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RESUMO

GASCA, Cristian. Contribuicdo ao estudo quimico e de atividade biolégica de
Eugenia dysenterica Mart. ex. DC. Berg (Myrtaceae). Brasilia, 2016. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016.

Esta dissertagdo contribui para o estudo quimico e de atividade biolégica dos
extratos aquoso e hexanico das folhas de Eugenia dysenterica Mart. ex. DC.
Eugenia dysenterica, pertencente a familia Myrtaceae, € uma arvore nativa do
Cerrado, conhecida popularmente como cagaita ou cagaiteira e que deve seu nome
a propriedade laxativa do fruto. O estudo quimico do extrato aquoso das folhas levou
ao isolamento e identificagdo de dois flavonoides, quercetina e catequina. As
estruturas foram estabelecidas por resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H (600
MHz) e de 13C (150 MHz), DEPT, espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-VIS) e
espectrometria de infravermelho (1V). Os dados espectroscopicos foram comparados
com os dados da literatura. Embora os flavonoides tenham sido descritos nas folhas
da planta é a primeira vez que sao isolados a partir de folhas de cagaita. O estudo
quimico do extrato hexanico levou a identificacdo de quatro triterpenos pentaciclicos
(a-amirina, B-amirina, neolupenol e gammacer-16-en-3-ol), e a-tocoferol ou vitamina
E. As estruturas destes compostos foram confirmadas por RMN de 'H e de '3C,
espectrometria de |V, espectrometria de UV-VIS e CG-EM. Quanto a atividade
bioldgica, foi avaliada a viabilidade de células de neuroblastoma humano (linhagem
celular SH-SY5Y) quando expostas ao extrato aquoso. O extrato aquoso se mostrou
citotoxico a concentragbes acima de 7,8 ug/mL. Para o mesmo extrato, foi avaliada a
capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), mostrando uma
atividade inibitoria baixa (Clso = 155,20£2,09) quando comparado com o padrao
fisostigmina (Clso = 18,6910,07 ug/mL). O extrato hexanico assim como suas fragdes
ndo se mostraram ativos contra algumas espécies de fungos e bactérias
pertencentes aos géneros Candida e Staphylococcus, respectivamente. Este estudo
se constitui no primeiro registro de triterpenos identificados nas folhas de E.

dysenterica.

Palavras chave: Eugenia; triterpenos; flavonoides; acetilcolinesterase; Cerrado.



ABSTRACT

GASCA, Cristian. Contribution to chemical study and biological activity of
Eugenia dysenterica Mart. ex. DC. Berg (Myrtaceae). Brasilia, 2016. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016.

The present dissertation contributes to chemical study and the biological
activity of aqueous and hexane extracts of leaves of Eugenia dysenterica Mart. ex.
DC. Eugenia dysenterica is a native tree which belongs to the Myrtaceae family that
occurred in the Cerrado biome. The plant is popularly known as “cagaita” or
“cagaiteira” and gets its name from the laxative property of the fruit. The chemical
study of the aqueous extract led to the isolation and identification of two flavonoids,
quercetin and catechin. The structures were established by 'H (600 MHz) and '3C
(150 MHz) nuclear magnetic resonance (NMR), distortionless enhancement by
polarization transfer (DEPT), ultraviolet-visible spectroscopy (UV-VIS) and infrared
spectroscopy (IR). The spectroscopic data were compared with literature reports.
Although these flavonoids have been described in the plant, this is the first report of
the isolation from leaves of cagaita. The chemical study of the hexane extract leds to
the identification of four triterpenes (a-amyrine, B-amyrine, neolupenol and
gammacer-16-en-3B-ol) and a-tocopherol. The structures were established by 'H and
3C NMR, UV-VIS, IR and gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC-MS). All data were submit to literature data comparison. Related to biological
activity, it was evaluated the cell viability of the human neuroblastoma cells (cell line
SH-SY5Y) when exposed to aqueous extract of cagaita, proving to be cytotoxic at
concentrations higher than 7.8 ug/mL. The extract also was evaluated the capability
of inhibit the enzyme acetylcholinesterase. Results showed a relatively low
acetylcholinesterase inhibitory activity (ICso 155.20+2.09) compared to the standard
physostigmine (ICso 18.69+0.07 ug/mL). The hexane extract, as well as their
fractions, were not active against certain fungi and bacteria species belonging to the
genus Candida and Staphylococcus respectively. As far as we know, this is the first

report of triterpenes identified from leaves of E. dysenterica.

Keywords: Eugenia; triterpenes; flavonoids; acetylcholinesterase; Cerrado.
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1 INTRODUGAO

O Brasil é o quinto pais com a maior extenséao territorial no planeta e ocupa o
primeiro lugar, no quesito, na America Latina, com aproximadamente 8.500.000 km2.
Considerado um pais megadiverso, possui variedade de climas e ambientes,
propicios para o desenvolvimento de diferentes espécies de plantas e animais. No
que tange ao reino vegetal, possui aproximadamte 50.000 espécies de plantas, das
quais 46,2% sao endémicas (GIULIETTI et al., 2005), distribuidas nos cinco biomas
caracteristicos: pantanal, pampa, mata atlantica, caatinga e cerrado (BEUCHLE et
al., 2015).

O Cerrado constitui 0 segundo bioma com maior extensao da America do Sul e
cobre 22% do territorio brasileiro, ocupando o segundo lugar em biodiversidade; &
superado pelo Amazonas que cobre aproximadamente o 49% do territorio nacional
(SANO et al., 2010; BEUCHLE et al., 2015). O Cerrado localiza-se principalmente na
regido central do pais: Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goias, Minas
Gerais e Bahia, porém pequenas areas podem ser encontradas no norte do Para e
Roraima e no sul de Sdo Paulo e Parana (BATLLE-BAYER; BATJES; BINDRABAN,
2010).

Dentro do bioma Cerrado existem diferentes fitofisionomias caracterizadas pela
flora e por suas estruturas vegetais peculiares que podem coexistir no mesmo
espaco geografico. As mais reconhecidas sao o Cerrado stricto sensu, o Cerradao,
as Matas de Galeria, o Campo Sujo e o Campo Limpo. Sua distribuigcdo é variada
como consequéncia de uma complexa interagao de diferentes fatores, como o clima,
caracteristicas do solo, profundidade do lengol freatico, incidéncia de fogo e a
historia local (CASSINO; MARTINHO; SILVA, 2015).

