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RESUMO

A presente dissertacdo descreve o estudo quimico e da atividade bioldgica de folhas
de Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), espécie frutifera, genuinamente brasileira,
comum no bioma Cerrado do Distrito Federal e conhecida popularmente como mangaba. O
latex dessa espécie € utilizado na medicina popular para o tratamento de desordens géstricas
e tuberculose e as folhas para tratar dismenorréia e diabetes. Dos extratos hexanico e
etandlico foram obtidos: mistura de hidrocarbonetos; mistura de dlcoois de cadeia longa;
obtusalina e eritrodiol; lupeol, a- e Pf-amirina e seus derivados 3f-acilados; B-sitosterol;
rutina e 4cido clorogénico. Os extratos e fracdes de Hancornia speciosa foram submetidos a
ensaios para avaliar sua atividade biologica. Em teste de citotoxicidade, utilizando como
modelo a toxicidade as larvas de Artemia salina, os extratos brutos e fragdes ndo
apresentaram toxicidade (DLso>1000 ppm). Na avaliacdo da atividade alelopética, foi
determinada a acdo dos extratos brutos sobre a germinagdo e crescimento das sementes de
Lactuca sativa. O extrato hexanico ndo inibiu a germinacdo de forma significativa, mas
reduziu o indice de velocidade de germinagdo (IVG) nas concentracdes testadas e inibiu o
crescimento das partes aéreas (epicétilo) das plantulas e raizes (hipocétilo). O extrato
etandlico inibiu a germinacdo e reduziu o IVG em todas as concentragdes avaliadas; ndo
inibiu o crescimento do epicétilo, porém inibiu o crescimento do hipocétilo, nas plantulas. O
extrato etandlico foi avaliado quanto a atividade antioxidante através de dois modelos: pelo
método de varredura do peréxido de hidrogénio no qual, o extrato etandlico (CEsp = 4.25
pug/mL) apresentou atividade antioxidante cerca de 20 vezes maior que aquela apresentada
pelo controle positivo (dcido ascorbico, CEsy = 84,87 ug/mL) e pelo modelo da reducdo do
complexo de fosfomolibdénio, realizado de acordo com a modificacdo do método de Prieto,
(1999), no qual o extrato etandlico (EEB) apresentou 41% de atividade antioxidante em
relacdo a um equivalente de 1mg/mL de quercetina, Assim, trabalho visa contribuir para o
conhecimento de plantas medicinais brasileira e até onde vai nosso conhecimento, esse € o
primeiro relato da presenca de obtusalina, eritrodiol, -sitosterol e dos derivados acilados de
a- e B-amirina no género Hancornia.

Palavras-chave: Hancornia speciosa; mangaba; plantas medicinais; Cerrado
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ABSTRACT

This dissertation report describes the chemical and the biological activity studies about leaves
of Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), a fruitful brazilian species, popularly known as
mangaba. In the traditional medicine, this latex is used to protect against gastric disorders and
tuberculosis and their leaves in to treat dysmenorrhea, diabetes and obesity. From the hexane
and ethanol crude extracts several triterpene mixtures could be identified: obtusalin and
erythrodiol, lupeol, a- and B-amyrin and their 3B-acylated derivatives. Also were obtained
mixtures of hydrocarbons and of long-chain alcohols, B-sitosterol, and a mixture of rutin and
chlorogenic acid. The extracts and fractions of Hancornia speciosa were tested to evaluate a
possible biological activity. The crude extracts showed no toxic activity on Artemia salina
brine shrimp assay (LDsp > 1000 ppm). Evaluating allelopathy activity over Lactuca sativa
seeds’ germination and growing, the hexane crude extract did not inhibit germination
significantly, but reduced the rate of germination (IVG) and inhibited the growth of roots and
aerial parts of the seedlings. On the other hand, the ethanol crude extract inhibited
germination and reduced IVG, but did not inhibit growing of aerial parts of germinated seeds;
nevertheless it inhibited the growth of roots in all evaluated concentrations. The ethanol crude
extract was evaluated about antioxidant activity by two models: by the scavenging hydrogen
peroxide method, in comparison with ascorbic acid activity, and by reducing
phosphomolybdenum complex test, done according to Prieto’s method with modifications,
using quercetin as control. This work aims to contribute to the knowledge of Brazilian flora
species considering that, as far we know, it is the first time the presence of a- and f-amyrin
acylated derivatives, obtusalin, erythrodiol and [-sitosterol are reported to the Hancornia

genus.

Key words: Hancornia speciosa; mangaba; medicinal plants; Cerrado, phytochemistry
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1. Introducao

Plantas t€m sido um recurso ao alcance do ser humano e seu uso, na cura e/ou alivio
de enfermidades, se caracteriza como um dos habitos mais antigos da humanidade
(DAVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004).

Intuitivamente, o homem primitivo buscou solucdes para satisfazer suas necessidades
basicas como alimentagdo, reproducdo e protecdo. Ao observar o comportamento dos animais
percebeu a existéncia das plantas comestiveis e de outras dotadas de maior ou menor
toxicidade que, experimentadas no combate as doencas, revelaram, empiricamente, o seu
potencial curativo. Dessa relagdo homem/natureza nasceu um conhecimento que foi, de inicio,
transmitido oralmente as geracdes posteriores, para depois, com o advento da escrita, ser
grafado, organizado e guardado como um tesouro valioso (ARAUJO et al., 2007; CUNHA,
2008). Essa cultura medicinal, que se manteve através dos séculos, de geracdo a geracdo,
despertou o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo dreas multidisciplinares, como
botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a
inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

Planejar o desenvolvimento de um medicamento a partir da indicagdo de plantas
utilizadas por comunidades encurta o percurso do desenvolvimento de um novo farmaco, ja
que os pesquisadores dispdem, antes mesmo de iniciarem os estudos cientificos, de uma
indicagdo de qual atividade bioldgica este farmaco poderia apresentar (FUNARI; FERRO,
2005).

A antiga civilizagdo egipcia jd possuia informacdes sobre plantas medicinais, que
foram preservadas no papiro de Ebers, descoberto e publicado por Georg Ebers traduzido, em
1890, por H. Joachin (PINTO et al., 2002). Esse relato descreveu um nimero significativo de
doencas bem como os medicamentos de origem vegetal ou animal empregados no tratamento
delas. Embora a medicina egipcia se apoiasse em elementos magicos e religiosos, sabe-se que
ja eram utilizados vegetais como o sene, o zimbro, as sementes do linho, o funcho, o ricino e
muitas outras plantas (DUARTE, 2006; CUNHA, 2008).

No passado, os medicamentos surgiam da simples observac¢do. Pouco se conhecia
sobre o efeito e mecanismo de acdo das plantas medicinais (DAVIENNE; RADDI; POZETTI,
2004). Os gregos acompanhavam atentamente o restabelecimento de seus pacientes depois
desses usarem preparagdes a base de vegetais; contudo, ja citavam o uso de raizes no

tratamento de hemorragias, 6leo de ricino e couve como purgativos, ticia como emético, além
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de beladona, meimendro e 6pio como narcéticos (TEIXEIRA, 1994; TAVARES, 1996).
Virios filésofos da época foram considerados importantes por suas obras em medicina
natural, dentre esses, 0 médico grego Hipdcrates (460 a 377 a.C.) e Theophrastos (300 a.C)
conhecido como pai da Botéanica e da Farmacognosia. Aquele, considerado um dos pioneiros
no estabelecimento das bases racionais da medicina moderna, e este o escritor do livro
“Histéria das Plantas”, que descreve espécies vegetais relacionando suas qualidades e
peculiaridades (PHILLIPSON, 2001; RIBEIRO JR, 2003; DAVIENNE; RADDI; POZETTI,
2004).

Durante a Idade Média, os conhecimentos sobre plantas medicinais ficaram em poder
da igreja, confinados nas bibliotecas dos mosteiros. Com isso, o desenvolvimento da medicina
restringiu-se aos persas e drabes, dando origem a primeira farmacopéia drabe intitulada “O
Corpo dos Simples”, que descrevia 14000 medicamentos, a maioria de origem vegetal. Os
arabes introduziram o uso do dmbar, cravo da india, sandalo, gengibre, noz-moscada e canfora
(TEIXEIRA, 1994; DAVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004).

Os primeiros passos na busca de farmacos naturais puros datam de 1803, com o
isolamento da morfina (1) de Papaver somniferum pelo farmacéutico Friedrich Wilhelm
Adam Sertiirner, fato esse que marcou o inicio do processo de extragcdo de principios ativos de
plantas (TYLER, 1996; SCHULZ, HANSEL, TYLER, 2001). Alguns farmacos potentes
foram entdo descobertos e muitos deles tém usos consagrados na terapéutica atual. Joseph
Pelletier, farmacéutico francés, descreveu em 1817, o isolamento da emetina (2), a partir da
Cephaelis ipecacuanha, considerada um poderoso emético e expectorante em doses menores

(MIGUEL; MIGUEL, 1999; SIMOES et al., 2001).
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Os farmacéuticos franceses Pelletier e Caventou podem ser considerados os pais da
fitoquimica por terem isolado em 1818 a estricnina (3) de Strychnos vomica, e identificado a
quinina (4) em 1820, um dos primeiros antimicrobianos utilizados no tratamento da maldria

(TAVARES, 1996; DAVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004).
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A Fitoterapia, termo designado para o tratamento feito a base de plantas, foi construida
com base no conhecimento de diferentes culturas, representando uma mistura que vai do
folclore a religido. Como parte da “Medicina Tradicional” e da “Medicina Complementar e
Alternativa”, a fitoterapia desfruta de excelente prestigio em funcdo de sua eficécia.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), cerca 80% da populagio de
paises em desenvolvimento ainda utilizam préticas tradicionais na aten¢do primdria a sadde;
desse total, 85% fazem uso de plantas medicinais. O Brasil segue essa tendéncia mundial,
incentivando o emprego de praticas complementares nos programas de aten¢@o a satide. Para
isso implantou em 2006 a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no
Sistema Unico de Sadde (SUS) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
importantes diretrizes a pesquisa e ao desenvolvimento do uso de plantas medicinais e seus
derivados (CARVALHO et al., 2007).

Supde-se que existam cerca de 200 espécies vegetais aptas a serem economicamente
exploradas, na América Latina. Entretanto, o Brasil que detém a maioria dos recursos naturais
vidveis, é ao mesmo tempo um grande importador de produtos naturais (SIAULYS, 2008).
Atualmente, cerca de 48% dos medicamentos empregados na terap€utica advém, direta ou
indiretamente, de produtos naturais, especialmente de plantas medicinais (BALUNAS;
KINGHORN, 2005).

No universo da industria farmacéutica, a América Latina é detentora de apenas 4% do

mercado mundial e o Brasil dispde de apenas 1% desse total (STAULYS, 2008). A fusdo de
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grupos multinacionais em conglomerados economicamente capazes de desenvolver e
patentear novos fairmacos inibiu o crescimento da tecnologia farmacéutica por parte de alguns
paises em desenvolvimento, transformando-os em meros compradores de tecnologias
importadas ou pagadores de royalties para grandes laboratérios estrangeiros (FUNARI;
FERRO, 2005; SIAULYS, 2008).

Segundo a RDC n° 48/04 (BRASIL, 2004), um medicamento fitoterdpico §é
caracterizado pelo emprego exclusivo de matérias-primas vegetais ativas, cuja eficicia e
riscos de seu uso sejam conhecidos, assim como a reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade.

O desenvolvimento de um agente fitoterdpico é um processo interdisciplinar que exige
a cooperacdo entre profissionais e instituicdes. O inicio da pesquisa se da por levantamento da
literatura cientifica especializada e pelo estudo etnobotanico, que se refere a observacdo do
uso popular de plantas nas diferentes culturas (TOLEDO et al., 2003).

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de isolamento, elucidago estrutural e
identificacdo dos constituintes mais importantes do vegetal, em especial de substincias
originarias do metabolismo secunddrio, responsaveis, ou ndo, pela acio biolégica (TOLEDO
et al., 2003; FOGLIO et al.,, 2006).

A avaliagdo cientifica dos produtos naturais exige comprovacdo de sua seguranga e da
eficacia (BOTSARIS, 2008). Dessa maneira a investigacdo da atividade bioldgica se constitui
etapa crucial na transformac@o da planta medicinal em fitoterdpico. Algumas etapas compdem
esse processo, entre elas a investigacdo da atividade farmacoldgica e toxicoldgica das
substancias isoladas, de fracdes obtidas ou extratos totais da droga vegetal (TOLEDO et al.,
2003). Um dos obstaculos na validacido desses medicamentos é a presencga de fitocomplexos
com grande nimero de substincias ativas. Esse fato torna-os completamente diferentes de
farmacos constituidos por principio ativo Unico e exige a elabora¢do de novos protocolos de
estudo (BOTSARIS, 2008).

Cabe ainda ressaltar o papel de algumas metodologias agregadas com o avanco
tecnoldgico. Dentre elas, a abordagem biotecnoldgica e as técnicas genéticas correspondentes,
que possibilitam identificar e preparar diversas proteinas (FOGLIO et al., 2006); a quimica
combinatdria, que por meio de técnicas de triagem em larga escala como o HTS (High-
troughput screening) permite que até 100 mil compostos sejam testados num tUnico dia em
relacdo a sua atividade bioldgica; e a quimica computacional que correlaciona a estrutura
molecular com a atividade bioldgica (YUNES; PEDROSA; CECHINEL-FILHO, 2001;
FOGLIO et al., 2006).
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Em todo o mundo, apenas 17% das plantas foram estudadas de alguma maneira quanto
ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos
fitoquimicos e farmacoldgicos. Esses dados mostram o enorme potencial das plantas para a
descoberta de novos fitoterdpicos e fitomedicamentos (FOGLIO et al.,, 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) disponibiliza uma lista com 34
plantas para as quais o registro é facilitado por ndo precisarem comprovar critérios de
seguranga e eficdcia terapéuticas, pois as mesmas possuem amplo reconhecimento por parte
da sociedade cientifica. Algumas dessas espécies figuram entre as que mais possuem registro
na forma de derivados para obten¢do de fitoterdpicos (CARVALHO et al., 2007); entre elas
podemos citar:

- Ginkgo biloba (ginkgo), utilizado no tratamento de distdrbios circulatdrios e insuficiéncia
vascular cerebral. Os principios ativos identificados desta espécie que estdo relacionados as
suas acdes s@o os flavondides quercetina (5), kampferol (6), isoramnetina (7) e as misturas de
lactonas terpenicas bilobalideos e ginkgolideos (BRASIL, 2004).

-Aesculus hippocastanum (castanha da india), utilizada no tratamento de insufici€ncia venosa
e fragilidade capilar, devido em parte a mistura de saponinas (BRASIL, 2004).

-Peumus boldus (boldo), tem uso bastante difundido para tratar distirbios hepdticos e
gastrintestinais. O principio ativo responsdvel por essa acdo farmacoldgica é o alcaldide
boldina (8) (BRASIL, 2004).

-Cynara scolymus (alcachofra), utilizada como colerético e colagogo. Os principios ativos
deste vegetal sdo acidos fendlicos, por exemplo, dcido clorogénico (9) (BRASIL, 2004).

Pode ser citado ainda o Panax ginseng (ginseng) usado em casos de fadiga fisica e
mental, a Passiflora incarnata (maracujid) usada como calmante e sedativo, a Senna
alexandrina (sene) usada como laxante, Valeriana officinalis (valeriana) usada como sedativo
e ansiolitico e finalmente a Arnica montana (arnica) usada para tratar hematomas e equimoses

(BRASIL, 2004).
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1.1 - O Cerrado

O Brasil conta com cerca de 30% de toda a flora mundial conhecida, fato que desperta
interesse de comunidades cientificas internacionais para o estudo, conservacdo e utilizacdo
racional destes recursos. Com aproximadamente 120.000 espécies, representa um vasto
campo de pesquisa para descobrimento de novas moléculas que possam servir para preparar
por semissintese compostos farmacologicamente ativos; entretanto menos de 1% das espécies
vegetais brasileiras foram analisadas sob o ponto de vista quimico e farmacoldgico (YUNES;
CALIXTO, 2001; CUNHA, 2008).

No Planalto Central brasileiro predomina o Cerrado, considerado o segundo maior
bioma do Brasil, com uma grande diversidade de espécies medicinais. Cobre uma é&rea
continua de aproximadamente dois milhdes de km? que correspondem a cerca de 24% do
territério nacional. A abrangéncia deste dominio engloba desde o Amapa e Roraima até o
Parand. No sentido longitudinal, aparece desde Pernambuco, Alagoas, Sergipe, até o Estado
do Pard e Amazonas, com encraves dentro da floresta Amazonica (RIGONATO; ALMEIDA,
2003).
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Sua vegetacdo estd sob forte influéncia da sazonalidade, ocasionada em parte pela
grande extensdo territorial desse bioma, bem como pela acdo de queimadas nas estacdes mais
secas do ano. Além disso, ocorrem espécies que apresentam padrdes fenoldgicos reprodutivos
e sindromes de dispersdo ajustados a varia¢do climdtica. As espécies do estrato herbaceo
florescem e frutificam ao final da estacdo chuvosa, enquanto as arbustivas e arboreas o fazem
no inicio da mesma (COSTA; ARAUJ O; LIMA-VERDE, 2004).

Extensas dreas e heterogeneidade de espécies animais e vegetais, fazem o Cerrado
responsdvel por aproximadamente 5% da biodiversidade mundial (RIGONATO; ALMEIDA,
2003). Reconhecido como a savana mais rica do mundo, o Cerrado apresenta diversos
ecossistemas, riquissima flora com mais de 10.000 espécies de plantas, das quais muitas t€m
uso medicinal, alimenticio e na producio de artesanatos (PIRES, SANTOS, 2000; COSTA;
ARAUIJO; LIMA-VERDE, 2004). Com o avango da cultura agricola durante as décadas de
1970 e 1980, as areas de desmatamento, as queimadas, o uso de fertilizantes quimicos e
agrotéxicos aumentaram consideravelmente, resultando em 67% de areas intensamente
modificadas, com vogorocas, assoreamento e envenenamento dos ecossistemas. Atualmente,
restam apenas 20% de drea em estado conservado (IBAMA, 2007).

Apesar de deter tanta riqueza, esse bioma estd seriamente comprometido, constituindo
uma das regides com maiores riscos de extingio de espécies do planeta. E considerado um
hotspot mundial, ou seja, drea de conservagdo prioritdria, devido & ameaga de extingdo no
mais alto grau, em que se tenha perdido mais de trés quartos de sua vegetacdo original. Termo
criado pelo ecélogo inglés Norman Myers para determinar quais as dreas de preservacdo mais
importantes para conservacdo da biodiversidade na Terra, os hotspots correspondem
atualmente a 2,3% da superficie terrestre, onde se encontram 50% das plantas conhecidas
(MYERS et al., 2000; FOGLIO et al.,2006; RHODIN, 2008).

Atualmente hd um interesse maior em se explorar o potencial econdmico das espécies
nativas. Muitas delas estdo descritas em levantamentos etnobotinicos e etnofarmacoldgicos
que abordam a utilizacdo e contribuem para valorizagdo desses recursos. Difundir seu uso
entre as populagdes rurais e urbanas e reforgar a conservacio dessa biodiversidade para que
seja mais bem explorada e utilizada tem sido o objetivo de alguns grupos de pesquisadores. O
governo e diversos setores organizados da sociedade debatem a melhor forma de como
conservar o que restou do Cerrado. Com isso procuram desenvolver tecnologias que
possibilitem o uso adequado dos recursos hidricos, a extragdo de produtos vegetais nativos, o
desenvolvimento do ecoturismo e outras iniciativas capazes de gerar um modelo de

desenvolvimento sustentivel e justo (IBAMA, 2007).
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O uso de espécies nativas pode se constituir em alternativa econdmica para o
aproveitamento sustentado da regido. Como exemplo, hd algumas comunidades que se
organizam em cooperativas para exercer extrativismo vegetal como fonte de renda e
melhoramento da qualidade de vida. Um levantamento feito em vinte € um municipios do
norte de Minas Gerais constatou que algumas drvores frutiferas da regido sdo extremamente
valorizadas pelo sabor exotico e valor nutricional. Dentre elas podem ser citadas: Eugenia
dysenterica (cagaita), Butid capitata (coquinho-azedo), Hancornia speciosa (mangaba),
Fassiflora sp (maracuja nativo), Annona crassiflora (araticum) e Caryocar brasiliense
(pequi), que sdo consumidas in natura, ou processadas para fabricagdo de sorvetes, sucos,
compotas e outras iguarias (DE CARVALHO, 2007).

Além de servirem de alimento, as plantas do Cerrado sdo dotadas de propriedades
medicinais e sua utiliza¢do faz parte da tradicdo e costumes locais. Contudo, o interesse da
comunidade cientifica em estudar estes vegetais ocorre de forma timida, se comparada com as
das demais regides, resultando na caréncia de dados que déem embasamento cientifico as
praticas populares. Das espécies existentes, muitas sdo conhecidas e utilizadas como remédios
supostamente eficazes para um grande nimero de moléstias (TABELA 1.1 p 30). Outras ndo
sdo utilizadas na etnomedicina e ndo se conhece ainda seu potencial terapéutico ou téxico
expondo a necessidade de estudos multidiciplinares aprofundados que mostrem a utilidade,

uso e manejo adequados das plantas (GOIS AQUINO; WALTER; RIBEIRO, 2007).
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TABELA 1.1 - Algumas espécies do cerrado, seus usos populares e atividades bioldgicas descritas na literatura

ESPEC;E{%Q&FIMIA USO POPULAR | ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS
ANACARDIACEAE
KUBO; KOMATSU;OCHI, 1986;
. antibacteriana; moluscicida HIMEJIMA;KUBO, 1991; SOUZA, C.P.,
Anacardium occidentale L.|aftas, feridas, tulceras € antihiperglicé;nico “letal., 1992; LORENZI, 2002; SOUZA, L.
(cajueiro) leucorréia, antiséptico antioxidante, pro teior renal K. H., et al., 2002; FENNER et al., 2006
’ DE BRITO et al., 2007; PEREIRA et al.,
2006
ANNONACEAE
Annona impressivenia Saff, ex. ant}pgrasqarla; antitumoral, leishmanicida SANTOS, et al., 2006
R.E. Fr. (graviola brava) antidiarreica;
BORIES et al., 1991; PADMA et al.,
1998; BETANCUR-GALVIS et al., 1999;
anti-helmintica, JARAMILLO et al., 2000; DOS
anticonvulsivante, sedativa,| leishmanicida;tripanossomici SANTOS; SANT'ANA, 2001;
Annona muricata L. (graviola) antipirética, antitumoral,|da; moluscicida; larvicida,] RAYNAUD-LE GRANDIC et al., 2004;
antiespasmaodica, digestiva,| antitumoral; antioxidante DE S. LUNA et al., 2005; MENAN ef al.,
hipotensora, antidiarreica 2006; BASKAR; RAJESWARI;
SATHISH KUMAR, 2007; OSORIO et
al., 2007

RAYNAUD-LE GRANDIC et al., 2004;

Annona crassiflora Mart. (mardlo,| antitérmica, tratamento da |leishmanicida; larvicida; MESQUITA et al.. 2005: TEMPONE ef

araticum-do-Cerrado) doenca de Chagas tripanossomicida; moluscida al.. 2005

analgésica; inseticida, ATINDEHOU et al., 2002; SOUSA;
Annona coriacea Mart.| carminativa, estomaquica, genotodxica; larvicida DEL-VECHIO-VIEIRA; KAPLAN, 2007;
(araticum) anti-reumadtica, antiparasitdria antiinflamatoria; COELHO; MARANGONI; MACEDO,

antimicrobiana 2007.
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ESPEC‘E?JIES&}:;))N IMIA USO POPULAR ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS
APOCYNACEAE
Aspidosperma macrocarpon Mart.
(guatambu-do-cerrado, pau-pereira, antitérmica; antimaldrica. tripanossomicida
peroba-do-campo)

Hancornia speciosa (mangaba,
mangava)

tuberculose, diabetes, doencgas

MESQUITA et al., 2005

venéreas; verruga

antidiabética; vasodilatadora

ARECACEAE

RITTER et al., 2002; FERREIRA et al.,
2007

Copernicia prunifera (carnatba)

sifilis; afec¢des cutaneas

antibacteriana; analgésica;

antiinflamatodria; antioxidante

CARVALHO, 1982; RODRIGUES, 2004;
AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO,
2007; AYRES et al., 2008; SOUSA, C. et

Mauritia vinifera (buriti)

carminativa, estomaquica,
vermifuga e cicatrizante

Antimicrobiana, antioxidante

al., 2007.
SILVEIRA et al., 2005; SILVA, et al.,
2005

Syagrus oleracea (guariroba, licuri)

carminativa, estomaquica,
vermifuga, cicatrizante

Antimicrobiana, antioxidante

SILVEIRA et al., 2005; SILVA, et al.,
2005

BIGNONIACEAE

Tabebuia avellanedae Lorenz ex

Griseb. (ipé roxo, pau d’arco)

diabetes, tlcera gastrica;
analgésica

antibacteriana; analgésica;
antiedematogénica;
antiinflamatoria;
antioxidante; antifingica;
antiulcerogénica, antitumoral

RAO; MCBRIDE;OLESON, 1968;
SPAULDING-ALBRIGHT, 1997; DE
MIRANDA et al., 2001; PORTILLO et
al., 2001; PARK et al., 2003; AWALE et

al., 2005; CRAGG;NEWMAN, 2005;
BOHLER et al., 2008; TWARDOWSCHY

et al., 2008
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ESPECVIES%%))MMIA USO POPULAR ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS
CARYOCARACEAE |
DE ARAUIJO, 1995; BEZERRA et al.,
2002; HERZOG-SOARES et al., 2002;
Caryocar brasiliense A. St.-Hil. problemas respiratdrios, antibacteriana; antioxidante, PASSOS et al., 2002; JUNIOR, 2004
(pequi) afrodisiaco; adstringente | antifingica; tripanossomicida| SANTOS, B. R. et al., 2004; PAULA;

ROCHA;DONATTI, 2006; MIRANDA-
VILELA; RESCK; GRISOLIA, 2008
CELASTRACEAE |
antiinflamatdria; analgésica; MAZARO; DI STASI; DE GRAVA
antifingica; antibacteriana;| KEMPINAS, 2002; SEITO; MAZARO;
antiulcerogénica, inibidora da| DI STASI, 2002; ANDRADE, et al., 2006;

Austroplenckia populnea (Reissek
ex Mart.) Lundell (marmelinho-do disenterias; reumatismo;
campo, mangabeira-brava, antiinflamatorias

mangabarana e maria-mole )

espermogénese ANDRADE, et al., 2007; ALL, 2008
COCHLOSPERMACEAE |
Cochlospermum regium infeccoes intestinais, uterina e R ) CORREA, 1984; BRUM ?t al., 1997_;
(algodzozinho-do-campo) ovariana, tlceras: dermatites citotoxica; antibacteriana |CASTRO, D. B. et al., 2004; CESCHINI,;
CAMPOS, 2006
LEGUMINOSA |
hipoglicemiante;

Bauhinia forficata Link; B.
monandra Kurz; B.divaricata Lam. glicosurias; diabetes
(pata de vaca)

antiulcerogénica, antitumoral | ARGOLO et al., 2004; OLIVEIRA, C. et
inibidora da aldoseredutase, | al., 2005; BNOUHAM et al., 2006; LIM

antioxidante, anticoagulante; et al., 2006; SALGUEIRO, 2007
antifibrinogenolitica

diabetes, feridas, contusdes, | analgésica; antiinflamatéria; | CARVALHO, et al., 1996; UEDA et al.,
.. tosse; antinflamatoria, antiulcerogénica, 2001; ARGOLO et al., 2004; MENEZES,
Caesalpinia ferrea Mart (pau-ferro)

antidiarreica antitérmica; antimicrobiana, et al., 2007; SAMPAIO; PEREIRA;
asma vasodilatadora, CONDE, 2007
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ESPECVIKS&Q%\HMIA USO POPULAR ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS
LEGUMINOSA |
Hymen rbaril L.(jatoba h ites, fraqueza geral ntifingica;
jute}:l’ jeutjf—igl) Lgftjl’—lllaraé]o t;iz}- te(?sztet bsl;onq(llllilte a;gr?l; , antiiolinli:s%e;:;s’ica‘ BARROS MACHADO et al., 2005;
’ T ’ L L . . ’ FERNANDES; SANTOS, 2005
grande, jatai) laringite; diarréia antimicrobiana
BEZERRA et al., 2002; HERZOG-
leucorréia; hemorragia; moluscicida; bactericida; SOARES et al., 2002; TOLEDO, 2002;
Stryphnodendron adstringens diarréia, hemorréidas; tripanossomicida; MACEDO; FERREIRA, 2004; FALCAO
(Mart.) Coville (barbatimao) conjuntivite; limpeza de antiinflamatoria, et al., 2005; ORLANDO, 2005; VINAUD
ferimentos antinociceptivo et al., 2005; MELO et al., 2007; SOUZA,
T. M. et al., 2007
leucorréia, hemorragia, .. . . BEZERRA et al., 2002; LOPES et al.,
Stryphnodendron polyphyllum | 4. - <io "t emorréidas, fgeridas; Moluscicida, cicatrizante, | 535" ANCHES er al., 2005 ; VINAUD
Mart. (barbatimao) . antioxidante, antimicrobiana
conjuntivite. et al., 2005
MYRTACEAE |
Eugenia dysenterica DC. . . o L. CORREA, 1984; COSTA et al., 2000;
(cagaiteira) antidiarreica antifingica; alelopatica GIOTTO: OLIVEIRA: SILVA. 2007
Eugenia jambolana Lam. diabetes antioxidante; hipotensora, CIRQUEIRA; ALVES, 2005; PLAZA,
(jambolao) diurética SILVA et al., 2007

