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RESUMO

XARIFA, Jéssica da Silva; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Margo, 2015; Abordagem Quimica e Atividade Citotoxica frente a
Artemia salina de um Espécime de Guapira pernambucensis; Orientadora:
Leda Mathias.

A presente monografia teve por objetivo principal a abordagem quimica
e avaliacdo da atividade citotoxica frente as larvas de Artemia salina das folhas
e caule de um espécime de Guapira pernambucensis.

Os testes quimicos realizados com o0s extratos brutos indicaram
principalmente a presenca de triterpenos, esteréides, flavonoides, fendlicos

gerais, catequinas e alcaldides.

A avaliagéo da toxidade dos extratos brutos foi realizada utilizando-se o
método proposto por Mac Laughlin para larvas de A. salina.

A avaliacdo da capacidade antioxidante foi realizada através do método
gue utiliza o 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil como radical livre

A avaliacéo de flavondides totais foi feita utilizando o método do cloreto
de aluminio.

O fracionamento do extrato bruto hexanico do caule e metandlico das
folhas e isolamento dos metabdlitos secundarios foi feito utilizando métodos
cromatograficos adequados.

Os metabdlitos secundarios isolados foram identificados através da
interpretacdo de espectros de Ressonancia Magnética Nuclear, bem como
através de informacdes obtidas no Cromatégrafo de gas acoplado ao
Espectrdbmetro de Massa e comparacdo com a literatura, resultando na

identificac&o de triterpenos e esterodides.
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ABSTRACT

XARIFA, Jessica da Silva; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; March, 2015; Approach Chemistry and Cytotoxic Activity through brine
shrimp test of a specimen of Guapira pernambucensis; Supervisor: Leda
Mathias.

This monograph presents the chemistry approach and evaluation of the
cytotoxic activity against Artemia salina larvae of the leaves and stem of a
specimen of Guapira pernambucensis.

The tests chemical performed with crude extracts indicated mainly the
presence of triterpenes, sterols, flavonoids, general phenolic, catechins and
alkaloids.

Evaluation of the antioxidant capacity was performed by the method
which uses 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl as free radical.

Evaluation of total flavonoids was performed using the method of
aluminum chloride.

The evaluation of the toxicity of the crude extracts was performed using
the method proposed by Mac Laughlin to A. salina larvae.

The fractionation of the crude hexane extract of the stem and
methanolic of the leaves and isolation of secondary metabolites were made
using appropriate chromatographic methods.

The secondary metabolites were identified by interpreting of Nuclear
Magnetic Resonance spectra as well as through information obtained in the
Gas Chromatography coupled with to Mass Spectrometer and comparison with

literature, resulted in the identification of triterpenes and steroids
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1. INTRODUCAO
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1.1. ASPECTOS GERAIS

A utilizacdo de ervas como base para remeédios remonta as tribos
primitivas onde as mulheres eram encarregadas de extrair das plantas os
principios ativos responsaveis pela cura de doencas. Com o passar do tempo
0S povos dessa época se tornaram mais habilitados em suprir as necessidades
de sobrevivéncia, estabelecendo papeis sociais especificos como, por
exemplo, o curandeiro.No século XIX o empirismo foi substituido pela quimica
experimental que permitiu a sintese de novas substancias organicas

contribuindo para o aumento da sobrevida humana(Franga, 2008).

Atualmente os estudos sobre a medicina popular vém merecendo
atencdo cada vez maior devido ao contingente de informacdes e
esclarecimentos que vem sendo oferecido a ciéncia. Na maioria dos paises
ocidentais, o uso de medicamentos de origem vegetal esta sendo retomado de
maneira sistematica e crescente na profilaxia e tratamento de doencas, ao lado

da terapéutica convencional (Franga, 2008).

A utilizacdo das plantas medicinais vem atingindo um publico cada vez
maior, recebendo incentivo da propria Organizacdo Mundial de Saude. A
avaliacdo do potencial terapéutico das plantas medicinais e de seus
constituintes tem sido objeto de varios estudos, em que ja foram comprovadas
as acOes farmacoldgicas e a eficacia terapéutica por meio de testes clinicos.
Entre os medicamentos comercializados com principios ativos de origem
vegetal temos VickVaporub, Floratil, Buscopan, Tamarine e Morfina (Franca,
2008).

O Brasil, com sua grandeza de litoral, de sua flora e possuindo a maior
floresta equatorial e tropical umida do planeta, ndo pode abdicar de sua
vocacao para os produtos naturais. A quimica dos Produtos Naturais é, dentro
da Quimica brasileira, a area mais antiga.Em 1976, realizou-se a semana de
estudos sobre “Produtos Naturais e a Protecdao de Plantas”. O foco das
discussdes nesta reunido era o papel de determinados metabolitos secundarios
na defesa de plantas contra organismos predadores e situacfes diversas.

Essas defesas sdo de natureza quimica e, normalmente, envolvem substancias
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do metabolismo secundario, as quais podem ser chamadas de fitotoxinas ou
aleloquimicos. Esse fenbmeno é conhecido como alelopatia (Pinto, 2002).

A caracteristica mais importante da maioria dos metabolitos secundarios
€ sua distribuicdo restrita na natureza, que se limita a uma espécie ou a
espécies relacionadas, permitindo a ela se adequar as condi¢gfes impostas pelo
ambiente. Outro papel importante é a protecdo do metabolismo vegetal contra
a acao oxidante (Castro, 2001).

Muitas plantas possuem uso na medicina popular com fins terapéuticos
pela acao de flavondides e terpendides que sao importantes na obtencao de
novos farmacos (Montanari, 2001; Braz-Filho, 1994).

Os flavondides estdo presentes em grande parte das plantas, incluindo
folhas, raizes, cascas, polen e sementes e por isso representam um dos
grupos fendlicos mais importantes e diversificados dentre os produtos de
origem natural. O emprego terapéutico de plantas contendo flavondides &
reconhecidamente importante. Muitas atividades biolégicas séo atribuidas a

eles, como: antiviral, antiinflamatoria, dentre outras (Severi, 2010).

Dentre os flavondides isolados em espécies da familia
Nyctaginaceaetemos a rutina, isolada de G. opposita (Figura 1)a qual se atribui
a propriedade de inibicdo da formacdo de radicais livres (Severi, 2010;
Rodrigues, 2003).

OH o

OH OH OH

Figura 1: Estrutura do flavondide rutina.
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1.2. A FAMILIA NYCTAGINACEAE

A familia Nyctaginaceae esta representada no Brasil por 11géneros e 48
espécies, sendo os géneros Andradea, Bolemia, Bouganvillea, Guapira,
Leucaster, Mirabilis, Neea, Pisonia, Ramisia e Reichenbachia nativos e o
Boerhaviaintroduzido (Marchiorettoet al., 2011; Souza eLorenzi, 2008).

Seus representantes apresentam-se na forma de arvores, arbustos,
ervas ou lianas. Folhas alternas ou opostas, simples, sem estipulas.
Inflorescéncias cimosas em geral; flores vistosas ou nao, bissexuadas ou
unissexuadas, monociamideas, geralmente actinomorfas, as vezes envolvidas
por um conjunto de bracteas vistosas (Bouganvillea) ou semelhantes a um
calice (Mirabillis) (Souza e Lorenzi, 2008; Furlan et al., 2008).

Algumas espécies sao consideradas, economicamente, importantes tais
como Mirabilis L. e BougainvilleaChoisy, cujas espécies sdo utilizadas como
plantas ornamentais. A espécie Boerhavia L, vulgarmente conhecida como
“erva-tostao”
et al., 2010).

Entre os géneros nativos destaca-se a Guapira, em especial

, € utilizada na medicina popular na cura de diversos males (Souza

Guapiraopposita, muito comum em diversas formacdes florestais. As espécies
arboreas de Nyctaginaceae recebem o nome vulgar de “Maria-mole”, referencia
a baixa qualidade de sua madeira.Estudos da morfologia floral comparada feito
em 1996 possibilitou o reconhecimento de trinta espécies na familia, dentre
elas G. opposita, G. pernambucensis, G. noxia, Neeaduekei e Pisoniaaculeata
(Furlan, 1996).