O Cerrado stricto sensu possui fisionomia tipica de savana com arvores
pequenas e retorcidas, arbustos de grande porte e estrato herbaceo denso. O
Cerradao tem ampla cobertura de arvores esclerdéfitas, que formam um dossel
continuo ao longo do estrato herbaceo-arbustivo. Os Campos sdo pastagens
caracterizadas pela presenca de algumas arvores e arbustos (Campo Sujo) ou pela
auséncia de arvores (Campo Limpo). As Matas de Galeria prosperam ao lado dos
pequenos rios do planalto brasileiro com arvores de maior tamanho e com uma
cobertura arbérea importante (CASSINO; MARTINHO; SILVA, 2015). A floresta tem
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sido classificada como floresta aberta decidual e floresta fechada decidual, assim
como floresta semidecidual e pode atingir até 15 m de altura (BEUCHLE et al.,
2015).

Com relacao as condi¢des climaticas, o Cerrado apresenta um clima tropical
semiumido com sazonalidade pronunciada. A temperatura média anual varia de 26
°C no Norte a 20 °C no Sul. A diferenca entre a temperatura média do més mais frio
(julho) e o més mais quente (setembro) é aproximadamente 4 °C. O cerrado exibe
uma estacéo chuvosa (6-7 meses) com média de precipitacdo anual entre 800-2000
mm/ano. Cerca de 90 % da chuva precipita entre outubro e abril e a taxa de
evaporacao € de 1500-1600 mm/ano (BATLLE-BAYER; BATJES; BINDRABAN,
2010; BEUCHLE et al., 2015).

Esse bioma enfrenta a maior taxa de desmatamento nos ecosistemas brasileiros,
atingindo um valor de 0,69 %/ano e somente 3,0 % da area estdo protegidos por
unidades de conservacdo. Este desmatamento causa a perda de aproximadamente
50% da cobertura vegetal e nesse sentido, as mudangas no uso da terra resultam
em uma paisagem altamente fragmentada. A vegetacao nativa remanescente sofre
um processo de fragmentagéo e esta imersa em territorios destinados a agricultura,
pastagens e desenvolvimento urbano. A maioria dos fragmentos esta exposta a
atividades de criacdo de gado, cultivo e colheita de plantas e suas partes, e
incéndios (GIROLDO; SCARIOT, 2015). O efeito negativo das atividades humanas
no bioma Cerrado é agravado pelos efeitos diretos das mudangas climaticas.
Existem poucos estudos que mostrem o nivel de perturbacio e os impactos sobre os
ecossistemas e da biodiversidade no bioma Cerrado e sao necessarias novas
estratégias de conservagcdo para mitiga-los (GANEM; DRUMMOND; FRANCO,
2013).

Diferentes espécies vegetais encontradas no Cerrado sdo usadas na medicina
tradicional e tém sido objeto de diversos estudos etnofarmacolégicos e
etnobotanicos. Na literatura sdo mostrados registros para espécies pertencentes as
familias Anacardiaceae, Annonaceae, Apocynaceae, Boraginaceae, Bignoniaceae,
Combretaceae, Caesalpinaceae, Dilleniaceae, Fabaceae, Guttiferae, Leguminosae,
Malvaceae, Malpighiaceae, Mimosaceae, Moraceae, Myrtaceae, Tiliaceae,
Volchysiaceae, entre outras (TOLEDO et al., 2011; CECILIO et al., 2012; RIBEIRO
et al., 2014; CERCATO et al., 2015; CHAVES et al., 2015). Esses registros assim
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como o elevado interesse na produgdo de novos medicamentos a partir de plantas
medicinais, fazem com que esse recurso natural seja valorizado no que tange ao
desenvolvimento econbmico e a conservacdo da biodiversidade nacional
(MARQUES, P., 2015).

A familia Myrtaceae constitui um grupo de plantas amplamente distribuidas
nas areas pantropical e subtropical, abrangendo cerca de 130 géneros e
aproximadamente 4.000 espécies (SOUZA, V.; LORENZI, 2005; COLE; HABER,;
SETZER, 2007). O género Eugenia ¢ um dos mais reconhecidos na familia
Myrtaceae, com plantas com variado uso na medicina tradicional. Este género
possui aproximadamente 500 espécies (COLE; HABER; SETZER, 2007; SAINT-
HILAIRE; BRANDAO, 2011) e é considerado o mais estudado dessa familia
(NOVAES et al., 2013).

1.1 DESCRICAO BOTANICA DE Eugenia dysenterica Mart ex. DC. Berg
(Myrtaceae).

Sinonimia: Stenocalyx dysenterica, Stenocalyx dysentericus (Mart. Ex DC.)
Berg, Myrtus dysenterica Mart (MOBOT, 2016; SOBRAL et al., 2016).

A planta € conhecida popularmente como cagaita ou cagaiteira. Esses homes
estdo relacionados com a capacidade laxativa dos frutos da espécie (CAMPOS et
al., 2001; SILVA, R.; CHAVES; NAVES, 2001; LORENZI, 2002; ZUCCHI et al., 2003;
OLIVEIRA, V. et al., 2012).

Eugenia dysenterica ocorre no Cerradao Mesotrofico e Distréfico, Cerrado
sentido restrito e ralo (SILVA, J. A. et al., 1994; ALMEIDA, SAMIRAMIS et al., 1998;
SILVA, R.; CHAVES; NAVES, 2001; BRITO et al., 2003; MARTINOTTO et al., 2008;
SOUZA, E. R. et al., 2008). Cagaita pode ser encontrada na Bahia, Distrito Federal,
Goias, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Sdo
Paulo, Tocantins (ALMEIDA, SEMIRAMIS; SILVA; RIBEIRO, 1987; ALMEIDA,
SAMIRAMIS et al., 1998; LORENZI, 2002; SOUZA, E. R. et al., 2002; BRITO et al.,
2003; JORGE; MORENO; BERTANHA, 2010; SILVEIRA et al., 2013).

A cagaita & uma arvore frutifera (Figura 1) que quando adulta pode atingir de
10 a 15 m de altura (OGA; FONSECA, 1994; BRITO et al., 2003; MARTINOTTO et
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al., 2008; FARIA 2010). Apresenta uma copa alongada e densa, com
aproximadamente 8 m de amplitude e um tronco com 0,86 m de circunferéncia
(SILVA, R.; CHAVES; NAVES, 2001; BRITO et al., 2003).

As folhas sdo membranaceas, aromaticas, simples, opostas-cruzadas,
elipticas a oblongo-elipticas, glabras quando na maturidade, e pubérulas quando
jovens, com brilho na face superior, coriaceas, curto pecioladas, subsésseis e
apresentam de 8 a 10 pares de nervuras na area lateral (NAVES et al., 1995; SILVA,
R.; CHAVES; NAVES, 2001; LORENZI, 2002; BRITO et al., 2003; MARTINOTTO et
al., 2008). O tamanho aproximado é de 3 cm de comprimento e 1 cm de largura
quando jovens a 13,8 cm de comprimento e 8,2 cm de largura quando adultas.