ADEBAJO, 1989; AGBEDAHUNSI;
ALADESANMI, 1993; CONSOLINI;
BALDINI; AMAT, 1999; ADEWUNMI et

reumatismo;diurética; anti- |antifingica; anti-hipertensiva;| al., 2001; CONSOLINI; SARUBBIO,
Eugenia uniflora L. (pitangueira) hipertensiva; antitérmica; | antimaldrica; antimicrobiana; | 2002; HOLETZ et al., 2Q02; SOUZA, L.
) antidiarreica; larvicida; antioxidante; K. H. et al., 2002; VELAZQUEZ et al.,
antiinflamatdria. diurética; tripanossomicida; 2003; DE S. LUNA et al., 2005;
OGUNWANDE et al., 2005;
CIRQUEIRA;ALVES, 2005; OLIVEIRA,
M. et al., 2008
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ESPECIE (SINONIMIA
VULGAR)

USO POPULAR

ATIVIDADE BIOLOGICA

REFERENCIAS

PIPERACEAE

Piper aduncum L (pimenta de
macaco)

antimicrobiana, cicatrizante,
adstringente; analgésica;

moluscicida; antibacteriana;
alelopatica; antifungica,
antioxidante, antagonista do
receptor do fator de agregacdo

ORJALA et al., 1993; TORRES-SANTOS
et al., 1999; KLOUCEK et al., 2005;
LUSTOSA; JANTAN; RAFI; JALIL,

2005; NAVICKIENE et al., 2006;
YAMAGUCHI et al., 2006; BRAGA et

antihemorrdgica; plaquetdria (PAF), al., 2007; OLIVEIRA;ROMEIRO, 2007;
leishmanicida RAPADO, 2007; SILVA LOBATO et al.,
2007
SALICACEAE |

Casearia sylvestris SW. (erva-de-
lagarto, cafezeiro-do-mato)

analgésica, antitumoral;
antibacteriana;
antiinflamatoria

tripanossomicida; citotoxica,
anti;ipidémica, antioxidante;
antinociceptiva, anti-
ulcerogénica, inibidora da
acetilcolinesterase;
antiinflamatoria,

leishimanicida, antidoto para

venenos de ofideos

JAMAL et al., 2002; IZIDORO et al.,
2003; ESPINDOLA et al., 2004;
MENEZES; SCHWARZ; SANTOS, 2004;
ESTEVES et al., 2005; MESQUITA et al.,
2005; OSHIMA-FRANCO et al., 2005; ;
DA SILVA et al., 2006; CAVALCANTE
et al., 2007; DE MATTOS et al., 2007,
CINTRA-FRANCISCHINELLI et al.,
2008; SILVA; CHAAR;FIGUEIREDO,
2008; SCHOENFELDER et al., 2008

SAPINDACEAE

Serjania lethalis A.St-Hil. (timbd)

ictiotoxica

Leishmanicida,
antimicrobiana

MESQUITA et al., 2005; LIMA et al.,
2006

SAPOTACEAE

Pouteria caimito Raldk. (abiu,
abieiro, caimito)

doencas pulmonares;
desinteria; malaria.

antioxidante

CASTRO; SILVA; PERFEITO;
SANTOS; RESCK; PAULA; SILVEIRA,
2006
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LB N0 e USO POPULAR ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS
VULGAR)
SAPOTACEAE
Pouteria gardneri (Mart. & Miq. )

Baehni (leiteiro-da-folha-mitda,
sapotinha, aguai-guagu)

construgdo civil; alimentagao

tripanossomicida; inibicdo da
o-amilase

ALBUQUERQUE, 2002; MESQUITA et

al., 2005; CASTRO et al 2006

Pouteria ramiflora Radlk. (grao de
galo, massaranduba; pitomba de
leite)

vermifugo, disenteria

Inibicao da a—amilase;
antimicrobiana;
antinflamatéria;antinocicepti
va; antioxidante a

ALBUQUERQUE, 2002; CHAGAS,
2003; FONTES-JUNIOR, 2004;

RAMALHO, 2004; CASTRO; SILVA;
PERFEITO; SANTOS; RESCK; PAULA;

SILVEIRA, 2006

Pouteria torta Radlk. (guapeva,
curiola, aca ferro, abiu do cerrado)

disenteria

antioxidante; antimicrobiana;
inibi¢do da a--amilase.
alelopatica, citotoxica

ALBUQUERQUE, 2002; RAMALHO,
2004; PERFEITO et al., 2005; CASTRO;
SILVA; PERFEITO; SANTOS; RESCK;

PAULA; SILVEIRA, 2006;
NASCIMENTO et al., 2007

SOLANACEAE

Solanum paniculatum L (jurubeba)

ictericia, hepatite cronica;
febre

antitumoral, citotoxica,
antimutagénica anti-
ulcerogénica, inibi¢do da
secre¢do gastrica

MESIA-VELA et al., 2002; SILVA, T. et
al., 2007; VIEIRA, 2007; MALHEIROS,

MENEZES et al., 2008

VOCHYSIACEAE

Qualea grandiflora Mart. (pau-
terra)

inflamacdo; .antidiarréico;
asma; ulceras; amebicida;
feridas; antinflamatério,

antiulcerogénica; analgésica;
antibacteriana;
anticonvulsivante;

antioxidante

PIO CORREA, 1978; ALVES et al., 2000;
RODRIGUES, 2001; GASPI et al., 2006;
HIRUMA-LIMA et al., 2006; AYRES et

al., 2008; SOUSA, C. et al., 2007

34
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1.2 — Familia Apocynaceae — género Hancornia

As espécies da familia Apocynaceae encontram-se bem representadas na vegetacio do
Cerrado. No Brasil ocorrem cerca de 850 espécies subordinadas a 90 géneros representadas
por arbustos, subarbustos, drvores ou lianas, geralmente latescentes. Alguns géneros
conhecidos sdo: Allamanda, Aspidosperma, Plumeria, Rauwolfia, Tabernaemontana e
Hancornia (SOUZA; LORENZI, 2005).

Plantas de habitos variados, as espécies dessa familia apresentam, na sua maioria,
latex branco e abundante, em alguns casos visivel apenas nos ramos terminais.

E relevante a importincia econdmica dos vegetais desta familia. Como exemplo as
espécies do género Aspidosperma (A. polyneuron; A. pyrifolium) que sdo muito procuradas
pela qualidade de sua madeira usada na inddstria de mdveis, construcdo civil, construcao
naval e carpintaria (SOUZA; LORENZI, 2005; RIBAS, 2005). Outras apresentam potencial
paisagistico pela beleza de suas flores ou pela forma do tronco e da copa. Dentre as espécies
cultivadas no Brasil, destacam-se a alamanda (Allamanda cathartica), o jasmin-manga
(Plumeria rubra), o chapéu-de-napoledo (Thevetia peruviensis), a espirradeira (Nerium
oleander) e a vinca (Cataranthus roseus) (HOPKINS, et al., 1999; SOUZA; LORENZI,
2005).

Alguns géneros apresentam frutos comestiveis (Couma, Ambelania, Rhigospira e
Hancornia). O latex da sorva (Couma utilis) é comestivel e foi utilizado para a produgido da
goma de mascar (HOPKINS, et al., 1999; FALCAO; CLEMENTE; GOMES, 2003).

Estudos feitos com algumas espécies de Apocynaceae possibilitaram o isolamento de
diversos compostos ativos de acdo bioldgica variada, como anticancerigena, leishmanicida,
antibacteriana e anti-HIV - inibidores da transcriptase reversa. Estas atividades estdo
relacionadas, especialmente, aos alcaldides esteroidais e inddlicos provenientes do
metabolismo secunddrio destes vegetais. Neste grupo estdo substincias de grande interesse
farmacoldgico e terap€utico que se constituem em importantes principios ativos na elaboracio
de medicamentos. Entre as plantas mais conhecidas e estudadas que produzem tais compostos
podem ser citadas: Catharantus roseus, Tabernaemontana divaricata e Rauwolfia serpentina
(REYES et al., 20006).

A vincristina (10) e a vimblastina (I1), conhecidos como os “alcaldides da vinca”, sdo
amplamente utilizados para tratar, entre outros males, o cancer de mama e leucemias. Foram
extraidos das folhas e talos de Catharantus roseus, espécie nativa de Madagascar cultivada no

Brasil com fins ornamentais (LUZ FERRADA, 2002; LOYOLA-VARGAS, 2004).
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Estudos realizados com os extratos de Tabernaemontana catharinensis sugeriram que
a atividade anticancerigena detectada nos ensaios sejam em fungdo dos alcaldides voacangina
(12) e coronaridina (13) presentes neste vegetal (PEREIRA et al., 2004; ZOCOLER et al,.
2005; PEREIRA; ROSA; MEIRELES, 2006).

E finalmente do género Rauwolfia, ha a ajmalicina (I4), a ajmalina (15) e a reserpina
(16). Esta tltima € reconhecida pelas suas propriedades hipotensoras, sendo comercializada
no Brasil de forma isolada ou em associacdo com hidroclorotiazida, diidralazina, clortalidona
ou furosemida. As demais possuem agdo vasodilatadora e antiarritmica (SIMOES et al,

2001).
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1.2.1 - Informacoes etnobotanicas do género Hancornia

O género Hancornia é monoespecifico, constituido por uma unica espécie, a
Hancornia speciosa Gomes, e suas variedades. Conhecida como mangaba, mangabeira,
mangava, mangabeira-do-norte e fruta de doente. H. speciosa (Apocynaceae), € espécie
frutifera, arboreo-arbustiva genuinamente brasileira (ALMEIDA et al., 1998; ANDRADE,
2002).

Desenvolve-se bem em solos 4cidos, com baixa fertilidade e em diferentes
ecossistemas como Cerrado, Caatinga e Mata Atlintica. Vegeta espontaneamente em vérias
regides brasileiras, desde o Amazonas até Sdo Paulo, ocorrendo em maior abundancia nas
areas de tabuleiros costeiros e baixadas litorAneas do Nordeste, onde o fruto é bastante
apreciado em fun¢do das excelentes caracteristicas organolépticas e do elevado valor
nutricional associado aos altos indices de proteina, vitamina C, vitamina A, ferro e calcio
(AGUIAR FILHO; BOSCO; ARAUJO, 1998).

O nome mangaba vem do tupi-guarani que significa “coisa boa de comer” traduzindo
a aceitacdo da fruta na alimentacdo regional. Bastante apreciado, pelo seu sabor levemente
dcido, possui suco leitoso toxico, por isso, deve ser consumido depois de totalmente maduro,
quando cair ao chido. Além do seu consumo in natura, é matéria-prima para industrializagdo,
resultando em varios produtos como doces, sucos, sorvetes, compotas além de outros
(ALMEIDA er al., 1998; EPISTEIN, 2004; SILVA JUNIOR, 2004; DARRAULT;
SCHLINDWEIN, 2005).

Nas regides de ocorréncia desta planta, muitas familias ganham seu sustento,
informalmente, com a coleta e comercializagdo de mangabas. Alguns cultivos comerciais
estdo comegando a ser estabelecidos e o potencial econdmico da espécie tem sido percebido,
despertando o interesse de alguns setores representados, em especial, por 6rgdos como
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria), EMEPA (Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecudria da Paraiba) - na Paraiba, EMDAGRO (Empresa de Desenvolvimento
Agropecudrio de Sergipe) — no Sergipe. (EPISTEIN, 2004).

Além do aproveitamento do fruto e do uso medicinal, a mangaba pode ser explorada
como fonte secundaria na producdo de borracha. No periodo da Segunda Guerra Mundial
havia uma preocupagdo em se obter toda a borracha natural possivel. Com isso houve um
aumento na produg@o comercial desse produto e o latex da mangabeira foi entdo utilizado

como material de partida, ao lado da seringueira (Hevea brasiliensis), que era mais
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comumente utilizada e resultava em um produto de melhor qualidade (BEKKEDAHL;
SAFFIOTI, 1948). Atualmente o latex € utilizado para impermeabilizar tecidos e confeccionar
bolas (ALMEIDA et al., 1998; MACHADO et al., 2004).

O suco leitoso do fruto e o latex desta espécie sdo usados como medicamento caseiro
para tratamento de tuberculose e tlcera (NOGUEIRA et al., 2004). A folha é usada para tratar
dismenorréia, diabetes, obesidade e verrugas; as cascas tém agdo adstringente e servem para
afeccoes dos pulmdes e figado, cdimbras e luxacdes (ALMEIDA et al., 1998; SILVA
JUNIOR, 2005).

Os levantamentos etnobotinicos feitos no estado de Goids confirmaram oS usos,
anteriormente citados, por parte da populagcdo estudada. (SOUZA; FELFILI, 2006, VILA
VERDE; PAULA; CANEIRO, 2003). O latex também € citado para o tratamento de doengas
de pele causadas por fungos (SANTOS et al., 2007), diarréia e herpes (SILVA JUNIOR,
2004).

1.2.2 - Constituintes quimicos e atividades bioldgicas do género Hancornia

Foram encontrados na literatura alguns relatos sobre a avaliagdo da atividade bildgica

de H. speciosa, como também sobre sua composicdo fitomolecular.

- Compostos isolados

A avaliacdo da composicdo quimica de H. speciosa por Sampaio e Nogueira (2006)
evidenciou a presenca de inimeros compostos volateis nos frutos desta espécie, em trés
estagios de maturagdo, por técnicas de CG/EM e GC/FID. Foram identificados 33 compostos
nos frutos verdes, prevalecendo um teor maior de monoterpenos oxigenados (51,5%), tais
como linalol (17); a-terpineol (18) e geraniol (19), enquanto que os teores de ésteres (6,5%),
alcoois (18,4%), aldeidos (5,9%) e cetonas (0,5%) sdo reduzidos. Nos frutos maduros foram
identificados ésteres (40,9%), alcoois (18,4%), aldeidos (10,2%) e cetonas (9,7%). O teor de
monoterpenos oxigenados nos frutos maduros foi bastante reduzido (1,9%). Nos frutos em
estdgio médio de maturagdo foram encontradas todas as classes de compostos anteriormente
citadas em proporg¢des intermedidrias (SAMPAIO; NOGUEIRA, 2006)

Além dos frutos, os compostos volateis presentes nas folhas desta espécie também

foram determinados. Foi obtido um teor variado de monoterpenos oxigenados e dentre os
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compostos majoritarios podem ser citados o geraniol (19), a-terpineol (18) e linalol (17)
(SANTOS et al., 2006).

Um estudo quimico realizado em extratos polares das folhas resultou no isolamento do
inositol L-(+)-bornesitol (20) e na identificacdo do flavondide rutina (21) por CLAE
(EDRINGER et al., 2007; FERREIRA et al., 2007a).

‘ OH

-

HO

(17) (18) (19)

OH

OH OH OH
(20) OH

21

Testes farmacogndsticos preliminares e a utilizagdo de padrdes revelaram a presenca
de substincias fendlicas tais como catequina (22) e acido clorogénico (9) no decocto das
cascas deste vegetal (ANDRADE,, 2002). Outros estudos com a fragdo acetato de etila da
infusdo das cascas da mangaba levaram ao isolamento de acidos fendlicos tais como: gélico
(23); 4cido clorogénico (9) e 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdico (4cido siringico) (24)

(RODRIGUES et al., 2006; RODRIGUES, 2007).



Contribuicao ao estudo quimico e biolégico de Hancornia speciosa 41

H,C

"\

HO O O
HO

O
O
HO OH | OH
OH CHs
(23) (24)

A presencga em grande quantidade de compostos com alto grau de polimerizacdo no
infuso das cascas também foi citada (RODRIGUES et al., 2006), Catequinas monoméricas e
oligoméricas (taninos condensados e proantocianidinas) foram detectadas por CLAE.
Algumas substincias foram caracterizadas, por método de co-injecdo com padrdes de
referéncia, sendo identificadas como catequinas (22), epicatequina (25), epigalocatequina (26)
e 4cido clorogénico (9) (RODRIGUES et al., 2006; RODRIGUES, 2007).

A analise do latex por CG/EM, levou a caracterizagdo de mistura dos triterpenos -
amirina (27), B-amirina (28) e lupeol (29) na forma livre e 3-f-acilado com acidos graxos de

cadeia longa (NOGUEIRA et al., 2004).
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- Atividade biologica

Acao antihipertensiva e vasodilatadora

Nos ultimos anos tem crescido o nimero de estudos que visam avaliar as possiveis
atividades de H. speciosa. O extrato etandlico das folhas e as fragdes obtidas diclorometano e
diclorometano:AcOEt (1:1), apresentaram atividade antihipertensiva em ensaio de inibi¢éo in
vitro da enzima conversora da angiotensina (ECA) (SERRA et al., 2004; SOARES et al.,
2006).

Foi constatada também a capacidade vasodilatadora dose/dependente (ICsy 10,8+4,0
pg/mL) desse extrato, quando testado em anéis de artérias de ratos pré-tratados com
fenilefrina ou cloreto de potédssio. O efeito ndo foi observado sobre endotélio ndo funcional,
caracterizando uma dependéncia da liberacdo de alguns fatores relaxantes derivados do
endotélio. O efeito vasodilatador endotélio/dependente foi inibido pelo L-NAME (inibidor do
6xido nitrico), e ndo foi inibido pela indometacina (inibidor das cicloxigenases) nem pela
atropina (antagonista muscarinico seletivo) e independente da participagdo dos prostandides
ou da ativacdo de receptores muscarinicos (FERREIRA et al., 2007a).

Os mesmos autores mostraram que a agdo vasodilatadora endotélio/ dependente do
extrato etandlico era preservada em anéis de aorta de ratos que foram pré tratados com

superdxido dismutase (SOD) e inibida por um inibidor da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)
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(vortmanina), sugerindo que a agfo vasodilatadora do extrato também ndo depende da

produgdo de 6xido nitrico, mas da ativagdo da via PI3K (FERREIRA et al., 2007b).

Acao antimicrobiana

A acdo antimicrobiana do latex da mangabeira foi avaliada pelos métodos de difusdo
em discos e por adicdo do latex, em diferentes concentracdes, ao meio de cultura. Nesse
ensaio, o latex ndo apresentou atividade contra Candida spp, Cryptococcus neoformans,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus spp, Neisseria meningitidis
e Mycobacterium tuberculosis (SANTOS et al., 2007). Porém o extrato etandlico de cascas do
caule deste vegetal mostrou atividade contra Helicobacter pilori (CIM 125ug) e

Staphylococcus aureus (CIM 50ug) (MORAES et al., 2008).

Acao gastroprotetora

Estudos preliminares feitos com o extrato etandlico das cascas de H. speciosa,
avaliaram a atividade contra tlcera gastrica, em modelo induzido por indometacina, betanecol
e HCI/EtOH em camundongos. O extrato na concentragdo de 500mg/Kg, administrado via
oral, apresentou atividade antiulcerogénica significativa, sem alterar a acidez gastrica dos
animais, quando comparados aos controles tratados com cimetidina e lanzoprazol
(ANDRADES-MIRANDA et al., 2002).

Em um trabalho semelhante com o extrato etandlico das cascas dessa espécie, o efeito
gastroprotetor foi evidenciado por alteracdes do suco gastrico (diminuicdo da acidez e
aumento do pH) e acdo antissecretora. O estimulo da liberagdo de muco e a cicatrizag¢do de
Ulceras géstricas, também foram observados e ndo houve efeitos toxicos provenientes da
ingestdo do extrato nas doses avaliadas (250, 500 ou 1000 mg/kg). Essas acdes estariam
relacionadas a presencga de 4cidos fendlicos (que inibem diretamente a bomba de prétons) e
proantocianidinas (antioxidantes e captadores de radicais livres), previamente identificados

nessa planta (MORAES et al., 2008).

Outras acoes
As atividades antiinflamatdria e quimiopreventiva foram avaliadas e o extrato
etandlico bruto das folhas de H. speciosa e a fragdo metandlica foram ativos na

quimiopreven¢do, em ensaio de inibicdo de NF-kB induzido por TPA em células HepG2-Luc,
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e no ensaio de inibicdo da enzima cicloxigenase-2, que avalia a acdo antiinflamatoria
(ENDRINGER et al., 2006 a;b).

A administracdo do latex de H. speciosa (5; 10; 25; 50%) em camundongos,
diariamente durante 15 dias, promoveu reducgdo significativa do peso médio corporal quando

comparado ao controle (VRATIMOS; BRANDAO; SILVA, 2006).



RELEVANCIA E OBJETIVOS
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Considerando a importancia da espécie Hancornia speciosa para as populacdes do
Cerrado tanto no uso medicinal como na exploragéo extrativista de seus frutos e que pouco se
sabe sobre seus constituintes quimicos e das atividades bioldgicas destes, os seguintes

objetivos sdo propostos:

Objetivo Geral

Determinar a composi¢do quimica de extratos das folhas de Hancornia speciosa

Gomes - Apocynaceae.

Objetivos Especificos

Realizar o estudo fitoquimico dos extratos hexanico e etandlico de folhas de

Hancornia speciosa.

Avaliar as possiveis atividades bioldgicas apresentadas pelos extratos brutos hexanico

e etandlico e fragdes destes.



CAPITULO 2 - MATERIAIS E METODOS
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2.1 - METODOS GERAIS

2.1.1 - Tratamento com carvao ativado

A amostra foi dissolvida com solvente apropriado. A solugdo obtida foi adicionada
pequena quantidade de carvdo ativo. A mistura foi aquecida sob agitacdo constante até
ebulicdo e cuidadosamente filtrada, a quente, em papel de filtro. Para avaliar se, além dos
pigmentos, outros compostos ndo foram adsorvidos, o processo foi monitorado por
cromatografia em camada delgada (CCD), usando vdrios sistemas de eluicdo, em ordem

crescente de polaridade, e diferentes reveladores.

2.1.2- Cromatografia em camada delgada (CCD)

2.1.2.1- Fase Estacionaria (FE):

- Placas de silica gel 60G (Merck), preparadas em suporte de vidro, com 0,25 mm de
espessura (analitica) ativadas a 105 °C.

- Placas de silica gel 60G (Merck) preparadas em suporte de vidro, com 0,50 mm de espessura
(preparativa) ativadas a 105 °C.

- Placas de silica gel 0,2 mm Kieselgel 60 ALUGRAM SIL G. (MACHEREY-NAGEL).

2.1.2.2. - Eluentes (FM):

FM1: Hexano

FM2: Hexano:CH,Cl, (9:1)

FM3: Hexano:CH,Cl, (8:2)

FM4: Hexano:AcOEt (9:1)

FMS5: Hexano:AcOEt (8:2)

FM6: MeOH

FM7: CHCL; (64):MeOH (40):H,O(4)
FMS8: AcOEt:MeOH (1:1)

FM9: AcOEt(100):CH>0,(11): CH3COOH(11):H,O(16)
FM10: C,Cls:AcOEt (8:2)
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2.1.2.3 — Reveladores (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984)

R1 - Solugao acida de anisaldeido

Reagente para deteccdo de esterdides, prostaglandinas, carboidratos, fenois,
glicosideos, sapogeninas, terpenos de modo geral (dleos essenciais), antibidticos,
micotoxinas.
Solucio A: solugio de anisaldeido em acido acético 2%
Solucio B: solucio etandlica de H,SO4 20%

A cromatoplaca foi borrifada com a solu¢do A, em seguida, com a solu¢do B e foi

entdo aquecida a temperatura aproximada de 100°C. Revelador geral.

R2 - Reagente Dragendorff

Reagente para deteccio de alcaldides e peptideos, pelo surgimento de mancha
amarelo-alaranjada, imediatamente apds a borrifaco.
Solucido A: nitrato basico de bismuto (1,7 g) foi dissolvido em 100 mL solugdo de acido
acético:agua (1:4)
Solucao B: solucdo aquosa de iodeto de potéssio 40%

A cromatoplaca foi borrifada com a solucéo, previamente preparada, composta de 5,0

mL de A; 5,0 mL de B; 20 mL de 4cido acético e 70,0 mL de dgua.

R3 - Reagente NP/PEG
Reagente para deteccdo de flavondides e outras substancias fendlicas pela
intensificagc@o da fluorescéncia
Soluc¢do A: solucdo metandlica de difenilboriloxietilamina 2%
Solucao B: solugdo etandlica de polietilenoglicol — 400 (PEG 400) 5 %
A cromatoplaca foi borrifada com a solugcdo A, em seguida com a solugdo B e

observada sob luz ultravioleta.

R4 — Reagente de Verde de Bromocresol

Reagente para detecc@o de 4cidos carboxilicos pelo surgimento de cor amarela sobre
fundo azul, imediatamente apds a borrifagao.

O verde de bromocresol (0,1 g) foi dissolvido em 100 mL de MeOH e alcalinizado

com solugdo NaOH 1 M até que a solugdo apresentasse cor azul intensa.
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RS - Reagente Komarovisky

Reagente para detec¢do de glicosideos (saponinas) ocorre pelo aparecimento de
manchas azuis, alaranjadas ou marrons.
Solucio A: Solugdo metandlica de 4-hidroxibenzaldeido 2%.
Solucao B: Solucgao etandlica de H,SO4 50%.

Imediatamente antes da utilizacdo, o reagente foi preparado pela mistura das solucdes
A e B na propor¢do 3:2. A cromatoplaca foi borrifada com o reagente e aquecida a

temperatura aproximada de 100 °C.

R6 - Radiacao ultravioleta
O cromatograma foi observado sob luz ultravioleta (A = 365 nm). Deteccdo de

substancias contendo grupos croméforos.

2.1.3 — Cromatografia em coluna (CC)

2.1.3.1 - Silica gel 60 A (70-230 mesh) Merck

A fase estaciondria [Silica gel 60 A (70-230 mesh), marca Merck] foi suspendida com
o solvente utilizado inicialmente como fase mdvel (usualmente, hexano) e empacotada em
coluna de vidro até total decantacdo da silica. A amostra foi incorporada em quantidade
suficiente de silica e solvente e entdo foi aplicada no topo da coluna, sendo posteriormente

procedida a elui¢cdo, com gradiente em ordem crescente de polaridade.

2.1.3.2 — Exclusao em gel Sephadex

O sephadex (Sephadex™ [LH-20 Amersham Biosciences) foi suspenso no solvente
utilizado como fase mével, mantido em repouso por 24 horas e empacotado em coluna de
vidro até total decantacdo do gel. A coluna foi mantida sob repouso por 24 horas. A amostra
foi dissolvida em quantidade suficiente do eluente e entdo aplicada no topo da coluna que foi

eluida até completo esgotamento.
2.1.4 - Analises Espectrométricas
2.1.4.1 — Espectrometria no Infravermelho (IV)

Os espectros foram obtidos no espectrofotdometro Bomem Hartmann & Braun MB —

100 (Alemanha), com valores expressos em cm™.
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As amostras foram analisadas em pastilhas preparadas com brometo de potassio (KBr)

(Instituto de Quimica — IQ — UnB).

2.1.4.2 — Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e de "C foram registrados no espectrometro Varian
Mercury Plus (300 MHz, 7,04T, E.U.A), utilizando sondas de deteccdo ATB e SW de 5 mm
de didmetro interno. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm e os solventes
deuterados foram CDCl; e MeOD4, com TMS (tetrametilsilano) como referéncia interna

(Instituto de Quimica — IQ — UnB).

2.1.5 - Ensaios biolégicos

2.1.5.1 - Atividade Citotoxica

2.1.5.1.1 - Toxicidade a larvas de Artemia salina (MEYER et al., 1982).

