos como média + erro padrdo da média (SEM); **p< 0,05 e *** p <
0,001, para analise de variancia seguido do teste de Tukey; p.o - via oral; i.p - via intraperitoneal; AqE
— extrato aquoso; EE — extrato etandlico; HE — extrato hexanico; SMGO01 - Acetato de 3-amirina.

Outros parametros comportamentais foram investigados, como o numero de
vezes que o animal realizou imersées com a cabegaou head-dipping (HD), nimero
de vezes que fez comportamento de levantar-se ou de rearing (REA) e o0 numero de
vezes que o animal realizou a auto-limpeza ou grooming (GRO) foram monitorados,
juntamente, com o numero de bolos fecais (BF) que indica um parédmetro de

emocionalidade (Tabela 27).
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Tabela 27 — Efeito dos extratos e do acetato de B-amirina isolado de Tabernaemontana
solanifolia A. DC. (Apocynaceae) nos parametros etologicos em ratos Wistars submetidos ao

Labirinto em Cruz Elevado (300 segundos)

Siglas Head
Tratamentos Dose (%}) Bolos fecais Rearing dipping_
Solvente CN 0,0 16+04 14713 35+0.8
Diazepam CP 2,0 0.3+£0.2 3.0+1.7* 76+0.8
Extrato aquoso AqE* 1,0 1.0£0.3 8.2+ 0.9* 48+1.0
Extrato etandlico EE’ 1,0 1.51£0.6 8.0+ 1.7 23104
Extrato hexanico HE' 1,0 05+0.3 46 1.7 24+0.6
Acet. B-amirina SMGO01 0,021 1.1+£0.5 18.0+ 2.0 4.7+15

Valores expressos como média + erro padréo (SEM); CN — controle negativo (0,9% NaCl + 8%
Tween 80); CP - controle positivo; *p< 0,001 e **p< 0,05 comparado ao controle; AQE — extrato
aquoso; EE — extrato etandlico; HE — extrato hexanico; SMGO01 - Acetato de -amirina.

O extrato hexénico das inflorescéncias de Tilia americana var mexicana
(Tiliaceae) mostrou acao ansiolitica quando administrado intraperitonealmente nas
concentracdes de 10 a 30 mg/Kg. Da mesma forma, o B-sitosterol, identificado com
um dos constituintes majoritarios desse extrato, quando testado isoladamente
apresentou agao semelhante nas concentragbes de 1 a 10 mg/Kg (152). Dentre
outros consituintes responsaveis pela agao ansiolitica de compostos isolados de
extratos vegetais, a adminitracado de triterpenos (10 mg/Kg) (a e B-amirina) isolados
de Protium heptaphyllum (Aubl.) March. (Burseraceae) também provocou acéao
ansiolitica proeminente no modelo de LCE, além de outras atividades testadas (nado
forcado, campo aberto e convulsao induzida pelo pentilenotetrazol) (149).

Dados como estes reforcam a importancia de estudos complementares serem
realizados com concentragdes superiores dos extratos de T. solanifolia A.DC. ou em
tratamento crénico, bem como a fracdo alcaloidica em outros modelos de
experimentacdo animal. Outro fator discutido por outros autores é que o grupo
deveria ser constituido com um numero maior de animais, entre 10 a 20 para nao
ocorrer falsos negativos. Desta forma, acredita-se que estudos adiconais possam ser
realizados com substéncias isoladas dos extratos.

Na reviséo realizada por Hogg (1996) (153) a linhagem do animal utilizado, o
manipulador dos animais, bem como as condicbes do ambiente sao itens
importantes e podem interferir nos resultados. O autor argumentou que a
padronizacao dos critérios estabelecidos para a leitura dos resultados tem sido um
dos pontos criticos de muitos trabalhos, pois segundo o método de Peloow (1985)

(120) deve-se considerar entrada e tempo no brago aberto quando o animal adentrar
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este espaco com as 4 patas; entretanto, alguns trabalhos ndo tem adotado este
critério, o que poderia justificar diferenga entre resultados com compostos

semelhantes.