As flores podem atingir de 1,5 a 2 cm de didametro; sdo hermafroditas,
actinomorfas, diclamideas, tetrdmeras ou pentdmeras, dialipétalas e dialissépalas,
elipticas. Apresentam anteras rimosas, elipticas, com 60 a 70 estames, estilete
filiforme e estigma simples. Exibem ovario infero, bilocular, globuloso, com 2 a 4
ovulos por loculo (BRITO et al., 2003; MARTINOTTO et al., 2008; PINA, 2008;
FARIA 2010). Os botdes florais podem atingir de 2,6 mm de diametro quando jovens
a 4,2 mm de didmetro quando adulto. Possuem bracteas lineares e pedicelo
(desprovido de pelo) de até 4,7 e 40,8 cm de comprimento respectivamente.
Evidencia bractéolas orbiculares ou lineares com apice arredondado alcangando de
0,9 a 3,2 mm de comprimento (FARIA 2010).

O fruto é do tipo baga, de cor verde quando jovem e amarelo claro quando
maduro (ALMEIDA, SEMIRAMIS; SILVA; RIBEIRO, 1987). Apresenta casca
delgada, glandulas salientes. A forma é globosa e um pouco achatada (NAVES et
al., 1995; SOUZA, E. R. et al.,, 2008; FARIA 2010). O epicarpo € membranoso
brilhante (SILVA, J. A. et al., 1994; MARTINOTTO et al., 2008), com peso entre 14 e
20 g (JORGE; MORENO; BERTANHA, 2010). Os frutos possuem de 1 a 4
sementes, de cor creme ou amarela palida, com cerca de 1 a 1,5 cm de
comprimento (ALMEIDA, SAMIRAMIS et al, 1998; BRITO et al, 2003;
MARTINOTTO et al., 2008).
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Figura 1. Eugenia dysenterica. A. Arvore B. Folhas; C. Flores; D. Galhos, folhas e frutos.
Campus Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Brasilia DF (arquivo pessoal).

1.2 CONSTITUINTES QUIMICOS DE E. dysenterica

Alguns constituintes quimicos presentes nas folhas de E. dysenterica, tém
sido identificados por técnicas como cromatografia em camada delgada (CCD),

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O resumo dos compostos
majoritarios identificados € mostrado na Figura 2.

A analise por CCD mostrou a presenca de taninos, flavonoides, terpenos e
saponinas no extrato etandlico das folhas (CECILIO et al., 2012). A analise por
CLAE mostrou a presenca de polifenois, taninos e flavonoides nos estratos etandlico
e aquoso (DUARTE et al., 2008; PRINCE et al., 2015; SILVA, S. et al., 2015).

Dentro do grupo dos flavonoides se destaca a catequina (1) como composto
majoritario, com 47,51 mg/g em extrato padronizado de folhas (SILVA, S. M., 2014;
ZORZIN, 2014), bem como a quercetina (2) e epicatequina (3) (LIMA, THAIS 2007).
Do grupo dos polifenois tem sido descrita a presenca do acido elagico (4) (ZORZIN,
2014) e procianidina B1 (58) (PRADO et al., 2014).

A partir do 6leo essencial, obtido por hidrodestilacdo das folhas, foram
identificados compostos pertencentes ao grupo dos sesquiterpenos: Oxido de B-
cariofileno (6), B-cariofileno (7), a-humuleno (8), a-terpineol (9), a-limoneno (10), a-
tujeno (711), 6-cadineno (712) e sabineno (13) (COSTA, T. et al., 2000).

No o6leo essencial, obtido dos frutos semimaduros e imaturos, foram
identificados a-limoneno (9), (E)-B-cimeno (14) e B-pineno (15). Nos frutos maduros
foram identificados y-muuroleno (16), B-cariofileno (6) e a-humuleno (7) (DUARTE et
al., 2008). No oleo essencial obtido de sementes foram identificados os
sesquiterpenos [(-cariofileno (6), ©6-cadineno(12) e B-pineno (15), entre outros
(DUARTE et al., 2009).

Na polpa foram identificadas substancias volateis pela técnica de
microextracdo em fase solida acoplada a CG com detector de massas. Os
compostos majoritarios foram os ésteres hexanoato de etila (17) e butanoato de etila
(18) (CARVALHO et al., 2009). Outros autores relatam a presenga de B-caroteno
(19), a-caroteno (20), retinol (21), a-tocoferol (22), licopeno (23), acido
desidroascoérbico (24), acido ascorbico (25) e alguns folatos como (6S)-5,6,7,8-
tetraidrofolato (26), (6S)-5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato (27) e (6S)-5-formil-5,6,7,8-
tetraidrofolato (28) (CARDOSO et al., 2011).
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1.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DE E. dysenterica MART EX. DC. BERG.

Diferentes partes da planta tém sido descritas para diferentes usos
etnomedicinais. Os frutos apresentam propriedade laxativa (LIMA, T et al., 2010); as
flores sdo usadas para o tratamento de infegdes na pele e na bexiga (LIMA, T et al.,
2011), as folhas sao utilizadas para o tratamento de doengas cardiacas, diarreia,
diabetes, ictericia, bem como para reducgéo do nivel de colesterol no sangue (LIMA,
T et al., 2011; SILVA, S. et al., 2015). Atualmente é considerada uma espécie com
elevado interesse econdmico no Brasil (SILVA, S. et al., 2015), com aplicagao na
industria alimenticia e de cosméticos.

Pesquisas desenvolvidas com a planta tém mostrado estudos in vitro e in vivo
relacionados com atividades: antelmintica (GASPAR et al., 2010), citotéxica (ELIAS
et al., 2010; LIMA, T et al., 2010; LIMA, T et al., 2011; CECILIO et al., 2012;
SOUZA, P. et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; FONSECA et al., 2013), antidiarréica
(LIMA, T et al.,, 2011), laxativa (LIMA, T et al., 2010), antiviral (CECiLIO et al.,
2012), genotoxica (VIEIRA et al., 2012), antioxidante (GENOVESE et al., 2008;
SOUZA, P. et al., 2012; ALMEIDA, E. et al., 2013) , gastroprotetiva (PRADO et al.,
2014), antifungica (COSTA, T. et al., 2000; SOUZA, E. R. et al., 2002), moluscicida
(BEZERRA et al., 2002), bem como atividade inibitéria das enzimas tirosinase
(SOUZA, P. M. et al., 2012), a-amilase e a-glucosidase (SOUZA, P. et al., 2012).

1.4 ENZIMAS ESTERASES E DOENCA DE ALZHEIMER

As esterases sdo um grupo de enzimas presentes no soro dos animais e
estdo classificadas em trés grupos: As alilesterases, que hidrolisam ésteres
alifaticos, as esterases aromaticas, que hidrolisam ésteres aromaticos, e as
colinesterases, que catalisam a hidrélise da acetilcolina (ACh) em colina e acido
aceético (BERNARDE, 2008).