A familia também apresenta varios géneros com atividades biologicas
importantes e dentre estas podemos destacar as atividades, antillcera,
antimicrobiana, imunomodulatéria e antioxidante, algumas vezes atribuida a

presenca de flavondides (Mazzolinet al., 2007).

1.3. O GENERO GUAPIRA

Guapira € um género neotropical com aproximadamente 70 espécies,

ocorrendo do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina. No Brasil ocorre
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em todas as regides, porem apresenta baixa frequéncia na regido amazonica
(Souza e Lorenzi, 2008).

No género sdo conhecidas as seguintes espécies: G. areolata, G.
discolor, G. fragans, G. globosa, G. gracilifiora, G. hirsuta, G.nitida, G. noxia, G.
opposita e G. pernambucensis(Bernacci, 2014).

1.4. A ESPECIE Guapira pernambucensis

A espécie G. pernambucensis (casar.) Lundell (Figura 2) é uma das
muitas espécies do género Guapira que habitam principalmente as restingas,
regides arbustivas e campos. Esta espécie apresenta o basdnimo de Pisonia
pernambucensis Casar e sinonimia Torrubia pernambucensisStandl(Furlan,
1996; Schmidt, 1872).

G. pernambucensis, conhecida popularmente como “mangue-branco’,
‘pau-mole”, “ramalhete-do-mato” e “Jodo mole”, apresenta habito arbustivo
(cresce em moitas), € nativa das restingas do Brasil (RJ até PE), apresenta
folnas opostas, flores paniculadas e frutos aquénicos (Bernacci, 2014). A
espécie apresenta a seguinte linhagem filogenética:Reino—Plantae,
Filo—~>Magnoliophyta, Classe—Magnoliopsida, Ordem—Caryophyllales,

Familia—>Nyctaginaceae, Género—Guapira, Espécie—G. pernambucensis.

Figura 2. Fotografia das folhas e frutos de Guapira pernambucensis*

*Fontes: (Popovikin, 2013)
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1.5. LOCAL DE COLETA DA PLANTA

A espécie G. pernambucensis foi coletada na regido de restinga no complexo
lagunar Grussai-lquipari no Municipio de Sao Joao da Barra — RJ (Figura 3). O solo
da regido foi identificado como areias quartzosas marinhas associadas
aopodozolhidromérfico tém origem flivio-marinha, formada sobre corddes litoraneos
paralelos, com estratificacdo plano-paralela com 1 a 3 m de altura. Segundo
Radambrasil o clima da regido esta caracterizado como tropical sub-umido a
semidarido, com precipitacdo pluviométrica média anual variando de 800 — 1200 mm.
O vento predominante tem direcdo nordeste atingindo maiores velocidades nos
meses de agosto a dezembro (Assuncao, 2000).

No Brasil as restingas séo encontradas ao longo do litoral desde a costa leste
do Para até a costa do Rio Grande do Sul, perfazendo um total de aproximadamente
9.000 Km de extenséao (Silva, 2014).

Figura 3. Fotografias do complexo lagunar Grussai/lquipari em Sdo Jodo da
Barra/RJ*

*Fontes: (UENF, 2013)

O conceito geografico de restinga refere-se aos corddes arenosos que

depositados pelas correntes marinhas, fecham ou tendem a fechar uma reentrancia


http://www.guiaguaruja.com.br/meioambiente/restinga.html
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na linha da costa, onde se estabelece comunidades vegetais e animais com

caracteristicas marcantes em funcao das condic¢des fisicas do meio (Silva, 2014).

As formas de vida diversificadas (arbusto, ervas, trepadeiras e epifitas) dao
ao conjunto uma estrutura de mata baixa, rica e complexa. A regiao de restinga
apresenta grande importancia econdmica, onde podemos destacar: ornamental e
paisagistica, industrial e alimenticia, arqueoldgica, ecolégica e medicinal (Maraschin-
Silva, 2004).

Na regido de restinga o solo ndo € a principal fonte de nutrientes, mas &,
sobretudo, a vegetacdo o suporte vital do ecossistema, onde os solos arenosos
extremamente permeaveis e pobres em nutrientes, a constante acdo do vento e a
salinidade exigem uma especificacao de certos orgaos das plantas para que possam
sobreviver em um ambiente indspito. Encontra-se um sistema radical profundo e
ramificado, que garante a fixacdo da planta, além de fornecer mais agua e
nutrientes, pela maior area do solo que pode ser explorada. As folhas sdo em geral
pequenas e coriaceas para diminuir a perda de agua e como protecdo contra
dilaceracdo pelo vento. Existem caules rastejantes, flutuando sobre a areia e
acompanhando as modificacfes da superficie. Existem também caules subterraneos

(rizomas) e folhas carnosas com a finalidade de retencao de agua (Joly, 1998).

1.6. TESTES BIOLOGICOS

1.6.1. Artemia salina

A. salina (larva de camarédo de agua salgada) € utilizado como alimento para
peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de piscicultura. O teste de
toxicidade contra a Artemia salina € um ensaio biolégico considerado como uma das
ferramentas mais utilizadas para a avaliacdo preliminar de toxicidade (Amarante et.
al., 2011). O bioensaio foi proposto por McLaughlinet al. (1995) e caracteriza-se
como um ensaio simples para determinar a DLsp (ug/mL) para substancias puras e
extratos. Sao considerados ativos valores de DL5p<1000 pg/mL para extratos brutos
e < 30 pyg/mL para substancias puras.

A praticidade e simplicidade que envolve o bioensaio favorecem sua utilizacao
sistematica em laboratérios de pesquisa. A técnica tem a vantagem de apresentar

baixo custo, rapidez e ndo exigir técnicas assépticas (Meyer etal., 1982).



Pagina |25

7

O dUOnico parametro envolvido no bioensaio € a morte ou vida dos
microcrustaceos em contato com o material analisado e os dados obtidos sé&o
facilmente tratados estatisticamente (Calvacanteet al., 2000).

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxidade frente a A. salina com
atividades antifangica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida e tripanossomicida
(Siqueira et al., 1998).

1.7. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O conhecimento sobre propriedades antioxidantes € relativamente recente,
especialmente nas duas ultimas décadas observou-se um enorme crescimento da
investigagao cientifica envolvendo o efeito de extratos brutos, fragcdes e substancias

puras e/ou modificadas quimicamente (Yunes & Calixto, 2001).

Antioxidantes naturais constituem uma larga gama de substancias incluindo
as nitrogenadas, fenois, carotendides, terpendides e saponinas, dentre outras.
Dentre os antioxidantes naturais podemos destacar os flavonoides, pois possuem a
capacidade de proteger os constituintes alimentares contra o dano oxidativo, o que
contribui para prevencdo de diversas patologias, como doencas cardiovasculares,

envelhecimento precoce e cancer (Yunes & Calixto, 2001).

Existem varios métodos para determinacdo de atividade antioxidante em
extratos e substancias isoladas, um dos mais utilizados consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). O DPPH
em solucdo apresenta coloragéo violeta e absorve em 515 nm. Quando reage com
um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH é reduzido formando difenil-picril-
hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absorcéo.
Quanto maior o potencial oxidante da amostra testada, mais rapida sera a
descoloracdo do DPPH. Como a mudanca de coloracdo é um aspecto facilmente
visualizado, o método € bastante simples e pratico (Figura 4, p.26) (Roginsky e Lissi,
2005).
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Para a obtencdo de dados com maior precisdo utilizamos um
espectrofotdbmetro ou um colorimetro, devido a forte absor¢do 517 nm, & medida que
o DPPH é consumido pela acdo do oxidante permite tracar-se um grafico de

absorbancia versus concentracdo do soluto (Mensor, 1999; 2001).