4.10 TESTES DE FITOTOXICIDADE

Alelopatia em plantas pode ser definida como a interferéncia de substancias
quimicas na germinagao, no crescimento ou desenvolvimento de plantas de outras
espécies (154). Os ensaios visando demonstrar essa propriedade tém sido
realizados experimentalmente por meio da aplicagdo de extratos de uma planta a
sementes ou plantulas de outras espécies visando observar a inibicdo ou estimulo
da germinacédo de sementes ou no desenvolvimento da plantula. Dentre as plantas
mais utilizadas, a alface (Lactuca sativa L.) € a mais utilizada por se tratar de uma
especie sensivel aos aleloquimicos.

Ensaios de alelopatia vém sendo realizados na busca de obtengédo de novas
moléculas ou aleloquimicos de importancia na agricultura.

A germinagdo consiste no rompimento do tegumento, seguido pelo
curvamento feotropico da radicula, aparecendo uma raiz jovem. Trata-se de um
fendmeno discreto que acontece para cada semente de forma positiva ou negativa
(118).

De acordo com Ferreira e Aquila (2000) (154) o processo de germinagdo é
menos sensivel aos aleloquimicos que o crescimento da plantula, entretanto, na
pratica os testes de germinagdo sao mais faceis de serem executados e
acompanhados.

A triagem de propriedades alelopaticas para os extratos de T. solanifolia foi
realizada para Lactuca sativa L. (alface) e também com Glycine max L. (soja). A
escolha das duas espécies ocorreu devido a primeira ser classica nos experimentos
de fitoxicidade e a segunda por ter grande importancia na economia e na agricultura,

sendo um dos cultivares mais expressivos de area produzida no Brasil.
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4.10.1 Fitotoxicidade para Lactuca sativa L.

O extrato hexanico (1000 ppm) foi capaz de estimular o crescimento das
radiculas de Lactuca sativa L. (Figura 30), entretanto, nenhum efeito foi notado no
crescimento meédio do hipocatilo.

O extrato etandlico conseguiu interferir no crescimento das radiculas na
concentragao de 500 ug/mL, bem como para os hipocotilos (Figura 31). Desta forma,
o extrato etandlico foi fracionado (ver pagina 83) e a HF mostrou agao semelhante,
sugerindo que os compostos presentes nesta fragdo podem ser os responsaveis

pelo efeito alelopatico positivo para o crescimento das radiculas e dos hipocdtilos de

Lactuca sativa L.

20

Tamanho (mm)

1000 ppm 500ppm 250ppm controle 1000 ppm 500ppm 250ppm controle

A B

Figura 30 — Tamanho médio da radicula (A) e hipocétilo (B) de Lactuca sativa L.
apo6s 5 dias de avaliacdo frente ao extrato hexanico de Tabernaemontana
solanifolia A. DC. em diferentes concentracgdes. * p < 0,05 vs controle. As analises

foram feitas utilizando o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tamanho (mm)

Tamanho (mm)
=

500 ppm 250 ppm controle
A 1000ppm 500 ppm 250 ppm controle

Figura 31 — Tamanho médio da radicula (A) e do hipocdtilo (B) de Lactuca sativa L.
apods 5 dias de avaliagao frente ao extrato etandlico de Tabernaemontana solanifolia
A. DC. em diferentes concentragdes. * p < 0,01. As analises foram feitas utilizando o

teste de Tukey com 5% de probabilidade.

O composto isolado SMGO01 mostrou efeito inibitério para o crescimento do

hipocdtilo na concentragéo de 25 pg/mL (Figura 32).

Tamanho (mm)
Tamanho (mm)

25ppm 50ppm 100ppm controle 25ppm 50ppm 100ppm controle

A B

Figura 32- Tamanho médio do hipocétilo (A) e das radiculas (B) de Lactuca sativa
L. apés 5 dias de avaliagéo frente ao acetato de - amirina (SMGO01). ** p < 0,01 vs

controle. As analises foram feitas utilizando o teste de Tukey com 5% de
probabilidade.
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Quanto ao processo de germinagao, nem o extrato etandlico nem o hexanico
quando administrados nas concentragbes de 500, 1000, 2000 e 4000 pg/mL
interferiram no processo de germinagdo. O mesmo aconteceu com SMGO01 (acetato
de B-amirina) nas concentragdes de 12,5; 25; 50 e 100 ug/mL.

De acordo com Ferreira e Aquila (2000) (154) o processo de germinagdo é
menos sensivel aos aleloquimicos que o crescimento da plantula, entretanto, na
pratica os testes de germinagcdo sao mais faceis de serem executados e

acompanhados.