- Preparacao da solucio salina: Uma solugdo de sal marinho sintético (36 g/L) foi
preparada e ajustada, com uma solug@o 0,1 M de NaOH, até pH 8-9. Essa soluc@o foi utilizada
para a eclosdo dos ovos de A. salina e para o preparo das dilui¢des dos extratos hexanico e
etandlico de Hancornia speciosa.

- Eclosao dos ovos: Os ovos de A. salina foram postos em solucdo salina aquosa com
aera¢do constante e expostos a luz diurna por 48 horas para eclodir.

- Preparacao das diluicoes seriadas: Os extratos (20 mg) foram solubilizados em 0,2
mL de DMSO e o volume foi completado para 20 mL com a solucdo salina (1000 ppm).
Desta solug@o foram preparadas diluigdes (500, 250 e 125 ppm) em trés repeti¢des. Em cada
tubo foram adicionadas 10 larvas de A. salina.

- Controle positivo: Uma amostra de 2,00 mg de dicromato de potéssio foi submetida
a condi¢gdes da amostra a ser analisada.

- Controle negativo: Tubos contendo 0,2 mL de DMSO e 10 larvas de A. salina, nas
mesmas condi¢des da amostra a ser analisada.

- Bioensaio: Os tubos foram mantidos sob iluminag@o e, apds 24 horas, as larvas
sobreviventes foram contadas. O célculo da DLsy foi realizado utilizando o programa

PROBITOS® (MEYER et al., 1982).
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2.1.5.1.2 — Avaliacao da Atividade Alelopatica

- Germinacao (FERREIRA; BORGHETTI, 2004)

- Preparo das Sementes

Sementes selecionadas de alface (Lactuca  sativa) previamente tratadas com
hipoclorito de sédio 2% por 3 minutos e lavadas com dgua destilada, foram colocadas para
germinar em placas de petri de 9 cm de diametro. As placas foram previamente esterilizadas
em autoclave, revestidas com papel de filtro Wathman n°l umedecido com 10 mL das

solugdes a serem testadas para completa evaporagdo do solvente.

Preparo das amostras e controles

Os extratos hexanico e etandlico das folhas de H. speciosa, nas concentragdes de 1000
ppm, 2000 ppm e 4000 ppm foram solubilizadas em solvente adequado (diclorometano ou
etaanol) e 10 mL das solucdes obtidas foram utilizados para umedecer o papel que revestiu
cada placa de petri. Apés a evaporagdo do solvente 10 mL de 4gua destilada foram
adicionados a cada placa e 25 sementes foram distribuidas sobre o papel de forma aleatdria. O
conjunto foi mantido sob condi¢des de luminosidade e temperatura ambiente (+ 27°C). Para
cada tratamento foram feitas 3 repeti¢des totalizando 75 sementes por grupo.

Nos grupos controle, o papel com o qual a placa foi revestida foi umedecido com o
solvente utilizado para o preparo das solucdes (diclorometano ou etanol) , sendo o conjunto
submetido a0 mesmo protocolo descrito para os grupos das amostras.

A ocorréncia de germinacdo das sementes foi monitorada nos intervalos de 24, 48, 72,
96 e 120 horas, O critério utilizado para a germinacdo foi a emergéncia da radicula (+2 mm)
seguida de curvamento geotropico da raiz. As sementes germinadas eram excluidas do
experimento a cada intervalo de observacdo.

Para a andlise dos testes foram usadas as varidveis: indice de velocidade de
germinacdo (IVG), com contagens didrias até o quarto dia, e germinagdo (G%). Os valores
das varidveis germinacdo (G%) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) foram obtidos
por meio das seguintes expressdes, descritas por Ferreira e Borghetti (2004):

G =N/AXx100

onde:

G = percentual de germinacio;

N =ndmero total de sementes germinadas;

A = ntimero total de sementes colocadas para germinar;
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IVG = Gi/N; + G2/N; +...Gn/N,

onde:

1IVG = indice de velocidade de germinacao;

Gy, Gy, ...G, = nimero de sementes germinadas na primeira, segunda até enésima observagao
Ny, N, ... N, = nimero de dias apds a semeadura.

- Crescimento

Foram utilizadas sementes de L. sativa, previamente germinadas a temperatura média
de 27 °C por até 40 horas. Dez sementes pré germinadas foram distribuidas em placa de petri
de 9 cm de didmentro. As placas, previamente preparadas como descrito para o teste de
germinagdo, foram adicionados 10 mL das solugdes a serem testadas para evaporacio
completa dos solventes.

Os esxtratos hexanico e etandlico das folhas de H. speciosa, nas concentragdes de
1000 ppm, 2000 ppm e 4000 ppm foram preparadas como descrito para o teste de germinagao.
O grupo controle recebeu apenas os solventes utilizados na solubilizagdo das amostras e dgua
destilada. Para cada tratamento foram feitas 3 repeti¢des, totalizando 30 plantulas para cada
grupo.

As plantulas cresceram por 7 dias sujeitas as condi¢des de temperatura (27 °C) e
luminosidade ambiente (noite/dia). No sétimo dia foram medidos o epicétilo e o hipocétilo
com auxilio de paquimetro. Aspectos morfoldgicos, tais como presenca de raizes secundarias,

pélos radiculares e necroses também foram verificados.

- Andlise estatistica

Foram calculados a germinabilidade (G%), e o indice de velocidade de germinagdo
(IVG), segundo Labouriau (1983). Os dados, tanto de germinacdo quanto de crescimento,
foram submetidos ao teste de ANOVA, seguido pelo teste de Tukey a 5%. Foi considerado

estatisticamente diferente quando p < 0,05.

2.1.5.2 - Atividade antifiingica

Método de Difusio em Agar (SMANIA et al., 1995)

Este experimento foi realizado no Laboratério de Andlise Instrumental da
Universidade Cat6lica Dom Bosco (UCDB), pela equipe da Prof*. MSc. Ana Licia Alves de
Arruda.
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Microrganismos: Mucor hiemalis CCT 2235, Rhizopus sp CCT 3248, Geotrichum candidum
CCT 1205, Penicillium sp CCT 2147, Epidermophyton floccosum URM 4799, Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533, Candida parapsilosis CCT 3438 e Aspergillus fumigatus CCT
1277.

Inéculo inicial: Foram preparadas suspensdes dos organismos supracitados, de forma a
atingir um ndmero aproximado de células equivalentes a 5x10"° UFC/mL, utilizando uma
Céamara de Neubauer para contagem das células.

Meio de Cultura: Agar Sabouraud (VETEC), preparado de acordo com as instrugoes do
fabricante.

Bioensaio: Discos de papel de filtro de seis milimetros de didmetro, previamente
autoclavados, foram impregnados com 20 UL de uma solu¢do da amostra, preparada em
solvente adequado até completa solubilizacdo (hexano ou etanol), para obtencdo de uma
concentragdo final de 100 mg/mL. Os discos impregnados foram inseridos no meio de cultura
contendo suspensdes dos microrganismos supra-citados.

As placas foram incubadas a 37 °C (x 1°C) por 24 horas (para as bactérias) e 28 °C
por 48 horas (para leveduras). Depois da inoculagdo, o didmetro da zona de inibicdo ao redor
do disco, foi medida utilizando haldémetro. Todas as determinacdes foram feitas em triplicata.
Controles:

-positivo: discos comerciais de nistatina e anfotericina B (ambos da marca CECOM).
-negativo: solvente.
A atividade antifingica dos extratos e dos controles foi avaliada a partir do tamanho

do halo de inibi¢do formado, em compara¢do com os controles positivos.

2.1.5.3 — Atividade Antioxidante

2.1.5.3.1 - Método de Reducio do Complexo Fosfomolibdénio (PRIETO; PINEDA;
AGUILAR, 1999)

A avaliacdo da capacidade antioxidante abordada neste estudo foi fundamentada na
metodologia descrita por Prieto, Pineda e Aguilar (1999) com ligeira modificagdo.

A capacidade redutora do complexo de fosfomolibdénio foi avaliada em comparagio
com a quercetina, dcido ascérbico e BHT, compostos de atividade antioxidante conhecida.

Para isso foi utilizado um espectrofotdbmetro Shimadzu (UV-1601) (Laboratério de
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Farmacologia Molecular da Faculdade de Saide — UnB) onde foram registradas as

absorbancias de todas as substincias analisadas a 695 nm.

- Reagente

O reagente foi preparado pela mistura de 0,025 L de solucdo aquosa de fosfato de
sodio (NazPOy, 28 mM), 0,025 L de solugdo aquosa de molibdato de amoénio tetrahidratado
[(N4)6M07024.4H,0, 4 mM,] e 0.025 L de solucdo aquosa de acido sulfirico (H,SO4, 0,6 M).

- Substancias de referéncia:

Acido ascérbico (Dindmica): para a construcio da curva-padrio, aliquotas da solugio
estoque foram adicionadas de etanol, para fornecer solugdes diluidas nas concentracdes: 0,050
mg/mL, 0,100 mg/mL, 0,200 mg/mL, 0,400 mg/mL, 0,600 mg/mL, 0,800 mg/mL e 1,00
mg/mL.

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (Synth): para a constru¢do da curva-padrio,
aliquotas da solucdo-estoque (1 mg/mL) foram adicionadas de EtOH, para fornecer solugdes
diluidas nas concentrag¢des: 0,050 mg/mL, 0,100 mg/mL, 0,200 mg/mL, 0,400 mg/mL, 0,600
mg/mL, 0,800 mg/mL e 1,000mg/mL.

Quercetina (amostra gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Lauro E. S. Barata do
Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de Quimica da Unicamp): foi utilizada como
substancia de referéncia. Para a construcdo da curva-padrdo foi preparada uma solucdo
estoque de quercetina (I mg/mL) em etanol. A partir dessa solucdo foram preparadas
diluicdes (0,9 mg/mL; 0,8 mg/mL; 0,7 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,3
mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,1 mg/mL e 0,05 mg/mL), em EtOH.

- Obtenciao das curvas de calibracao

Em tubos do tipo eppendorf (Axigen) 0,1 mL da solugdo estoque e das dilui¢des foram
adicionados de 1 mL de reagente, em triplicata. Os tubos foram tampados e mantidos em
banho-maria a 95 °C por 90 min. Apds o periodo determinado, as amostras foram deixadas a
arrefecer até a temperatura ambiente.

O contetido de cada um dos tubos foi transferido para cubetas de plastico (caminho
optico 1 cm) e analisado sob o comprimento de onda 695 nm em espectrofotometro
Shimadzu, previamente zerado com uma mistura de 1 mL do reagente e 0,1 mL de etanol.

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o programa Prisma e curvas-

padrdo foram construidas pelo método de regressao linear.
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Construcao da curva-padrao do acido ascérbico
A TABELA 2.1 apresenta a concentrac¢io das solucdes de acido ascérbico utilizadas
para a construcdo da curva-padrio (FIGURA 2.1), que apresentou boa linearidade, com

coeficiente de correlagdo (1%).

Construcao da curva-padrao do BHT
A TABELA 2.2 apresenta a concentragdo das solu¢des de BHT utilizadas para a
construcdo da curva-padrao (FIGURA 2.2), que apresentou boa linearidade, com coeficiente

de correlacao (r2).

Construcio da curva-padrao da quercetina
A TABELA 2.3 apresenta a concentracdo das solu¢des de quercetina utilizadas para a
construcdo da curva-padrio (FIGURA 2.3), que apresentou boa linearidade, com coeficiente

de correlagdo () igual a 0,996.

TABELA 2.1 - Valores das concentra¢oes, média das absorbancias e desvio padrao do
acido ascorbico

Concentracoes Média das Desvio

em mg/mL absorbancias padrio
0,050 0,230 0,026
0,100 0,347 0,032
0,200 0,650 0,036
0,400 1,283 0,098
0,600 2,000 0,190
0,800 2,527 0,060

1,000 2,770 0,155
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Curva-padréo do Ac. Ascorbico

y = 2,853x + 0,1173
r’=0,978

0 T | T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Ac. Ascérbico (mg/mL)

FIGURA 2.1 - Atividade redutora do acido ascorbico no método do fosfomolibdénio.
Curva padrio construida com a média das absorbancias de
concentracdes crescentes do ac. ascorbico. Cada ponto é representado
pela média + desvio-padrao das absorbancias para cada concentracao

em triplicata

TABELA 2.2 - Valores das concentracoes, média das absorbancias e desvio padrao do
BHT

Concentracoes Média das Desvio

em mg/mL absorbancias padrio
0,050 0,090 0,010
0,100 0,110 0,009
0,200 0,146 0,015
0,400 0,213 0,005
0,600 0,260 0,034
0,300 0,306 0,032

1,000 0,333 0,005
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Curva-padrao do BHT
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FIGURA 2.2 - Atividade redutora do BHT no método do fosfomolibdénio. Curva padrio

construida com a média das absorbancias de concentragoes crescentes

do BHT. Cada ponto é representado pela média + desvio-padrio das

absorbincias para cada concentracio em triplicata

TABELA 2.3 - Valores das concentracées, média das absorbancias e desvio padrao da

quercetina
Concentracoes Média das Desvio
Em mg/mL absorbancias padrio
0.05 0,080 0,0065
0.1 0,092 0,0015
0.2 0,284 0,0015
0.3 0,476 0,0032
04 0,646 0,0046
0.5 0,840 0,0115
0.6 1,038 0,0015
0.7 1,286 0,0344
0.8 1,490 0,0017
0.9 1,694 0,0275
1.0 1,837 0,0218
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Curva-padrao da Quercetina

2.0-
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R o y = 1,941x - 0,09186
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FIGURA 2.3 - Atividade redutora da quercetina no método do fosfomolibdénio. Curva
padrao construida com a média das absorbancias de concentracoes
crescentes de quercetina. Cada ponto é representado pela média +

desvio-padrao das absorbancias para cada concentracao em triplicata

.- Teste de atividade antioxidante

Foi preparada uma solucdo etandlica das amostras em andlise (extratos brutos e
fragdes) na concentragdo de 1 mg/mL da qual uma aliquota de 0,1 mL foi utilizada no mesmo
protocolo da substincia de referéncia.

Para calcular a equivaléncia dos compostos analisados com relagdo a quercetina foi
utilizada a equacio da reta obtida da curva-padrio construida para essa substincia. A
absorbancia lida no comprimento de onda de 695 nm foi aplicada a equacdo da reta e, desta
forma, foi obtida a concentracdo relativa aos controles. A equivaléncia foi calculada dividindo
a concentracdo obtida para o padrdo pela concentragdo usada para cada composto analisado.

O resultado € dado em equivalentes de quercetina, BHT e dcido ascérbico.
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2.1.5.3.2 - Método de Varredura pelo Perdéxido de Hidrogénio (RUCH; CHENG;
KLAINING, 1989)

Este experimento foi realizado no laboratério de Analise Instrumental e Laboratdrio de
Testes Biologicos da Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB), em Campo Grande — MS,
pela equipe da Prof*. MSc. Ana Licia Alves de Arruda.

O Método de Varredura pelo Peréxido de Hidrogénio baseia-se na investigacdo da
habilidade das amostras testadas seqiiestrarem os radicais livres de peréxido de hidrogénio.
Uma elevada habilidade em seqiiestrar o peréxido de hidrogénio estd relacionada a presencga
de antioxidantes, nas amostras capazes de reagir com radicais livres (RAYMUNDO;

HORTA; FETT, 2004).

- Reagentes e solucoes

Reagente: Solugio de peroxido de hidrogénio em que foi preparada em tampao fosfato 0,1 M
pH 7,4 (40 mM).

Tampdo fosfato 0,1 M, pH 7.4: Em um baldo volumétrico foram vertidos 50 mL da solugéo
de KH,PO, 0,1M e 2,8 mL da solucdo de NaOH 0,2 M e o volume foi completado para 100
mL. O pH foi ajustado para 7,4 com HCI ou NaOH.

As amostras foram solubilizadas em MeOH, de forma a serem obtidas diferentes
dilui¢des (250, 125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL). A cada amostra foram adicionados 3,4 mL de
tampdo fosfato, preparado conforme descrito acima e 0,6 mL de solucdo de peréxido de
hidrogénio 40 mM.

Foi utilizado como padrdo 4cido ascérbico nas mesmas condi¢des das amostras. As
amostras foram incubadas por 10 minutos e foi feita a leitura em espectrofotdmetro Aqua

Mate UV/Visivel (Thermo Spectronic AQA095109) a 230 nm.
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2.2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1 — Descricao botanica
Familia: Apocynaceae Espécie: Hancornia speciosa

Género: Hancornia Sinonimia Popular: mangaba

¥ T I |

FIGURA 2.4 - Planta adulta (A), sumidades florais (B), frutos (C), sementes (D) de
Hancornia speciosa. Fonte: Profa. Dra. S. M. Gomes (A); I. M. C. Barros
(B)C. Melo - EMBRAPA (CeD);
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Hancornia speciosa Gomes var. gardneri (A.D.C.) Miill. Arg. (Apocynaceae) é arvore
hermafrodita com exsudacgdo leitosa abundante medindo até 7 m de altura (MONACHINO,
1945; ALMEIDA et al, 1998; SILVA JUNIOR, 2005).

Apresenta tronco aspero, reticulado com até 15 cm de didmetro e copa com ramos
terminais lisos e avermelhados (ALMEIDA et al, 1998; SILVA JUNIOR, 2005).

As folhas sdo simples, opostas e pecioladas com margens inteiras; dpice abruptamente
acuminado ou obtuso e base obtusa ou arredondada. As flores sdo brancas medindo de 3 a 4,5
cm de comprimento com 5 pétalas unidas em longo tubo. Podem ocorrer em conjunto de até
sete flores dispostas em cimeira terminal (ALMEIDA et al, 1998; SILVA JUNIOR, 2005).

Os frutos sdo elipsdides ou globosos, carnosos e de cor amarela ou esverdeada, com ou
sem pigmentacdo vermelha quando maduros. Possuem cerca de 7 cm de didmetro, polpa
viscosa esbranqui¢ada e até 35 sementes para cada fruto (ALMEIDA et al, 1998; SILVA
JUNIOR, 2005).

2.2.2 — Obtencao do material botanico

As folhas de Hancornia speciosa foram coletadas na Fazenda Campininha, Bairro
Martinho Prado — Mogi Guagu, Sdo Paulo, em Novembro de 2003. O material vegetal foi
coletado e identificado pela Profa. Sueli Maria Gomes. Uma exsicata foi depositada no
Herbério da Universidade Estadual de Campinas (UEC) sob o nimero 142204. O material foi

secado a temperatura ambiente e pulverizado em moinho de facas.

2.2.3- Obtenciao dos extratos brutos hexanico (EHB) e etanélico (EEB)

O material botinico pulverizado (495 g) foi submetido a extracdo por maceragdo a
frio, por quatro vezes, perdurando sete dias cada, utilizando primeiramente hexano como
solvente. ApOs decantagdo, as solucdes extrativas foram concentradas a secura, sob vicuo a
uma temperatura de aproximadamente 40 °C. Com o material botinico resultante, 0 mesmo
processo foi realizado, utilizando EtOH 95% como solvente (FLUXOGRAMA 2.1). O
rendimento do extrato hexanico (EHB) foi de 6% (30 g) e do extrato etandlico (EEB) foi de
28% (138.,8 g).
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H. speciosa
Folhas
(495,19)

- Hexano (maceracio)
- decantac@o

- Eliminagdo
do solvente

Torta || Extrato hexanico
bruto
(EHB, 30,0 g)
- EtOH (maceracio)
- Filtracao
- Eliminagdo

Torta

do solvente

Extrato etanolico
bruto
(EEB, 138.,8 ¢)
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FLUXOGRAMA 2.1 - Obtencao do extrato hexanico (EHB) e etanolico (EEB) de folhas

de Hancornia speciosa

2.2.4 - Isolamento e Identificacio de constituintes quimicos das folhas de Hancornia

speciosa

2.2.4.1 - Fitoquimica do extrato hexinico de Hancornia speciosa (EHB)

Parte do extrato hexanico (EHB, 3,0 g) foi submetida a filtracdo em silica gel 60

utilizando um filtro sinterizado (didmetro = 7,5 cm e altura da silica = 4,0 cm). Foram obtidas

seis fragdes, conforme o FLUXOGRAMA 2.1. Os solventes utilizados no procedimento

foram recuperados em rotaevaporador, e reutilizados no processo de filtracdo do extrato

hexéanico, totalizando o volume especificado para cada solvente.
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Extrato Hexanico

H. speciosa
(EH, 22 g)
Hexano Hex:CH,CL,. CH,CL,:M
45L (1:1) CH,CL, eOH (1:1) MeOH
3L 2L 1L 0,5L
Hexano Hex: CH,Cl,. CH,Cl,: MeOH
(EHFI e CH,Cl,. (EHFIV) MeOH (EHFVI)
EHFII) (1:1) (1:1)
(EHF 11IT) (EHFV)

FLUXOGRAMA 2.2 - Fracionamento do extrato hexanico bruto (EHB) das folhas e
Hancornia speciosa

TABELA 2.4 - Fracoes obtidas por filtracao em silica gel do Extrato hexanico (EHB) de
folhas de Hancornia speciosa

Fracoes EHB massa (g) Rendimento (%)
EHFI 3,2 14,7
EHFII 0,8 3,6
EHFIII 6,7 30,8
EHFIV 1,9 8,6
EHFV 4,3 19,5
EHFVI 0,3 1,5

2.2.4.1.1 — Estudo farmacognoéstico do extrato hexanico bruto (EHB) e suas fracoes

O EHB e suas fracdes foram analisados quanto a presenca de terpenos, compostos
nitrogenados, polifendis (principalmente flavondides), saponinas e dcidos graxos de cadeia
longa, utilizando R1, R2, R3, R4, RS e R6 respectivamente, como reveladores. Os resultados

estdo apresentados na TABELA 3.1.
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2.2.4.1.2 - Elaboracao da fraciao hexanica EHFI (FLUXOGRAMA 2.2)

A fracdo EHFI, apos analise por CCD, revelou-se como uma mistura pouco complexa
a qual foi submetida a um processo de lavagem com éter de petrdleo (gelado) e,
posteriormente, com CH,Cl, (FLUXOGRAMA 2.3), na tentativa de separar os compostos por
polaridade. Na primeira etapa, na qual foi utilizado éter de petréleo gelado, parte da amostra
foi solubilizada (EHFIa) e o restante permaneceu insolivel. A fracdo insoldvel resultante da
primeira lavagem (EHFIb) foi entdo submetida a uma segunda lavagem com CH,Cl,
ocorrendo novamente a solubilizacdo de parte da amostra (EHFIb;) e outra permanecendo
insolivel (EHFIb,).

EHFIa (30 mg) e EHFIb; (23 mg) apresentaram-se como uma cera amarelada, soldveis
em CHCI;. As andlises e cromatograficas espectrométricas subseqiientes mostraram que
ambas as fra¢Oes apresentam caracteristicas semelhantes. Dessa forma, foram novamente

reunidas e denominadas HSO1.

EHFI
(3,259

Eter de petréleo (gelado)

EHFIa 30 mg) EHFIb
(Soldvel) (Insoldvel)
HSO01

‘l Diclorometano

EHFIb, (23 mg) EHFIb,
(Soluvel) (Insoldvel)
HS02

FLUXOGRAMA 2.3 - Elaborac¢iao da fracao EHFI do extrato hexanico das folhas de

Hancornia speciosa
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2.2.4.1.3 - Elaboracao da fracao EHFIII - Hex: CH,Cl, (1:1) (FLUXOGRAMA 2.2)

Parte da fracdo EHFIII (3 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel
(altura= 27,0 cm; didmetro= 4,2 cm), utilizando Hexano—CH,Cl,,—~MeOH como gradiente,
e forneceu um total de 904 fra¢des de 50,0 mL cada.

As fragdes foram concentradas em evaporador rotativo e comparadas por
cromatografia de camada delgada (CCD) de silica. A andlise dos cromatogramas permitiu a
reunifio das fracdes em 37 grupos. Os grupos e fragdes descritos abaixo foram trabalhados; os
demais apresentaram uma composi¢do complexa quando analisados por CCD ndo sendo

possivel purifica-los e analisa-los.

Grupo 04 (26,5 mg): Esse grupo corresponde as fracdes 56-63, eluidas com mistura
Hex:CH,Cl, (9:1) e apresentou-se como um sdlido esbranquicado, solivel em CHCI;
denominado HS02. Quando avaliado por CCD, apresentou uma mancha azulada, (FM2, R1).
Grupo 07 (114,0 mg): Esse grupo corresponde as fracdes 79-95, eluidas com mistura
Hex:CH,Cl, (9:1). Apds varias lavagens com a mesma mistura com a qual foi eluido,
apresentou-se como um s6lido de cor branco-amarelada, separado por decantacéo, solivel em
CHCl;, denominado de HS06 (38,8 mg). HS06 mostrou relativa pureza quando avaliado por
CCD (FM2, R1), apresentando-se como uma mancha azul-violacea.

Grupo 09 (183,6 mg): Esse grupo corresponde as fragdes 126-144, eluidas com mistura
Hex:CH,Cl, (9:1). Apds ser submetido ao mesmo tratamento que o Grupo 07, apresentou-se
como um sdélido branco-amarelado, solivel em CHCI; e denominado HS07 (47,9 mg). Sob
andlise por CCD (FM2, R1), apresentou-se como uma mancha azul-violacea.

Grupo 17 (22,8 mg): Esse grupo corresponde as fragdes 309-312, eluidas com mistura
Hex:CH,Cl, (9:2). apresentou-se como sélido branco, solivel em CHCI; e foi denominado de
HS03. Em CCD (FM3, Rl1), apresentou-se como uma mistura simples composta,
majoritariamente, de um composto que se apresenta como uma mancha violacea.

Grupos 18 e 20 (431,11 mg): Esse grupos correspondem as fragdes 313-347 e 393-404,
eluidas com mistura Hex:CH,Cl, (9:2). Parte deste material (60,3 mg) foi purificada por
cromatografia em camada preparativa (CCP) (FM3, R1). A substincia isolada apresentou-se
como so6lido branco solivel em CHCI; (50 mg).denominado HS04. Quando avaliada por CCD
(FM3, R1), apresentou-se na forma de uma mancha violacea.

Grupo 22 (382,2 mg): Esse grupo corresponde as fragdes 424-474, eluidas com mistura
Hex:CH,Cl, (9:2). Apresentou-se como um sélido branco que ao ser analisado por CCD

(FM2, R1) mostrou a presenca de uma substincia majoritdria que se apresentou, nas
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cromatoplacas, como uma mancha de cor violeta. Parte desse material (194,9 mg) foi
submetida a CCP. A substincia isolada apresentou-se como sélido branco, solivel em CHCl3

e foi denominada de HS09 (57,3 mg).

2.2.4.1.4 - Elaboracao da fracao EHFIV — CH,CL, (FLUXOGRAMA 2.2)

Parte da fracdo EHFIV (1,9 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel
(altura= 21,5 cm; didmetro= 4,20 cm), utilizando o gradiente: Hexano—AcOEt—MeOH,
fornecendo um total de 485 fragdes de 50,0 mL cada.

As fragOes foram concentradas em evaporador rotativo e comparadas por CCD. A
andlise dos cromatogramas permitiu a reunido das fragdes em 24 grupos. Os grupos e fragdes
apresentados abaixo s@o aqueles que foram submetidos a técnicas de purificacdo. Os demais

apresentaram uma composicdo complexa ndo sendo possivel purifica-los e analisi-los.

Grupo 40 (262,9 mg): Esse grupo corresponde as fracdes 32-35, eluidas com mistura
Hexano:AcOEt (9:1) e apresentou-se como um soélido esverdeado que foi purificado por
lavagem exaustiva com a mesma mistura de solventes utilizada em sua eluicdo. Apds essa
elaboracdo, forneceu um precipitado branco (39,0 mg) de aspecto granulado que foi separado
por decantacdo. O sdlido resultante foi submetido 8 CCD (FM10; R1) e constatada a presenca
de uma substdncia majoritiria de coloracdo violdcea posteriormente purificada por CCP
(FM10 e R1). A substancia isolada apresentou-se como sélido branco (10,4 mg), solivel em
CHCL;, As andlises cromatogriaficas e espectrométricas subseqilentes mostraram que a
substincia obtida apresentava caracteristicas semelhantes a HS04, resultante dos grupos 18 e
20 da fracao EHFIII. Dessa forma, foram novamente reunidas e denominadas HS04.

Grupo 44 (135,2 mg): Esse grupo corresponde as fragdes 43-47, eluidas com mistura
Hexano:AcOEt (9:1). Apresentou-se como um sélido esverdeado rico em clorofila que foi
purificado por lavagem com mistura Hexano:AcOEt (8:2), resultando em um sélido branco

amorfo separado por decantagdo, solivel em CHCL; e denominado HS10 (10,8 mg).