A partir dos valores de absorbancia obtidos, determina-se a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres. A porcentagem de
atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante e a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracao inicial de DPPH em 50% é denominada concentracao eficiente (CEso)
(Mensor, 1999; 2001).

Q\NQ O\N/O
Ne Antioxidante (A-H) N|H
- + A°
NO, NO, Extrato bruto de planta NO, NO,
NO-, NO;
- DPPH DPPH-H
(violeta, 517 nm) (reduzido)

Figura 4. Estrutura da DPPH antes e ap0s reacdo com o antioxidante (A-H)
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

O principal objetivo desta monografia é a prospeccao fitoquimica/biologica de
extratos vegetais do caule e folhas de um espécime de Guapirapernambucensis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Aprendizado de pesquisa bibliografica, técnicas e uso de equipamentos
basicos de laboratério de quimica orgéanica;
. Realizar testes quimicos para identificacdo dos metabdlitos secundarios:

triterpenos, esteroides, alcaloides, fendlicos, flavonoides e antocianidinas;

o Avaliar a atividade antioxidante dos extratos brutos;
. Avaliacao do teor de fendlicos e flavondides totais;
o Avaliar o perfil quimico dos extratos atraves de testes quimicos especificos

para identificacdo de metabolitos secundarios e métodos espectrométricos
(IV, CG/EM e RMN);
o Avaliar a atividade citotoxica dos extratos brutos frente as larvas do

microcrustaceo Artemia salina Leach.
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3. MATERIAIS E METODOS
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Os solventes empregados no desenvolvimento desse trabalho foram de grau
p.a. e procedéncia Merck, Sigma-Aldrich, Synth e Vetec. Nas analises por RMN
utilizou-se solventes deuterados de procedéncia Cil (Cambridge Isotope
Laboratories, Inc).

Nas separacdes cromatograficas em coluna, foram utilizadas, silica gel 60
(0,063-0,200 mm) e silica gel 60 (0,040-0,063 mm)ambas de procedéncia Merck e
Vetec e Sephadex LH-20 procedéncia Pharmacia.

Nas analises comparativas através de cromatograma em camada delgada
analitica (CCDA) utilizou-se cromatofolhas de silica gel 60 Fzss € RP-18 Fssambas
de procedéncia Merck.

A revelacdo das cromatoplacas foram efetuadas atraves de irradiagdo com luz
na regido do ultravioleta em comprimento de onda 254 e 366 nm e/ou com
reveladores cromogénicos (vanilina sulfarica, sulfato cérico, solucdo alcodlica de

cloreto férrico, orcinol sulfurico).

Os critérios de pureza adotados foram a observacdo de uma unica mancha
em cromatografia de camada delgada analitica (CCDA), variando-se a fase mével e

reveladores.
3.1. EQUIPAMENTOS
3.1.1. CONCENTRACAO DOS EXTRATOS EFRACOES

A concentracdo dos extratos e fracdes foi efetuada sob presséo reduzida em
evaporador rotativo, Fisatom 802. As solucdes aquosas foram liofilizadas em

liofilizador Thermo Savant.

3.1.2. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em pastilhas de KBr
grau espectroscopico, com leituras na regido de 4000 a 400 cm™ em um

espectrometro IRAffinity-1 Shimadzu.
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3.1.3. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

Utilizou-se espectrofotometro Bel Photonics 1105 com faixa espectral de 320 -
1000 nm e espectrofotometro UV-1800Shimadzu, com varredura entre 200 e 1000
nm com amostras dissolvidas em MeOH ou BuOH ou EtOH em cubetas de 1,0 cm.

3.1.4. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE
MASSAS

Os espectros de gas acoplados ao massas (CG-EM), foram obtidos em
aparelhos GC-MS QP 5050 Shimadzu e CG-MS 5975C Inert XL EI/CI/MS Agilent
Technologies.

3.1.5. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono-
13 para as substancias foram realizados em temperatura ambiente dissolvidas em
metanol ou cloroformio ou dimetil sufoxido deuterados, empregando-se
tetrametilsilano (TMS) como referéncia. Utilizou-se espectrémetro Brucker ascend
500 MHz em campo de 500 MHz(RMN *H) e 125 MHz (RMN **C). Os
deslocamentos quimicos (&) foram indicados em ppm e as constantes de

acoplamento (J) em Hertz (Hz).

3.2. MATERIAL VEGETAL

A espécie G. pernambucensis foi coletada na regido de restinga no Complexo
Lagunar Grussai - Iquipari no Municipio de Sdo Jodo da Barra — RJ. Inicialmente
foi realizada a triagem do material coletado, quando foi separados folhas e caule. O
material vegetal (caule e folhas) foi diretamente submetidos a secagem a
temperatura ambiente durante 7 dias. Em seguida procedeu-se a moagem do
material vegetal em moinho de facas tipo Willey. O material pulverizado foi pesado e

submetido a extracdo com solventes.

3.3. PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Folhas e caules de G. pernambucensis apos secos, moidos e pesados foram

submetido a extracdo a frio. Para as folhas as extracdes foram feitas utilizando
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CH.CI,;, MeOH e MeOH/H,0O (9:1). Para o caule foram utilizados Hexano, CH,Cl,,
AcOEt, MeOH, e MeOH/H,0 (9:1).

Os extratos brutos foram concentrados em evaporador rotatério, sob pressao
reduzida, até obtencdo de um residuo. Os extratos brutos obtidos foram transferidos
para frasco previamente tarados e mantido em capela de exaustdo. Esse
procedimento forneceu para o caule 0,79 g de extrato em hexano, 0,59 g em CH,Cl;,
0,76 g em AcOEt, 6,16 g de extrato em MeOH e 0,66 g de extrato hidroalcodlico.
Para as folhas obteve-se 0,33 g de extrato em CH,Cl,, 35,12 g de extrato em MeOH
e 6,69 g de extrato hidroalcodlico (Esquema 1 e 2, p. 32 e 33).

G. pernambucensis
(caule =10,75 g)

Hexano DCM AcOEt MeOH 10% H,0 e 90%MeOH
0799 0,59 g 0,76 g 6,16 g 0,669
Filtracdo com Filtracdo com
celite + carvao ativo celite + carvao ativo

| | |
HDCM HMeOH
ED

Esquema 1. Fluxograma resumido da preparacdo dos extratos brutos do caule de

G. pernambucensis.
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Guapira pernambucensis
(folhas)
803,70 g

MeOH/H50 (9:1)

6,69 g

Filtrac&o Extragéo
com XAD-02 liquido/liquido
com solventes
organicos
11,29

2049
m_ Acetato
— Residuo

aquoso

Esquema 2. Fluxograma resumido da preparacado dos extratos brutos das folhas de

G. pernambucensis

35. TESTE QUIMICO PARA IDENTIFICACAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

3.5.1. TESTES GENERICOS PARA IDENTIFICACAO DE TRITERPENOS E
ESTEROIDES

O teste para identificar a presenca de triterpenos e esteroides foi iniciado com
a preparacdo de uma solucdo contendo 11,2 mg do extrato bruto em hexano do
caule de G.pernambucensis diluido em 4,0 mL de MeOH. A uma aliquota de 2,0 mL
da solucao foram adicionados 10,0 mL de cloroférmio. Filtrou-se com papel de filtro e
dividiram-se o extrato em duas porc¢des iguais utilizando-se dois tubos de ensaio. No
tubo 1 realizou-se a reacdo de Liebermann-Burchard e no tubo 2 a reacdo de

Salkowski.
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v REAQAO DE LIEBERMANN-BURCHARD(Costa, 1994)

Misturou-se 10,0 mL de anidrido acético e 2,0 gotas de Acido sulfrico

concentrado, em seguida, adicionou-se ao tubo de ensaiol.
4 REACAO DE SALKOWSKI (Joly, 1998)