4.10.2 Fitotoxicidade para Glycine max L. (soja)

Nos ensaios de alelopatia para sementes da soja (Glycine max L.), o
crescimento das radiculas foi estimulado na presenca do extrato hexanico e extrato
aquoso a partir da concentragao de 250 ug/mL e do extrato etandlico a partir da
concentragcédo de 500 pg/mL. Contudo, o crescimento dos hipocétilos foi inibido pelo

extrato aquoso e inibido pelo extrato hexanico (Tabela 28, Figuras 33 e 34).

Tabela 28 — Tamanho médio do crescimento do hipocétilo e da radicula de Glycine max L.

submetidas a diversas concentragcbes dos extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC.

Amostra si Dose Hipocoétilo Radicula
igla
(PPm) (mm) (mm)
Extrato aquoso AqE 250 46,0 £ 2,4* 440+ 1,9*
500 57,7 £0,8* 42,8 +1,0*
1000 64,0 + 2,6* 58,0 £ 1,3*
Extrato etandlico EE1 250 89,5+1,1 28,1+1,3
500 96,0+ 1,6 57,8 £1,0*
1000 99,0+ 1,0 54,3 £ 3,1*
EE2 250 950+2,8 26,1+2,3
500 93,7+5,3 95, 7+7,1*
1000 91,8+2,9 69,2 +4,9*
Extrato hexanico HE1 250 1475+0,8* 108, 3 +0,8*
500 148,5+0,7 * 107,8 + 1,0*
1000 1480+1,1* 108,3 + 1,0*
HE2 250 148,0 £ 0,8* 108,5+0,7*
500 148,0 £ 0,8* 107,0 £ 0,9*
1000 1475+ 1,1* 107,85 + 1,0*
Controle de crescimento cC 0 90,0+ 1,6 23,0+£0,8
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Figura 33 - Tamanho médio de crescimento dos hipocotilos de Glycine max L. 5
dias apds o tratamento com extratos obtidos a partir das folhas de T. solanifolia A.
DC. Os resultados foram expressos em média £ erro padrdo e as analises foram
realizados por ANOVA seguido de teste de Tukey. EE: extrato etandlico, 1: 12

coleta, 2: 22 coleta, HE: extrato hexanico, AgE, extrato aquoso.
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Figura 34 - Tamanho médio de crescimento das radiculas de Glycine max 5 dias
apods o tratamento com extratos obtidos a partir das folhas de Tabernaemontana
solanifolia A. DC. Os resultados foram expressos em média = erro padrao e as
analises foram realizados por ANOVA seguido de teste de Tukey. *p < 0,05 quando
comparado ao controle. EE: extrato etandlico, 1: 12 coleta, 2: 22 coleta, HE: extrato

hexéanico, AqE, extrato aquoso.

Segundo Pires e Oliveira (2011) (155) as radiculas seriam mais sensiveis a
acao dos aleloquimicos do que os hipocdtilos. Por outro lado, existe a possibilidade
de diferentes mecanismos de agao serem acionados pelos aleloquimicos, o que de
certa forma poderia explicar agao que determinados compostos possuem somente

apods estagios mais avangados de desenvolvimento da plantula.
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Assim como os resultados obtidos no ensaio de germinacdo para sementes
de alface, nas condi¢cbes avaliadas, nenhum extrato interferiu no processo de

germinagao das sementes da soja.

4.11 ATIVIDADE INSETICIDA

A pesquisa de compostos naturais com propriedade inseticida tem crescido
nos ultimos anos ndo somente na area de entomologia agricola, mas também na
entomologia médica. Tradicionalmente, o controle de insetos tem sido realizado por
inumeros compostos quimicos de origem sintética, contudo, o uso de fitoinseticidas
para o controle alternativo e complementar ao convencional tem sido viavel visando
reducdo de custos, de danos ao ambiente, a saude animal e humana. Desta forma,
os fitocomplexos tém despertado o interesse da industria agroquimica também pela
diversidade de familias com potencial inseticida (Apocynaceae, Solanaceae,
Flacuortiaceae, Liliaceae, Asteraceae, Meliaceae e Fabaceae) (156).