Existem dois tipos de colinesterase: acetilcolinesterase (AChE), que pode ser
encontrada em alguns tipos de tecido condutor (nervo e musculo, tecido central e
periférico, fibras motoras e sensoriais, além de fibras colinérgicas e nao colinérgicas;

e a butirilcolinesterase (BuChE), conhecida como colinesterase do plasma ou
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acetilcolina-acil-hidrolase. A atividade da AChE é maior nos neurbnios motores que
nos neurdnios sensoriais, enquanto a BUChE é encontrada no figado. A BUuChE se
diferencia da AChE na maior capacidade de hidrélise da butirilcolina quando
comparada com a acetilcolina. As colinesterases possuem estrutura molecular
diversa e propriedades cataliticas semelhantes. Diferem uma da outra na sua
disposicéo oligomérica e no modo de ligagdo na membrana celular. No cérebro de
mamiferos, a enzima ocorre em disposicao tetramérica de forma G4 com pequenas
porcdes da enzima em disposicao monomérica em forma G1 (BERNARDE, 2008).

Acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor dos neurdnios pré-ganglionares do
sistema nervoso simpatico e parassimpatico, bem como na medula adrenal. E
biosintetizada em Unica etapa pela enzima colina acetil transferase. A enzima € um
marcador de neurdnios colinérgicos. E armazenada em vesiculas de 100 nm
localizadas nas terminacdes nervosas, porém uma pequena parte pode encontrar-se
livre no citosol (COSTA, A. S., 2015).

Durante a neurotransmissao, a ACh é liberada na fenda sinaptica, seguida de
interacdo com receptores (nicotinicos e muscarinicos) na regido pos-sinaptica, onde
termina a transmissao do sinal por hidrolise da ACh, originando colina e acetato. A
colina liberada é recapturada no nervo pré-sinaptico e o neurotransmissor é
sintetizado na presenga de acetilcoenzima A (acetiiCoA) por acdo da colina
acetiltransferase (ANAND; SINGH; SINGH, 2012; ATANASOVA et al, 2015;
DRACZKOWSKI et al., 2015).

A doenca de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa progressiva
associada com perda da memdéria e da capacidade cognitiva. Algumas das
caracteristicas neuropatolégicas da doenca sao: a presenca de placas B-amiloide
(principal constituinte das placas senis), que se depositam no exterior dos neurdnios;
acumulacao de novelos ou emaranhados neurofibrilares no interior dos neurénios; e
degeneragéao/atrofia dos neurénios do prosencéfalo basal colinérgico. A perda dos
neurénios do prosencéfalo basal colinérgico leva a redugao da atividade sinaptica da
acetilcolina que consequentemente induz a deterioragdo das fungdes cognitiva
(ANAND; SINGH; SINGH, 2012; GOMATHI; MANIAN, 2015).

Um estudo recente mostrou que a AChE acelera a agregacao da proteina [3-
amiloide formando complexos neurotdxicos estaveis. Esses complexos induzem a

desregulacdo da concentracdo de Ca?* intracelular no hipocampo neuronal
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(processo dependente do B-amiloide), disfungdo mitocondrial, distrofia neuritica e
apoptose (ATANASOVA et al., 2015).

De acordo com a hipétese colinérgica, a inibigio da enzima
acetilcolinesterase (AChE) aumenta os niveis de acetilcolina no cérebro,
aprimorando as fungdes colinérgicas em pacientes com DA (DRACZKOWSKI et al.,
2015). O uso deste tipo de inibidor pode atenuar os sintomas, mas nao consegue
atrasar nem reverter o progresso da doenca.

Existem no mercado dois tipos de farmacos para o tratamento da DA
(ATANASOVA et al., 2015): os inibidores de N-metil-D-aspartato e os inibidores de
acetilcolinesterase (AChEi). No dultimo grupo €& possivel encontrar inibidores
sintéticos como tacrina (29) e donepezil (30), além de inibidores de origem natural

como galantamina (317), rivastigmina (32) e huperzina A (33) (Figura 3).
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Figura 3. Inibidores classicos da AChE de origem sintética e natural.

O estudo desse tipo de inibidores tem levado os cientistas na busca de
modelos celulares adaptaveis ao estudo de doengas neurodegenerativas. O
neuroblastoma humano, originado a partir das células da crista neural durante o
desenvolvimento embrionario, € um dos tumores mais frequentes em criangas. As

células SH-SY5Y sado um subclone obtido da linhagem parental neuroblastica SK-N-
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SH, estabelecida a partir de uma bidépsia de medula 6ssea de neuroblastoma
(CICCARONE et al., 1989)..

As células SH-SY5Y tém sido utilizadas como modelo neuronal para avaliar
doengas neurodegenerativas como as doengas de Parkinson e de Alzheimer,
doencas do desenvolvimento neuronal, autismo, metabolismo mitocondrial, entre
outras (AGHOLME et al., 2010; SCHNEIDER et al., 2011; YASUI et al., 2011). Entre
as caracteristicas mais importantes das células SH-SY5Y esta sua capacidade para
diferenciar-se num fendtipo neuronal funcionalmente maduro (YUSUF et al., 2013), a
plasticidade biolégica e a expressdo de enzimas biossintéticas noradrenérgicas,
receptores para o fator de crescimento nervoso, opidide e muscarinico (RETTIG et
al., 1987; SADEE et al.,, 1987). Cada uma dessas caracteristicas tornaram a
linhagem SH-SY5Y como um modelo classico na neurociéncia nos estudos de
doengas neurodegenerativas, aplicado tanto a ensaios de citotoxicidade, como
genotoxicidade, mutagenicidade, clonogénica, entre outros (YU et al., 2014).

O estudo das doengas neurodegenerativas € de bastante relevancia para a
comunidade cientifica. Estima-se que cerca de 35,6 milhdes pessoas no mundo
sofreram de deméncia em 2010. Espera-se que esse valor se duplique a cada 20
anos, passando a 65,7 milhdes em 2030 e 115,4 milhdes em 2050. Os custos
globais aumentaram de US $ 604 bilhdes em 2010 para US $ 818 bilhoes em 2015.
No ano 2015 se tem uma estimativa aproximada de 46.8 milldes de pessoas com
esse tipo de doen¢d no Brasil, e € estimado que em 2050 a populagdo idosa
ultrapasse 22,7% da populacao (PRINCE et al., 2015).

Uma das conclusdes do World Alzheimer Report 2015 (PRINCE et al., 2015)
refere-se ao aumento dos investimentos para pesquisa relacionada com deméncia,
que deve ser proporcional ao custo social da doenga. O investimento deve estar
equilibrado entre os programas de prevencado, tratamento, cura e cuidados
paliativos. Do mesmo modo estabelece a criagdo de grupos de trabalho em paises
de baixa e média renda, para concepc¢do de programas de conscientizacdo visando
a melhora das respostas do sistema de saude com relacdo a deméncia.