Ao tubo de ensaio2 adicionou-se algumas gotas de acido sulfurico concentrado.
3.5.2. TESTE QUIMICO PARA FENOLICOS EM GERAL

Em todos os testes realizados para identificacdo de fendlicos, foi utilizado o

extrato metandlico bruto das folhas de G. pernambucensis.
v REACAO COM CLORETO DE ALUMINIO (Mouco &Cornélio, 2003)

Em um papel de filtro foram demarcadas duas areas A e B, onde foram
depositadas algumas gotas do extrato bruto metandico (5 mg/mL). Em seguida foi
adicionada a area A uma gota de solucédo de AICI; 5% em etanol. As duas areas

foram analisadas.
v" REACAO COM CLORETO FERRICO (Shriner&Fuson, 1983)

Em um tubo de ensaio contendo 10,1 mg/mL do extrato bruto, foram

adicionados 3,0 gotas de cloreto férrico 2% em etanol. Analisaram-se o0s resultados.
v" REACAO COM HIDROXIDO DE SODIO (Mouco &Cornelio, 2003)

A um tubo de ensaio foram adicionados 5,2 mg do extrato bruto diluido
em 5,0 mL de agua destilada, e a este foram adicionadas duas gotas de hidroxido de

sodio 5%. Os resultados foram analisados.
3.4.3. TESTE PARA ALCALOIDES(Mouco &Cornélio, 2003)

Dissolveu-se, aproximadamente, 20,0 mg do extrato metandlico bruto das
folhas de G. pernambucensis em 5,0mL de uma solucdo de MeOH/H,O (7:3, v/v)
com 1,0 gota de acido acético, em seguida foi realizada a adicdo do reagente

Dragendorff gota a gota.
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3.5. DETERMINAC}AO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO
SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE 2,2’-DIFENIL-1-PICRIHIDRAZIL (DPPH)

Neste ensaio foi analisado o extrato metandlico das folhas de G.
pernambucensis, utilizando como controle positivo o flavonoide rutina e como
controle negativo a solu¢cdo de DPPH. O procedimento resumido esta ilustrado na
Figura 6 (p.37).

v Metodologia: Primeiramente foram preparados 50,0 mL de solugéo estoque
de DPPH em metanol na concentracdo de 40,0 pg/mL. Em seguida foram feitas
diluicdes de 35,0; 30,0; 20,0; 15,0; 10,0; 5,0 e 1,0 pg/mL a partir da solucao estoque.
A curva de calibracao foi construida a partir dos valores da absorbancia, medidos em
triplicatas, a 515 nm e tendo como branco o metanol.

Solugdes com concentracdo de 500,0 pg/mL do extrato e do controle positivo
em metanol foram diluidas nas concentra¢des de 250,0; 200,0; 150,0; 100,0; 50,0 e
25,0 pg/mL. Os valores das medidas de absorbancias das misturas reacionais (0,3
mL da solucéo da amostra ou do controle positivo e 2,7 mL da solugcéo estoque de
DPPH na concentracédo de 40,0 ug/mL) em todas as concentracdes testadas, apos
30 minutos reagindo, foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante

(AA), atraves da equacéo:
%AA:{[Abscontrole_(AbSamostra_AbSbranco)]Xloo}/Abscontrole

Todas as analises foram realizadas em triplicata e a AA% foi calculada
através de média aritmética. O valor da ECsp foi calculado através da equacéo da
reta do gréafico plotado, onde a abscissa representa as concentracfes da amostra

testada e a ordenada a %AA.
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Extrato/padrio DPPH 40 pg/mL
(diferentes concentragoes) 2,7mL
0,3mL ‘

-

Figura 5. Metodologia resumida do teste de determinagéo da atividade antioxidante.
3.6.FLAVONOIDES TOTAIS (Rio, 1996)

Inicialmente preparou-se uma curva de calibragdo com o padréo de rutina
com um faixa de concentracdo de 6,8 a 17,0 pg/mL. A cada concentracédo
acrescentou-se 1,0 mL de solucdo de cloreto de aluminio (5,0 g de cloreto de
aluminio em 100,0 mL de metanol). Completou-seo volume para 50,0 mL e apds
repouso de 30 minutos realizou-se a leitura em 425 nm no espectrofotdmetro de
UV/Visivel.

O preparo do branco foi feito adicionando-se 1,0 mL da solucéo de cloreto de

aluminio 5% a 50,0 mL de metanol.

A uma solucdo de 15,0 mL da solucédo do extrato (1,0mg/mL) adicionou-se 1,0
mL da solucédo de AICl;. Completou-se o volume com metanol até 50,0 mL em bal&o

volumétrico. Apés repouso por meia hora, fez-se a leitura em espectrofotdmetro.

3.7. DETERMINACAO DO TEOR DE PROANTOCIANIDINAS POR ANALISE
COLORIMETRICA PELO METODO DA BUTANOLISE

5,0mg do extrato em MeOH das folhas de G. pernambucensis foi solubilizado

em 10,0 mL de MeOH (solugédo 0,5 mg/mL) em baldo volumétrico. Com auxilio de
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uma pipeta volumeétrica 1,0 mL dessa solugdo foi colocado em um tubo de hidrélise
contendo 4,0 mL de solugcéo 5% de HCI em BuOH. O tubo foi fechado e a mistura
reacional foi aquecida em banho Maria a 95°C por cerca de 2 h. Apds esse periodo a
mistura reacional foi resfriada e submetida a leitura em espectrofotbmetro de
ultravioleta a 540 nm, comparando-se 0s valores obtidos com os valores da solucao
inicial, isto €, o extrato metandlico bruto (Figura 5).

4mL

HCL 5% em Butanol
540 nm

Espectofotometro
de U.V.

95°Cpor2h

1mL

Extrato (0,5 mg/mL)
em MeOH

Figura 6. Metodologia resumida da solvolise (butanolise) de proantocianidinas no

extrato em MeOH de G. pernambucensis.

3.8. ENSAIOS BIOLOGICOS

3.8.1. LETALIDADE FRENTE AS LARVAS DO MICROCRUSTACEO Artemia salina
LEACH.
O ensaio da letalidade frente as larvas de A. salina foi feito segundo

metodologia proposta por McLaughlin (McLaughlinetal., 1982).

No bioensaio utilizou-se uma solucdo estoque (2,22 mg/mL) do extrato
metanolico das folhas da G. pernambucensis solubilizado na mistura de agua do
mar/ DMSO 1% na proporcdo de 3:2 (v/v).a partir da solucdo estoque foram
preparadas diluices nas concentra¢cdes 1,33; 0,89; 0,44; e 0,22 mg/mL. Os ensaios

foram realizados em triplicatas e estao ilustrados na Figura 7 (p. 38).
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Figura 7. Metodologia resumida do teste de determinacao do teor de toxidade frente

a larvas de A. salina.
3.9. FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS

Todos os fracionamentos cromatograficos foram monitorados por
cromatografia em camada delgada analitica de silica gel (CCDA), utilizando-se
diversos eluentes. Os cromatogramas foram observados sob luz visivel e ultravioleta

(254 e 365 nm) e entdo revelados com as solugdes reveladoras citadas no item 3
(pag. 30).

3.9.1. FRACIONAMENTO DA FRACAO HDCM DO EXTRATO BRUTO EM HEXANO
DO CAULE DEG. pernambucensis.

O extrato em Hexano (0,794qg) do caule de G. pernambucensis foi submetido
a filtracdo a vacuo utilizando uma mistura de celite e carvao ativo. Os solventes
utilizados foram o diclorometano e o metanol. Esse procedimento resultou em 323,9
mg HDCM (fracéo diclorometano) e 311,2 mg de HMeOH (fracdo metandlica).