2.2.4.1.5 - Elaboracao da fracao EHFV - CH,Cl,:MeOH (1:1) (FLUXOGRAMA 2.2)
Parte da fracdo EHFV (2,65 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel
(altura= 27,0 cm; didmetro= 4,20 cm), utilizando o gradiente: Hexano—AcOEt—MeOH,
fornecendo um total de 596 fracdes de 50,0 mL cada.
As fragdes foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas por CCD. A

andlise dos cromatogramas permitiu a reunido das fragdes em 22 grupos. Os grupos e fragdes
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destacados e descritos abaixo sdo aqueles que foram trabalhados posteriormente; os demais

apresentaram uma composicdo complexa ndo sendo possivel purifica-los e analisi-los.

Grupo 65 (191,1 mg): Esse grupo corresponde as fracdes 44-59, eluidas com mistura
Hex:AcOEt (9:2). Apresentou-se como um sdlido branco-amarelado que foi purificado por
lavagem exaustiva com acetona, fornecendo um precipitado branco de aspecto granulado,
separado por decantacdo e solivel em CHCIs. Sob andlise por CCD (FMS5; R1) apresentou-se
como uma mancha violacea, e foi denominado HS08 (22,8 mg).

Grupo 66 (171,1 mg): Esse grupo corresponde as fragdes 60-75, eluidas com mistura
Hex:AcOEt (9:2). O material apresentou-se como um sdélido rico em clorofila e foi purificado
por sucessivas lavagens com mistura hexano:acetato de etila (8:2), resultando em um sélido
branco de aspecto granulado, separado por decantagao e solivel em CHCI; denominado HS0S

(10,4 mg). Em andlise por CCD (FMS5; R1) apresentou uma mancha de cor rosa intenso.

2.2.4.1.6 — Elaboracao da fracao EHFVI - MeOH (FLUXOGRAMA 2.2)
Parte desse material (212 mg) foi submetida a extracdo com CHCls, seguido de MeOH

gerando trés novas fragdes: EHFVI eluida com CHCl; (47,5 mg); EHFVI eluida com MeOH
(37,1 mg) e um sdlido (127,4mg), insolivel nos dois solventes utilizados (FVIppt) como
mostra o FLUXOGRAMA 2.4.

A fracdo resultante da lavagem com MeOH (EHFVIMeOH) foi purificada por
sucessivas lavagens com acetona e éter de petrdleo. A parte insolivel nos dois solventes
utilizados apresentou cor amarela e consisténcia semissolida, pastosa. Esse material (19,0
mg), denominado HS11, foi analisado por CCD (FM7, R3) e sob luz UV, apresentou

fluorescéncia amarela.
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EHFVI
212 mg

CHCL;
MeOH

FVICHCI; FVIMeOH FVIppt
47,5 mg 37,1 mg 127,4 mg

Acetona
Eter de petréleo

HS11 (19,0 mg).

FLUXOGRAMA 2.4 - Elaboracao da fracio EHFVI — MeOH, do extrato hexanico das

folhas de Hancornia speciosa

2.2.4.2. Fitoquimica do extrato etandlico (EEB) das folhas de Hancornia speciosa

2.2.4.2.1. Particao trifasica do extrato etandlico (EEB) de folhas de Hancornia speciosa
(DUARTE et al., 2000)

Parte do extrato etandlico de folhas de Hancornia speciosa (EEB, 10g) foi submetida a
particao liquido-liquido trifdsica, utilizando a mistura hexano: CHCl3;:MeCN:H,0O (2:1:3,4:1)
como solvente (DUARTE et al., 2000) Apds a particdo, foram obtidas trés fracdes: hexanica
(EEH; 0,082, 0,8%), CHCI;:MeCN (EEMC; 0,6g, 6%) e aquosa (EEAq; 1,59g, 15%),
conforme mostrado no FLUXOGRAMA 2.5.
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Extrato Etandlico
H. speciosa
(EEB, 10 g)

Hexano: MeCN: CHCl;:H,O (2:3,4:1:1)
Particdo, eliminacdo do solvente

v v \ 4

Fragao Hexano: Fragao Fracdo Aquosa
(EEH; 0,08 g) MeCN/CHCl; (EEAq; 1,59 g)
(EEMC, 0.6 2)

FLUXOGRAMA 2.5 - Particao trifasica do extrato etandlico bruto (EE) de folhas de

Hancornia speciosa

2.2.4.2.2 — Estudo farmacognoéstico do extrato etanolico bruto (EEB) e suas fracoes

O EEB e as fragdes obtidas por parti¢cdo trifasica, foram analisados quanto a presencga
de terpenos, compostos nitrogenados, polifendis (especialmente flavonédides), cumarinas,
saponinas e dcidos de cadeia longa utilizando R1, R2, R3, R4, R5 e RS8 respectivamente,

como reveladores . Os resultados sdo apresentados na TABELA 3.12.

2.2.4.2.3 — Elaboracao da fracio MeCN:CHCIl; (EEMC) (FLUXOGRAMA 2.5)
- Tratamento com carvao ativado

Parte da fragio EEMC (150,0 mg) diluida em MeOH, foi submetida ao tratamento
com carvao ativado no intuito de diminuir o pigmento presente nesse material.

Todo o processo foi monitorado por CCD para deteccao de alteragdes no perfil
cromatografico da amostra, por comparacio das cromatoplacas, antes e depois do tratamento
com carvido. Foram utilizados vdarios sistemas de eluicilo Hexano—Hexano:AcOEt
(1:1)>AcOEt—MeOH, e diferentes reveladores, a fim de certificar se algum constituinte,
além da clorofila (caracterizada por fluorescéncia vermelha), estava sendo perdido durante o

procedimento.
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Apé6s o tratamento foi observada uma reducdo considerdvel nos niveis de clorofila
corroborada pela diminuicdo significativa da fluorescéncia vermelha caracteristica da
presenca deste pigmento, quando observado sob luz ultravioleta. O rendimento foi de 95,6 mg

(63,7%) de material tratado.

- Cromatografia por Exclusio em gel Sephadex LH-20 (p. 50)

A fracio EEMC (95,6 mg) tratada com carvdo ativado foi submetida a cromatografia
por exclusdo em gel sephadex LH-20 (altura = 17 cm; didmetro = 3 cm), empacotada e eluida
com AcOEt:MeOH (1:1), fornecendo um total de 22 fracdes de 15 mL cada. As fracdes foram
concentradas em evaporador rotativo e comparadas por CCD. A andlise dos cromatogramas

permitiu a reunido de fracdes em 4 grupos, como representado na TABELA 2.5.

TABELA 2.5 - Cromatografia em Sephadex LH-20 da fracado MeCN:CHCl; (EEMC) do
extrato etandlico (EEB) das folhas de Hancornia speciosa, apos

tratamento com carvao ativado

Grupo EEMC Fracoes Massa (g) Eluente
01 01a03 0,0705
02 04 0,0087 AcOEt:MeOH (1:1)
03 05 0,0024
04 06 a22 0,0031

Grupo EEMCO01 (70,5 mg): desse grupo de fracdes foi obtido um sélido branco
amarelado (45,2 mg) que foi separado por decantagdo. Apds andlise em CCD, (FMS8, R1 e R3)
e apds andlises espectrométricas, observou-se que esse composto era semelhante as
substancias jd isoladas da fragdo EHFII (Grupo 20) sendo dessa forma reunidas e
denominadas HS09.

Os outros grupos obtidos apresentaram uma composi¢do complexa ndo sendo possivel

purifica-los e analis4-los.

2.2.4.2.4 - Elaboracao da fracao Aquosa (EEAq) (FLUXOGRAMA 2.5)

- Cromatografia por Exclusao em gel Sephadex LH-20

Parte da fracio EEAqQ (90,0 mg) foi submetida a cromatografia por exclusdo em gel
utilizando Sephadex LH-20 (altura = 17 cm; didmetro =3 cm), empacotada e eluida com

MeOH, fornecendo um total de 61 fragdes de 15 mL. As fracdes foram concentradas em
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evaporador rotativo e comparadas por CCD. A andlise dos cromatogramas permitiu a reunio
de fracdes em grupos (TABELA 2.6),

EEAq03 (51,8 mg): apresentou-se como um s6lido amarelo pastoso, solivel em MeOH,
denominado HS11 (51,8 mg). Quando avaliado por CCD (FM9, R3), apresentou uma mancha
amarela que se intensificava ao ser submetida a luz UV e outra mancha que emitia
fluorescéncia verde-brilhante intensa que s6 era observada sob luz UV, apds revelacdo com

NP/PEG.

TABELA 2.6 - Cromatografia por exclusio em Sephadex LH-20 da fracio aquosa

(EEAq) do extrato etanélico das folhas de Hancornia speciosa

EEAq Fracoes Massa (g)
01 01 0,0011
02 02 0,0030
03 03 0,0518
04 04 0,0176
05 05a07 0,0047
06 08 0,0004
07 09 0,0002
08 10 0,0009
09 11a61 0,0019

— Tentativa de purificacao

Parte da fracdo EEAq (1,3 g) foi solubilizada em MeOH quente e deixada arrefecer a
temperatura ambienta, em seguida foi submetida a filtracdo. O filtrado foi mantido sob
refrigeracdo a 4 °C por 24 horas. Ap6s esse periodo, foi adicionado de éter de petréleo gelado
(Ientamente). Durante o processo, houve formacdo de um precipitado sélido avermelhado que
foi separado por decantagdo. O sobrenadante foi submetido a sucessivas lavagens com éter de
petréleo gelado. Ao final, os sobrenadantes foram reunidos e concentrados em
rotaevaporador.

As duas fracdes resultantes, precipitado (0,29 g) e sobrenadante (0,95 g), foram
avaliadas por CCD (FM9, R1 e R3). A andlise do cromatograma obtido mostrou que o
sobrenadante, sélido amarelo pastoso (43,7 mg), solivel em MeOH, era constituido de uma
mistura que possuia o0 mesmo padrdo de manchas da fracio EEAq03 (Rf = 0,52 e 0,89;
fluorescéncia amarela ou verde no UV), dessa forma reuniu-se as duas fracdes em um mesmo

grupo que permaneceu com a numeragao anterior HS11.



CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 - IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS PRESENTES NO EXTRATO
HEXANICO DAS FOLHAS DE HANCORNIA SPECIOSA

3.1.1 - Estudo farmacognéstico do extrato hexanico bruto (EHB) e suas fracoes

O EHB e suas fragoes (FLUXOGRAMA 2.2) foram analisados quanto a presenca de
terpenos, compostos nitrogenados, polifendis (principalmente flavondides), saponinas e
dcidos graxos de cadeia longa, utilizando R1, R2, R3, R4, R5 e R6 respectivamente, como

reveladores (p. 49). Os resultados estdo apresentados na TABELA 3.1.

TABELA 3.1 - Estudo farmacognostico preliminar do extrato hexanico bruto (EHB) e

fracoes das folhas de Hancornia .speciosa

Reagentes EHB EHFI EHFII EHFIII EHFIV EHFV EHFVI
Sol. Ac. Anisaldeido(R1) + + + + + + +
Reag. Dragendorf(R2) - - - - - + -
Reag. NP-PEG(R3) + - - - + + +
Verde de Bromocresol(R4) + + + + + + +
Reag. Kumarovisk(R5) + - - + + + +
Radiacdao UV(RG6) + - - - + + +

3.1.2 — Mistura de Hidrocarbonetos

HSO01 (53 mg) foi obtida a partir da fracdo hexanica EHFI resultante do fracionamento
do extrato hexanico das folhas de H. speciosa (FLUXOGRAMA 2.2).

O espectro na regido do infravermelho (KBr, cm™) (FIGURA 3.1), mostrou absor¢des
caracteristicas dos hidrocarbonetos: foram observadas bandas de absor¢do em 2955 cm’l,
2910 cm™ e 2847 cm™, caracteristicas de estiramento de C-H de grupos metilicos e
metilénicos; absor¢des em 1473 cm™ e 1462 cm™ caracteristicas de deformagdes angulares de
ligacdo C-H de hidrocarbonetos alifdticos e/ou aliciclicos e bandas em 729 em’ e 719 cm™
correspondente a deformacg@o angular assimétrica de ligacdo C-H de grupamentos (CHy),,
onde n >4 (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;, FIGURA 3.2), apresentou sinal em 80,8

atribuido a hidrogénios de grupo metila terminal; um sinal largo em &1,25 atribuido a

hidrogénios metilénicos; e sinal em 85,1 correspondente aos hidrogénios olefinicos.
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FIGURA 3.1 - Espectro na regiao do infravermelho de HS01 (KBr, em™)
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FIGURA 3.2 - Espectro de RMN de 'H de HSO01 (300 MHz, CDCl5)
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O espectro de RMN de Be (75 MHz, CDCl;, FIGURA 3.3) apresentou sinais em
022.6; 823.,4; 826,3; 829,3 e 629,6 atribuidos a carbonos metilénicos; e sinal em 614,1
atribuido a carbono metilico; sinais em 831,9 e 832,1 correspondentes a grupos metilénicos
ligados aos carbonos olefinicos. Apresentou ainda dois sinais relativos a carbonos olefinicos
em 0135,1 e 8125,0.

Os dados obtidos a partir das informagdes espectrométricas na regido do IV e de RMN
de 'H e de “C, sugerem que HSO01 é constituida, principalmente, por uma mistura de

hidrocarbonetos insaturados.
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FIGURA 3.3 - Espectro de RMN de *C de HS01 (75 MHz, CDCl;)
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3.1.3 - Mistura de Alcodis de cadeia longa

HS02 foi obtida por cromatografia em coluna da fracdo hexanica EHFIII, resultante do
fracionamento do extrato hexanico das folhas de H. speciosa (FLUXOGRAMA 2.2).

O espectro na regido do infravermelho (KBr, cm'l) de HS02 (FIGURA 3.4) apresentou
bandas de absor¢do em 3448 cm™, caracteristicas de estiramento de ligagio O-H de dlcoois,

' ¢ 1025 cm™ correspondentes a estiramento de

corroborada por absor¢des entre 1094 cm’
ligacdo C-O de 4dlcoois primdrios. Outros sinais foram observados em: 2917 cm™ e 2849 cm™,
caracteristicas de estiramento de ligagdo C-H de grupos metilicos e metilénicos; absor¢cdes em
1473 cm’ e 1463 cm’ caracteristicas de deformacgdes angulares de ligacdo C-H de
compostos alifaticos e/ou aliciclicos; e em 717 cm’ correspondente a deformacdo angular
assimétrica de ligacdo C-H de grupamentos (CH;), onde n = 4 (SILVERSTEIN; WEBSTER,

2000).
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FIGURA 3.4 - Espectro na regiao do infravermelho de HS02 (KBr, cm™)

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) de HS02 (FIGURA 3.5) mostrou sinal
em 00,8, atribuido a hidrogénios de grupo metila terminal; sinal em 81,2 relativo a

hidrogénios metilénicos de cadeia alifdtica e em 81,49, atribuido aos hidrogénios metilénicos
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do carbono em posi¢do o aquele que sustenta a hidroxila; em 63,95 relativo aos hidrogénios

do carbono ligado a hidroxila.

CH;(CH;),CH,CH,OH

| |
} - ‘
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FIGURA 3.5 - Espectro de RMN de '"H de HS02 (300 MHz, CDCl;)

No espectro de RMN de *C (75MHz, CDCl;) de HS02 (FIGURA 3.6) foram
observados os seguintes sinais: 14,1 (atribuido a carbono de grupo metila terminal); 822,6;
029.2; 829,3; 829,7 atribuidos aos carbonos metilénicos de cadeia alifdtica; em 631,9
atribuido a carbono em posicédo [ em relagdo a hidroxila e o deslocamento em 864,3, referente
ao carbono ligado a oxigénio (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

As informacdes espectrométricas na regido do IV e de RMN sugerem que HS02 é

constituido, principalmente, de uma mistura de dlcoois alifaticos.
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FIGURA 3.6 - Espectro de RMN de *C de HS02 (75 MHz, CDCl;)

3.1.4 - Esteroide - §- sitosterol

HS10 (10,4 mg) foi obtida por CC da fracdo EHFIV, resultante do fracionamento do
extrato hexanico das folhas de H. speciosa (FLUXOGRAMA 2.2). Apresentou-se como um
solido branco amorfo separado por decantacdo apds lavagem com hexano:AcOEt (8:2), do
grupo de fragdes do qual foi originado.

No espectro no IV de HS10 (FIGURA 3.7) foram observadas bandas de absor¢do em:
3426 cm’, estiramento de ligacao O-H; 2956 cm’”, 2936 cm’’, 2867 cm™ e 2850 cm’,
estiramentos de ligacdo C-H de grupos metilicos e metilénicos; 1639 cm’, estiramento de
ligacdo C=C de olefinas; 1465 cm™ e 1382 cm™, deformacdes de ligacdo C-H; e absor¢do em
801 cm™, caracteristica de deformacdo de ligagdo dupla trisubstituida (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000).
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O espectro de RMN de 'H de HS10 (FIGURAS 3.8; 3.9 ¢ 3.10) apresentou Vvarios

sinais caracteristicos de fitoesteréides, tais como aqueles de hidrogénios olefinicos em 05,35

(d, J = 5,1Hz; H-6), de hidrogénios oximetinicos (83,54 — 83,50, m, H-3) e o acimulo de

sinais na regido entre 80,6 e 82,28, referentes aos varios grupos de hidrogénios metilicos,

metilénicos e metinicos, os quais caracterizam a presenga do esteréide [-sitosterol (ABREU

et al., 2001; BORGES, 2006; KOJIMA et al., 1990).
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FIGURA 3.8 - Espectro de RMN de 'H de HS10 (300 MHz, CDCl5)
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FIGURA 3.9 - Espectro de RMN de "H de HS10 - Expansao da regiao entre 61.2 e 62,0
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FIGURA 3.10 - Espectro de RMN de 'H de HS10 - Expansao da regiao entre 62,1 e 65,5
(300 MHz, CDCl3)
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No espectro de RMN de ">C (FIGURAS 3.11; 3.12 e 3.13) foi possivel observar sinais
em 8140,7 e 8121,7 a relativos aos carbonos C5 e C6 do S-sitosterol. Esse fitoesterol possui

uma hidroxila em £ na posi¢do C3, evidenciada pelo sinal em 871,8 (KOJIMA et al., 1990;
MACARI et al., 1990).
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FIGURA 3.12 - Espectro de RMN de *C de HS10 — Expanséo da regido entre 854 e &
144 (75 MHz, CDCl;)
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FIGURA 3.13 - Espectro de RMN de B3C de HS10 - Expansao da regiao entre 611 e o 51
(75 MHz, CDCl3)

A confirmacdo estrutural e a atribui¢do dos demais deslocamentos quimicos referentes
ao RMN de "C deram-se por comparagio com a literatura (MACARI et al., 1990) e foram
descritos na TABELA 3.2. Tal comparagdo sugeriu que HS10 seja constituida principalmente

pelo fitoesteréide S-sitosterol.

29

[B-sitosterol
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TABELA 3.2 - Deslocamentos quimicos de HS10 em RMN de Beé CDCl3, 7SMHz) em
comparacio com a literatura (MACARI et al., 1990, 6 CDCl3, 25 MHz)

C p-sitosterol (d) HS10
1 37,2 37,2
2 31,6 31,6
3 71,7 71,8
4 36,4 36,5
5 14,.7 140,7
6 121,6 12,,7
7 31,8 31,9
8 31,8 31,9
9 50,1 50,1
10 36,5 36,5
11 21,1 21,1
12 39,7 39,7
13 42,3 423
14 56,7 56,7
15 24,2 24,3
16 28,1 28,2
17 56,1 56,0
18 11,9 11,8
19 19,3 19,4
20 36,0 36,0
21 18,7 18,7
22 33,9 33,9
23 26,1 26,0
24 45,8 45,8
25 29,1 29,1
26 19,6 19,8
27 18,9 19,0
28 23,0 23,0
29 11,9 11,9
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3.1.5 — Mistura de Triterpenos

3.1.5.1 - HSO3 - - e B-amirina

HS03 (22,8 mg) foi obtida na forma de um sélido branco, solivel em CHCl3, a partir
de cromatografia em coluna da fragdo hexédnica EHFIII, resultante do fracionamento do
extrato hexanico das folhas de H. speciosa (FLUXOGRAMA 2.2).

O espectro na regido do infravermelho (KBr, cm'l) de HS03 (FIGURA 3.14),

"¢ em 1359 cm” que caracterizaram a

apresentou banda larga de absorcdo em 3302 cm’
presenca de ligagdo O-H. As absor¢des em 2947 cm™ a 2854 cm™, combinadas com aquelas
em 1465 cm™, 1378 cm™ e 1379 cm™ indicaram a ocorréncia estiramento de ligacdo C-H de
compostos aliciclicos, enquanto aquela em 1655 cm™ foi atribuida 2 ligagio C=C de olefinas.
A absorcdo em 1036 cm™ caracterizou a presenca de estiramento de ligagdo C-O e a absorgdo

em 995 cm™ foi relacionada a presenca de deformagio angular fora do plano de ligagdo C-H.
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FIGURA 3.14 - Espectro na regiao do infravermelho de HS03 (KBr, em™)

A multiplicidade de picos na regido de menor blindagem nos espectros de RMN de 'H
(CDCl3, 300MHz) e de Bc (CDCl3, 75 MHz) (FIGURAS 3.15 e 3.16) revelou o carater

triterpénico dos constituintes dessa mistura.
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FIGURA 3.15 - Espectro de RMN de 'H de HS03 (300 MHz, CDCls)
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FIGURA 3.16 - Espectro de RMN de *C de HS03 (75 MHz, CDCls)
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O espectro de RMN de 'H (FIGURAS 3.15, 3.17 e 3.18) mostrou sinais em: 85,12

(1H, ¢, J =3,6Hz) e em 5,18 (1H, ¢, J = 4,0Hz) que correspondem a hidrogénios olefinicos em
C12 de esqueleto triterpénico; em 03,24 (1H, d, J = 5,1Hz) e em 83,20 (1H, d, J = 5,4Hz)

relativos a hidrogénio H-3 para ursanos e oleanos, além de sinais entre 80,78 e 62,17 que

correspondem a hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos. A presenga dos simpletos em

81,13 e 80,87 caracteriza hidrogénios metilicos nos carbonos C27 e em C29, respectivamente,

dos oleanos (DING et al., 2000; KOLAK et al., 2005; NEPLAN, 2007).
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FIGURA 3.17 - Espectro de RMN de "H de HS03 - Expansao da regiao entre 60,6 e 62,1

(300 MHz, CDCl3)
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FIGURA 3.18 - Espectro de RMN de "H de HS03 - Expansao da regiao entre 62,15 e
65,2 (300 MHz, CDCl3)

O espectro de RMN de C de HS03 (FIGURAS 3.16 e 3.19) mostrou sinais na regido
de olefinas para os carbonos sp2 C13 (ndo hidrogenado) e C12 em 8145,1 e 8121,7 de oleanos
e em 0139,5 e 8124,3 de ursanos, respectivamente; e sinal em 879,0 que corresponde a
carbono carbindlico C3 para os dois esqueletos triterpénicos (MAHATO; KUNDU, 1994,
BARREIROS et al., 2002).
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FIGURA 3.19 - Espectro de RMN de 3C de HS03 - Expansao da regiao entre 652 e 6148
(75 MHz, CDCl3)
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A comparagdo com dados obtidos na literatura, permitiu identificar sinais referentes
aos triterpenos pentaciclicos a-amirina e B-amirina (TABELA 3.3), sugerindo que HS03 seja
constituido principalmente por uma mistura desses compostos (MAHATO; KUNDU, 1994,
BARREIROS et al., 2002).

TABELA 3.3 - Deslocamentos quimicos de HS03 em RMN de B¢ (8, CDCl;, 7SMHz) em
comparacao com a literatura (MAHATO; KUNDU, 1994)

C HS03 (3) amirina () C HS03 (3) amirina ()
o p o p

1 38,6 38,7 38,7 16 26,60; 26,9 26,6 27,0
2 27,3 27,2 27,3 17 33,7, 32,6 33,7 32,5
3 79,0 78,3 79,0 18 59,0; 47,6 58,9 47,4
4 38,6; 38,8 38,7 38,8 19 39,6; 46,8 39,6 46,9
5 55,2 55,2 55,3 20 39,6; 31,2 39,6 31,1
(3 18,3 18,3 18,5 21 31,2; 34,7 31,2 34,8
7 32,9 32,9 32,8 22 41,5; 37,1 41,5 37,2
8 40,0; 38,8 40,0 38,8 23 28,1 28,1 28,2
9 47,7 47,7 47,7 24 15,6; 15,5 15,6 15,5
10 36,9 36,9 37,6 25 15,7 15,6 15,6
11 23,4; 23,5 23,3 23,6 26 16,8 16,8 16,9
12 124,4; 121,7 124,3 121,8 27 23,4; 26,0 23,3 26
13 139,6; 145,2 139,3 145,1 28 28,1; 28,4 28,1 28,4
14 42,1 42,0 41,8 29 17,5; 33,3 17,4 33,3
15 28,7; 26,1 28,7 26,2 30 21,4; 23,7 21,3 23,7

R Rl R2
H Me H o-amirina
H H  Me B-amirina
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3.1.5.2 - HS04- Lupeol, a- e B-amirina

HS04 (58,8 mg) foi obtido por CC das fracdes EHFIII e EHFIV, resultantes do
fracionamento do extrato hexanico das folhas de H. speciosa (FLUXOGRAMA 2.2).
Apresentou-se na forma de sélido de cor branca, solivel em cloroférmio.

A anélise do espectro na regido do IV (KBr, cm™), de HS04 (FIGURA 3.20) mostrou
a presenca de bandas de absor¢cdo em 3299 cm’ relativa a estiramento de ligacdo O-H; em
2946 cm™ a 2853 cm™, caracteristicas de estiramento de ligacio C-H de grupos metilicos e
metilénicos; em 1639 cm‘l, atribuida a estiramento de ligacdo dupla C=C de olefinas; em
1465 cm™ e 1359 cm™, atribuidas a deformacio angular de ligacio C-H; e em 1036 cm’',

referente a estiramento de ligacdo C-O.
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FIGURA 3.20 - Espectro na regiao do infravermelho de HS04 (KBr, em™)

No espectro de RMN de 'H de HS04 foram observados os seguintes sinais: entre
80,71 e 81,93 (FIGURA 3.21), referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos;
05,18 (1H, ¢, J = 3,6Hz) e 05,12 (1H, ¢, J = 3,6Hz), atribuidos a hidrogénios ligados a
carbonos olefinicos de esqueleto ursano e oleano, respectivamente; um dupleto em 64,68 (J=
2,7Hz) e um multipleto centrado em 084,56 (FIGURA 3.22), atribuidos a hidrogénios de grupo

vinilidénico (H-29a e H-29b, respectivamente, de esqueleto lupano).
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Em 81,68 foi observado um simpleto largo que foi atribuido aos hidrogénios do grupo
metila em C30 do esqueleto lupano. Os sinais relativos aos hidrogénios oximetinicos H3 de
triterpenos dos trés tipos citados (lupano, ursano e oleano) usualmente ocorrem na regiao
entre 83,16 e 83,25. No espectro de RMN de 'H de HS04 (FIGURA 3.23), podem estar
sobrepostos e representados por dupletos em 83,24 (J= 4,8Hz, 1H), 63,21 (/= 5,4Hz, 1H) e
em 63,17 (J= 5,1Hz; 1H) (ABREU et al., 2001).

0.744
6.713

FIGURA 3.21 - Espectro de RMN de "H de HS04 - Expansao da regiao entre 60,6 e 62,0
(300 MHz, CDCl3)
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FIGURA 3.22 - Espectro de RMN de 'H de HS04 - Expansao da regiao entre 64,5 e 05,2
(300 MHz, CDCl3)
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FIGURA 3.23 - Espectro de RMN de 'H de HS04 — Expansio da regiio entre & 2,3 e 63,4
(300 MHz, CDCl3)

O espectro de RMN de C (FIGURA 3.24) mostrou os sinais caracteristicos para estes
triterpenos em: 8145,1 e 8121,6 para oleanos; em 6139,5 e 8124,3 para ursanos; e em 8150,9
e 8109,3 caracteristicos da dupla ligagdo entre os carbonos sp2 C20 (ndo hidrogenado) e C29
de esqueleto lupeno.