Nesse sentido, o Brasil vem apoiando a criagado de programas que respondem
a algumas dessas demandas, como a formulagao da lei de inovagéo tecnoldgica n°
10.973 em 2004 (BASSO; GROSSI ; PELEGRINI, 2010), além da aprovagédo em
2006 da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos-PNPMF (BRASIL,



30

2006) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares-PNPIC
(BRASIL, 2006). Estas politicas visam incentivar a pesquisa e o desenvolvimento de
plantas medicinais e fitoterapicos, apontando ao aproveitamento da biodiversidade e
a melhoria da qualidade de vida da populacéao brasileira.

Com base nas consideragbes anteriores, a busca de espécies vegetais,
como novas fontes de compostos ativos com aplicagdo farmacoldgica, atende as
demandas de politicas nacionais como a PNPMF e PNPIC, e valoriza esse recurso
natural aprimorando processos de conservacao de espécies endémicas do Brasil.

O presente projeto de pesquisa contribui para estudo de uma espécie vegetal
do Cerrado pertencente ao género Myrtaceae e para a identificagdo de compostos
de origem natural que atuem no tratamento de doencas neurodegenerativas, entre
outras. Além disso, o projeto contribui nas atividades previstas no projeto de rede
Pro-Centro-Oeste, visando a valorizagdo do Cerrado e suas espécies vegetais com
potencial atividade bioldgica.

Pesquisas recentes estdo focando na identificagdo de extratos vegetais e
fragbes obtidas a partir de processos de pré-purificagdo dos mesmos (JIVAD;
RABIEI, 2014; ADEWUSI; STEENKAMP, 2015). Mesmo que estes estudos nao
tenham levado ainda a identificagdo de moléculas com maior eficacia do que as ja
descritas, tém permitido identificar novos nucleos estruturais, que podem ser ponto
de partida para o desenvolvimento de novas moléculas ativas, com ajuda de
técnicas como a sintese orgénica convencional e técnicas de modelagem molecular,

entre outras.

1.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As doencas infecciosas causadas por agentes biolégicos, bactérias e fungos,
sao a principal causa de morbidade e mortalidade em seres humanos. Estima-se
que esse tipo de microrganismos é responsavel por 8,7 milhdes de mortes no ano
2008. A maioria das vitimas desse tipo de doencas tem sido relacionada a pessoas
com condi¢cdes de vida precarias, provenientes de paises subdesenvolvidos ou em
via de desenvolvimento (RADULOVIC et al., 2013).
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A busca por novos agentes antimicrobianos tornou-se o principal objetivo de
grupos de pesquisa orientados ao desenvolvimento de processos inovadores nas
areas da quimica medicinal e a farmacologia, entre outros. Muitos desses trabalhos
tem focado no estudo de produtos naturais obtidos de diferentes espécies de
plantas. As plantas sintetizam diversos grupos de metabdlitos secundarios que
cumprem funcdes de defesa, protecdo, comunicagao, entre outras. Terpenoides,
alcaloides, flavonoides, quinolinas, sesquiterpenos, entre outros, fazem parte desse
grupo de metabolitos com atividade antifungica e antimicrobiana (RADULOVIC et al.,
2013).

Tem sido reportada atividade antimicrobiana em algumas espécies de plantas
do género Eugenia: no 6leo essencial das sementes de E. uniflora e E. malaccensis
(OLIVEIRA, M. et al.,, 2008; VICTORIA et al., 2012), no extrato hidroalcodlico e
metandlico de E. uniflora (HOLETZ et al., 2002; AURICCHIO et al., 2007), no 6leo
essencial das folhas de E. umbeliflora e E. brasiliensis (MAGINA et al., 2009), no
extrato aquoso das folhas (LARHSINI et al., 2001) e no dleo essencial extraido a
partir dos botdes florais de E. caryophyllata (CHAIEB et al., 2007), nos extratos
hidroalcodlico e aquoso obtidos das folhas de E. mansoni, E. uniflora e E. repanda
(BERTUCCI et al., 2009) e no extrato acetdnico e aquoso obtido da casca de E.
jambos (DJIPA; DELMEE; QUETIN-LECLERCQ, 2000). E. dysenterica tem
mostrado uma relevante atividade antibacteriana. Pesquisa desenvolvida por SILVA,
S. M. (2014) demostrou que o extrato aquoso de Cagaita inibe o crescimento da
bactéria Staphylococcus aureus.

Com base nas consideragdes acima expostas, esta pesquisa busca contribuir
ao estudo da atividade antifungica e antibacteriana do extrato hexanico de E.
dysenterica. O extrato ndo tem sido objeto de estudos quimicos nem bioldgicos, e
portanto, os resultados encontrados serdo ponto de partida para novas pesquisas
relacionadas aos compostos de natureza apolar presentes nas folhas de E.

dysenterica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para a caracterizacdo da composi¢cao micromolecular e da atividade
bioldgica de folhas de Eugenia dysenterica Mart. ex. DC. Berg.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o estudo quimico dos extratos hexanico e aquoso de Eugenia
dysenterica.

Avaliar a atividade inibitéria do extrato aquoso frente a enzima
acetilcolinesterase.

Estimar o efeito do extrato aquoso de E. dysenterica na viabilidade celular de
células de neuroblastoma humano da linhagem SH-SY5Y.

Identificar a atividade inibitéria do extrato hexanico e suas fragdes sobre

alguns agentes patogénicos pertencentes aos géneros Candida e Staphylococcus.
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3 MATERIAIS E METODOS ANALITICOS

O resumo da metodologia empregada no estudo é mostrado na Figura 6. Os

métodos analiticos empregados sao descritos a seguir.

3.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

3.1.1 Fase estacionaria

Neste estudo foram utilizados dois tipos de placas de silica: Placas de silica gel
60G (F254 -Fluka) fixadas em suporte de vidro de 10 cm por 7 cm, com 0,25 mm de
espessura e ativadas a 110 ° C por 1 hora e placas analiticas de silica gel 60 com 0,2
mm de espessura (Kieselgel 60 Alugram Sil G -MACHEREY — NAGEL) fixadas em

suporte de aluminio.

3.1.2 Preparo e aplicagao da amostra

Uma aliquota de 10 yL de cada fragdo na concentracdo de 1 mg/mL foi
aplicada na placa. As amostras, previamente concentradas, foram aplicadas com
auxilio de um capilar a cerca de 1 cm da base inferior da placa para o ponto de
aplicagdo e cerca de 1 cm entre uma amostra e outra (MARQUES, J.; BORGES,
2012). Os cromatogramas foram visualizados sob luz ultravioleta, no comprimento de

onda de 365 nm. Posteriormente, foram utilizados reagentes de detecgao (3.1.4).