Dentre as metodologias descritas para investigar propriedades inseticidas
estao os ensaios de consumo foliar, onde as folhas utilizadas como alimento para o
inseto em estudo recebem os extratos de plantas por meio de borrifagdo ou
submersao em determinado tempo (157) e os ensaios que utilizam o preparo de
dietas artificiais acrescidas dos compostos a serem investigados (158).
Independente da técnica utilizada, os bioensaios procuram avaliar o efeito dos
extratos ou produtos oriundos de outras plantas sobre o inseto. Desta forma,
consegue indiretamente monitorar a interferéncia dos extratos quanto ao consumo
alimentar, ao desenvolvimento (Figura 35), alteragbes e mortalidade do inseto (159).

O extrato aquoso e hexanico nao interferiram no consumo alimentar de A.
gemmatalis, ou seja, ndo inibiram o inseto de iniciar sua alimentacéo (Tabelas 29 e
30). Contudo, ambos extratos reduziram a capacidade dos quarto e quintos estagios
larvais conseguirem empupar. Por outro lado, apenas o extrato hexanico (500 ppm)
alterou o periodo larval, o tamanho da pupa formada e, ainda, a capacidade dessas

pupas conseguirem emergir como adultos viaveis (viabilidade pupal).
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Figura 35 — Fases de desenvolvimento de Anticarsia gemmafalis H a) Fase de

larva; b) Fase de pupa e c) Fase adulta.

Tabela 29 — Parametros de atividade inseticida do extrato aquoso de Tabernaemontana solanifolia A.

DC. em Anticarsia gemmatallis H. mantidas em dieta artificial (Dourados - MS, 2011)

Extrato aquoso (ppm) Controle

Parametros

0 250 500 1000

Numero de pupas 70+15 10,0+ 0,0 40+1,6* 50+1,6 10,0+ 0,0
Consumo 1,8+0,4 1,5+0,5 0,8+0,4 1,3+0,4 2304
Balango 1,4+0,3 1,2+0,4 0,6+0,3 1,0+£0,3 1,9+0,4
Peso da Pupa (g) 0,3+0,1 0,1+0,4 0,07+£0,03 0,1+0,03 0,06+0,03
Comprimento pupa(mm) 11,5+25 85+2,8 50+25 8,7+29 14,8+ 1,6
Viabilidade 70+1,5 50+1,6 3,0+1,5 50%+1,6 9,0+1,0
Periodo larval 64+14 40+14 2,7+13 45+1,5 86+1,1

Mortalidade diaria 1,0£05 24+1,0 49+11 2,6+0,9 06+0,6

¢ )p < 0,05; (**) p < 0,01, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey comparado ao controle;
*médias oriundas de 10 repeti¢des(n=10).

Tabela 30 — Pardmetros de atividade inseticida do extrato hexanico de Tabernaemontana

solanifolia A. DC. em Anticarsia gemmatallis H. mantidas em dieta artificial (Dourados-MS, 2011)

Extrato hexanico (ppm)

Parédmetros 0 250 500 1000 Controle
Numero de pupas 80+1,3 50+1,6 1,0 £ 1,0** 3,0+1,5* 10,0+ 0,0
Consumo 3,1+0,5 1,4+04 0,3+0,3 1,06 £ 0,5 23204
Balango 28+0,5 1,2+04 0,3+0,2 0,7+0,3 1,9+0,4
Peso da Pupa 0,1+0,04 0,1+£0,03 0,1+£0,03 0,02+0,02 0,06 £ 0,03
Comprimento pupa (mm) 13,1+2,2 8,327 1,6 £1,6* 48+24 14,8+ 1,6
Viabilidade 8,0+1,3 50+1,6 1,0+ 1,0 30£15 9,0+1,0
Fase Larval (dias) 7012 44+14 0,8+ 0,8** 2914 8,6+1,1
Morte 0,8+0,5 2,3+0,8 39+13 29+1,1 0,6+0,6

Yp < 0,05; (**) p < 0,01, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey comparado ao controle;
*Médias oriundas de 10 repetigdes (n=10).