Além disso, foram observados os sinais em: §79,0 para os carbonos oximetinicos C3;
e 819,28 (FIGURA 3.24; 3.26) relativo a grupo metila ligado a carbono sp® de esqueleto
lupano (BARREIROS, 2000; MAHATO; KUNDU, 1994).
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FIGURA 3.24 - Espectro de RMN de B3C de HS04 - Expansao da regiao entre 674 e 6152
(75 MHz, CDCl3)
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FIGURA 3.25 - Espectro de RMN de 13C de HS04 — Expansao da regido entre 36 e 6 59
(75 MHz, CDCl3)
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FIGURA 3.26 - Espectro de RMN de C de HS04 - Expansio da regisio entre 14 e & 36
(75 MHz, CDCl3)

As informagdes espectrométricas no IV e de RMN de HS04, comparadas com dados
da literatura (MAHATO; KUNDU, 1994), sugeriram que HS04 seja composta de uma
mistura de triterpenos, principalmente lupeol, - e f-amirina. Os deslocamentos quimicos de

RMN de *C estdo nas TABELAS 3.4 ¢ 3.5.
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TABELA 3.4 - Deslocamentos quimicos de HS04 em RMN de *C (§, CDClL;, 75MHz),
em comparacdo com a literatura (8, CDCl;, 75MHz) (MAHATO;
KUNDU, 1994)

C HS04 (5) o-amirina (8) B-amirina (3)
1 38,7 38,7 38,7
2 27,2; 27,4 27,2 27,3
3 79,0 78,3 79,0
4 38,7 38,7 38,8
5 55,2 55,2 55,3
6 18,3 18,3 18,5
7 32,9 32,9 32,8
8 40,0; 38,7 40,0 38,8
9 47,7 47,7 47,7
10 36,8; 37,9 36,9 37,6
11 23,3; 23,5 23,3 23,6
12 124,4; 121,7 124,3 121,8
13 139,5; 145,2 139,3 145,1
14 42,0; 41,7 42,0 41,8
15 28,7, 26,1 28,7 26,2
16 26,6; 27,2 26,6 27,0
17 33,7; 32,5 33,7 32,5
18 59,0, 47,6 58,9 47,4
19 39,6; 46,8 39,6 46,9
20 39,6; 31,1 39,6 31,1
21 31,2; 34,7 31,2 34,8
22 41,5; 37,1 41,5 37,2
23 28,1 28,1 28,2
24 15,6; 15,5 15,6 15,5
25 15,6 15,6 15,6
26 16,8 16,8 16,9
27 23,3; 26,0 23,3 26
28 28,1; 28,4 28,1 28,4
29 17,5; 33,3 17,4 33,3
30 21,4; 23,7 21,3 23,7

R2,

R R1 R2

H Me H o-amirina
H H Me B-amirina
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TABELA 3.5 - Deslocamentos quimicos de HS04 em RMN de *C (§, CDClL;, 75MHz),
em comparacdo com a literatura (8, CDCl;, 75MHz) (MAHATO;
KUNDU, 1994)

C HS04 (d) Lupeol (3) C HS04 (8) Lupeol ()
1 38,7 38,7 16 35,5 35,5
2 27,4 27,4 17 43,0 43,0
3 79,0 78,9 18 48,3 48,2
4 38,7 38,8 19 48,0 47,9
5 55,2 55,3 20 151,0 150,9
6 18,3 18,3 21 29,8 29,8
7 34,3 34,2 22 40,0 40,0
8 40,8 40,8 23 28,0 28,0
9 50,4 50,4 24 154 154
10 37,1 37,1 25 16,1 16,1
11 20,9 20,9 26 15,9 15,9
12 25,1 25,1 27 14,5 14,5
13 38,0 38,0 28 18,0 18,0
14 42,8 42,8 29 109,3 109,3
15 27,4 27,4 30 19,3 19,3

lupeol
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3.1.5.3 - HS05 - Obtusalina e Eritrodiol

HS05 (10,4 mg) foi obtida por CC da fracio EHFV, resultante do fracionamento do
extrato hexanico das folhas de H. speciosa (FLUXOGRAMA 2.2, p 63). Apresentou-se como
um soélido branco granulado que em CCD revelou-se como uma mancha de cor rosa intenso.

No espectro na regido do IV de HS05 (FIGURA 3.27) foi observada banda larga de
absor¢io em 3382 cm™, caracteristica de estiramento de ligacdo O-H além de outros sinais em
1044 cm™ e 1004 cm™ que caracterizam estiramento de ligagdo C-O. As absor¢des em 2928
cm’ e 2867 cm™, referem-se a estiramentos de ligacdo C-H de grupos metilicos e metilénicos;
e 1635 cm™, a estiramento de ligagdo C=C de olefinas. Foram observada ainda absor¢des em

1463 cm™ e 1365 cm™, relativas a deformagdo angular de ligagdo C-H.
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FIGURA 3.27 - Espectro na regiao do infravermelho de HS05 (KBr, em™)

4000 ’ 3000

A natureza triterpénica da amostra ficou evidenciada pela andlise do espectro de RMN
de 'H (FIGURAS 3.28 a 3.30), que permitiu a visualizagdo de sinais em 85,19 (1H, t, J =
3,6Hz, H-12) e 85,13 (1H, t, J = 3,7Hz, H-12), caracteristicos de hidrogénios olefinicos destes
compostos, € em 63,21 (2H, dd, J = 11,0Hz e 6,0Hz) ¢ 383,54 (1H, dd, J = 10,9Hz e 7,0Hz)
relativos aos hidrogénios oximetinicos (FIGURA 3.29) (NAEED, 1991; PAULETTI et al.,
2002) .
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Além disso, foram observados multiplos sinais distribuidos entre duas regides
espectrais: entre 00,73-01,25, atribuidos a grupos metilicos e entre 61,31-61,89 que

correspondem a hidrogénios metilénicos e metinicos (FIGURA 3.28) (NAEED, 1991;
PAULETTI et al., 2002).
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FIGURA 3.28 - Espectro de RMN de 'H de HS05 (300 MHz, CDCls)
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FIGURA 3.29 - Espectro de RMN de 'H de HS05 — Expanséo da regiio entre 53,0 e 53,8
(300 MHz, CDCl3)
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FIGURA 3.30 - Espectro de RMN de "H de HSO05 - Expansao da regiao entre 64,5 e 05,2
(300 MHz, CDCl3)

No espectro de RMN de B (FIGURA 3.31) foram observados sinais relativos a
carbonos olefinicos (carbono ndo hidrogenado) em 8122,3; 8125,0; 8138,7 ¢ em 0144,2
(FIGURA 3.32).

A presenga de dois pares de carbonos olefinicos (FIGURA 3,32) sugeriu que HS05
fosse constituido de um triterpeno contendo 2 ligagcdes duplas, ou uma mistura contendo dois
triterpenos. A possibilidade de HS05 ser constituido por uma mistura de triterpenos foi
sustentada pelo fato do espectro de RMN de Be apresentar muito mais sinais que os 30

esperados para um triterpeno.
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FIGURA 3.31 - Espectro de RMN de *C de HS05 (75 MHz, CDCl3)
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FIGURA 3.32 - Espectro de RMN de BC de HS05 - Expansao da regiao entre 5120 e o
154 (75 MHz, CDCl3)

Além dos sinais referentes a carbonos olefinicos, outros foram observados: 679,0,
869,9, e 869,7, atribuidos a sinais de carbonos carbindlicos (FIGURA 3.33). Foi possivel
observar, ainda, que o sinal em 9879,0 aparentou ter uma intensidade cerca de 2 vezes a
intensidade dos outros sinais atribuidos a carbonos carbindlicos. Tal fato levou a consideracio
de que esse sinal poderia ser devido a sobreposi¢@o de dois sinais para carbonos oximetinicos

com deslocamento quimico semelhante.
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FIGURA 3.33 - Espectro de RMN de 3C de HS05 - Expansao da regiao entre 645 e 680
(75 MHz, CDCl3)

Considerando a presencga de triterpenos do tipo oleano e do tipo lupano nos extratos de
Hancornia speciosa (HS04; HS07; HS08 e HS09), foi feita uma busca na literatura por dados
espectrométricos de triterpenos desses tipos que apresentassem deslocamentos quimicos para

carbonos olefinicos semelhantes aqueles apresentados para HS0S. Dessa forma, os
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deslocamentos quimicos de HSOS foram comparados com aqueles dos seguintes triterpenos

do tipo oleano (TABELAS 3.6).

TABELA 3.6 - Deslocamentos quimicos de HS05 em RMN de 3C (8 75 MHz, CDCly),

em comparacao com dados da literatura para triterpenos do tipo oleano

(AGRAWALS;JAIN,1992)
C HS05 () 1(d) 2 () 3(0)
1 38,6 38,6 38,5 47,7
2 27,2 27,2 27,2 66,6
3 79,0 79,0 78,8 78,9
4 38,8 38,8 38,7 38,8
5 55,1 55,2 55,1 48,2
6 18,3 18,4 18,4 18,6
7 32,5 32,6 32,7 33,8
8 39,7 39,8 39,7 38,2
9 47,6 47,6 47,6 47,6
10 36,9 36,9 36,8 37,1
11 23,5 23,6 23,5 22,5
12 122,3 122,3 122,1 122,0
13 144,2 144,2 144.4 144,0
14 41,7 41,7 41,7 41,5
15 25,5 25,6 28,1 27,8
16 22,0 22,0 27,3 22,8
17 36,9 36,9 32,4 46,3
18 42,3 42,3 46,7 43,0
19 46,4 46,5 41,9 46,4
20 31,0 31,0 35,5 31,0
21 34,0 34,1 29,6 34,0
22 31,0 31,0 36,5 33,2
23 28,1 28,1 28,1 28,3
24 15,6 15,5 15,5 21,9
25 15,6 15,5 15,5 16,9
26 16,7 16,7 16,8 17,0
27 25,9 25,9 25,9 26,1
28 69,7 69,7 28,1 72,0
29 33,2 33,2 29,6 34,0
30 23,5 23,6 66,6 22,5

1- 3B,28-diidroxiolean-12-eno (eritrodiol);

2- 3,30-diidroxiolean-12-eno;

3- 2B,3B,28-triidroxiolean-12-eno

Partindo do mesmo principio, os deslocamentos quimicos de HS0S foram comparados

com aqueles dos seguintes triterpenos do tipo lupano, obtusalina e uvaol (TABELA 3.7).
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TABELA 3.7 - Deslocamentos quimicos de HS05 em RMN de Be 675 MHz, CDCl;),

em comparacio com dados da literatura para triterpenos do tipo lupano

(MAHATO, KUNDU, 1994)

C HS05 1 2

1 38,8 38,8 38,8
2 27,2 27,3 27,3
3 79,0 79,1 79,0
4 38,0 38,0 38,8
5 55,1 55,2 55,4
6 18,3 18,4 18,4
7 32,8 32,9 329
8 40,0 40,1 39,4
9 47,6 41,7 47,8
10 36,9 36,9 36,8
11 23,5 234 234
12 125,0 125,1 125,0
13 138,7 138,8 138,0
14 42,0 42,1 42,8
15 23,5 234 29,2
16 26,0 26,0 22,6
17 38,8 38.8 37,2
18 54,0 544 54,1
19 39,7 39,5 38,9
20 39,3 39.4 39,4
21 30,6 30,7 30,7
22 35,2 35,2 30,6
23 28,1 28,2 28,1
24 16,7 16,8 154
25 15,6 15,6 15,6
26 15,6 15,7 16,9
27 69,9 69,9 234
28 23,3 23,3 69,7
29 21,3 21,3 16,2
30 17,3 17,3 21,3

1- Obtusalina;
2- Uvaol

A comparagdo desses deslocamentos quimicos com os dados da literatura (MAHATO;

KUNDU, 1994; AGRAWAL; JAIN, 1991; NAEED, 1991) (TABELA 3.8) sugeriu que

HSO0S5 fosse constituido por uma mistura de eritrodiol e obtusalina.
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TABELA 3.8 - Deslocamentos quimicos de HS05 em RMN de 13C (75 MHz, CDCI3) em
comparacido com os dados da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994)

para os triterpenos obtusalina e eritrodiol

C HS05 Obtusalina HS05 Eritrodiol
1 38,8 38,8 38,6 38,6
2 27,2 27,3 27,2 27,2
3 79,0 79,1 79,0 79,0
4 38,0 38,0 38,8 38,8
5 55,1 55,2 55,1 55,2
6 18,3 18,4 18,3 18,4
7 32,8 32,9 32,5 32,6
8 40,0 40,1 39,7 39,8
9 47,6 47,7 47,6 47,6
10 36,9 36,9 36,9 36,9
11 23,5 23,4 23,5 23,6
12 125,0 125,1 122,3 122,3
13 138,7 138,8 144,2 144,2
14 42,0 42,1 41,7 41,7
15 23,5 23,4 25,5 25,6
16 26,0 26,0 22,0 22,0
17 38,8 38,8 36,9 36,9
18 54,0 54,4 42,3 42,3
19 39,7 39,5 46,4 46,5
20 39,3 39,4 31,0 31,0
21 30,6 30,7 34,0 34,1
22 35,2 35,2 31,0 31,0
23 28,1 28,2 28,1 28,1
24 16,7 16,8 15,6 15,5
25 15,6 15,6 15,6 15,5
26 15,6 15,7 16,7 16,7
27 69,9 69,9 25,9 25,9
28 23,3 23,3 69,7 69,7
29 21,3 21,3 33,2 33,2
30 17,3 17,3 23,5 23,6

eritrodiol
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3.1.6 — Acil-ésteres

3.1.6.1 - HS06 — Mistura de ésteres de o.- e B-amirina

A fracdo HS06 foi obtida a partir de cromatografia em coluna da fracdo hexanica
EHFIII, resultante do fracionamento do extrato hexanico das folhas de H. speciosa
(FLUXOGRAMA 2.2), e apresentou-se como um s6lido amorfo branco-amarelado (38,8 mg),
solivel em CHCl;.

Na regido do infravermelho (KBr, cm’l) de HS06 (FIGURA 3.34), foram observadas
bandas de absor¢ao em: 2917 cm” e 2849 cm™, caracteristicas de estiramento de ligacao C-H
de grupos metilicos e metilénicos; em 1733 cm™ correspondente ao estiramento de ligagdo
C=0 de éster; 1469 cm™ e 1379 cm™, caracteristicas de deformacio angular de ligacdo C-H;
1246 cm™ e 1174 cm™, correspondentes a estiramento de ligagdo C-O de éster; a banda 989
cm™, correspondente a deformagdo angular fora do plano de C-H; e em 718 cm’
correspondente a deformacdo angular assimétrica de ligacdo C-H de grupamentos metilénicos

(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).
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FIGURA 3.34 - Espectro na regiao do infravermelho de HS06 (KBr, em™)

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) (FIGURAS 3.35; 3.36), forneceu sinais

entre 60,79 e 61,06 correspondentes a hidrogénios metilicos e metilénicos. A presenga de
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ligacdo C-O de éster foi evidenciada pelos sinais em: 62,29 (2H, t, J=7,2Hz), correspondente
a hidrogénios em atomo de carbono ligado a oxigénio; 61,81-2,0 e 51,25 (sinal intenso), que
correspondem a hidrogénios metilénicos de cadeia aliftica; e em 60,86 correspondente a

hidrogénios de grupo metila terminal.
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FIGURA 3.35 - Espectro de RMN de 'H de HS06 (5 300MHz, CDCl;) — expansao da
regiao entre 61,5 - 05,5
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FIGURA 3.36 - Espectro de RMN de "H de HS06 — Expansao da regiao entre 60,79 e
61,59 (300MHz, CDCl3)
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Também foram observados sinais em 065,12 (1H, t, J=3,6 Hz) e 65,18 (t, 1H),
correspondentes a hidrogénios olefinicos, e em 84,5 (1H, t, J=8,1Hz), correspondente a
hidrogénio oximetinico. Estes dados indicaram a presen¢a de compostos triterpénicos 3[3-
substituidos (CHATURVEDULA et al., 2002).

A andlise dos espectros de RMN de °C (300MHz, CDCl3) de HS06 (FIGURAS 3.37;
3.38), mostrou sinais correspondentes a carbonos olefinicos de esqueletos ursano e oleano: os
sinais caracteristicos correspondentes aos carbonos olefinicos C13 e C12 aparecem em 6139,6
e 0124,3 respectivamente para ursanos; e em 0145,1 e 8121,6 para oleanos (MAHATO;
KUNDU, 1994, MENDES et al., 1999; BARREIROS et al., 2002). A presenca dos sinais em
014,1 e em o 173,71 foi atribuida a carbono de grupo metila adicional e de grupo carbonilico
de éster, respectivamente. Além disso, a presencga de sinal em 822,7, atribuido ao C2 mostrou
que este estava protegido, enquanto que o sinal em 880,5, com deslocamento quimico maior
que o esperado para o C3 de a- e B-amirina (878,3 e §79,0, respectivamente), ocorreu devido

a efeito de desprotecdo. Estas informagdes sugeriram que a esterificaco ocorra na posicdo

C3.
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FIGURA 3.37 - Espectro de RMN de BC de HS06 - Expansao da regiao entre 655,23 e
6173,71 (75MHz, CDCl;)
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FIGURA 3.38 - Espectro de RMN de 3C de HS06 - Expansao da regiao entre 614,11 e
047,61 (75 MHz, CDCl;)

As informagdes obtidas por andlises espectroscépicas no IV e de RMN de HS06,
comparadas a literatura, permitiram a observacdo de sinais caracteristicos dos compostos
triterpénicos a e B-amirina, substituidos por moléculas de dcidos graxos na posi¢do 3. Além
disso, foram encontrados na amostra citada, os 33 sinais referentes ao composto palmitato de
B-amirina (TABELA 3.9). Contudo se faz necessario a realizagio de andlises complementares

para elucidac¢do das estruturas em questao.

o-amirina: R=H B-amirina R=H
HSO6 R = COOCH,(CH,)nCH,4 HSO6 R = COOCH,(CH,)nCH,
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TABELA 3.9 - Deslocamentos quimicos de HS06 em RMN de 3¢ (8, CDCls, 7SMHz) em
comparaciao com os dados da literatura (3, CDCl;, 75MHz) (‘MAHATO
KUNDU, 1994; BARREIROS et al., 2002)

C o-amirina'(3) [?p-amirina1 (6) Palmitato de ﬁ-amirinaz(ﬁ) HS06(5)
1 38,7 38,7 38,2 38,2
2 27,2 27,3 22,7 22,7
3 78,3 79,0 80,6 80,6
4 38,7 38,8 37,7 37,7
5 55,2 55,3 55,2 55,2
6 18,3 18,5 18,2 18,2
7 32,9 32,8 32,8 32,8
8 40,0 38,8 39,7 39,8
9 47,7 47,7 47,1 47,2
10 36,9 37,6 36,9 36,8
11 23,3 23,6 23,5 23,4
12 124,3 121,8 121,6 121,6
13 139,3 145,1 145,0 145,1
14 42,0 41,8 41,6 41,5
15 28,7 26,2 26,8 26,9
16 26,6 27,0 26,0 26,1
17 33,7 32,5 32,3 32,4
18 58,9 47,4 47,8 47,6
19 39,6 46,9 47,4 47,5
20 39,6 31,1 31,1 31,1
21 31,2 34,8 35,6 36,8
22 41,5 37,2 37,1 37,1
23 28,1 28,2 28,4 28,4
24 15,6 15,5 16,6 16,8
25 15,6 15,6 15,6 15,7
26 16,8 16,9 16,8 16,8
27 23,3 26,0 25,9 25,9
28 28,1 28,4 28,0 28,1
29 17,4 33,3 334 33,3
30 21,3 23,7 23,6 23,6
(C00) 173,6 173,7
CH; 14,1 14,1
(CHy), 29,6 29,7

a-amirina: R=H B-amirina R=H
HSOB R = COOCH,(CH,)nCH, HSO08 R =COOCH,(CH,)nCH,
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3.1.6.2 - Lupeol 33-0-acilado
a) HS07

HSO07 foi obtida na forma de um sélido branco-amarelado (47,9 mg), ap6és CC da
fracdo hexanica EHFIII resultante do fracionamento do extrato bruto hexanico das folhas de
H. speciosa (FLUXOGRAMA 2.2).

A anélise do espectro na regido do IV (KBr, cm'l) de HS07 (FIGURA 3.39), revelou
bandas de absor¢do em: 3069 cm™, correspondente a estiramento de ligagdo C-H de carbono
sp’; em 2920 cm™ e 2850 cm™, a estiramento de ligacdo C-H de carbono sp’; em 1731 cm™,
atribuida a estiramento de ligagio C=0 de éster; em 1640 cm™, a estiramento de ligagdo C=C;
1246 cm™ e 1175 cm™, absorcdes atribuidas a estiramento de ligacdo C-O de éster e ainda em

979 cm™ e 882 cm™, que caracterizam deformagdo de ligagdo C-H fora do plano.
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FIGURA 3.39 - Espectro na regiao do infravermelho de HS07 (KBr, em™)

O espectro de RMN de 'H (300MHz, CDCl3) (FIGURAS 3.40 a 3.42) forneceu sinais
entre 60,76 e 61,61 correspondentes aos hidrogénios metilicos e metilénicos. Além disso,
foram observados sinais em: 81,18 relativo a hidrogénios metilénicos de cadeia alifética;
00,79, a grupo metila terminal; 65,22-85,29, regido de hidrogénios olefinicos dos triterpenos
das classes ursano e oleano; 84,6 (d, J= 2,7 Hz) atribuido a hidrogénios da dupla exociclica

em C29 para triterpenos com esqueleto lupano; um duplo-dupleto em 64,49 (J=1,5 e 3,9 Hz)
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que sugeriu a presenca de um grupo hidroxila esterificado na posicdo C3 do esqueleto

triterpénico (ABREU et al., 2001; CHATURVEDULA et al., 2002).

/
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FIGURA 3.40 - Espectro de RMN de 'H de HS07 (300 MHz, CDCl5)

1.182

1.612

v T T T T T T T B i o e S
-0 1.8 1.6 1.4 T.2 1.0 0.8 0.6 ppm

FIGURA 3.41 - Espectro de RMN de "H de HSO07 - Expansao da regiao entre 60,6 e 62,4
(300 MHz, CDCl3)
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FIGURA 3.42 - Espectro de RMN de "H de HSO07 - Expansao da regiao entre 62,8 e 65,4
(300 MHz, CDCl3)

O espectro de RMN de "°C (75 MHz, CDCL) de HS07 (FIGURAS 3.43 a 3.45)
mostrou, na regido de carbonos olefinicos, sinais caracteristicos dos carbonos C12 e C13 de
esqueletos ursano (6139,7 e 6124,3) e oleano (6145,1 e 5121,6) e dos carbonos C20 e C29 de
esqueleto lupano (6150,9 e 6109,3). Também foi possivel observar a presenca de sinais de
carbonos carbonilicos de ésteres (6173,69 e 6173,28) e outros que evidenciaram a ocorréncia
de efeito de protecdo para o sinal do carbono C2 (84,6 e & 3,7) e de desprotecdo (81,3- 61,7)
para o carbono C3, cujos sinais aparecem em uma freqiiéncia mais alta (880,77; 880,31 e
080,59), quando comparados a compostos triterpénicos da classe dos ursanos, oleanos e
lupanos, tais como: o~ e B-amirina e lupeol (878,3; 879,0 e §78.9, respectivamente). Estes
dados foram indicativos de que estes compostos poderiam estar presentes na amostra na forma
de ésteres de acidos graxos na posi¢do C-3 (DAVID et al., 2003, MENDES et al., 1999;
MAHATO; KUNDU, 1994, BARREIROS et al., 2002).

23 24 Rl =MeeR2=H ursano
R1 =He R2 =Me oleano
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FIGURA 3.43 - Espectro de RMN de *C de HS07 (75 MHz, CDCls)
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FIGURA 3.44 - Espectro de RMN de B3C de HS07 - Expansao da regiao entre 658 e 6178
(75 MHz, CDCl3)



uicao ao estudo quimico e biologico de Hancornia speciosa 112

29700

1.921
—~25.167

.687

4.852
14.117

.034

\__37.820

\ \_27.960

\_27.426
T
740

\37.072
561
—18.200

———"17.986

48.275

- 48.001
—16.567
16.162

.373
0.328
—42.987
42.819
—38.362
4.203
0.932
15.964

19.276

40.842
9.988

=

| L - }1
st AR M M“ T

T T T T
Bl] 55 50 45 40 35 30 25 2 ppm

FIGURA 3.45 - Espectro de RMN de *C de HS07 - Expansio da regidio entre 510 e
360,0 (75 MHz, CDCl3)

A presenca de derivados de lupeol 3f-O-acilados foi corroborada pelos dados
espectrais no espectro de IV que mostrou sinais referentes a grupo carbonilico de grupo éster
em 1731 cm’l, bem como sinais de carbono carbonilico de grupo éster. Os sinais em 623,74;
080,59 e 816,56 correspondem, respectivamente, aos deslocamentos para os carbonos C2, C3
e C24, tipicos de derivados 33-O-acilados do lupeol (DAVID et al., 2003, MENDES et al.,
1999; MAHATO; KUNDU, 1994, BARREIROS et al., 2002).

O sinal em 034,85 corresponde ao grupo metilénico em posi¢cdo o a carbonila e os
deslocamentos entre 629,25 e 829,70 correspondem a grupos -(CH,),- de cadeia alifitica de
dcidos graxos. A andlise dos dados apresentados e comparacdo com a literatura, sugeriram
que HS07 apresenta em sua composicdo uma mistura de ésteres triterpénicos, principalmente
do tipo lupeol 35-O-acilados, semelhante a descrita na literatura (TOMOSAKA et al., 2001)
(TABELA 3.10).
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TABELA 3.10 - Deslocamentos quimicos de HS07 em RMN de *C (5, CDCls;, 75MHz)
em comparacio com os dados da literatura para lupeol e derivados

acilados (MAHATO; KUNDU, 1994'; TOMOSAKA et al., 20017

C HS07 (6) Acil-lupeol’ (3) Lupeol® (3) C HS07 (8) acil-lupeol' (5) Lupeol® (3)
1 3836 38,37 38.7 20 150,94 150,97 150.9
2 2374 23,74 27.4 21 29,7 29,82 29.8

3 80,59 80,60 78.9 22 39,98 39,99 40.0

4 3782 37,83 38.8 23 27,96 27,96 28.0

5 5537 55,37 55.3 24 16,96 16,96 15.4

6 182 18,19 183 25 16,16 16,16 16.1

7 3420 34,21 34.2 26 15,96 15,96 15.9

8 40,84 40,84 40.8 27 14,51 14,51 145

9 50,33 50,32 50.4 28 17,98 17,99 18.0
10 37,07 37,08 37.1 29 109,35 109,34 109.3
11 2093 20,94 20.9 30 19,27 19,28 19.3
12 2509 25,09 25.1 (0] 173,69 17371
13 38,03 38,04 38.0 COCH, 34,85 34,86

14 42,81 42,82 42.8 COCH,CH, 25,16 25,16

15 2742 27,42 27.4 CO(CH,),CH, 29,16 29,17

16 35,56 35,56 35.5 CO(CH,);CH,-a4  29,25-29,70  29,25-29,70

17 42,98 42,98 43.0 3 31,92 31,92

18 4827 48,28 48.2 2 22,68 22,69

19 48 48 47.9 ol 14,11 14,12

23 o4 Lupeol R=H
HSO7 R = COOCH,(CH,)nCH,
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b) HS08 e HS09

HSO08 (57,3 mg) e HS09 ((22,8 mg) foram obtidas a partir da purificagdo, por CC das
fracdes EHFIII e EHFV resultantes do fracionamento do extrato hexanico das folhas de H.
speciosa (FLUXOGRAMA 2.2). Apresentaram-se na forma de sélido de cor branca, solivel
em CHCl;

Os espectros na regido do infravermelho (KBr, cm™) para HS08 (FIGURA 3.46) e
HS09 (FIGURA 3.47) foram semelhantes e mostraram bandas de absorcdo em: 3487cm’
(HS08) e em 3459 cm’! (HS09), referente a estiramento de ligagdo O-H; 3071 cm’l, atribuida a
estiramento de ligagdo C-H de carbono sp*; 2963 cm™, 2918 cm™ e 2849 cm™ (HS08) e em
2918 cm™ e 2851 cm™ (HS09), referentes a estiramento de ligacdo C-H de grupos metilicos e
metilénicos; 1732 cm™ e 1700 cm'1 (HS08) e em 1730 cm™ e 1707 cm™ (HS09), referentes a
estiramento de ligagdo C=0 de éster; 1640 cm’! (HS08 ¢ HS09), referente a estiramento de
ligacio C=C de olefinas; 1466 e 1380 cm™ (HS08 ¢ HS09), pela deformacio angular de
ligagdo C-H; 1095 cm™, 1021 cm™ e 1262 cm™ (HS08) ¢ em 1261 cm™ e 1181 cm™ (HS09),
pelo estiramento de ligacio C-O de éster; 800 cm™ (HS08) ¢ em 883 cm™ (HS09),
deformacdo angular fora do plano de C-H olefinico; e 721 cm™ (HS09): deformacio angular

assimétrica no plano de carbonos metilénicos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).
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FIGURA 3.46 - Espectro na regido do infravermelho de HS09 (KBr, cm™)
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FIGURA 3.47 - Espectro na regiao do infravermelho de HS08 (KBr, em™)

Os espectros de RMN de "°C (75 MHz, CDCl3) de HS08 (FIGURAS 3.48 e 3.49) e
HS09 (FIGURAS 3.50 e 3.51), mostraram, na regido das olefinas, sinais caracteristicos de
dupla ligacdo em compostos com esqueleto lupano, que apresentam grupamento isoprenila
com deslocamentos quimicos especificos em 619,2; 6150,9 e 3109,3 para os carbonos C30,
C20 e C29, respectivamente (AGUIAR er al., 2005, ABREU et al., 2001;
CHATURVEDULA et al., 2004; BHATTACHARYA; BARROS, 1986; MEBE et al., 1998;
ALMEIDA et al., 2003;); e sinais caracteristicos de carbonila de éster (ABREU et al., 2001;
CHATURVEDULA et al., 2002), também foram observados em 6172, 3 (HS08) ¢ em
0172,85 (HS09)
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FIGURA 3.48 - Espectro de RMN de *C de HS08 (75 MHz, CDCls)
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FIGURA 3.49 - Espectro de RMN de 3C de HS08 - Expansao da regiao entre 566,0 e
6178,0 (75 MHz, CDCls)
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FIGURA 3.50 - Espectro de RMN de *C de HS09 (75 MHz, CDCl3)

172.856
68.185
55.355

109.365
—81.404

150.896

_
=

| | | e

0 -1 -1 7 L ey " T T P
17‘0 1%0 ‘ ‘ 100 90 80 70 60 ppm

4
4
{
H

-
@
=)
[N
a5
=3
i
w
=3
[
~
o
[
[N
=)

FIGURA 3.51 - Espectro de RMN de BC de HS09 (75 MHz, CDCIl;) — Expansao da
regiao entre 655,0 e 6173,0

Ainda, foram observados sinais correspondentes a carbonos sustentando grupos
hidroxila em 869,32 e 872,2 para HS08 (FIGURA 3.49) e em 868,18, para HS09 (FIGURA
3.51)

Considerando que os espectros de HSO8 e HSO9 apresentaram sinais que foram
atribuidos a carbonos oximetinicos de ésteres em C3, os sinais 068,18, 869,32 ¢ 9872,2
indicaram a presenca de hidroxilas adicionais no nicleo triterpénico.