3.1.3 Sistemas de Eluicao

Foram utilizados variados eluentes, de acordo com as caracteristicas da
amostra analisada.

Para a deteccédo de compostos fendlicos, foi usado como fase mével o eluente
constituido de acetato de etila: acido férmico: acido acético glacial: agua destilada
(100:11:11:26) (WAGNER; BLADT, 1996), identificado como FM1. Para a detecgcao de
triterpenos e outros terpenoides foi usado o eluente hexano: acetato de etila (7:3)
identificado como FM2. Para a detecgédo de saponinas, foi usado o eluente constituido

de cloroférmio:acido acético glacial:metanol:agua (64:32:12:8) identificado como FM3.
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3.1.4 Reveladores

Foram preparados os reveladores com base na metodologia descrita por
WAGNER;BLADT (1996).

3.1.4.1 Reagente de NP/PEG - R1

Reagente usado para a detec¢cdo de substancias fendlicas, principalmente
flavonoides. A metodologia envolve a borrifagdo da placa cromatografica com solugéo
1% de difenilboriloxietilamina em metanol seguida de solugdo 5% de polietilenglicol-
4000 em metanol. Os flavonoides apresentam fluorescéncia intensa quando
observados sob luz ultravioleta — 365 nm, podendo- ser observadas manchas com

fluorescéncia de cor laranja, amarelo ou verde.
3.1.4.2 Reagente do anisaldeido - acido sulfurico - R2

E um reagente universal para produtos naturais que podem ser diferenciados
por mudanca de cor. A metodologia envolve a preparagao de duas solugdes: Solugao
A, composta de solugcédo acida de anisaldeido a 2% em acido acético, e solugao B,
composta de solugdo etandlica de acido sulfurico a 20%. A placa cromatografica foi
borrifada com as solugées A e B respectivamente e em seguida foi aquecida até o
surgimento das bandas com auxilio de secador serigrafico.

O reagente é estavel por varias semanas armazenado sob refrigeracado e
apresenta resposta positiva (mancha de cor résea ou roxa) para antioxidantes,
esteroides, prostaglandinas, fendis, glicosideos, sapogeninas, terpenos, antibiéticos e
micotoxinas.

O mecanismo de reacao ainda nao foi elucidado. Tem sido indicado que
diferentes reacdes acontecem simultaneamente. Uma proposta envolve a formacéao
de cations ciclopentenila os quais condensam com o anisaldeido para produzir o
composto colorido, além de intermediarios de tipo trifenilmetano em presenca de

compostos aromaticos.
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3.1.4.3 Reagente de Komarovsky - R3

Reagente usado para detecgéo de glicosideos (saponinas), pelo aparecimento
de manchas azuis, alaranjadas ou marrons, apdés aquecimento. A metodologia
envolve a preparagao de duas solugdes: solugdo em metanol de 4-hidroxibenzaldeido
a 2% e solugdo etandlica de acido sulfurico a 50%. As duas solugbes foram
misturadas em propor¢cao 3:2. Apdés a borrifacdo com esta solugdo, a placa foi

aquecida até o surgimento das bandas com auxilio de secador serigrafico.

3.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)
3.2.1 Fase estacionaria

Foram utilizadas duas fases estacionarias:

3.2.1.1 Sephadex LH-20® (Sigma-Aldrich) tamanho de particula 25-100 ym, foi usado
para separacdo por exclusdo por tamanho. A amostra foi diluida em quantidade
minima de solvente. A solucdo foi incorporada pela parte superior da coluna,
comecgando imediatamente o processo de eluicdo, mantendo o fluxo continuo de fase
movel.

3.2.1.2 Silica-gel 60 (Merck) tamanho de particula 70-230 um, foi utilizada para
separagao em fase normal. A amostra foi incorporada em silica gel e aplicada no topo

da coluna.
3.2.2 Empacotamento

Foram empregadas colunas de vidro dotadas de placas porosas, fibra de vidro
ou chumaco de algodao. A coluna foi preenchida com a fase estacionaria suspensa

em solvente apropriado e deixada em repouso por 24 horas.

3.3 ELUCIDAGCAO ESTRUTURAL

A elucidacao estrutural baseia-se num conjunto de técnicas comuns que tem

como objetivo a identificacdo dos atomos presentes numa molécula assim como sua
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propor¢cao (identificacdo da formula molecular), o reconhecimento das liga¢des
presentes entre os atomos, além de grupos funcionais e subestruturas e a disposigéo
espacial dos atomos assim como a rotagédo das ligagdes na molécula (SKOOG et al.,
2002; PAVIA et al., 2010).

Dentro da elucidacao estrutural podem ser descritas quatro técnicas de
analises espectrométricas: ultravioleta, infravermelho, espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear (mono e bidimensional). Essas técnicas quando
usadas de forma complementar, constituem-se em ferramentas valiosas para
elucidacao estrutural, quantificacdo de substancias organicas, determinacdo de
pureza, além de controle de reacdes e processos de purificacdo (SKOOG et al., 2002;
PAVIA et al., 2010).

Na atualidade, a inovacédo tecnoldgica permite acoplar estas técnicas num
sistema eficiente de separacao, purificacdo e quantificacdo de matrizes complexas de
compostos quimicos, em alguns casos sem destruicdo da amostra, com técnicas

como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia de gases (CG).

3.3.1 Espectrometria de infravermelho (IV)

O espectro de infravermelho dos compostos isolados foi determinado em
equipamento Spectrum 100 FT-IR spectrometer (Perkin EImer) com acessoério para a
medicdo de transmiténcia e reflecténcia total atenuada (RTA). A varredura foi feita
numa faixa de 4000-650 cm-".

3.3.2 Espectroscopia de ultravioleta (UV)

Os espectros de UV dos compostos isolados foram obtidos em equipamento
UV 1800 (Shimadzu, UV spectrophotometer ). A varredura foi feita numa faixa de 200-
400 nm.
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3.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos no Instituto de Quimica da Universidade
de Brasilia, usando um equipamento NMR Bruker Ascend™ spectrometer (9,4 T),
operado a 600 MHz para RMN de 'H e 150 MHz para RMN de '3C. O espectro DEPT-
135 foi gerado para algumas das moléculas para a identificagdo de carbonos
metinicos (-CH); carbonos metilénicos (-CH2) e carbonos metilicos (-CHs3). Os
carbonos quaternarios ndo estdo ligados a hidrogénio e, portanto, ndo aparecem
nesse espectro. As amostras foram diluidas em metanol deuterado CD30OD (Sigma
Aldrich) ou cloroférmio deuterado CDCIs (Sigma Aldrich). Os deslocamentos quimicos
() e as constantes de acoplamento foram expressos em ppm e Hz, respectivamente.