Propriedades inseticidas para A. gemmatalis foram evidenciadas em rutina e
quercetina acrescidas em dieta artificial. A quercetina afetou na mortalidade das

pupas, bem como no seu peso (160) enquanto a rutina (1,3 %) também inibiu o
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crescimento do inseto, ndo somente pela inibicdo alimentar, mas também na
conversdo do alimento ingerido em biomassa e assimilagdo de alimentos.
Especificamente dentro desse género, o extrato etandlico da casca do caule de T.
catharinensis A. DC. mostrou acdo sobre a emergéncia dos imagos de Zaprionus
indianus (Diptera: Drosophilidae) (Gupta, 1970) emergidas em dieta artificial (36),
apesar de nao interferir na sobrevivéncia das moscas adultas. Tabernaemontana
divaricata [sinonimia Ervatamia coronaria Stapf.] mostrou ac¢ado inseticida frente a
Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus em concentragdes

superiores a 25 mg/mL (161-162).

4.12 ANATOMIA FOLIAR

As caracteristicas morfolégicas e anatbmicas sdo importantes na
caracterizagdo e na identificacdo das familias, géneros e espécies vegetais,
contribuindo para as areas de controle de qualidade e autencidade dessas espécies
(163). A descricdo dos aspectos anatdbmicos de T. solanifolia ainda nao foi

documentada anteriormente.

4.12.1 Peciolo

O peciolo seccionado transversalmente é arredondado na face abaxial e
plano na face adaxial (Figura 36.1). A epiderme é unisseriada, com superficie bulada
e células acentuadamente desuniformes quanto ao tamanho (Figuras 36.3 e 36.4). O
colénquima subepidérmico é do tipo angular (Figura 36.3), composto de cerca de
seis camadas de células. Laticiferos sdo encontrados na regidao subepidérmica
(Figura 36.2). O sistema vascular é representado por um feixe bicolateral em forma
de arco, e por feixes anficrivais menores dispersos no parénquima cortical (Figuras
36.7-8). Nas células parenquimaticas corticais e medulares, idioblastos contendo
cristais do tipo drusa sao muito abundantes (Figura 36.2), ocorrendo cristais

prismaticos em menor quantidade (Figura 36.5).
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A folha possui nervuras pouco lignificadas. Ndo foram constatadas fibras

associadas ao floema no peciolo, nem na nervura central.

4.12.2 Limbo

O feixe da nervura central é bicolateral em forma de arco (Figura 37.9 e
37.15). A regido cortical e medular da nervura central € ocupada por parénquima
com cristais abundantes (Fig. 37.15).

Duas a trés camadas de colénquima angular subepidérmico ocorrem em
ambas as faces da nervura central (Figura 37.10 - 37.12), com abundantes
idioblastos contendo cristais prismaticos e do tipo drusa (Figura 37.14). O
parénquima palicadico da lamina foliar se estende até a nervura central, ocupando
cerca de 1/4 da largura da mesma, nos dois lados (Figura 37.11).

Cristais do tipo drusa estao dispersos no parénquima clorofiliano e lacunoso
(Figuras 37.12, 37.14 e 38.20).

Pequenos feixes vasculares do tipo colateral, que estdo imersos no mesofilo,
sao circundados por uma bainha parenquimatica. O parénquima lacunoso possui
cerca de 14 - 16 camadas de células poliédricas, de formato irregular e tamanho
variado (Figuras 38.17 — 38.22) ) as vezes braciformes (Figura 38.19). A Iamina foliar
de T. solanifolia possui epiderme uniestratificada, destituida de tricomas, com células
comuns cerca de duas vezes mais altas na face adaxial do que na abaxial, tendo
uma espessa camada de cuticula-parede periclinal externa. O mesofilo é
heterogéneo e dorsiventral. O parénquima palicadico ocupa cerca de 1/5 da
espessura do mesofilo, € constituido por 2-3 camadas de células 4-5 vezes mais
altas que largas (Figuras 38.21 e 38.22). A folha é hipoestomatica. Na superficie
abaxial, observam-se estdmatos do tipo anomocitico, que sdo raros na regiao da

nervura central. Suas células-guarda possuem cristas (Figura 38. 24).
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(8]