Assim, a comparacdo com a literatura (MAHATO; KUNDU, 1994) levou a
proposicao de que HSO8 e HSO9 poderiam apresentar oxidag@o nos carbonos C23, C15, C11
ou Cl. A oxidagdo em qualquer dessas posicdes levaria a, pelo menos, altera¢des nos
deslocamentos quimicos dos carbonos vizinhos. Contudo, a andlise dos dados obtidos

mostrou que ndo houve mudancas significativas no deslocamento quimico dos carbonos do
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esqueleto triterpénico de HSO8 ¢ HSO9, quando comparados com o lupeol, levando a
conclusdo de que a oxidagdo ndo ocorreu no nucleo triterpénico.

A semelhanca dos dados espectrométricos de HSO8 e HSO9 com aqueles de
compostos anteriormente descritos (SOBRINHO er al., 2001), levou a conclusio que a
oxidacdo tenha ocorrido na cadeia alifitica do 4cido graxo esterificado com o nicleo
triterpénico em C3.

Os sinais observados no espectro de RMN de BC em 881,44 (HS09) e 681,6 (HS08)
sdo compativeis com hidroxila substituida na posicao 3-f da cadeia carbonica dos triterpenos.
A conformacdo desse grupo foi determinada por comparagdo com os valores registrados na
literatura para lupeol e seus derivados: o deslocamento quimico do sinal correspondente ao C3
varia de acordo com a estereoquimica do grupo hidroxila (ou derivado éster ou éter) presente,
ocorrendo em torno de 875,0 quando esse estd em configuracdo 3-a (SOUZA et al., 2001;
CARVALHO et al., 1998 ), e entre 878,9 e 879,05 quando em 3-B (JIANG er al., 1995;
MEBE et al., 1998; CHATURVEDULA et al., 2004 ).

Entretanto, os espectros de RMN de "*C de HS08 e HS09 mostraram que C3 sofreu
efeito de desblindagem e o sinal correspondente apresentou deslocamento quimico +32,5 para
HS09 e +52,7 para HS08, em relagdo a carbono portador de hidroxila livre na posi¢do 3-f3 de
outros triterpenos. Também foi observado um efeito de proteg¢do para o carbono C2 (823,73) e
C4 (637,77), de -83,69 e -01,02, respectivamente, em compara¢do com o lupeol (DAVID et
al., 2003, MENDES et al., 1999; MAHATO; KUNDU, 1994; BARREIROS et al., 2002).

Outra evidéncia de esterificacdo em posicdo 3-f em HS08 e em HS09 sio os
deslocamentos dos carbonos vizinhos. Os valores dos deslocamentos para C1 (638,3) e C5
(055,3) indicaram que o éster estd no mesmo plano e assim, interagindo com esses carbonos
deslocando-os para uma regido mais protegida.

Caso estivessem em configuracdes opostas, os carbonos ndo sofreriam efeito de
desblindagem pelo oxigénio e os sinais do deslocamento quimico ocorreriam em 334,0 para
Cl1 e em 849,5 para C5 (CARVALHO et al., 1998).

Os dados do espectro de RMN de 'H também contribuiram para determinagdo da
conformacédo de C-3. No lupeol, quando H-3 estd em configuracdo f3, o deslocamento ocorre
em torno de 63,40; quando em o, em 03,20 (SOUZA et al., 2001).

Nos espectros de RMN de 'H de HS08 (FIGURAS 3.53) e de HS09 (FIGURA 3.52),

pdde ser observada a auséncia do sinal referente ao deslocamento quimico nessa regifo; e a
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presenca de um multipleto em 064,53, que sugeriu que a hidroxila em C3 se encontrava

esterificada, corroborando com os dados do espectro de RMN de Be.
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FIGURA 3.52- Espectro de RMN de 'H de HS09 (300 MHz, CDCl5)
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FIGURA 3.53 - Espectro de RMN de 'H de HS08 (300 MHz, CDCl5)

Além desses, outros sinais importantes foram observados em: 61,25 (hidrogénios
metilénicos de cadeia alifatica); 61,68 (hidrogénios de grupo metila em C30) e multipleto
entre 62,57 - 62,37 (hidrogénios em C19 e C2’) (JIANG et al., 1995; JUNGES et al., 1999;
SOBRINHO et al 1991). Os sinais em 64,56 ¢ 64,68 referem-se aos dois hidrogé€nios da

ligac@o dupla vinilidénica em 29a e 29p.
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Estes sinais, somados ao deslocamento quimico em 81,68 s@o caracteristicos de
hidrogé€nios pertencentes a um grupamento isopropenila, sugerindo que HS08 ¢ HS09 se
tratam de triterpenos pentaciclicos do tipo lupeno (JIANG et al., 1995; CARVALHO et al.,
1998; AGUIAR et al., 2005). Também foi observada uma variedade de sinais entre 60,76 e
02,6 correspondentes a hidrogénios metilicos e metilénicos. As hidroxilas adicionais estdo
representadas pelos deslocamentos quimicos em 63,98 (s; H3’) e 63,86 (s; HS’) para HS09, e
entre 64,32- 6 4,22 (m; H3’) para HS08 (SOBRINHO ef al 1991).

Esses dados aliados a presenga de sinal correspondente ao deslocamento quimico de
carbono de carbonila de éster em e a presenca de sinais intensos na regido entre 629,35 e
829,68 no espectro de RMN de °C e em 81,25 no espectro de RMN de 'H, sugeriram que C3
encontrava-se esterificado com compostos alifaticos de cadeia longa (DAVID et al., 2003,
TORIUMI et al, 2003; BARREIROS et al., 2002; MENDES et al., 1999; MAHATO;
KUNDU, 1994).

Dessa forma foi feita uma busca na literatura por dados espectrométricos de
triterpenos com essas caracteristicas, que apresentassem deslocamentos quimicos para
carbonos olefinicos semelhantes com aqueles apresentados para HS08 e HS09. Esses dados

estdo apresentados na TABELA 3.11.

23 o4 Lupeol R=H
HSO8/HSO9 R = COOCH,(CH,)nCH,
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TABELA 3.11 - Deslocamentos quimicos de HS08 e HS09 em RMN de B¢ (8, CDCl;,
75MHz) em comparaciao com os dados da literatura para lupeol e seus

derivados acilados ('SOBRINHO et al., 1991; 2SOUZA et al., 2001)

C HS09 ®  Acil-lupeol ' ® HS08® Acil-lupeol ' ®  Lupeol’ ® Epilupeol® ©®
1 38,32 38,37 38,31 38,26 38,7 32,5
2 23,73 23,74 23,71 23,65 27.4 25,3
3 81,40 81,33 81,62 81,40 78,9 76,4
4 37,77 37,78 37,81 37,70 38,8 37,6
5 55,35 55,36 55,34 55,26 55,3 48,2
6 18,18 18,21 18,16 18,12 18,3 18,4
7 34,16 34,20 34,15 34,12 34,2 34,4
8 40,81 40,82 40,81 40,74 40,8 41,1
9 50,30 50,33 50,29 50,23 50,4 50,5
10 37,77 37,69 37,81 36,97 37.1 37,3
11 20,92 20,97 20,92 20,88 20,9 21,2
12 25,05 25,09 25,05 24,99 25,1 25,3
13 38,01 38,04 37,99 37,95 38,0 38,0
14 42 .81 42,81 42,80 42,73 428 43,0
15 27,40 27,43 27,40 27,36 27.4 27,6
16 35,54 35,57 35,53 35,48 35,5 35,8
17 4281 42,86 42,80 42,88 43,0 43,2
18 48,25 48,23 48,24 48,19 482 482
19 47,97 47,97 47,97 47,89 47,9 48,2
20 150,89 150,71 150,92 150,63 150,9 151,2
21 29,68 29,80 29,68 29,63 29,8 29,9
22 39,97 39,99 39,96 39,91 40,0 40,2
23 28,00 28,00 27,99 27,91 28.0 28.2
24 15,94 15,97 15,94 15,89 15,4 22.4
25 16,13 16,15 16,13 16,06 16,1 16,4
26 16,57 16,58 16,56 16,51 15,9 16,2
27 14,49 14,52 14,49 14,43 14,5 14,7
28 17,97 18,00 17,97 17,91 18,0 18,2
29 109,36 109,42 109,35 109,33 109,3 109,6
30 19,27 19,31 19,26 19,22 19,3 19,5
Cco 172,85 172,73 172,37 172,07 - -
COCH,CH, 68,18 68,18 69,32 69,10 - -
CO(CH,);CH, 41,60 25,31 72,25 72,05 - -
CO(CH,);CH,-c¥ 29,7 29,7 29,6 29,6 - -

ol 68,18 14,05 14,1 14,05 - -
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3.2 - IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS PRESENTES NO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DE Hancornia speciosa

3.2.1 - Estudo farmacognéstico do extrato etanélico bruto (EEB) e suas fracoes

O EEB e as fragdes obtidas por parti¢do trifdsica (FLUXOGRAMA 2.5), foram
analisados quanto a presenca de terpenos, compostos nitrogenados, polifendis (especialmente
flavonéides), cumarinas, saponinas e dcidos de cadeia longa utilizando R1, R2, R3, R4, RS e

R6 respectivamente, como reveladores. Os resultados sdo apresentados na TABELA 3.12.

TABELA 3.12 - Estudo farmacognéstico preliminar do extrato etandlico e fracoes de
folhas de Hancornia speciosa

Reagentes EEB EEMC EEAq EEH
Sol. Ac. Anisoaldeido(R1) + + + +
Reag. Dragendorf(R2) - - - -
Reag. NP-PEG(R3) + + + +
Reag. Kumarovisk(R5) + + + -
Radiacdao UV(RG6) + + + +

3.2.2 — Compostos Fenolicos - Mistura de Rutina e Acido Clorogénico

HS11 (51,8 mg) apresentou-se como um sdlido amarelo pastoso, obtido a partir da
fracdo metandlica EHFVI do extrato hexanico e da fracdo aquosa (EEAq) do extrato etandlico
bruto das folhas de H. speciosa, conforme descrito na Parte Experimental (p. 69; 70 e 73).

A andlise da CCD (FM9, R3), mostrou que HS11 constituia-se de uma mistura, pois
quando observada sob luz ultravioleta (365 nm), apresentou duas manchas: uma emitiu
fluorescéncia alaranjada, e a segunda, correspondente a um composto pouco polar, com
fluorescéncia verde-azulada.

O espectro no infravermelho (FIGURA 3.54) apresentou banda larga de absor¢do em
3350 cm™, atribuida a estiramento de ligagio O-H, sugerindo a presenca de grupo hidroxila
livre confirmada pelas absor¢des em 1215 cm™, 1073 cm™” e 1028 cm™, correspondentes a
estiramento de ligacdo C-O (SILVERSTEIN; WEBSTER 2000). A presenca de carbonila

conjugada com ligacdo dupla foi evidenciada por bandas de absorcdo em 1644 cm™ e 1605
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cm™, enquanto a natureza aromdtica do composto foi constatada pela presenca de bandas de
absor¢do em 1513 cm™, 1445 cm™ e 1377 cm™, correspondentes s deformacdes axiais de
ligacdes C=C do anel aromatico (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). As absor¢des em 2926
cm™” e 2853cm™ indicaram a presenga de estiramento de ligagdo C-H de grupos metilicos e

metilénicos.
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FIGURA 3.54 - Espectro na regiao do infravermelho de HS11 (KBr, em™)

O espectro de RMN de 'H (FIGURAS 3.55 a 3.58) exibiu sinais referentes aos
hidrogé€nios aromaticos, dentre eles um par de dupletos em 86,42 e 66,22 (J = 2,0 Hz)
referentes a hidrogé€nios meta-acoplados, caracteristicos de H-6 e H-8; e sinais em 87,67 (d, J
=2,1 Hz), 67,62 (J=8,3¢ 2,1 Hz) e 66,89 (J = 8,4 Hz), referentes a hidrogénios do anel B de
flavondides, atribuidos a H-2°, H-6’ e H-5’, respectivamente (DE DEUS FONSECA et al.,
2007). A comparagdo desses dados com espectros de flavondis ja descritos na literatura
(SILVA et al., 2005; ZHANG; FENG;WANG, 2005; DE DEUS FONSECA et al., 2007),
associada aos dados dos espectros na regido do IV e a fluorescéncia alaranjada da mancha
apos revelacdo com NP/PEG/UV, permitiu confirmar que a estrutura de HS11 apresenta um

esqueleto do tipo flavonol.
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nucleo fundamental do tipo flavonol

A proposta de esqueleto do tipo flavonol para HS11 foi corroborada pela auséncia, no
espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.55), de um simpleto com absorcdo entre 56,39 e 86,94,
caracteristico do hidrogénio H3 de 5,7-diidroxiflavonas (SILVA et al., 2005).

A presenca de sinais na regido entre 065,20 e 62,90 permitiu inferir a presenca de
unidades de acticar na molécula, corroborada pelos sinais em 65,1 (d, J = 7,2 Hz) e em 84,52
(s), atribuidos a hidrogénios anoméricos; o sinal em 81,13 (d, J = 3,6 Hz) foi atribuido a grupo
metila de uma unidade de ramnose.

Além disso, um sinal em 83,45 foi atribuido a H de grupo metoxila. Para comprovar
que essa metoxila ndo correspondia ao sinal proveniente do MeODy, foi obtido o espectro de
de RMN de 'H desse solvente no qual ndo foi constatada a presenga desse sinal.

A andlise do espectro de RMN de "H de HS11 (FIGURAS 3.55 a 3.57) mostrou ainda
sinais em 07,56 (d; J = 16 Hz), 67,05 (d; J = 1,8 Hz), 66,95 (dd; J = 2,1 e 8,4 Hz), 66,78 (d; J
=17,8 Hz), 86,28 (d; J = 15,9 Hz), 64,18 (m; H5) e 83,01 (dd; J = 2,7 € 9,9 Hz).
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FIGURA 3.55 - Espectro de RMN de 'H de HS11 (300 MHz, MeODy,)
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FIGURA 3.56 - Espectro de RMN de 'H de HS11 - Expansao da regiao entre 67,67 e
66,21 (300 MHz, MeODy,)
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FIGURA 3.57 - Espectro de RMN de 'H de HS11 - Expansao da regiao entre 65,12 e
63,51 (300 MHz, MeODy)
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FIGURA 3.58 - Espectro de RMN de 'H de HS11 - Expansao da regiao entre 63,4 e
61,11 (300 MHz, MeODy)

O espectro de RMN de "°C de HS11 (FIGURAS 3.59 a 3.63) revelou, na regido acima
de 894,0, um total de 17 sinais majoritarios, dos quais dez foram atribuidos aos carbonos nao
hidrogenados do ntcleo flavonol onde os deslocamentos em 6135,5; 6158,4 e 6179,3
correspondem aos carbonos C3, C2 e C4, respectivamente.

A andlise do espectro de RMN de BC-APT de HS11 (FIGURA 3.64) mostrou sinais
referentes a dois carbonos metilénicos, um dos quais, em $69,6, atribuido ao carbono C6” de
glicose. Foram observados também, sete sinais correspondentes a carbonos metinicos dos
quais dois, em 06102,3 e em 06105,5, (FIGURA 3.61) foram atribuidos aos carbonos
anoméricos C1” e C1°” (ramnose e glicose, respectivamente) e os demais aos carbonos
monohidrogenados do nicleo flavonol.

Esse subespectro revelou ainda a presenca de dois carbonos metilicos, um dos quais,
em 017,8 foi atribuido ao grupo metila da ramnose e outro, em 857,6, foi atribuido a uma

metoxila que poderia estar em C4’, C3’, C5 ou C7.
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FIGURA 3.59 - Espectro de RMN de *C de HS11 (75 MHz, MeOD,)
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FIGURA 3.60 - Espectro de RMN de C de HS11 - Expanséo da regiio entre 5127,70 e
6179,34 (75 MHz, MeODy)
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FIGURA 3.61 - Espectro de RMN de C de HS11 - Expansio da regifio entre 582,99 e
6123,51 (75 MHz, MeODy)
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FIGURA 3.62 - Espectro de RMN de B3C de HS11 - Expansao da regiao entre 657,64 e
078,06 (75 MHz, MeODy)
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FIGURA 3.63 - Espectro de RMN de 3C de HS11 - Expansao da regiao entre 515 e 650,0
(75 MHz, MeODy)
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FIGURA 3.64 - Espectro de RMN de *C de HS11 (APT, 75 MHz, MeOD,)
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Os espectros de RMN bidimensionais foram fundamentais na definicdo dos
deslocamentos quimicos de alguns carbonos do flavonol. A andlise do espectro de HMBC de
HS11 (FIGURA 3.65,) possibilitou a atribuicdo do sinal de C3’ em 6145,7, tendo em vista as
correlacdes observadas para esse carbono com o hidrogénio H2’(d, 2J; 67,67; 2,1 H,) e com o
hidrogénio H5’(d; 3J; 86,89; 8,4 Hz). Esse espectro mostrou ainda acoplamento para o
carbono C4’, em $149,7, com o hidrogénio H2’(d, 3J; 67,67; 2,1 H,).

A andlise do espectro de RMN de Bc (Experimento HMQC, FIGURA 3.66) mostrou
a existéncia de correlac@o entre os sinais atribuidos a H2’ e HS’ e os sinais em 17,6 e 6116,0,
previamente atribuidos aos carbonos C2’ e C5’, respectivamente.

Os carbonos C5°(5116,0) e C6°(6123,5) foram identificados pela correlacio em
espectro de HMCQ (FIGURA 3.66) com os sinais em 67,62 (dd; 2,1 e 1,8 Hz) e 66,89 (d; 8,4
Hz) atribuidos a H6’ e HS’, respectivamente. O deslocamento quimico do sinal referente ao
carbono C6’ foi confirmado pela correlacio com o sinal referente a HS’, observada no

espectro HMBC expandido (FIGURA 3.65).

ﬁ |
j‘.
ool o

"

1
o

L

Jeoshordh

[T R N T B A S L T B N S e e e T (s s o

F2 (ppm)

FIGURA 3.65 - Mapa de Contornos HMBC de HS11 (75 MHz, MeODy)
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Os sinais em 66,41 (d; 2,1 Hz) e 86,22 (d; 2,1 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios
aromdticos meta acoplados H6 e HS, respectivamente. Os sinais atribuidos a H6 e H8
mostraram, no espectro de HMQC (FIGURA 3.66), correlagdio com os carbonos cujos
deslocamentos quimicos foram 694,8 e §99,9, atribuidos, respectivamente, a C6 e C8. No
espectro de HMBC (FIGURA 3.65), o hidrogénio H6 mostrou correlacdo com os carbonos
ndo hidrogenados C9 e C10 para os quais se atribuiu deslocamentos de 3159,3 e 5104,6,
respectivamente. Também foi observada correlagdo entre o sinal atribuido ao carbono C10

com o sinal atribuido ao hidrogénio H8.
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FIGURA 3.66 - Mapa de Contornos HMQC de HS11 (75 MHz, MeODy)

Os deslocamentos atribuidos aos carbonos anoméricos da ramnose - C1” (6102,3) - e
da glicose - C1”” (86105,5) - e ao carbono metilico C6™ (617,9) da ramnose, foram
identificados no espectro de HMCQ pela correlacdo com os sinais 64,52; 65,11(d; 7,2 Hz) e
01,13(d; 6 Hz) atribuidos aos hidrogénios H1”, HI””” e H6”’, respectivamente. Os principais
deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de "°C de HS11 com as correlagdes entre seus

carbonos foram apresentadas na TABELA 3.13.
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TABELA 3.13 - Deslocamentos quimicos observados para HS11 e as correlacoes

mostradas pelo experimento HMBC (8, CD;OD, 75 MHz)

C HIDROGENIO CARBONO HMBC
1) m J(Hz) o Tipo
2 - - - 158,4 C
3 - - - 135,5 C
4 - - - 179,3 C
5 - - - 162,9 C
6 6,41 d 2,1 94,8 CH C10,C9
7 - - - 165,9 C
8 6,22 d 2,1 99,9 CH C10
9 - - - 159,3 C
10 - - - 104.,6 C
I - - - 123,0 C
2’ 7,67 d 2,1 117,6 CH c4.C3
3 - - - 145,7 C
4 - - - 149,7 C
5 6,89 d 8.4 116,0 CH Cc6’,C3
6’ 7,62 dd 2,1e84 123,5 CH
17 4,52 sl - 102,3 CH
2” - - - 72,17 CH
3” - - - 77,1 CH
47 - - - 71,3 CH
5” - - - 74,0 CH
6” - - - 69,6 CH,
1 5,11 d 7.2 105,5 CH
2’7 - - - 72,17 CH
3 - - - 78,01 CH
4’ - - - 75,64 CH
5 - - - 68,49 CH
6 1,13 d 6,0 17,9 CH;

A andlise dos dados espectrais, bem como as comparacdes com dados da literatura
(MALCHER et al., 2007) permitiram identificar o glicosideo de flavonol presente em HS11

Ccomo a rutina.

A suspeita da presenca de um derivado de acido cafeico pdde ser inferida, além do
aparecimento da fluorescéncia verde azulada caracteristica (Rf 0,8) no cromatograma obtido,
em funcdo do aparecimento de sinais adicionais aqueles atribuidos ao flavonol, tanto no
espectro de RMN de 'H quanto no de RMN de °C. Além disso, o deslocamento observado
em 0168,9 (FIGURA 3.60), de acordo com dados da literatura (NAKATANI et al., 2000) é
caracteristico do carbono carbonilico C9’ de compostos dessa natureza.

Para confirmar se HS11 constituia-se de uma mistura de rutina e derivado de 4cido
cafeico, foram obtidos os espectros de RMN de 'H e de °C de amostras genuinas de 4cido

clorogénico - CAS 327-97-9 (SIGMA): e dos flavonéides rutina (amostra gentilmente cedida
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pelo grupo do Prof. Dr. Délio Soares Raslan “UFMG) e quercetina (amostra gentilmente
cedida pelo professor Dr. Lauro E. S. Barata do Laboratdrio de Produtos Naturais do Instituto
de Quimica da Unicamp).

A comparacdo entre os deslocamentos quimicos de HS11 com os deslocamentos

quimicos de rutina e dcido clorogénico estd apresentada na TABELA 3.14.

TABELA 3.14 - Deslocamentos quimicos de HS11 em RMN de B¢ (3, CD3;0D, 75MHz)

em comparacao com os padrdes rutina e acido clorogénico

C HS11 (6) Rutina () C HS11(6) Ratina (d) C HS11(38) Ac. clorogénico (8)
2 158.4 158.4 17 102,3 102,3 1 76,3 76,1
3 135,5 135,6 27 72,2 72,2 2 37,7 38,1
4 179,3 179,2 3” 77,1 77,1 3 73,4 73,4
5 162,9 162,8 4 71,3 71,3 4 71,7 71,8
6 94,8 94,8 5” 74,0 73,9 5 71,3 71,2
7 165,9 165,9 6” 69,6 69,6 6 38,7 38,7
8 99,9 99,9 | R 105,5 105,5 7 * 174,9
9 159,3 159,3 2’7 72,2 72,2 1’ 127,7 127,77
10 104,6 104,7 3 78,0 78,1 2’ 115,1 115,1
1’ 123,0 123,0 4 75,6 75,6 3’ 146,9 147,0
2 117,6 117,6 5 68,5 68,5 4 149,5 149,4
3 145,7 145,7 6 17,9 17,9 5’ 116,4 116,4
4 149,7 149,7 - - - 6’ 123,0 123,0
5 116,0 116,0 - - - 7 146,7 146,6
6’ 123,5 123,6 - - - 8 115,1 115,1
9’ 168,9 168,5

* Deslocamento ndo observado

A presenca do dcido clorogénico foi confirmada, na amostra, pelas analises em CCD e

de RMN de 'H e de “C. Entretanto, ndo foi evidenciada sua ligacdo na estrutura do

flavonoide.
(0]
HOOC
(@) OH

OH

HO HO

R = H (quercetina)
acido clorogénico R =ram-glu (rutina)
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3.3 — ENSAIOS BIOLOGICOS

0s extratos hexanico (EHB) e etandlico (EEB) das folhas de Hancornia speciosa foram
submetidos a avaliagdo com o objetivo de monitorar possiveis atividades bioldgicas. Os

resultados sdo apresentados a seguir.

3.3.1 — Atividade citotoxica

3.3.1.1 - Modelo de toxicidade a larvas de Artemia salina (MEYER et al., 1982).

O bioensaio envolvendo Artemia salina consiste em avaliar os efeitos da exposi¢do
deste microcrusticeo a um determinado composto. O custo da implantagdo e manutengdo da
cultura de A. salina é muito baixo, o que faz deste, um excelente modelo experimental,
utilizado nas mais diversas dreas da Biologia para avaliacdo preliminar de toxicidade de metais
pesados, extratos de plantas além de outras substincias quimicas (CARBALLO, 2002;
MOLINAS-SALINAS, 2006). Existe ainda uma correlacdo do ensaio com larvas de A. salina
com a toxicidade a algumas linhagens de células tumorais, tais como KB, P-388 ¢ L-1210 (DE
ROSA et al., 1994).

A andlise ¢é feita mediante o célculo da Concentracido Letal Média (CLsp) tornando
possivel determinar e avaliar a atividade bioldgica (toxicidade) de um certo composto ou
mistura (DOLABELA, 1997).

O efeito toxico dos extratos brutos: hexanico (EHB) e suas fracdes (FIEH; FIIEH;
FIIIEH; FIVEH; FVEH e FVIEH) e etandlico (EEB) e suas fracdes (EEMC; EEH e EEAq) foi
avaliado pelo método de Meyer e cols. (1982). De acordo com esse método, os extratos brutos
podem ser considerados téxicos quando apresentarem DLsp< 1 mg/mL. Com base nessa
classificagdo foi observado que todos os extratos avaliados apresentaram DLsy > 1 mg/mL,
sendo considerados de baixa toxicidade as larvas de A. salina. Os resultados apresentados para
Hancornia speciosa sugerem que os extratos poderdo ser utilizados para a realizacdo de

ensaios posteriores.