Cerca de 100,0 mg da fracdo HDCM foi submetida a fracionamento em coluna
aberta de silica tipo flash utilizando como eluente CH,Cl,/MeOH (99,5: 0,5). Esse
procedimento resultou em 67 fracfes. As fracdes foram reunidas de acordo com a
semelhanca de comportamento em CCDA originando 15 subfracdes. As fracdes de
nameros 15 - 18 foram reunidas e codificadas como GP-02 e as de numeros 30-

43como G.P-01 e posteriormente submetidas a analise através de cromatografia
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gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). O fracionamento encontra-se

resumido no esquema 3.

Coluna de silica flash
100 mg

| 64 fracdes I

Esquema 3. Fluxograma resumido do fracionamento do extrato bruto em hexano do

caule de G. pernambucensis

3.9.2. FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOLICO DAS FOLHAS de G.
pernambucensis.

Aproximadamente 11,0 g do extrato em MeOH das folhas de G.
pernambucensis foram submetidos a particdo liquido/liquido entre os solventes
organicos acetato de etila, n-butanol e H,O. As fracbes organicas foram
adicionadas de sulfato de sodio e filtradas em papel de filtro. O filtrado foi
concentrado em evaporador rotatorio e o residuo foi deixado em capela de exaustao
para eliminacdo do solvente remanescente. O residuo de solvente organico da
fracdo aquosa foi evaporado em evaporador rotatorio e a agua remanescente foi
eliminada através de liofilizacdo. Esse procedimento resultou em fracdo AcOEt

(0,7879), fracdo em n-BuOH (4,03 g) e fracéo aquosa (5,81 g).

A fracdo em AcOEt, foi submetida a cromatografia de exclusdo com Sephadex-
LH-20, utilizando-se como eluente MeOH. Esse procedimento resultou em 72
fracOes que foram reunidas de acordo com a semelhanca em CCDA. As fracfes de
nameros 37 a 46 foram reunidas e submetidas ao mesmo procedimento citado
anteriormente até o isolamento da mistura de substancias codificada de GP-03 (9,2
mg).O Esquema?2 (p. 33) resume o fracionamento do extrato em MeOH das folhas

de G. pernambucensis.



Extrato MeOH folhas
35,1238 g

Extragéo liquido/liquido
com solventes

Particao
hidroalcoolica

organicos
11,1659 g
| |
Acetato Butanol
0,7868 g 4,0281¢

Sephadex LH-20
0,7868 g

72 fracOes

Sephadex LH-20
fracBes 37- 46
47,7 mg

44 fragdes

Fragdo 13
GP-03

9,2 mg
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Esquema 4. Fluxograma resumido do fracionamento do extrato bruto em metanol

das folhas de G. pernambucensis
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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41. TESTES QUIMICOS PARA IDENTIFICA(}AO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS NOS EXTRATOS BRUTOS DE G. pernambucensis

4.1.1. TRITERPENOS E ESTEROIDES

Os isoprendides sdo caracteristicos por sua acessibilidade, abundancia
facilidade com que séo isolados e composicao relativamente simples motivando
pesquisas desde o final do século XIX.

Sao classificados de acordo com o numero de unidades de isopreno (u.i.) que
0s constitui. Os esterdides sdo uma subclasse dos triterpenoides (Csp, seis u.i.). Os
triterpenoides sdo os constituintes mais importantes dos 6leos essenciais e também
possuem atividades biolégicas como: fortalecimento do sistema imunolégico e
reparacao de tecidos (Castro etal. 2001).

Os testes quimicos mais comuns para a identificacdo de triterpenos e
esterdides sao as reacodes de Libermann-Buchard e de Salkowiski.

A reacdo de Liebermann-Buchard, ilustrada na figura 8, permite a
identificacdo do esqueleto esteroidal, através do mecanismo proposto na reacgao
mostrada na Figura 8 (p.43). Quando os reagentes sdo adicionados a amostra
contendo esterdides ocorre uma mudanca de coloracdo do meio reacional. O
desenvolvimento de coloracdo esverdeada se da devido a formacdo de um derivado

sulfénico que absorve em torno de 416 nm.
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Figura 8. Mecanismo proposto para a reacao de Liebermann-Buchard

Os testes quimicos para identificacao de triterpendides e esteréides feito com
0 extrato em hexano do caule de G. pernambucensismostrou resultado positivo para
a duasreacdes (ocorreu intensificacdo da cor da mistura reacional). Os resultados

estdo apresentados na Tabela 1 e Figura 9 (p.44).

Tabela 1.Resultados do teste quimico para identificacdo de triterpenos e esteroides

Reacéo de Liebermann-Burchard + Intensificacdo da cor
Reacédo de Salkowski + Intensificacdo da cor
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Figura 9. 1-reacéo de Liebermann-Burchard e 2-Reac¢ao deSalkowiski.

4.1.2. FENOLICOS EM GERAL E FLAVONOIDES

Naidentificacdo da presenca de flavonoides em um extrato, sem que ocorra a
interferéncia de outras substancias fendlicas, comumente emprega-se o método
colorimétrico com AICI; ondeo céation Al**forma complexos estaveis com o0s
flavondides, ocorrendo na andlise espectrofotométrica um desvio para maiores
comprimentos de onda (desvio batocrémico)e uma intensificacdo da cor (efeito

hipercrémico) (Marcucci,1998; Marques, 2012)(Figura 10).

Figural0. Complexo formado entre flavondide e AICl;

Nareacdo com AICl;, feita com extrato metandlico das folhas de G.
pernambucensis,a area com reagente apresentou intensificacdo da cor (amarelo
claro»amarelo escuro) quando visualizado na luz UV/VIS,caracterizando resultado
positivo. Nas reacdes com FeCl; e NaOH as solu¢cdes quando em contato com o

reagente, sofreram mudancga de coloracdo (amarelo claro—verde escuro; amarelo
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claro—»amarelo escuro respectivamente) (Figura 11). Os resultados obtidos estéo

resumidos na Tabela2.

Tabela 2.Resultados do teste quimico para identificacdo de flavonoides e fendlicos
em geral.

Teste Metabolito Resultado
Reacédo com Cloreto de Aluminio Flavondides +
Reacédo com Cloreto Férrico Fendlicos em geral +
Reacdo com Hidroxido de Sédio Flavondides +

Figura 11. Foto ilustrativa da reacdo com FeCl3 (1) e da reacédo com NaOH (2).

4.1.3. TESTE PARA ALCALOIDES

Alcaldides sdo bases organicas nitrogenadas encontradas principalmente em
plantas e com menos freqiéncia, em micro-organismos e animais (Barbosa et al.
2003).

Exemplos de alcaldéides muito conhecidos incluem a nicotina, presente em
variedades de fumo (Nicotianatabacum); a cocaina, presente em folhas de
Erythroxylon coca; e a cafeina, de sementes de café e folhas de cha. Estudos
revelam atividades biol6gicas como: atividade antitumoral (vincristina e vimblastina),
tratamento da malaria (quinina), regulacdo das fun¢cdes do miocérdio (quinidina),

dentre outras (Castro et al. 2001).
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A presenca de um ou mais atomos de nitrogénio na molécula confere a maioria
dos alcaloides um carater basico, possibilitando a formacdo de sais quando

presentes em meio acido (Gama, 2012).

No teste realizado com extrato metandlico das folhas de G. pernambucensis
observou-se a formagcdo de um precipitado indicando a presenca de alcaldides no
extrato.O resultado obtido esta ilustrado na Figura 12.

Figural2. Solucdo da amostra antes da reacéo (1) e ap0s reagir com o reagente de
Dragendorf (2)

4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA) PELO METODO DO DPPH

Apos o trabalho de Pincemail & Deby (1986) que relata a utilizacdo do extrato
padronizado da espécie Ginkgobiloba na terapéutica antioxidante, a procura de
novas substancias ou extratos brutos com atividade antioxidade (AA) vem
aumentando consideravelmente. Dentre as metodologias utilizadas podemos
destacar o método do DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazila), um radical livre estavel a
temperatura ambiente, com coloracédo violeta caracteristica em solucdo etandlica
(Mensor, 1999; 2001).