Figura 36 (1 a 8) - Seccao transversal do peciolo de Tabernaemontana solanifolia

A.DC.: 1) Aspecto geral do peciolo; 2) Detalhe do meristema fundamental
parenquimatico; 3) Detalhe da célula epidérmica e do colénquima angular; 4)
Detalhe do colénquima e parénquima; 5) Detalhe de um cristal prismatico no
parénquima; 6) Detalhe de dois feixes corticais menor calibre; 7) Detalhe do cilindro
em forma de ferradura; 8) Detalhe da disposicdo do feixe de maior calibre (ep;
epiderme, ca: cambio, co: colénquima, cr: cristal, cu: cuticula, fv: feixe vascular, la:

laticifero, mf: meristema fundamental).
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Figura 37 (9-16) - Seccao transversal do limbo de Tabernaemontana solanifolia A.
DC.: 9) Aspecto geral da regidao vascular do limbo; 10) Detalhe do colénquima
angular na regidao abaxial; 11) Detalhe do colénquima na regido adaxial e do
parénquima palicadico; 12) Detalhe da reentrancia na regiao adaxial; 13) Detalhe da
epiderme e cuticula espessa; 14) Detalhe das drusas; 15) Detalhe do feixe
bicolateral aberto na regido superior; 16) Detalhe da regido inferior do feixe
bicolateral aberto. (co: colénquia, dr: drusas, ep: epiderme, fl: floema, pl: parénquima

lacunoso, pp: parénquima paligadico, xi: xilema).
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Figura 38 (17-24) - Seccao transversal do limbo de Tabernaemontana solanifolia A.
DC. 17) Aspecto do mesofilo. 18) Detalhe da regido do mesofilo paligadico. 19)
Detalhe do mesofilo lacunoso. 20) Detalhe das células com do parénquima
palicadico com conteudo. 21) Detalhe da epiderme unisseriada. 22) Detalhe das
camadas do parénquima paligadico. 23) Detalhe do estdmato. 24) Detalhe do

estbmato.
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5 CONCLUSAO

O estudo quimico de folhas de T. solanifolia A. DC. possibilitou o isolamento
de acetato de B-amirina e de uma mistura de sitosterol e estigmasterol. Também
foram identificados, por CG-EM, os alcaloides inddlicos isovoacangina, voacangina,
catarantina, 3-hidroxicoronaridina e coronaridina. O extrato aquoso bruto mostrou
teor em compostos fendlicos de 141,51 mg/g e de flavonoides de 121,80 mg/g. O
extrato etandlico bruto mostrou teor médio em compostos fendlicos de 98,41 mg/g e
de flavonoides de 98,96 mg/g. A analise por CLAE permitiu a deteccédo de rutina,
isoquercitrina, quercetina e derivados do acido cafeico e acido clorogénico.

Os extratos aquoso, etandlico e hexanico apresentaram atividade bioldgica.
Os extratos aquoso, etandlico e hexanico de T. solanifolia possuem atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli (CIM =2 1 mg/mL) e
Candida albicans (CIM = 2 mg/mL), da mesma forma que a substancia isolada,
acetato de B-amirina (CIM = 0,5 mg/mL). Também mostraram pronunciado potencial
antioxidante, sendo o extrato aquoso pelos métodos de DPPH e AAPH, enquanto o
extrato etandlico apresentou essa acao confirmada pelos métodos de DPPH,
fosfomolibdénio, B-caroteno/ acido linoleico e por AAPH.

Os extratos aquoso, etandlico e hexanico mostraram efeito alelopatico
positivo sobre o crescimento das radiculas de Lactuca sativa L. e de Glycine max L.,
enquanto apenas o extrato hexanico mostrou a mesma acéao frente ao crescimento
dos hipocdtilos. Foi observado ainda que os trés extratos ndo foram capazes de
interferir na germinagao das sementes das duas espécies avaliadas.

Os extratos brutos de T. solanifolia ndo mostraram agao ansiolitica em ratos
wistar submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE) na concentragédo de 1
mg/mL.

No teste de atividade antialimentar frente a Anticarsia gemmatalis Hiebner
(Lepidoptera: Noctuidae) mantidas em dieta artificial, os extratos aquoso e hexanico
ndo se mostraram ativos.

Quanto a avaliacdo da toxicidade, foram utilizados dois modelos. O extrato

aquoso nao foi considerado téxico de acordo com o protocolo de toxicidade frente
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aos nautiplos de Artemia salina; entretanto, os extratos etandlico e hexanico, bem
como a fragdo alcaloidica apresentaram toxicidade com DLsg igual a 304, 250 e 103
M/mL, respectivamente.

Na avaliagdo de toxicidade aguda in vivo, os extratos aquoso, etandlico e
hexanico de T. solanifolia mostraram baixa toxicidade aguda, evidenciada pela
auséncia de sinais clinicos relevantes no “screening” hipocratico, bem como
auséncia de morte durante todo o periodo de observagdo com a dose de 2000
mg/Kg.