Como padrao interno foi usado tetrametilsilano (TMS).

3.3.4 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As analises CG-EM foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade
de Brasilia em equipamento GCMS modelo QP2010 Plus — Shimadzu. As condi¢des

de operacdo do equipamento sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Condigbes cromatograficas do CG-EM utilizado na analise das fragdes obtidas por CC

Condigbes CG

Coluna cromatogréfica Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Fase estacionaria: 5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano (Restek)

Modo de injegéo Splitless (1:50)

Temperatura de injegao 250 °C

Gas de arraste Hélio; fluxo 0,6 mL/min

Velocidade linear 28,8 cm/s

Fluxo total 33,6 mL/min

Temperatura da coluna 100 °C

Programacao de temperatura 100 - 320 °C, 1 5 °C/min.
Condigdes EM

Faixa de massas 40- 600 uma

Tipo de ionizagao Impacto eletrdnico (70 eV)
Temperatura de interface 280 °C

Volume injetado 2L

Temperatura de interface 280 °C

Varredura 0,5 s/scan
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3.4 ESTUDO FITOQUIMICO

3.4.1 Material botanico

As folhas de E. dysenterica, foram coletadas no bioma Cerrado, na
Universidade de Brasilia, campus Darcy Ribeiro, Brasilia, Distrito Federal em maio de
2013. A espécie foi identificada pela professora Dra. Sueli Maria Gomes e uma
exsicata foi depositada no Herbario da Universidade de Brasilia (UB 914) para

assegurar a autenticidade da espécie coletada.

3.4.2 Determinagao da umidade de folhas frescas

A umidade de campo foi determinada num equipamento detector de umidade

por infravermelho. Para esta analise foi usado 1 g de folha (analise por triplicata).

3.4.3 Preparo do material botanico, folhas secas pulverizadas.

O material vegetal foi seco em estufa com controle de temperatura a 37 °C até
atingir o teor de umidade entre 5 e 10%. O teor de umidade foi medido em analisador
de umidade por infravermelho (modelo IV2000-Gehaka). As folhas secas foram
pulverizadas em moinho de facas e passadas em tamiz N° 0,01.

Os extratos aquoso e hexanico foram preparados pelos métodos de infusédo e
maceracao, respectivamente, com base no Formulario de Fitoterapicos da

Farmacopeia Brasileira, com algumas modificacées (BRASIL, 2011).

3.4.4 Extrato hexanico (EHX)

Para obtencao do extrato hexanico foi aplicada a proporg¢ao 1:6 de folhas secas
pulverizadas em relagdo ao solvente. O material pulverizado (1000 g) foi depositado
em percolador de ago inox e submetido a maceracdo durante sete dias com hexano
(Vetec). A solugao extrativa foi coletada e o solvente foi removido com auxilio de um

evaporador rotatério sob pressao reduzida (Heidolph - Hei-VAP Advantage, ML, G1.).
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3.4.5 Extrato aquoso (EAQ)

O extrato aquoso foi obtido por infusdo do material botanico (100 g) em agua
destilada (500 mL) a aproximadamente 70 °C. A mistura foi deixada arrefecer até
aproximadamente 40 °C, sendo entdo submetida a filtragdo. A solugédo extrativa
resultante foi mantida a -30 °C e submetida ao processo de liofilizagdo. O extrato foi

armazenado em baixa temperatura (-30 °C) para analises posteriores.

3.4.6 Processo de purificagao e fracionamento dos extratos

3.4.6.1 Purificagao e fracionamento do EHX por cromatografia em coluna (CC)

3.4.6.1.1 Pré-fracionamento do EHX

Parte de EHX (16,17 g) foi submetida a pré-purificacdo em funil sinterizado
(diametro 9,70 cm e altura 3,8 cm) preenchido com 140,0 g de silica gel 60. Como
sistema de eluigao, foram usados os solventes hexano, acetato de etila e metanol. A
eluicdo consistiu na adigcdo de solvente puro ou mistura de solvente (300 mL) em
diferentes proporgdes seguido da coleta das respectivas pré-fragdes: Hexano (Fhex),
hexano:acetato de etila 1:1 (Fhex/AcOEt), acetato de etila (FACOEt), acetato de
etila:zmetanol 1:1 (FACOEt/MeOH) e metanol (FMeOH). Com base no perfil
cromatografico por CCD, foi escolhida a pre-fracdo Fhex/AcOEt para continuar o
proceso de purificacdo por CC. As consideracbes relativas a escolha da fragao sao

indicadas na secao de analise de resultados.

3.4.6.1.2 Fracionamento por CC da Fhex/AcOEt

Uma aliquota da pré-fragao Fhex/AcOEt (9,01 g) foi submetida a separagao por
cromatografia em coluna preenchida com 175 g de silica gel 60. Como sistema de
eluicado foi usada a mistura hexano com acetato de etila em diferentes proporgcdes
(Fluxo 5 mL/min): hexano/AcOEt 9:1-1:9. Foram coletadas 100 fracées, 10 fragdes
por cada relacdo de solvente, e reunidas em grupos conforme perfil cromatografico

analisado por CCD. Com base no perfil cromatografico por CCD, foram escolhidas as
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fracbes EDE e EDG para continuar o proceso de purificagdo por CC. As
consideragdes relativas a escolha das fragcdes sao indicadas na sec¢ao de analise de

resultados.

3.4.6.1.3 Pré-Purificagdo por cromatografia em coluna das subfragbes EDE e EDG

Em experimentos independentes, parte das fragbes EDE e EDG (200 mg) foi
submetida a separagdo por cromatografia em coluna (CC) preenchida com 24 g de
silica gel 60. Como sistema de elui¢ao, foi usada a mistura hexano - acetato de etila
em proporgéao 7:3. Foram coletadas 25 subfragdes (volume final 5 mL) e reunidas em

grupos conforme perfil cromatografico analisado por CCD.

3.4.6.2 Purificagao e fracionamento do EAQ por CC

Para o fracionamento do EAQ foi usada Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich)
como fase estacionaria e metanol como fase movel. Foi usada uma coluna de vidro
de 2,3 cm de diametro e 49,5 cm de comprimento, que foi empacotada colocando a
mistura da fase sélida com metanol pela parte superior. Foi mantido o fluxo continuo
de fase mével até obter um grau de empacotamento adequado. A fase sélida ocupou
um comprimento de 27,5 cm. As condigdes cromatograficas estdo resumidas na
Tabela 2.