Para medida da AA do extrato metandlico das folhas de G. pernambucensis,
inicialmente construiu-se uma curva de calibracdo de diferentes concentracfes do
padrdao de DPPH versus absorbancia e em seguida calculou-se a equacéo da reta (y
= 0,027x - 0,005; R = 0,998). Em seguida foram preparadas conhecidas do padrao
rutina e fez-se reagir com DPPH. Mediram-se as absorbancias e calculou-se a

equacao da reta (y = 0,117x + 15,46; R = 0,997). O mesmo procedimento descrito
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anteriormente foi realizado com a amostra. A partir dai calculou-se a ECsp para a
rutina (ECso = 292,9 pg/mL) e para a amostra (ECso = 287,9 pug/mL). Os resultados
obtidos estdo apresentados nos Grafico 1 a 3 apresentados abaixo.

1,2 -
1 4
0,8 -
wn0,6 -
e
<0,4 - y =0,0272x - 0,0054
R?=0,9981
0,2 -
O - T T T T 1
0 10 20 30 40 50
concentracdo (ug/mL)

Grafico 1. Curva de calibracdo do DPPH.

50 -
ECso = 292,9 pg/mL -
40 -
30 -
<20 - y =0,1179x + 15,463
X R?=0,9975
10 -
0 T T 1
0 100 200 300
Concentragao (ug/mL)

Grafico 2. Atividade antioxidante obtida para o flavonoide Rutina

2(5, ] ECso = 287,9 pg/mL
35 -
30 -
25 -
gzo 4 y =0,1207x + 15,247
15 | R?=0,9968
10 -
5 -
0 ; ; ; ; .
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concentragao (ug/mL)

/

v

Gréafico 3. Atividade antioxidante obtida para o extrato metandlico das folhas de G.

pernambucensis.
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4.3. AVALIACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS — METODO DO CLORETO
DE ALUMINIO

Inicialmente prepararam-se diferentes concentragbes do padrdo rutina e
mediu-se a absorbéancia a 425 nm conforme mostrado na Tabela3. Com os
resultados obtidos construiu-se uma curva de calibracdo de concentragdo versus

absorbancia. Através do gréfico foi possivel obter a equacao da reta (Gréfico4).

Tabela 3. Absorbancias obtidas para o padrdo Rutina no teste do Teor de
Flavondides Totais

Concentracao Absorbancia
6,8 ng/mL 0,020
8,5 ng/mL 0,029
10,2 png/mL 0,038
11,9 pg/mL 0,044
13,6 ng/mL 0,050
15,3ug/mL 0,063
17,0ug/mL 0,078
Curva de calibracao
0,09 -
0,08 - @
0,07 -
0,06 -
abs. 0,05 - -
0,04 -
0,03 - y = 0,0053x - 0,0175
0,02 - R?*=0,9755
0,01 -
0 T T T 1
0 5 10 15 20
Concentragdo pg/mL

Gréafico 4. Curva de calibracdo para o padrdo de rutina no teste de teor de

Flavonoéides Totais.

Apés obtencao da equacao da reta, realizou-se a medida da absorbancia da
amostra em triplicata (Tabela 4, pag. 49) e a partir dai com base na equacao da reta
foi possivel determinar um teorde 6,13 pg de flavonéides totais presentes em 1 mL

de extrato bruto.
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Tabela 4. Resultado das absorbancias encontradas para o extrato metandélico no
teste do Teor de Flavondides Totais.

Extrato em MeOH Absorbancia

Frasco 1 0,013
Frasco 2 0,014
Frasco 3 0,018
Média 0,015

4.4. ANALISE DE PROANTOCIANIDINAS PELO METODO DA SOLVOLISE

O método fundamenta-se na reacdo colorimétrica com intensa absor¢cao na
regido de 550 nm, apds tratamento com acido. A clivagem oxidativa dos taninos
condensados formam antocianidinas evidenciando a labilidade da ligacdo C4-Cs
(Figura 13, p. 50).

Na reacdo é possivel verificar que a decomposicdo da proantocianidinas
catalisada por acido produz cianidinas da parte superior do dimero e um flavan-3-ol
da unidade terminal ocasionada pela protonacdo do anel D da unidade terminal do

dimero. A ressonancia estabiliza o cation formado.

Em seguida ocorre a quebra da ligacdo entre o anel C e D para estabilizar o
ion. O dimero fragmentado da origem a um mondmero (unidade terminal) e a
cianidina (unidade superior). A unidade superior em forma de carbocation perde
préton gerando flavan-3-eno, que por sua vez sofre oxidacdo fornecendo

antocianidina de coloracao vermelha.

Em meio &cido, alcodlico e a quente, as proantocianidinas caracterizam-se
pela liberacdo de antocianidinas, devido a quebra das ligacGes estabelecidas entre
as unidades monomeéricas. As antocianidinas liberadas para o meio, conforme for o
grau de hidroxilacdo do anel B, podem ser a pelargonidina, a cianidina ou a
delfinidina (Figura 14, p. 51).
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Figura 13. Decomposicdo de uma proantocianidina catalisada por acido

OH OH OH OH OH OH

Pelargonidina Cianidina Delfinidina

Figura 14. Estrutura da pelargonidina, cianidina e delfinidina

O produto da reacao € a formacdo quantitativa de antocianidinas, resultado da
quebra das liga¢gbes entre as flavonas pelo acido [ligacbes C-C (4 — 6) e (4 — 8),

sendo a primeira mais resistente. Essas substancias possuem coloragdo vermelha
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7

cuja densidade oOtica € proporcional a quantidade de proantocianidinas nas
amostras, obedecendo a Lei de Lambert-Beer.

A leitura das absorbancias do extrato do extrato em MeOH das folhas de G.
pernambucensis antes e ap0s a butandlise é mostrada nas Figurasl5 e 16 (p. 52),
onde podemos notar que apOds a reagdo apareceu uma absorcdo 548 nm
caracteristico da presenca decatequinas.

4,397 T T T

4,000

Absorbancia b
0,034
0,037
0,481
0,946 i

2,000

Abs.

2,000

41,000

-0,100 L L L
00,0 4000 00,0 00,0 1000,0
nm.

Figura 15. Espectro na regido do ultravioleta do extrato em MeOH de G.

pernambucensis diluido em MeOH antes da reacdo com BuOH/HCI/A
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0,205
2,503
4,000

2,000

Abs.
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-0,100 L L L
00,0 400,0 00,0 00,0 1000,0

Figura 16. Espectro na regido do ultravioleta do extrato em MeOH de G.

pernambucensis depois da degradagao com BuOH/HCI/A
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4.5. ENSAIOS BIOLOGICOS
4.5.1. CITOTOXICIDADE FRENTE AS LARVAS DE Artemia salina

Os resultados apresentados pelo extrato bruto metandlico das folhas de
G.pernambucensis no ensaio da letalidade frente a larvas de Artemia salina estao
ilustrado na Tabela 5. Os dados obtidos foram tratados estatisticamente pelo método
log-Probit determinando os valores de DLsy.

O extrato metandlico apresentou uma DLsy, = 171 pg/mL. Segundo
McLaughlin, os valores de DLsy < 10° pg/mL s&o considerados ativos para extratos
brutos.

Tabela 5. Citotoxidade do extrato em MeOH de G. pernambucensis frente as larvas
de A. salina.