Apos levantamento bibliografico foi detectado que € a primeira vez que é
relatada a presenca dos compostos isolados e/ou identificados nos extratos de
folnas de T. solanifolia, com excec¢do de isovoacangina. Voacangina foi isolada
previamente de raizes, mas € pela primeira vez relatada a sua presenca em folhas
dessa espécie. Da mesma forma, até onde vai nosso conhecimento, é a primeira vez
que é relatada as atividades antioxidante, antimicrobiana e alelopatica para essa
especie.

Apesar de os extratos avaliados ndo mostrarem atividade nos testes aqui
utilizados, também é a primeira vez que estudos de atividade farmacolégica e
antialimentar sao relatados para essa espécie, bem como as avaliagdes de
toxicidade.

Considerando que as folhas de T. solanifolia mostraram-se com baixa
toxicidade e que o teor em compostos fendlicos mostrou-se significativo, os
resultados encontrados sugerem que essa espécie, endémica no Brasil, pode ser
interessante para o desenvolvimento de um produto para uso terapéutico ou

cosmeético.
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6 PERSPECTIVAS

Esta tese investigou propriedades quimicas dos extratos aquoso, etandlico e
hexénico de Tabernaemontana solanifolia A. DC. e sua agéo frente a algumas
propriedades bioldgicas e toxicoldgicas. Os extratos brutos estudados apresentaram
agao antioxidante, antimicrobiana in vitro, agcao ansiogénica e efeito alelopatico
frente ao crescimento de Lactuca sativa L. e Glicine max L. Desta forma, T.
solanifolia A. DC. foi identificada como objeto para investigag¢des fitoquimicas com
propriedades biologicas.

Nesse sentido, trabalhos ainda devem ser realizados para investigar a
toxicidade subaguda e crénica dos extratos brutos, acdo ansiogénica pelo labirinto
em cruz elevado aplicando doses repetidas, bem como para outros modelos

comportamentais como o teste de campo aberto e nado forgado.
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ANEXO 1- PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANOS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
COM SERES HUMANOS UNIGRAN

Dourados, 30 de margo de 2009

Prezada Pesquisadora:
Adriana Mestriner Felipe de Melo

O Projeto de vossa autoria 136/09 “Pesquisa de atividade antioxidante de
plantas medicinais com eritrécitos humanos” foi integralmente APROVADO
pelo CEP-UNIGRAN e podera ser conduzido. Pois o académico atendeu as recomendagdes
dos relatores

Ressalto que os relatorios semestrais devem ser apresentados ao Comité para
acompanhamento e que alteragdes em seu projeto devem ser avisadas previamente a
coordenagao

Respeitosamente,

Prof'. M.Sc. Georgia Cristian Borges

Secretaria CEP-UNIGRAN
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ANEXO 2 - PARECER DO COMITE DE ETICA PARA EXPERIMENTAGAO
ANIMAL

COMITE DE ETICA PARA
EXPERIMENTACAO ANIMAL

Dourados, 08 de setembro de 2009.

Prezado Pesquisadora

Adriana Mary Mestriner Felipe de Melo

O Projeto de vossa autoria, com protocolo 171/09, intitulado: “Atividade biolégica e
farmacoldgica de extratos de Tabernaemontana solanifolia A. DC. isolados do cerrado
Brisleiro, Distrito Federal, Brasil” foi integralmente APROVADO pelo CEP-UNIGRAN, ¢
poderd ser conduzido. A académica atendeu as recomendagdes dos relatores.

Ressalto que os relatorios semestrais devem ser apresentados ao Comité para

acompanhamento e que alteragdes em seu projeto devem ser avisadas previamente a

coordenagfio.

Respeitosamente,

( = ,/-i‘q € @‘b/
Georgia Cpiftian Borges %(

Coorflefiadora do CEP-UNIGRAN

Georgia Cristian Borges
Coordenadora CEP-UNIGRAN

Comité de Etica para Experimentacio Animal
Centro Universitirio da Grande Dourados
R: Balbina de Matos, 2121 — Fone: (67) 3411-4254 / Fax: 3411-4167 — CEP: 79824-900 — Dourados — MS

E-mail: comitedeetica@unigran.br
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