3.3.1.2- Avaliacao da Atividade Alelopatica

Espécies vegetais competem naturalmente entre si por fatores como luz, dgua e

nutrientes. Esse processo estimula o desenvolvimento de mecanismos biolégicos que
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favorecam a sobrevivéncia de algumas plantas em detrimento de outras. Esse mecanismo de
defesa ¢é atribuido a substancias originadas a partir do metabolismo secunddrio que, além de
desempenharem fungdes fisioldgicas, interferem com o metabolismo de outras espécies,
causando impacto no ambiente adjacente (FERREIRA, AQUILA, 2000).

A alelopatia pode ser definida como qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou
benéfico que uma planta (ou microorganismo) exerce sobre outra, pela produgdo de compostos
quimicos liberados no ambiente (RICE, 1984). Esses compostos, chamados de fitotoxinas ou
aleloquimicos, agem inibindo algumas fases do metabolismo vegetal como a germinagdo e o
desenvolvimento de outras plantas relativamente proximas (SOARES, 2000).

O efeito desses aleloquimicos sobre as plantas ainda ndo € bem conhecido mas
acredita-se que eles sejam uma sinalizacdo secundédria de mudangas ocorridas no nivel
molecular e celular. Essas mudangas incluem alteracdes no balan¢o hormonal assim como na
permeabilidade das membranas, prejudicando a absor¢do de 4dgua e nutrientes (RIZVI &
RIZVI, 1992). Essa interagdo bioquimica tem sido amplamente estudada nos tltimos anos,
devido a sua importancia em diversos ecossistemas.

Um dos aspectos mais explorados da alelopatia € o seu papel na agricultura.
Atualmente, a busca por herbicidas naturais ganhou grande impulso e o potencial alelopatico
de vérias plantas é avaliado como método de controle alternativo, em substituicio ao uso
intensivo de herbicidas sintéticos, que acarretam problemas ambientais e de saide (PINTO et
al.,2002; RIZVI & RIZVI, 1992).

Virios sdo os modelos utilizados para avaliar a atividade alelopatica. Os modelos
experimentais envolvendo a germinacdo sdo considerados os mais simples e ficeis de serem
quantificados. O ensaio pode ser realizado em laboratério, a temperatura ambiente; entretanto
¢ mais comum o uso de temperatura entre 22 e 28 °C. A observacdo deve ser didria ou em
intervalos menores e as sementes germinadas devem ser retiradas das placas para que ndo haja
duplicidade na contagem da mesma semente (FERREIRA; BORGHETTI, 2004)

Para avaliacdo preliminar da fitotoxicidade a espécie modelo deve apresentar rapido
crescimento e possibilitar a visualizagdo de fatores que reflitam o efeito das substincias
testadas sobre o crescimento e/ou germinacdo das sementes (FERREIRA; BORGHETTI,
2004). Por isso a escolha da espécie-alvo (Lactuca sativa) baseou-se nos fatores: sensibilidade
aos aleloquimicos, curto periodo requerido para a germinagdo (24 a 48 horas), potencial de
germinagdo a temperatura ambiente do laboratério e facilidade no acesso.

A germinacdo se caracteriza pela retomada do crescimento do embrido, com o

subsegiiente rompimento do tegumento, seguido pelo curvamento geotrépico da radicula. E um
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fendmeno discreto que se da individualmente para cada semente de forma positiva ou negativa
(FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Dessa forma, foi avaliada a acdo dos extratos brutos,
hexanico (EHBH) e etandlico (EEBH), das folhas de H. speciosa sobre a germinacido de
sementes de alface (Lactuca sativa) e sobre o desenvolvimento do hipocétilo e epicétilo de
sementes pré-germinadas.

A germinacdo (%) foi avaliada frente aos extratos brutos, hexanico (EHB) e etandlico
(EEH), das folhas de H. speciosa, nas concentracdes de 1000, 2000 e 4000 ppm. O extrato
hexénico bruto (EHB) ndo afetou de forma significativa a germinacdo das sementes de L.
sativa, sendo observada inibicdo de 32,3% e 29% somente nas maiores concentragdes
(FIGURA 3.67). No entanto, foi observada reducio dose-dependente no indice de velocidade
de germinacdo (IVG) (FIGURA 3.67) que segundo Ferreira & Borghetti (2004), pode ser
influenciado por efeito alelopdtico sem alterar a germinagao.

O extrato etandlico bruto (EEB) apresentou efeitos inibitdrios significativos sobre a
germinagdo nas trés concentragdes avaliadas, quando comparados aos controles. As doses
2000 ppm e 4000 ppm foram as mais ativas (68,1 e 65,2%), ndo apresentando diferenca
significativa entre elas (FIGURA 3.68). Como pode ser observado, o extrato etandlico
provocou reducdo do IVG em todas as doses testadas.

Na andlise de crescimento das plantulas de sementes pré-germinadas de L. sativa, os
extratos foram testados nas mesmas concentragdes usadas no teste de germinagao (1000 ppm,
2000 ppm e 4000 ppm). O crescimento da parte aérea (epicdtilo) ndo foi afetado pelo EEB;
entretanto, o desenvolvimento das raizes foi inibido nas concentracdes de 2000 e 4000 ppm
nao havendo diferenca estatistica entre elas (FIGURA 3.68).

O EHB mostrou atividade significativa inibindo o crescimento da parte aérea, nas
concentragdes de 1000 ppm e 4000 ppm; foi observada uma reducdo da atividade inibitéria de
acordo com o aumento da dose, ndo havendo uma diferenca significativa entre as respostas das
concentragdes mais altas (2000 e 4000 ppm). Quanto 2 inibicdo do crescimento das raizes,
EHB foi ativo apenas na maior concentraciao avaliada (4000 ppm), como pode ser observado
na FIGURA 3.68.

A aclo dos extratos sobre o crescimento das partes aéreas (epicotilo) e das radiculas
(hipocétilo) pode ser justificada pela composicdo micromolecular dos mesmos. O extrato
hexénico (EHB) das folhas de H. speciosa € rico em acidos graxos e derivados, e triterpenos e
derivados, principalmente de esqueletos lupano, oleano e ursano. Esses compostos podem ser
encontrados em resinas, ceras e latex, e atuam como reguladores de crescimento, fitoalexinas e

repelentes para insetos herbivoros (RICE, 1984). De fato, a atividade alelopatica de o— e [3-
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amirina, bem como de seus derivados, € bem documentada na literatura (MACfAS—

RUBALCAVA et al., 2007; GERSHENZON, 1994; ANAYA et al., 2003).
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FIGURA 3.67: Germinacido (a) e Indice de velocidade de germinacao (IVG) (b) de
sementes de Lactuca sativa. sob o efeito de diferentes concentracées dos extratos
brutos hexanico (EHB) e etandlico (EEB) das folhas de Hancornia speciosa. Foi
considerado estatisticamente diferente quando p<0,05 (*). O ponto zero corresponde

ao grupo controle
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FIGURA 3.68: Tamanho médio do epicétilo e do hipocétilo de plantulas de Lactuca sativa
apos sete dias de incubacio em solucbes aquosas de diferentes
concentracoes dos extratos etanédlico (EEB) (a) e hexanico (EHB) (b) das
folhas de Hancornia speciosa. Foi considerado estatisticamente diferente
quando p<0,05 (*). O ponto zero, no eixo das concentracoes, corresponde

ao grupo controle.
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E descrito que compostos fendlicos possuem funcdes pigmentantes, atrativas ou
repelentes de herbivoros, e protetora contra radiacdo UV, além de apresentarem efeitos
alelopaticos, sendo capazes de inibir o crescimento de plantas e fungos (RICE, 1984). Do
extrato etandlico do vegetal em estudo foram isolados os compostos fendlicos rutina e acido
clorogénico com potencial alelopatico ja descrito na literatura (CHUNG, et al., 2002; LODHI,
1979; KANCHAN; JAYACHANDRA, 1980; CORREA; SOARES; FETT-NETO, 2008)
sugerindo que tais compostos podem ser, a0 menos em partem responsdveis por causar tal
inibi¢do observada.

Além da inibicdo da germinacdo e do crescimento das sementes de L. sativa, foram
observadas alteragdes morfoldgicas nas plantulas tratadas com os extratos sendo possivel
verificar a ocorréncia de necrose das radiculas e o desenvolvimento de raizes laterais. De
acordo com FERREIRA e AQUILILA (2000), o crescimento da plantula é a fase do
desenvolvimento vegetal mais sensivel a acdo dos aleloquimicos, que podem induzir o
aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais
comuns. Quanto ao desenvolvimento de de raizes laterais pode estar relacionado aos distirbios
no balanco hormonal das plantulas (DAYAN et al., 2000), sugerindo que os extratos testados
podem ter causado tais alteracdes morfoldgicas.

Os resultados obtidos mostraram que os extratos das folhas de Hancornia speciosa
possuiram a capacidade de inibir tanto o processo germinativo quanto o desenvolvimento das
partes aéreas de sementes pré-germinadas de (L. sativa). Entretanto faz-se necessirio a
realizacdo de ensaios complementares que verifiquem a acfo desses extratos sobre outras

espécies alvo a fim de melhor avaliar o potencial herbicida dos mesmos.

3.3.2 — Atividade Antifiingica (SMANIA et al., 1995).

Os extratos brutos hexanico (EHB) (100 mg/mL) e etandlico (EEB) (100 mg/mL) de H.
speciosa ndo inibiram o crescimento dos microrganismos testados, pois ndo houve formacdo
de halo de inibicdo para as concentra¢des avaliadas. Os controles positivos anfotericina B e
nistatina mostraram-se eficazes na inibi¢do do crescimento dos microorganismos testados
apresentando halo de inibicdo, que variou de 9 a 25 mm para a nistatina e de 9 al5 mm, para a
anfotericina B. Os solventes hexano, metanol, etanol e d4gua foram utilizados como controles
negativos e ndo inibiram o crescimento dos microorganismos testados.

Apesar dos extratos brutos das folhas de H. speciosa ndo terem apresentado atividade

na inibicdo de fungos, existem estudos com os extratos polares das cascas deste vegetal que
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mostraram ser esses ativos contra Helicobacter pilori e Staphylococcus aureus (MORAES et
al., 2008). Dessa forma a realizagdo de ensaios complementares que avaliem a agdo dos
extratos brutos das folhas desse vegetal em bactérias é necessaria para melhor caracterizar a

acdo antimicrobiana da espécie pesquisada.

3.3.3 — Atividade Antioxidante

Espécies reativas derivadas do metabolismo do oxigénio (ERMOs) estdo presentes em
todos os sistemas bioldgicos. Em condicdes fisioldgicas do metabolismo celular aerébio, o O,
sofre reducgdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formagdo de dgua.
Durante esse processo sdo formados intermedidrios altamente reativos, como os radicais
superéxido (O,e-), hidroperoxila (HO,") e hidroxila (OH"), e o peréxido de hidrogénio (H,O,)
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997)

Os ERMOs reagem com as cadeias de dcidos graxos poliinsaturados de fosfolipidios e
do colesterol, sendo as membranas celulares um dos locais mais atingidos por esses
compostos. O ataque as membranas celulares provoca alteracdes na estrutura e permeabilidade
das mesmas, com conseqiiente perda de seletividade na troca idnica e na liberagdo do contetido
de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos
(como o malonaldeido), culminando com a morte celular. A lipoperoxidagdo também pode
estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbagdo da toxicidade
de xenobidticos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SOUZA et al., 2007)

De maneira simples, o termo radical livre refere-se a 4&tomo ou molécula altamente
reativo, que contém niimero impar de elétrons em sua tltima camada eletronica. E este ndo
emparelhamento de elétrons da dltima camada que confere alta reatividade a esses dtomos ou
moléculas. O mecanismo de defesa celular contra a produgdo desses radicais é feito no
organismo por meio de compostos antioxidantes, endégenos ou provenientes da alimentacio,
capazes de estabilizd-los ou desativd-los antes que ataquem seus alvos bioldgicos. Estudos
relacionam a acdo das vitaminas E e C e de carotendides provenientes da dieta alimentar, com
a prevencdo de doengas ocasionadas pelo stress oxidativo. Assim o interesse por compostos
que apresentem esse tipo de atividade tem aumentado, quadruplicando o nimero de estudos na
dltima década (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HUANG et al., 2005).

Compostos antioxidantes sdo aqueles que possuem a capacidade de retardar ou inibir a
oxidagdo de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das reacdes em

cadeia de oxidacdo. Nao existe um grupo ou um composto quimico especifico que confine em
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si a capacidade antioxidante. Da mesma forma, a definicio acima ndo se refere a um
mecanismo de acdo particular.

Tais compostos podem ser de origem enddgena ou exdgena. Como exemplos de
antioxidantes intracelulares podem ser citadas moléculas de baixo peso molecular capazes de
seqiiestrar espécies oxidantes, ligantes de ions Fe, enzimas que degradam superdxidos e
hidroperéxidos, evitando assim a formacédo de espécies radicalares ou inibindo sua rea¢do com
as estruturas bioldgicas, e outros compostos que atuam afetando a transducdo do sinal e a
expressao génica (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).

Seqiiestradores hidrofilicos, por exemplo, ascorbatos sdo encontrados no citosol, na
mitocOndria e no nicleo. Seqiiestradores hidrofébicos, por sua vez, sio encontrados em
lipoproteinas e membranas. Eles atuam interrompendo a propagacdo da peroxidagdo lipidica
pela destruicdo dos radicais peroxila ROO®, ou bloqueando a formacdo de hidroperéxidos a

partir de oxigé€nio simpleto 102 (CHAUDIERE; FERRARI-ILIOU, 1999).

Os antioxidantes de origem exdgena, por sua vez, podem ser substincias
seqiiestradoras de radicais livres, cooxidantes, redutoras ou retardadoras da oxidagdo e sua
acdo pode estar relacionada a protecdo de substratos especificos contra o processo oxidativo,
ou a formacao de produtos de oxidacao (HALLIWELL, 1995).

Geralmente existem duas categorias bdsicas de antioxidantes: os naturais e oS
sintéticos. O interesse pelos antioxidantes naturais tem aumentado nas dltimas décadas depois
que estudos in vivo mostraram que a exposi¢do aguda ou por longo periodo de tempo aos
compostos BHT (buitilhidroxitolueno), BHA (butilhidroxianisol) e T-BHQ (t-
butilhidroxiquinona), utilizados como agentes antioxidantes em alimentos e cosméticos, pode
causar tumores de figado e pancreas, aumento da formacdo de H,O, e carcinogénese no
estomago de ratos (DEGASPARI et al., 2004; JARDINI, 2007).

Os flavonoéides sdo compostos fendlicos que se caracterizam pela sua importancia e
diversidade entre os demais produtos de origem vegetal. Muitas funcdes sdo atribuidas a essa
classe de compostos das quais se destaca marcadamente sua atividade antioxidante, fazendo
com que essa classe de compostos seja considerada promissora como uma alternativa aos
antioxidantes utilizados. A quercetina, como exemplo geral, apresenta a propriedade de
remover os radicais superéxido, oxigénio singleto e peréxidos lipidicos e inibir a oxidacdo das

LDL (BATLOUNI, 1997; SIMOES et al., 2000).
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Existem varios modelos experimentais utilizados para avaliar a capacidade antioxidante
de determinado composto ou mistura, através dos diferentes mecanismos que podem, por sua
vez e resguardadas as suas limitagdes, serem extrapolados para o meio biolégico.

Nio existe um tunico ensaio que possa avaliar a capacidade oxidante total de uma
determinada amostra (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Dessa forma, os extratos brutos e
fracdes das folhas de Hancornia speciosa foram avaliados por dois métodos: o primeiro,
reducdo do complexo de fosfomolibdénio, baseia-se na transferéncia eletronica do composto
antioxidante para o reagente (sonda) oxidante (HUANG; PRIOR, 2005). O segundo ensaio —
Método de Varredura pelo Perdxido de Hidrogénio, que baseia-se na capacidade dos

compostos testados em neutralizar a acdo oxidante do peréxido de hidrogénio.

3.3.3.1 — Ensaio da Reduciao do Complexo de Fosfomolibdénio.

A capacidade antioxidante de uma substancia pode ser determinada a partir de método
espectrométrico (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). De acordo com SHUKOR e cols.
(2007), que estudaram o mecanismo de redu¢do do molibdato utilizando microrganismos, o
fundamento desse método reside na redugdo em meio acido, do molibdénio VI (M06+) de cor
amarelada em solugdo, formando um complexo de cor azul, cuja intensidade € diretamente
proporcional a extensdo da reducdo (SHUKOR et al., 2007; SHUKOR et al., 2008).

O Molibdénio VI (Mo®) ndo existe em solugdo; ocorre como fon molibdato. O
mecanismo proposto por SHUKOR e cols. (2007) envolve a formagdo de fosfomolibdato como
uma espécie intermedidria entre molibdato e o complexo azul de molibdénio. A formacdo do
intermediario é favorecida pelo pH baixo da solucdo e a presenga de fons fosfato.

Sob tais condi¢des (meio dcido) os fons molibdato podem combinar entre si formando
poliions tais como Mo70;4 6', MogO»¢ + & Mo 12037 . Esses fons entdo na presenca de agentes
redutores podem ser reduzidos formando o complexo azul de isopolimolibdénio (SHUKOR et
al., 2007).

O mecanismo da formagdo do azul de fosfomolibidénio pode ser explicado pela
ressonancia de spin eletronico: o agente redutor doa 2 elétrons para um heteropolimolibdato,
12-fosfomolibdato (PM0120403'), convertendo-o em azul de molibdénio. Os elétrons sdo entio
dispersos uniformemente envolvendo toda a esfera de polimetalato por um processo
térmicamente ativado. Os elétrons nas espécies reduzidas ficam deslocalizados e movimentam-
se rapidamente fazendo com que a valéncia seja uma média das valéncias de todos os 12

atomos de molibidénio (SHUKOR et al., 2007).
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No experimento aqui descrito, a capacidade redutora foi mensurada pela comparagio
dos valores de absorbancia encontrados para as amostras analisadas, em comparagdo com 0s
padrdes quercetina, dcido ascorbico e BHT.

A partir dos extratos brutos (EHB e EEB) e fracdes (EEMC e EEAq) das folhas de H.
speciosa, foram preparadas solu¢gdes na concentragdo de 1 mg/mL, utilizando etanol como

solvente. Os resultados sdo apresentados em equivalentes de quercetina (TABELA 3.15).

TABELA 3.15 — Equivaléncia dos extratos brutos e fracdes das folhas de Hancornia
speciosa com relacdo a quercetina, Ac. ascorbico e BHT, quanto a
capacidade de reduzir o molibdato

PADRAO

AMOSTRAS Equivalentes em mg/mL
Concentraciao ABS Quercetina Ac. Ascérbico BHT
EHB 0,460 0,280 0,12 0,16
EEB 0,700 0,410 0,20 0.27

Img/mL

EEMC 0,430 0,270 0,11 0,15
EEAq 0,410 0,260 0,10 0,14

EHB - Extrato Hexdnico Bruto; EEB — Extrato Etandlico Bruto; EEMC — Fracdo acetonitrila do extrato

etandlico; EEAq — Fragdo aquosa do extrato etanélico

Todas as amostras avaliadas (EHB, EEB, EEMC, EEAq) foram capazes de reduzir o
complexo fosfomolibdénio, mas em comparacdo com os padrdes utilizados, a natureza
redutora mostrou ser relativamente baixa, o EEB foi o mais ativo, com 41% de atividade
(quando comparado com a quercetina) enquanto que os demais extratos mostraram atividade
inferior a 30% tanto em relag@o a quercetina como ao 4cido ascorbico e ao BHT. Esses valores
foram obtidos em relacdo a 100% da atividade total atribuida a quercetina, dc. ascorbico e
BHT.

A baixa solubilidade dos extratos de H. speciosa no EtOH, pode ser uma das razdes dos
modestos indices de atividade antioxidante encontrados nesse experimento. Essa dificuldade
de solubilizag@o dos extratos e fracdes polares deste vegetal pode ser causada, em parte, pela
presenga de compostos com alto grau de polimerizagdo (catequinas monoméricas e
oligoméricas), evidenciada pela formacdo de precipitado vermelho que € intensificada com a

senilidade dos extratos (RODRIGUES, 2007).
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3.3.3.2 — Método de Varredura pelo Peréxido de Hidrogénio (RUCH et al., 1989).

Os extratos brutos etandlico (EEB) e hexanico (EHB) de Hancornia speciosa, foram
avaliados quanto a habilidade em neutralizar o peréxido de hidrogénio em comparagdo com o
controle positivo (4cido ascérbico).

O perdxido de hidrogénio, no sistema bioldgico, pode agir como um sinal metabdlico
sob determinadas circunstancias, possivelmente oxidando grupos tiol em proteinas disparando
certos eventos intracelulares. O perdxido de hidrogénio pode facilmente atravessar as
membranas celulares e atacar alguns alvos celulares. Por exemplo, altas concentracdes de
H,0, podem inativar a enzima glicolitica 3-fostato-gliceraldeidodesidrogenase em células de
mamiferos (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

O extrato hexadnico (EHB) de Hancornia speciosa niao apresentou atividade
antioxidante nas condi¢des do ensaio (TABELA 3.16). Levando-se em consideragdo a natureza
apolar desse extrato e que o solvente utilizado na realizacdo do teste para solubilizagdo das
amostras tenha sido o metanol, o que dificultou a diluicdo desse extrato, talvez o método aqui
realizado ndo seja um adequado para a avaliacdo da atividade antioxidante desse tipo de
amostra, haja visto o resultado positivo para esse extrato no teste de reducdo do complexo de

fosfomolibdénio.

TABELA 3.16 — Atividade neutralizante de peréxido de hidrogénio exercida pelos

extratos hexinico (EHB) e etandlico (EEB) das folhas de Hancornia

speciosa
CEs Correlacio
Extratos ] .
Extratos Ac. ascorbico Linear
EHB I 84,87 ug/mL I
EEB 4.25 pg/mL 84,87 pg/mL 0.98

EHB - Extrato Hexanico Bruto; EEB — Extrato Etandlico Bruto; I - inativo

Entretanto, o extrato etandlico (EEB) apresentou uma atividade antioxidante
significativa, com CEsg cerca de 20 vezes menor que aquela apresentada pelo controle positivo
(acido ascérbico).

A presenca de compostos fendlicos pode justificar a atividade antioxidante expressada

nos ensaios realizados. A andlise fitoquimica, feita no presente estudo, dos extratos e fracdes
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das folhas deste vegetal, levou ao isolamento do glicosilflavondide rutina de conhecida
atividade antioxidante. A quercetina, por¢do ndo glicosidica do flavondide rutina, possui
propriedades inibitérias da peroxidacdo lipidica através do seqiiestro de espécies reativas ao
oxigénio e quelacdo de metais responsdveis pela geracdo destas espécies (OHSHIMA et
al.,1998). Acidos fendlicos, catequinas e proantocianidinas, compostos com atividade
antioxidante amplamente relatada, também foram isolados das cascas de H. speciosa
(MORAES et al., 2008; RODRIGUES, 2007; AZUMA et al., 2000; BRUYNE et al.,1999;
KIMURA et al., 2008). Assim, os resultados obtidos sugerem que a atividade do EEH,
observada nos experimentos realizados, seja ao menos em parte, devido aos achados
fitoquimicos inferidos aos extratos das diferentes partes (cascas, folhas) desta espécie.

Finalmente, essa atividade antioxidante dos extratos das folhas de mangaba pode
ocorrer pelo seqiiestro ou redug@o de radicais livres ou ainda pela inibicdo da peroxidacdo
lipidica, o que contribui para a prevencdo ou reducdo do desenvolvimento de patologias
associadas ao estresse oxidativo como cancer, envelhecimento precoce, doengas degenerativas
e neuroldgicas além de outras. Esses resultados aliados aos dados fitoquimicos revelam o
potencial desse vegetal como fonte de compostos que podem ser utilizados na producio de
formulagdes farmacéuticas além de incentivar a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos
fitoterdpicos 4 base dessa planta.

Para que os dados do presente trabalho sejam confirmados é importante que sejam
feitos estudos complementares que avaliem a acdo dos extratos através de mecanismos

diferentes daqueles abordados nos ensaios aqui realizados, além de testes in vivo.



CAPITULO 4 - DADOS ESPECTROMETRICOS



Contribuicao ao estudo quimico e biolégico de Hancornia speciosa 146

4.1 — Mistura de hidrocarbonetos (HS01)

Caracteristicas: cera amarelada soluvel em CHCl;.

IV (KBr) vpay em™: 2955, 2910, 2847, 1473, 1462, 729 e 719

RMN de "H (300 MHz, CDCl3, 5): 0,8 (s), 1,25 (s) e 5,1 (s)

RMN de “C (75 MHz, CDCls) &: 14,1; 22,6; 23.4; 26,3; 29,3; 29,6; 31,9; 32,1; 135,1 e
125,0

4.2 — Mistura de alcool de cadeia longa (HS02)

Caracteristicas: solido esbranquigado, solivel em CHCl;,

IV (KBr) vpax em™: 3448; 2917, 2849; 1473; 1463; 1094; 1025 ¢ 717
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3, 5): 0,8 (s); 1,2 (s); 1,49 (s); 3,95 (s)
RMN de *C (75 MHz, CDCls, 8): 14,1; 22,6; 29,2; 29,3; 29,7; 31,9; 64,3

4.3 - Mistura de triterpenos: a-amirina e p-amirina (HS03)

[9%)
(=]

Caracteristicas: solido esbranquigado, solivel em CHCl;,

IV (KBr) vpax em™: 3302; 2947; 2854; 1465; 1378; 1379; 1359; 1655; 1036 e 995

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3, 0): a-amirina: 5,12 (1H, ¢, J = 3,6Hz);  —amirina: 5,18 (1H,
t, J = 4,0Hz); 3,24 (1H, d, J = 5,1Hz); 3,20 (1H, d, J = 5,4Hz); 2,17 (s) - 0,78 (s); 1,13 (s)
0,87 (m)

RMN de C (75 MHz, CDCl3, 6): a-amirina: 38,6; 27,3; 79,0; 38,6; 55,2; 18,3; 32,9; 40,0;
47,7, 36,9; 23,4; 124,4; 139,6; 42,1; 28,7; 26,60; 33,7; 59,0; 39,6; 39,6; 31,2; 41,5; 28,1; 15,6;
15,7; 16,8; 23,4; 28,1; 17,5; 21,4 B—amirina: 38,6; 27,3; 79,0; 38,8; 55,2; 18,3; 32,9; 38,8;
47,7, 36,9; 23,5; 121,7; 145,2; 42,1; 26,1; 26,9; 32,6; 47,6; 46,8; 31,2; 34,7; 37,1; 28,1; 15,5;
15,7; 16,8; 26,0; 28,4; 33,3; 23,7
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4.4 — Mistura de triterpenos: a-amirina, f-amirina e lupeol (HS04)

W
(=)

Lupeol o - amirina

[- amirina

Caracteristicas: s6lido esbranquigado, solivel em CHCl;,

IV (KBr) vmax em™: 3299; 2946; 2853; 1639; 1465; 1359 e 1036

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3, 6): a-amirina: 5,12 (1H, ¢, J = 3,6Hz); 3,24 (J= 4,8Hz, 1H);
3,21 (J= 5,4Hz, 1H); 3,17 (J= 5,1Hz; 1H); 0,71 (s) - 1,93 (s); Pp—amirina: 5,18 (1H, ¢, J =
3,6Hz); 3,24 (J= 4,8Hz, 1H); 3,21 (J= 5,4Hz, 1H); 3,17 (J= 5,1Hz; 1H); 0,71 (s) - 1,93 (s);
Lupeol: 4,68 (d, J= 2,7Hz); 4,56 (m); 1,68 (s); 3,24 (J= 4,8Hz, 1H); 3,21 (J= 5,4Hz, 1H);
3,17 (J= 5,1Hz; 1H); 0,71 (s) - 1,93 (s);

RMN de °C (75 MHz, CDCl3, 3): a-amirina: 38,7; 27,2; 79,0; 38,7; 55,2; 18,3; 32,9; 40,0;
47,7; 36,8; 23,3; 124,4; 139,5; 42,0; 28,7; 26,6; 33,7; 59,0; 39,6; 39,6; 31,2; 41,5; 28,1; 15,6;
15,6; 16,8; 23,3; 28,1; 17,5; 21,4; B—amirina: 38,7; 27,4; 79,0; 38,7; 55,2; 18,3; 32,9; 38,7;
47,7, 37,9; 23,5; 121,7; 145,2; 41,7; 26,1; 27,2; 32,5; 47,6; 46,8; 31,1; 34,7; 37,1; 28,1; 15,5;
15,6; 16,8; 26,0; 28.,4; 33,3; 23,7 Lupeol: 38,7; 27,4; 79,0; 38,7; 55,2; 18,3; 34,3; 40,8; 50,4;
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37,1; 20,9; 25,1; 38,0; 42,8; 27,4; 35,5; 43,0; 48,3; 48,0; 151,0; 29,8; 40,0; 28,0; 15,4; 16,1;
15,9; 14,5; 18,0; 109,3; 19,3

4.5 — Mistura de triterpenos: eritrodiol e obtusalina (HS05)

Eritrodiol Obtusalina

Caracteristicas: sélido esbranquicado, solivel em CHCl;,

IV (KBr) pax cm™: 3376; 2946, 2926; 2868; 1639; 1375; 1361; 1341; 1044; 1004;

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3, 8): 5,19 (1H, t, J = 3,6Hz, H-12); 5,13 (1H, t, J = 3,7Hz, H-
12); 3,21 (2H, dd, J = 11,0Hz e 6,0Hz); 3,54 (1H, dd, J = 10,9Hz e 7,0Hz); 1,31 (s) - 1,89 (s);
0,73 (s) - 1,25 (s)

RMN de *C (75 MHz, CDCl3, 6): Obtusalina: 38,8; 27,2; 79,0; 38,0; 55,1; 18,3; 32,8; 40,0;
47,6; 36,9; 23,5; 125,0; 138,7; 42,0; 23,5; 26,0; 38,8; 54,0; 39,7; 39,3; 30,6; 35,2; 28,1; 16,7;
15,6; 15,6; 69,9; 23,3; 21,3; 17,3; Eritrodiol: 38,6; 27,2; 79,0; 38.8; 55,2; 18,4; 32,6; 39,8;
47,6; 36,9; 23,6; 122,3; 144,2; 41,7; 25,6; 22,0; 36,9; 42,3; 46,5; 31,0; 34,1; 31,0; 28,1; 15,5;
15,5; 16,7; 25,9; 69,7; 33,2; 23,6
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4.6 - Mistura de ésteres — palmitato de o e f-amirina (HS06)

21

28

CH,CH,(CH,)n o)

R
<

<

3

2!