Porcentagem de NaupliosMortos apés 24 h

Concentracdo (mg/mL) % de naudplios mortos

2,22 62
1,33 57,8
0,89 55,6
0,44 51,1
0,22 51,1
Branco 0
DLso 171 pug/Ml

4.6. AVALIACAO DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS BRUTOS DE G.

pernambucensis

4.6.1.IDENTIFICACAO DO PERFIL QUIMICO DO EXTRATO HEXANICO DO
CAULE DE G. pernambucensis

O extrato hexanico do caule de G. pernambucensisdepois de submetido a
filtracdo (Item 3.7.1., p. 38) forneceu duas fracdes. A fracdo em diclorometano
forneceu as subfracdes GP-01 e GP-02 que apos revelacdo com vanilina sulfurica

sugeriu tratar-se de esteroides.
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4.6.1.1. IDENTIFICACAO DA AMOSTRA GP-01

Ergosterol Estigmasterol

Campesterol

Estimast-8[14]-en-3- -ol

y -Sitosterol Estigmastenol

Espinasterona Estimast-4-en-3-ona

Figura 17. Perfil quimico dos componentes da mistura GP-01

A mistura de substancias GP-01 mostrou-se como solido branco amorfo e
apresentou 0s seguintes dados espectroscopios: 0 espectro na regido do
infravermelho, obtido em KBr, revelou a presenca de bandas de absorcao
condizentes com a presenca de grupo hidroxila em 3441,16 cm™ e de grupos
metilicos, metilénicos e metinicos respectivamente em 2933,85; 2866,34 e 2850,91

cm™ conforme mostra a Figura 18 (p.55).
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Figura 18. Espectro no infravermelho da mistura de substancias GP-01.

A andlise da amostra GP-01 através de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas mostrou-se como uma mistura de nove substancias,
sendo 0os componentes majoritarios o estigmasterol e o y-sitosterol (Figuras 19 a 28,
p. 56 a 59) cujas proporcdes encontram-se indicadas na Tabela 6 (p. 56). Os
componentes majoritarios da mistura foram identificados especialmente pela analise
dos espectros de CG/EM.
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Tabela 6. Tempos de retencédo (tr) e area (%) dos componentes de GP-01.

Pico Substéancia tr %
1  Campesterol 20.6 6,2
2  Ergosterol 20.9 0,8
3  Estigmasterol 216 38,2
4 Nao identificado 21.7 2,5
5  y-Sitosterol 23.2 40,2
6  Estigmastenol 23.4 8,8
7 Estigmast-8[14]-en-3-B-ol 24.7 1,3
8  Espinasterona 25.3 0,8
9  Estimast-4-en-3-ona 27.4 1,2

{x10000,000)

75
50

25

0.0+

U Té0 T T T200° T T 210 T T T2ho T 2800 T T2de T T 2607 T T 260 0 270 T 280
Figura 19. Cromatograma da mistura de substancia GP-01
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Figura 20.Fragmentograma do pico no. 1 (Campesterol)
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Figura 21. Fragmentograma do pico no. 2 (Ergosterol)
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Figura 22. Fragmentograma do pico no. 3 (Estigmasterol)
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Figura 23. Fragmentograma do pico no. 4
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Figura 24. Fragmentograma do pico no. 5 (y-Sitosterol)
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Figura 25. Fragmentograma do pico no. 6 (Estigmastenol)
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Figura 27. Fragmentograma do pico no. 8 (Espinasterona)
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Figura 29. Proposta de fragmentacdo dos componentes majoritarios de GP-01

Os espectros de RMN *H (500 MHz) de GP-01 (Figuras 30 a 32, p. 61 e 62)

apresentou-se dois sinais largos a 3,53 ppm, atribuido ao hidrogénio do carbono

carbindlico e 5,37 ppm referente ao hidrogénio olefinico H-6. Foram observados

também um grande numero de sinais na regido entre 0,6 e 1,3 ppm relativos aos

hidrogénios dos grupos metilicos do esqueleto estereoidal.
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Os espectros de RMN 'H apresentou ainda sinais referentes aos hidrogénios
vinilicos (H-22 e H-23) que aparecem como dois duplos dupletos entre 5,00 e 5,18
ppm.

Os espectros de RMN *C-APT da mistura GP-01 (Figuras 33 a 35, p. 63 e
64) apresentou sinais atribuidos aos carbonos C-5 (140,7 ppm) e C-6 (121,7 ppm)
do sitosterol e do estigmasterol e também sinais atribuidos ao CH-23 (129,3 ppm) e
CH-22 (138,3 ppm) do estigmasterol (SEO et al., 1988).

138,3

Figura 30. Deslocamentos quimicos.

As substancias minoritarias da mistura foram identificadas especialmente pela
analise dos espectros de CG/EM.
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Tabela 7. Dados espectrais de RMN*C-APT (125 MHz, CDCl;) das substancias
majoritarias (estigmasterol e sitosterol) da mistura GP-01 e valores da literatura.

Estigmasterol Sitosterol
(GP-01)
Carbono Sc
1 37,2 37,3 37,2 37,3
2 31,9 31,9 31,6 31,7
3 71,8 71,8 71,8 71,9
4 42,2 42,2 42,3 42,4
5 140,7 140,7 140,7 140,8
6 121,7 1217 1217 121,8
7 33,9 33,9 33,9 34,0
8 31,9 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,1 50,1 50,1
10 36,5 36,1 36,5 36,1
11 21,1 21,1 21,1 21,1
12 39,8 39,8 39,7 39,8
13 42,3 42,3 42,3 42,3
14 56,8 56,8 56,7 56,8
15 24,3 24,3 24,2 24,3
16 28,9 28,9 28,9 28,9
17 56,0 56,0 56,0 56,0
18 12,2 12,3 12,2 12,3
19 19,4 19,4 19,3 19,4
20 40,5 39,8 40,4 39,8
21 21,2 20,5 18,7 18,8
22 138,3 138,3 31,9 32,0
23 129,3 129,3 26,0 26,0
24 51,2 51,2 45,8 45,8
25 31,9 31,9 29,1 29,0
26 21,2 21,2 19,8 19,8
27 19,8 19,8 19,8 19,8
28 25,4 25,4 23,1 23,0
29 11,9 11,9 11,8 11,8

*Seoet al., 1988
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4.6.1.2. IDENTIFICACAO DA MISTURA GP-02.

24 23
R =R, = CH3 R; = H, a-amirina

o Ciclolaudenol
R =Rj; = CHz Ry =H, p—amirina

Figura 37.Estruturas dos componentes da mistura GP-02

O espectro na regido do infravermelho de GP-02 apresentou banda de
absorcdo em 3300 cm™ referente ao estiramento da ligacdo OH; 2918 e 2848 cm™
referente & deformacdo da ligacdo CH; 1462 e 1379 cm™ referente & deformacao
angular de grupos metilenos (Paiva et al., 2001; Silverstein et al., 2005).
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Quando analisada através de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas GP-02 mostrou-se como uma mistura de trés substancias,
sendo o componente majoritario a a-amirina (Figuras 38). As cujas propor¢cdes de

cada componente encontram-se indicadas na Tabela 8.

Tabela 8. Tempos de retencéo (tr) e area (%) dos componentes de GP-02.

Pico Substancia tr %
1 B-Amirina 24,1 19,6
2 a-Amirina 25,6 74,6

3 Ciclolaudenol 27,4 5,8

(x10,000,000)
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Figura 39. Cromatograma da mistura de substancia GP-02.

Os fragmentogramas da a- e B-amirina apresentaram o pico do ion molecular
em m/z 426 e mais trés picos em m/z 218, 203 e 189 (Figura 39 e 42, p. 68-69)
caracteristicos de fragmentacéo tipo retro Diels-Alder de triterpenos com esqueleto

ursano ou oleano com insaturacao no carbono 12 (Ogunkoya, 1981).