24

Caracteristicas: s6lido amorfo branco-amarelado solivel em CHCL;

IV (KBr) Umax cm™: 2917; 2849; 1733; 1469; 1246; 1174; 989 ¢ 718

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3, 6): a-amirina: 5,12 (1H, t, J=3,6 Hz); 4,5 (1H, t, J = 8,1Hz);
2,29 2H, t,J=7,2 Hz), 1,81 (s) -2,0 (s); 1,25 (s) 0,86 (s); 0,79 (s) - 1,06 (s); p—amirina: 5,18
(t, 1H; J = 3,6 Hz); 4,5 (1H, t, J = 8,1Hz); 0,79 (s) - 1,06 (s); 2,29 2H, t, J=7,2 Hz ), 1,81 (s)
-2,0 (s); 1,25 (s) 0,86 (s)

RMN de *C (75 MHz, CDCls, 8): f—amirina 38,24; 22,68; 80,57; 37,73; 55,25; 18,23; 2,85;
9,79; 47,22; 36,79; 23,36; 121,6; 145,1; 41,52; 26,91; 26,12; 32,47; 47,61; 47,54; 31,07;
36,79; 37,13; 28,38; 16,81; 15,72; 16,84; 25,95; 28,08; 33,32; 23,62; (COO) 173,69; CHj3
14,1; (CHa), 29,7

4.7 - Mistura de ésteres - lupeol 33O-acilados (HS07)

CH,CH,(CH,)n
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Caracteristicas: s6lido amorfo branco-amarelado solivel em CHCL;

IV (KBr) vma, em™: 3069; 2920; 2850; 1731; 1640; 1246; 1175; 979 e 882

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;, 8): 5,22 - 529 (m); 4,6 (d, J= 2,7 Hz); 449 (J/ = 1,5 ¢
3,9Hz); 0,76 (s) - 1,61 (s); 1,18 (s); 0,79 (m)

RMN de *C (75 MHz, CDCls, 8): 38,36; 23,74; 80,59; 37,82; 55,37; 18,2; 34,20; 40,84;
50,33; 37,07; 20,93; 25,09; 38,03; 42,81; 27,42; 35,56; 42,98; 48,27; 150,94; 29,7; 39,98;
27,96; 16,96; 16,16; 15,96; 14,51; 17,98; 109,35; 19,27, CO - 173,69; COCH, - 34,85;
COCH,CH; - 25,16; CO(CH;),CH; - 29,16; CO(CH,)3CH; - 04 - 29,25-29,70; ®3 - 31,92; @2
-22,68; ol- 14,11

4.8 - Mistura de ésteres - lupeol 33O-acilados (HS08)

CH,CH,(CH,)n

Caracteristicas: sélido branco soliivel em CHCL;

IV (KBr) vma, cm™: 3487; 2963, 2918; 2849; 1732; 1700; 1640; 1466; 1380; 1095; 1021;
1262 e 800

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, 3): 4,68 (s); 4,56 (s); 4,53 (m); 4,32 - 4,22 (m; H3’); 2,57 -
2,37 (m); 1,68 (s);1,25 (s); 0,76 (s) - 2,6 (s)

RMN de C (75 MHz, CDCl, 6): 38,31; 23,71; 81,62; 37,81; 55,34; 18,16; 34,15; 40,81;
50,29; 37,81; 20,92; 25,05; 37,99; 42,80; 27,40; 35,53; 42,80; 48,24; 47,97; 150,92; 29,68,
39,96; 27,99; 15,94; 16,13; 16,56; 14,49; 17,97; 109,35; 19,26; 172,37; 69,32; 72,25; 29,6;
14,1
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4.9 — Mistura de ésteres - lupeol 35-O-acilados (HS09)

CH,CH,(CH,)n

Caracteristicas: s6lido branco solivel em CHCL3

IV (KBr) vpmay cm™: 3459; 3071; 2918; 2851; 1730; 1707; 1640; 1466; 1380; 1261; 1181 e
883

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3, 8): 4,68 (s); 4,56 (s); 4,53 (m); 3,98 (s; H3"); 3,86 (s; H5");
2,57 - 2,37 (m); 1,68 (s); 1,25 (s)

RMN de “C (75 MHz, CDCls, 8): 38,32; 23,73; 81,40; 37,77; 55,35; 18,18; 34,16; 40,81;
50,30; 37,77; 20,92; 25,05; 38,01; 42,81; 27,40; 35,54; 42,81; 48,25; 47,97; 150,89; 29,68;
39,97; 28,00; 15,94; 16,13; 16,57; 14,49; 17,97; 109,36; 19,27; 172,85; 68,18; 41,60; 29,7;
68,18

4.10 - B - Sitosterol (HS10)
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Caracteristicas: s6lido branco amorfo solivel em CHCL;

IV (KBr) Unax cm'': 3426; 2956; 2936; 2867; 2850; 1639; 1465; 1382 ¢ 801

RMN de 'H (300 MHz, CDCl; §),: 5,36 (d, J = 5,1Hz); 3,54 — 3,50 ( m, H-3); 0,6 (s) - 2,28
(s)

RMN de “C (75 MHz, CDCls, 6): 37.2; 31.6; 71.8; 36.5; 140.7; 121.7; 31.9; 31.9; 50.1;
36.5; 21.1; 39.7; 42.3; 56.7; 28.1; 56.1; 11.9; 19.3; 36.0; 18.7; 33.9; 26.1; 45.8; 29.1; 19.6;
18.9;23.0; 11.9

4.11 — Mistura de rutina e acido clorogénico (HS11)

Rutina Acido clorogénico

Caracteristicas: sélido amarelo pastoso solivel em MeOH

IV (KBr) vmax cm™': 3350; 2926; 2853; 1644; 1605; 1513; 1445; 1377; 1215; 1073; 1028
RMN de 'H (300 MHz, CDCl;, 8): Rutina: 7,67 (d, J = 2,1 Hz); 7,62 (dd, J = 8,3 ¢ 2,1 Hz);
6,89 (d, J = 8,4 Hz); 6,41 (d, J = 2,0 Hz); 6,22 (d, J = 2,0 Hz); 4,52 (s); 5,11 (d, J = 7,2Hz);
1,13 (d, J = 6,0Hz); Acido clorogénico: 7,56 (d; J = 16 Hz); 7,05 (d; J = 1,8 Hz); 6,95 (dd; J =
2,1 e 8,4 Hz); 6,78 (d; J = 7,8 Hz); 6,28 (d; J = 15,9 Hz); 4,18 (m; H5) ¢ 3,01 (dd; J =2,7 ¢
9,9 Hz)

RMN de “C (75 MHz, CDCl;, 8): Rutina 158,4; 135,5; 179,3; 162,9; 94,8; 165,9; 99,9;
159,3; 104,6; 123,0; 117,6; 145,7; 149,7; 116,0; 123,5; 102,3; 72,17; 77,1; 71,3; 74,0; 69,6;
105,5; 72,17; 78,01; 75,64; 68,49; 17,9; Acido clorogénico: 76,3; 37,7; 73,4; 71,7; 71,3; 38,7;
127,7; 115,1; 146,9; 149,5; 116,4; 123,0; 146,7; 115,1; 168,9



CAPITULO 5 - CONCLUSOES
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A realizagdo do trabalho descrito nesta dissertacdo permitiu o isolamento de
compostos de classes estruturais distintas, resultantes do fracionamento quimico dos extratos
hexénico e etandlico das folhas de Hancornia speciosa (Apocynaceae).

Do extrato hexanico foram obtidos:

- Mistura de hidrocarbonetos (HSO1);

- Mistura de alco6is de cadeia longa (HS02);

- Mistura dos triterpenos o- e B-amirina (HS03), a- e B-amirina e lupeol (HS04),
obtusalina e eritrodiol (HS05);

- B-sitosterol (HS06);

- Mistura de ésteres 3B-acilados de: a- e B-amirina (HS07); lupeol (HS08, HS09 e
HS10).

Do extrato etandlico foi obtida:

- Mistura de rutina e acido clorogénico (HS11).

Os extratos hexanico, etandlico e fracdes destes ndo apresentaram atividade citotoxica
quando avaliados em modelo de toxicidade as larvas de Artemia salina.

O extrato hexanico mostrou-se pouco ativo na inibi¢do da germinagdo das sementes de
Lactuca sativa, porém foi capaz de reduzir a velocidade de germinacio, inibir o crescimento
das partes aéreas (epicotilo) das plantulas e das raizes (hipocétilo). Essa acdo pode estar
relacionada a composi¢do micromolecular deste extrato, rico em compostos conhecidamente
alelopaticos como os triterpenos e derivados, principalmente de esqueletos lupano, oleano e
ursano, além de dcidos graxos e derivados.

O extrato etandlico inibiu a germinacdo das sementes de Lactuca sativa e tornou o
processo germinativo mais lento. Nao mostrou atividade de inibi¢do do crescimento das partes
aéreas (epicdtilo) das plantulas, porém inibiu o crescimento das raizes (hipocétilo) em todas
as concentracdes avaliadas.

Nenhum extrato apresentou atividade antifingica contra as cepas de Mucor hiemalis
CCT 2235, Rhizopus sp CCT 3248, Geotrichum candidum CCT 1205, Penicillium sp CCT
2147, Epidermophyton floccosum URM 4799, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533
Candida parapsilosis CCT 3438 e Aspergillus fumigatus CCT 1277.

Quanto a atividade antioxidante, o extrato etandlico apresentou uma atividade
seqiiestradora de radicais livres (derivados via peréxido de hidrogénio) cerca de 20 vezes
maior que aquela apresentada pelo dcido ascérbico, e o extrato hex@nico mostrou-se inativo.

Na reducdo do complexo de fosfomolibdénio, realizado de acordo com a modificacio

do método de Prieto, todos os extratos mostraram-se moderadamente ativos em relacdo a
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quercetina, BHT e dcido ascérbico. Dentre eles, o extrato etandlico apresentou maior
atividade antioxidante em comparag@o com a quercetina.

A presenca de compostos fendlicos (rutina e 4cido clorogénico) no extrato etandlico
pode justificar ndo somente a a¢fo alelopética sobre a germinacio e crescimento das sementes
de Lactuca sativa, mas também a atividade antioxidante - mesmo que moderada - apresentada
por este extrato.

Outro aspecto importante a ser destacado € que este é o primeiro relato da presenga
dos derivados acilados de o- e B-amirina, da obtusalina, do eritrodiol e do B-sitosterol no
género Hancornia. Além disso, é a primeira vez que rutina foi caracterizada por andlises
espectrométricas de RMN de 'H e de "°C nos extratos polares das folhas de Hancornia
speciosa.

Como perspectivas futuras propde-se a elucidacdo das estruturas dos acil-ésteres isolados,
e a avaliacdo dos extratos e fragdes de Hancornia speciosa por meio de outros modelos de

atividade bioldgica.
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Fitotoxicidade dos extratos das folhas de Hancornia speciosa Gomes

Ivelone Maria de Carvalho Barros (PG)l, Andréa da Silva Ferreira'; Inés Sabioni Resck (PQ)2;
Sueli Maria Gomes (PQ)3 , Damaris Silveira (PQ)1 (1Faculdade de Ciéncias da Saiide;
Instituto de Quimica; Instituto de Biologia. Universidade de Brasilia, Asa Norte, Brasilia,
DF, Brasil. CEP 70910-900, e-mail: ivelone @unb.br)

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopdtico dos extratos, hexanico
e etandlico das folhas de Hancornia speciosa sobre a germinagéo e crescimento das plantulas
de alface (Lactuca sativa). Foram utilizadas trés concentracdes de cada extrato (1000, 2000 e
4000 ppm), em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢des de 25 sementes
cada. Os dois extratos reduziram o indice de velocidade de germina¢do (IVG) e a germinagio
foi inibida de forma significante apenas pelo extrato etandlico nas trés doses testadas. O
crescimento das partes aéreas foi inibido apenas pelo extrato hexédnico nas concentragdes de
1000 e 4000ppm. O crescimento da radicula mostrou-se mais sensivel sendo inibido pelos
dois extratos nas concentragdes de 4000ppm para O extrato hexanico, e de 2000 e 4000ppm
para extrato etandlico. Esses resultados sugerem que os extratos das folhas de H. speciosa
sejam ativos e estudos complementares estdo sendo realizados por nosso grupo com o
objetivo de isolar e caracterizar substincias que possam estar envolvidas nesse processo.

Termos para indexagdo: Alelopatia, Germinagdo, Hancornia speciosa, Lactuca sativa

Toxic effects of the leaves extracts of Hancornia speciosa Gomes

Abstract - The objective of this work was to evaluate the allelopathic potential of the hexane
and ethanolic extracts from the leaves of Hancornia speciosa on the germination and growth
of seedlings of lettuce (Lactuca sativa). Three concentrations were utilized for each extract
(1000, 2000 and 4000ppm) arranged into a completely randomized design, with three
replicates of 25 seeds each. The two extracts reduced the germination speed (IVG) and
germination was inhibited with significance only by ethanolic extract, in the three tested
concentrations. The growth of the aerial parts was inhibited only by hexane extract at
concentrations of 1000 and 4000ppm. The growth of the radicle is more sensitive being
inhibited by the two extracts at concentrations of 4000ppm for the hexane extract, and 2000
and 4000ppm for ethanolic extract. These results suggest that the extracts from the leaves of
H. speciosa are active and further studies are being conducted by our group aiming to isolate
and characterize substances that may be involved in that process.

Index terms: Allelopathy, Germination, Hancornia speciosa, Lactuca sativa.
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Introducao

Espécies vegetais que vivem em comunidade competem naturalmente entre si por
fatores como: luz, dgua e nutrientes. Tal processo estimula o desenvolvimento de mecanismos
bioldgicos que favorecam a sobrevivéncia de algumas plantas em detrimento de outras. Essa
resposta, faz parte do mecanismo de defesa das plantas que, normalmente, envolve
substancias quimicas do metabolismo secunddrio, as quais, podem ser chamadas fitotoxinas
ou aleloquimicos. Ao serem liberados no meio, os aleloquimicos podem interagir com outras
espécies causando impacto no ambiente adjacente. Esse fendmeno, onde uma planta exerce
uma acdo direta ou indireta sobre outra planta ou sobre microorganismos, insetos e herbivoros
predadores, é conhecido como alelopatia (Pinto ef al., 2004).

Um dos aspectos mais explorados da alelopatia é o seu papel na agricultura.
Atualmente, a busca por inseticidas naturais ganhou grande impulso e o potencial alelopatico
de vérias plantas é avaliado como método de controle alternativo, em substituicdo ao uso
intensivo de herbicidas sintéticos, que acarretam problemas ambientais e de saide ( Rizvi &
Rizvi, 1992).

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) é uma espécie frutifera, arbéreo-arbustiva
genuinamente brasileira, conhecida como mangaba, mangabeira, mangava, mangabeira-do-
norte e fruta de doente (Almeida et al., 1998; Andrade, 2002). Desenvolve-se em diferentes
ecossistemas como Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica. Entretanto, ocorre em maior
abundancia nas dreas de tabuleiros costeiros e baixadas litoraneas do Nordeste onde o fruto é
bastante apreciado (Aguiar Filho et al., 1998).a medicina popular é usada no tratamento da
tuberculose, tlcera, dismenorréia, diabetes, obesidade e verrugas. As cascas t€m acdo
adstringente e servem para afeccdes dos pulmdes e figado, caimbras e luxacdes (Almeida et
al., 1998; Silva Junior, 2005). Nas regides de ocorréncia desta planta, muitas familias ganham
seu sustento com a coleta e comercializacdo de mangabas. O fruto é consumido in natura, e é
matéria-prima para industrializagdo de vdrios produtos como doces, sucos, sorvetes e
compotas. Atualmente a importincia econdmica da mangabeira tem sido percebida,
despertando a necessidade de realizar estudos para um maior aproveitamento da espécie e de
suas potencialidades. Com o intuito de corroborar para o conhecimento dessa espécie, o
objetivo desta pesquisa € verificar se os extratos brutos de H. speciosa apresentam efeito

fitotoxico sobre a germinagdo e/ou crescimento de sementes de Lactuca sativa L.
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Material e Métodos

Os extratos brutos foram obtidos a partir da maceracdo do material botinico seco e
pulverizado (495g) com hexano e em seguida com etanol 95%. Ap6s decantacdo, as solucdes
extrativas foram concentradas a secura, sob vicuo a uma temperatura de aproximadamente
40°C.

O ensaio bioldgico foi realizado em triplicata, de acordo com a técnica previamente
descrita por Oliveira et al (2004) com modificagdes. Placas de petri de 9 cm de diametro,
previamente autoclavadas foram revestidas por papel de filtro Wathman n°1, estéril. Para o
estudo foram selecionadas sementes de alface (Lactuca sativa) adquiridas comercialmente,
previamente tratadas com solucdo de hipoclorito de sédio 2% por 3 minutos e lavadas com
dgua destilada.

As amostras consistiram em solu¢des, em solvente adequado, dos extratos brutos
hexénico (EHB) e etandlico (EEB) das folhas de H. speciosa, nas concentragdes de 1000,
2000 e 4000 ppm. As solucdes foram distribuidas (10mL) em cada placa de petri, de modo a
umedecer totalmente o papel. O grupo controle recebeu apenas os solventes que foram
utilizados para diluir os extratos (diclorometano ou etanol).

Ap6s a evaporacdo do solvente, foram adicionados 10 mL de 4gua destilada em cada

placa, com o objetivo de manutencdo de umidade.

Avaliacao da influencia dos extratos de Hancornia speciosa sobre a germinacio de
Lactuca sativa

Esse ensaio foi realizado de acordo com Souza et al. (2004) com modificacdes. Foram
distribuidas 25 sementes de forma aleatdria para cada placa. As placas foram mantidas sob
condicdes de temperatura (27£2°C) e luminosidade ambiente (noite/dia).

O ndmero de sementes germinadas foi verificado nos intervalos de 24, 48, 72 e 96
horas, sendo eliminadas do ensaio as sementes germinadas. O critério de germinacgdo foi a
emergéncia da radicula (£2mm) seguida de curvamento geotrépico da raiz. O experimento foi

realizado em trés repeticoes.

Avaliacdo da influencia dos extratos de Hancornia speciosa sobre o crescimento das
plantulas de Lactuca sativa
Esse ensaio foi realizado de acordo com Oliveira et al. (2004) com modificacdes.

Resumidamente, dez sementes previamente germinadas (por periodo de até 40 horas) foram
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distribuidas aleatoriamente em placa de petri de 9 cm de diametro forradas com papel de filtro
Whatman n. 1, tratado como previamente descrito, em triplicata.

As plantulas cresceram por 6 dias (27£2°C) e no sexto dia foi feita a medida das partes
aérea e radicular, com auxilio de paquimetro. Aspectos morfoldgicos, tais como presencga de

raizes secunddrias, pélos radiculares e necroses também foram verificados.

Analise estatistica

Foram calculados a germinabilidade (G%) (Labouriau, 1983) e o indice de velocidade de
germinagdo (IVG) (Maguire, 1962). Os dados, tanto de germinacdo quanto de crescimento,
foram submetidos ao teste de ANOVA one way, seguido pelo teste de Tukey a 5%, (p <
0,05).

Resultados e Discussao

A avaliacdo preliminar da fitotoxicidade exige a utilizacdo de plantas que apresentem
rapido crescimento e possibilite a visualizacio de fatores que reflitam o efeito das substancias
testadas sobre o crescimento e/ou germinacdo de sementes. A escolha da espécie-alvo
(Lactuta sativa) baseou-se em alguns fatores como: maior sensibilidade aos aleloquimicos,
pequeno periodo requerido para a germinacio (24 a 48 horas) e facilidade no acesso (Ferreira
& Borghetti, 2004). Considerando ainda que a alface (L. sativa) é uma das plantas mais
utilizadas como espécie-alvo em ensaios experimentais.

A germinabilidade (%) foi avaliada frente aos extratos brutos, hexinico (EHB) e
etandlico (EEH), das folhas de H. speciosa, nas concentragdes de 1000, 2000 e 4000 ppm. O
extrato hexanico (EHB) ndo afetou de forma significativa a germinabilidade das sementes de
L. sativa sendo observada inibicdo de 32,3% e 29% somente nas maiores concentracdes
(Figura 1a). No entanto, foi observada reducdo dose-dependente no indice de velocidade de
germinagdo (IVG) (Figura 1b) que segundo Ferreira & Borghetti (2004) pode ser influenciado
por efeito alelopdtico sem alterar a germinabilidade. Esses resultados foram observados por
Borges et al. (2007), em estudo alelopitico com extrato de folhas de mamona (Ricinus
communis L.).

O extrato etandlico (EEB) apresentou efeitos inibitérios significativos sobre a

germinacdo nas trés concentracdes avaliadas, quando comparadas aos controles. As doses
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2000 e 4000 ppm foram as mais ativas (68,1 e 65,2%), ndo apresentando diferenca
significativa entre elas (Figura 1a). Como pode ser observado na figura 1b, em todas as doses,
o extrato etandlico provocou redugdo do IVG. A partir da avaliacdo desse indice, o qual indica
a velocidade de germinagdo, observa-se que as sementes de alface tratadas com os extratos
tiveram o vigor diminuido, requerendo um tempo maior para germinar. Esses dados sugerem
a presenga, no meio, de substincias que modificam o metabolismo das sementes, submetidas
a acdo dos extratos, lentificando e/ou inibindo o processo germinativo. Esse efeito pode ser
causado pelo mesmo composto que pode agir proporcionalmente a sua concentragdo no
extrato.

Na andlise de crescimento das plantulas de sementes pré-germinadas de L. sativa, 0s
extratos foram testados nas mesmas concentracdes usadas no teste de germinagdo (1000 ppm,
2000 ppm e 4000 ppm). O crescimento da parte aérea ndo foi afetado pelo EEB nas
concentragdes avaliadas, e o desenvolvimento das radiculas foi inibido de forma significante
nas concentracdes de 2000 ppm e 4000 ppm ndo havendo diferenca estatistica entre elas
(Figura 2a).

O EHB demonstrou atividade significante ao inibir o crescimento da parte aérea nas
concentragdes de 1000 ppm e 4000 ppm observando-se uma reducdo da atividade inibitéria de
acordo com o aumento da dose ndo havendo uma diferenca significativa entre as respostas das
concentragdes mais altas 2000 ppm e 4000ppm (Figura 2b). Quanto 4 inibicdo das raizes o
EHB mostrou-se mais ativo apenas na maior concentragdo de 4000 ppm (Figura 2b).

A aglo dos extratos sobre o crescimento das partes aéreas e das radiculas pode ser
justificado pela composi¢cdo micromolecular dos mesmos. Em estudo realizado por este grupo
constatou-se que o extrato hexdnico (EHB) das folhas de H. speciosa € rico em terpenos,
compostos geralmente insoliveis em &dgua encontrados em resinas, ceras, litex e Oleos
essenciais que atuam como reguladores de crescimento, fitoalexinas e repelentes para insetos
herbivoros (Rice, 1984). Quanto ao extrato etandlico (EEB) foi verificada a presenca de
compostos fendlicos como flavondides que além das funcdes de pigmentos, atrativos ou
repelentes de herbivoros, protecdo contra radiagdo UV, estas substincias apresentam efeitos
alelopéticos, sendo capazes de inibir o crescimento de plantas e fungos (Rice, 1984). Apesar
dessas evidencias ndo é possivel indicar quais substincias causaram tal inibicdo, pois além
dos extratos terem uma complexa composi¢do quimica, ndo se sabe ao certo como agem 0S
compostos alelopaticos.

O conceito de alelopatia sugere que biomoléculas produzidas por uma planta alcancem

o meio ambiente e influenciem o crescimento e desenvolvimento de plantas vizinhas. O efeito



192

desses aleloquimicos sobre as plantas ainda ndo é bem conhecido mas acredita-se que eles

sejam apenas uma sinaliza¢do secundaria de mudangas anteriores ocorridas inicialmente ao

nivel molecular e celular. Entre essas mudangas incluem alteracdes no balango hormonal

assim como na permeabilidade das menbranas prejudicando a absor¢@o de dgua e nutrientes. (
Rizvi & Rizvi, 1992).

Dentre as alteracdes morfoldgicas nas plantulas tratadas com os extratos, observou-se

necrose das radiculas e presenca de raizes laterais. De acordo com Ferreira & Aquilila (2000),

o crescimento da plantula é a fase mais sencivel no desenvolvimento vegetal a acdo dos

aleloquimicos, que podem induzir o aparecimento plantulas anormais, sendo a necrose da

radicula um dos sintomas mais comuns. Quanto a presenca de raizes laterais pode estar

relacionada aos distirbios no balanco hormonal das plantulas (Dayan ef al. 2000).
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Figura 1: Germinacdo (a) e Indice de velocidade de germinacdo (IVG) (b) de sementes de

Lactuca sativa. sob o efeito de diferentes concentracdes dos extratos brutos
hexanico (EHB) e etandlico (EEB) das folhas de Hancornia speciosa. Foi
considerado estatisticamente diferente quando p<0,05 (*). O ponto zero

corresponde ao grupo controle
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Figura 2: Tamanho médio do epicétilo e hipocétilo de plantulas de Lactuca sativa ap0s sete
dias de incubagdo em solugdes aquosas de diferentes concentracdes dos extratos
etandlico (EEB) (a) e hexanico (EHB) (b) das folhas de Hancornia speciosa. Foi
considerado estatisticamente diferente quando p<0,05 (*). O ponto zero, no eixo

das concentragdes, corresponde ao grupo controle.

Conclusoes

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares de toxicidade mostraram que o extrato
hexénico (EHB) ndo possui a propriedade de inibir a germinagdo de sementes de L. sativa.
Porém quando em menor concentragdo (1000 ppm), foi capaz de reduzir a velocidade de
germinagdo, bem como de inibir o crescimento das partes aéreas (epicétilo) das plantulas. Tal
acdo inibitéria diminui com o aumento da dose. Com relagdo ao crescimento das raizes
(hipocétilo) a inibicdo ocorreu apenas na concentragio de 4000 ppm.

O EEB mostrou-se mais ativo ao inibir a germina¢do em todas as concentra¢des
avaliadas (1000, 2000 e 4000 ppm) e reduzir o IVG tornando o processo germinativo mais
lento quando comparado aos controles. Nao mostrou atividade de inibi¢do das partes aéreas
(epicotilo) das plantulas, porém inibiu o crescimento das raizes (hipocétilo) em todas as
concentragdes avaliadas mostrando maior significancia em 2000 e 4000 ppm.

Esses dados sugerem que os extratos das folhas de H. speciosa contém substancias
com potencial alelopético, e estudos complementares estdo sendo realizados por nosso grupo

com o objetivo de isolar e caracterizar tais substancias.
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