Pagina |67

%
100.0} 218
75.04
50.0
203
25.04 3
60 107 119 189
L WLy |
00 P e ] | 257 271 29
"280 500 730 10b0 1250 " 1sb.0 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3lsv—ssvT—STSU—m0UT—azsU—wSUT—475.0
Figura 40. Fragmentograma do pico no. 1 (B-Amirina).
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Figura 41. Fragmentograma do pico no. 2 (a-Amirina).

m/z = 218

y \ m/z = 203
m/z = 426

R =Ry =CHz Rj = H, a-amirina
R =R; = CH3z Ry =H, p—amirina

Figura 42. Fragmentograma de massas da a- e B-amirina.
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Figura 43. Fragmentograma do pico no. 3 (Ciclolaudenol)

O espectro de RMN- 'H apresentou entre outros, oito sinais entre 0,7 e 1,1
ppm referente a oito grupo metilas; um duplo sinal duplo centrado em 3,2 ppm (J =
4,8 e 11,4 Hz) caracteristico de hidrogénio H-3 em triterpendides do tipo 33-OH; dois
sinais triplos centrados em 5,0 e 5,2 ppm (J = 3,6 e 7,2 Hz), caracteristicos de
hidrogénio olefinico de triterpenos da série ursano e oleano com insaturagcdo no

carbono C-12.

O espectro de RMN-3C da mistura apresentou, entre outros, sinais entre 14,1
e 39,6 ppm relativo aos grupos metilas; sinal em 79,0 ppm atribuido ao
deslocamento quimico do carbono carbindlico C-3; dois sinais em 121,0 e 124,0 ppm
relativos aos carbonos metinicos C-12 de triterpenos das séries oleano e ursano. Os
carbonos sinais dos carbonos nao hidrogenados C-13 de ambas as substancias néo
foram observados. Os dados obtidos comparados com os deslocamentos quimicos
registrados na literatura (Mahato&Kundu, 1994) permitiu identificar esses triterpenos
como sendo o0 urs-12-eno (a-amirina) e olean-12-eno (B-amirina). A distincdo entre
a- e B-amirina foi feito através do deslocamento do *°C do carbono C-20 da o-
amirina que aparece em 39,6 ppm (carbono metinico) e o da B-amirina (carbono néo
hidrogenado) aparece em frequéncia mais alta (32,9 ppm). Os deslocamentos

quimicos de **C encontram-se resumidos na Tabela 9 (p. 73).

39,6

Figura 44. Deslocamento quimico
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O ciclolaudenol foi identificado somente através da compara¢cdo com o banco

p

GP 05._1Hr.es|

de dados da biblioteca NIST do cromatografo de gas acoplado ao massas.
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Figura 45. Espectro de RMN-'H da mistura de substancias GP-02
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Figura 46. Espectro de RMN-'H da mistura de substancias GP-02 (Ampliacéo)
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Tabela 9. Dados espectrais de RMN'*C-APT (125 MHz, CDCls) das substancias majoritarias
(B- e a-amirina) da mistura GP-02 e valores da literatura.

B-amirina o-amirina
Carbono Sc Sc
1 38,8 38,7 38,8 38,7
2 27,3 27,3 27,3 27,2
3 79,1 79,0 78,3 78,3
4 38,8 38,8 38,8 38,7
5 55,2 55,3 55,2 55,2
6 18,4 18,5 18,4 18,3
7 32,9 32,8 32,9 32,9
8 38,8 38,8 40,0 40,0
9 47,73 47,7 47,7 47,7
10 - 37,6 - 36,9
11 23,4 23,6 23,4 23,3
12 121,7 121,8 124,4 1243
13 - 1451 - 139,3
14 415 41,8 41,5 42,0
15 26,2 26,2 29,4 28,7
16 27,3 27,0 26,6 26,6
17 32,9 32,5 - 33,7
18 47,3 47,4 59,1 58,9
19 47,2 46,9 39,7 39,6
20 31,3 31,1 39,6 39,6
21 34,8 34,8 31,3 31,2
22 37,2 37,2 415 415
23 28,8 28,2 28,8 28,1
24 15,6 15,5 15,6 15,6
25 15,6 15,6 15,6 15,6
26 16,9 16,9 16,9 16,8
27 27,9 26,0 21,4 23,3
28 28,8 28,4 28,8 28,1
29 32,9 33,1 17,5 17,4
30 - 23,6 21,4 21,3

*Mendes, 1999
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4.6.2.IDENTIFICACAO DO PERFIL QUIMICO DO EXTRATO METANOLICO DAS
FOLHAS DE G. pernambucensis

O extrato metandlico das folhas de G. pernambucensisdepois de submetido
aextracao liquido/liquido (Item 3.7.2., p. 39) forneceu trés fracdes. A fragdo em
AcOEt forneceu a mistura GP-03.

4.6.2.1. IDENTIFICACAO DA MISTURA GP-03

A andlise através de cromatografia de gas acoplada ao espectrdbmetro de
massas da fracdo correspondente a particdo em acetato de etila do extrato em
metanol permitiu identificar uma mistura de substéncias codificada de GP-03. A
analise do fragmentograma seguido da comparacao com a biblioteca NIST permitiu
identificar como  componentes  principais:  estigmasteroll, y-sitosterol2,

estigmastanol3 e a-amirina4 (Tabela 10 e Figuras 49 — 53, p.75 e 76).

%ETH'@)

25 =0 75 ET s ED) 5 o &5

Figura 50. Espectro de massas da mistura de substancias GP-03

Tabela 10. Substancias identificadas na mistura GP-03através de CG/EM

Pico Substancia tr %
1  3,6,11-trimetildodecano 4,7 0,2
2  heneicosano 6,1 0,9
3 3B-ergost-5-en-3-ol 20,1 1,4
4  estigmasterol 20,8 35,2
5  y- sitosterol 22,2 55,1
6  estigmastanol 22,5 5,7
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Figura 54. Fragmentograma de massas da a-amirina 4
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Figura 55. Fragmentograma de massas pico 5 (néo identificado)

Os espectros de RMN *H e **C dos componentes majoritarios da mistura ja
foram discutidos nas sec¢des 4.6.1.1.e 4.6.1.2 (p. 53 a 72).
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5.CONCLUSOES
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A avaliacdo preliminar do perfil quimico realizada com as casca da espécie
Guapira pernambucensis indicou a presenca dos seguintes grupos fitoquimicos:
esteréides e triterpenos no extrato hexanico, flavonodides, fendlicos em geral e

alcal6ides no extrato metandlico.

Do fracionamento preliminar do extrato hexanico do caule e metandlico das
folhas, utilizando-se de técnicas espectrométricas (IV, CG/EM e RMN 'H e *3C)
foram identificados principalmente triterpenos e esterbides: campesterol,
estigmasterol, - e y-sitosterol, estigmastenol, a- e B-amirina, cicloclaudenol, 3p-

acetato olean-12-eno, estigmast-4-en-3-ona e 33-ergost-5-em-3-ol..

Para o ensaio de toxicidade sobre as larvas de Artemia salina, a espécie
apresentou DLsp= 171,0 pg/mL, sendo considerada, portanto bioativa de acordo com
McLaughlinet al., (1995).

Foi observada atividade antioxidante no extrato bruto metandlico, ECso = 287,9
pMg/mL superior ao padrdo rutina, ECsp = 292,9 pg/mL, podendo ser considerada a

planta com alto potencial antioxidante.

A avaliacdo do teor de flavondides totais mostrou um resultado bastante

significativo igual a 6,13 pg/mL de extrato metandlico bruto.

A analise de proantocianidinas pelo método da butandlise apresentou resultado

positivo indicando a presenca de catequinas.

Os resultados obtidos com a espécie mostraram-se promissores estimulando

a continuidade do estudo fitoquimico da espécie G. pernambucensis.
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6. SUGESTOES PARA FUTURAS PESQUISAS
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Do ponto de vista quimico, apenas o estudo preliminar do extrato em hexano do
caule e metandlico das folhasfoi feito nesta monografia, sendo interessante a
continuidade do estudo quimico mais especifico, uma vez que foi constatada em
estudos preliminares a presenca de outros grupos de substancias néo isoladas
nesta monografia, principalmente do extrato em metanol, o qual apresentou alta
atividade antioxidante, teor de flavondides totais consideravel e bioatividade frente
as larvas de A. salina. Também sera interessante a realizacdo de estudos
farmacolbgicos com a espécie, visto que a mesma apresenta uso popular e poucos

estudos realizados.
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