O extrato aquoso (500 mg) foi solubilizado em metanol (7 mL), utilizando banho
ultrassom por 20 minutos. Em seguida, o extrato solubilizado foi adicionado pela parte
superior da coluna e imediatamente foi acrescentado metanol, visando manter um
perfil de eluicao homogéneo no sistema cromatografico. As amostras foram coletadas
periodicamente a cada 7 minutos, por um tempo total de 308 minutos, e concentradas
em banho-maria (QUIMIS modelo Q334M-28) a 40 °C. Subsequentemente foi
estudado o perfil cromatografico das fragées por CCD.

O primeiro perfil cromatografico mostrou mistura de compostos nas fragdes
obtidas, assim, foi continuado processo de purificagdo por meio de lavagem com
solventes de diferente polaridade (acetona, acetato de etila, e cloroférmio). Foi obtido
um segundo grupo de subfragbes que quando analisadas por CCD revelaram um

maior grau de pureza.
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Tabela 2. Condigbes cromatograficas experimentais da separagdo do EAQ em coluna de Sephadex

LH-20.
Condigéo Caracteristica
Coluna Vidro
Diémetro coluna 23cm
Comprimento 49,5 cm
Fase estacionaria Sephadex - LH20 (Sigma-Aldrich)
Tamanho de particula 25-100 um
Volume ocupado pela fase 114,25cm?
estacionaria
Quantidade de fase estacionaria 20,08 g
Fase movel Metanol
Fluxo 1,4 mL/min
Tempo de coleta da fragéo 7 min
Tempo total de coleta 385 min

3.5 ATIVIDADE BIOLOGICA
3.5.1 Ensaio de atividade de inibicao da acetilcolinesterase

O ensaio in vitro para avaliar a atividade inibitoria da acetilcolinesterase (AChE)
foi realizado a partir do método desenvolvido por ELLMAN et al. (1961) e modificado
por INGKANINAN et al. (2003). A técnica baseia-se na hidrolise da acetiltiocolina
(ATCh) pela enzima acetilcolinesterase para produzir tiocolina e acetato. A colina
gerada reage com o composto DTNB [Acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)] para
produzir 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e acido 5-tio-2-nitrobenzoico, composto
de cor amarela, que apresenta um maximo de absor¢cao a 405 nm (Figura 4). No
ensaio, se a enzima AChE e inibida pelos compostos presentes no extrato ou as
fragdes, sera menor a quantidade de tiocolina produzida a partir da hidrélise da ATCh.
A concentragao do cromoforo produzido a partir da reacéo da tiocolina com o DTNB
sera menor, e por tanto sera um indicativo da eficacia do extrato na inibicao

enzimatica.
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+ AChE + - - +
H20 + (CH3)3NCH2CH28COCH3 _— (CH3)3NCH2CH2$ + CH3COO +2H
Acetiltiocolina Tiocolina Acetato
(ATCh)

N -
(CH;);NCH,CH,S + RSSR ——» (CH;);NCH,CH,SSR + RS

Tiocolina ~ (DTNB) Acido 5-tio-2-
nitrobenzoico
(TNB)
A 405 nm
NO
R= 2
00C

Figura 4. Fundamentagao quimica do método de Eliman.

No experimento, 125 yL de DTNB 3 mM, 25 uL de ATCh (iodeto de
acetiltiocolina) 15 mM, 50 pL de solugdo tampao e 25 pL de extrato ou padrao, nas
diferentes concentragdes, foram colocados numa microplaca de 96 pogos. Em
seguida, foram adicionados 25 pyL de AChE 0,28 U/mL. A reagéo foi monitorada num
leitor de microplacas (TP-Reader, Biogenic Scientific Product) aos 3,3 minutos, A 405
nm.

Como controle positivo de inibicdo enzimatica, foi utilizado o inibidor
fisostigmina (34). A curva dose-resposta foi construida com concentragbes variando
entre 100-0,78 pg/mL. A curva de inibicdo enzimatica foi obtida plotando a
porcentagem de inibicdo versus o logaritmo da concentracdo da fisostigmina (34).
Para o calculo de Clso foi feito um analise de regressdo nao linear utilizando o
software GraphPad prism versado 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego
California USA).

S
N
S
N
AN

(34) Fisostigmina
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As porcentagens de inibicdo enzimatica foram calculadas comparando a
absorbancia da amostra (ensaio contendo extrato, enzima e substrato) com a do
controle da enzima (enzima, substrato e tamp&o). Os valores de referéncia para o
calculo da atividade biologica foram os obtidos em 3,3 minutos, tempo no qual a
reacao foi estavel, mostrando variagdo de absorbancia menor a 2%. Os valores de
absorbancia do controle da enzima forneceram a atividade maxima da enzima
utilizada para realizar o teste. Na auséncia do extrato a enzima nao é inibida o que
gera maior produgédo de tiocolina e, consequentemente, o composto colorido acido 5-
tio-2-nitrobenzoico. As porcentagens de inibicdo foram calculadas de acordo com a
equacao: % inibicdo = [(C-A)x100]/C, onde C representa a absorbancia do controle da
enzima e A representa a absorbancia do extrato subtraido ao valor do branco (extrato

vegetal, substrato e tampao-controle negativo).

3.5.1.1 Reagentes e Solugdes

> Solugao tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,0,

Preparado pela mistura de 1,53 g de base Tris HClI e 250 mL de agua

destilada. O pH foi ajustado com solugao de acido cloridrico 5 M.
> Solucao de AChE:

A acetilcolinesterase de Electrophorus electritus (498,3 U; Sigma-Aldrich) foi
diluida em 2 mL de tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Para o ensaio, 3,8 uL da solugao
estoque foram diluidos em 4 mL de tampéao tris-HCI 50 mM pH 8,0 contendo 0,1% de
albumina sérica bovina. A concentracao final da enzima foi de 0,28 U/mL.

> Solugao de acetiltiocolina 15 mM:

Preparada pela dissolugdo de 18,26 mg de iodeto de acetiltiocolina (Sigma,

Aldrich) em 4 mL de solugao tampao.

> Solugdo de DTNB 3 mM:
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Foi preparada uma solugao estoque de tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0
contendo NaCl 0,1 M e MgCl2 0,02 M. O DTNB (19,21 mg) foi solubilizado em 16 mL

solucao estoque.

> Solugao de fisostigmina - Controle positivo

Foi preparada solugao de fisostigmina (Sigma-Aldrich) 1 mg/mL em solugao
tampéo. A partir dessa solugdo foram feitas diluicbes e construida a curva dose-

resposta com concentragoes ente 100 a 0,78 ug/mL.

> Preparo das amostras:
Foi preparada solugcao de extrato aquoso 1 mg/mL em solug¢ao tamp&o. A partir
dessa solucdo foram feitas diluicbes e construida a curva dose-resposta com

concentragdes concentragao final no ensaio de 1000- 7,8 ug/mL.

3.5.2 Proliferagao celular avaliada pelo Kit XTT

A proliferagcdo celular e ensaios de viabilidade celular sdo de particular
importancia para aplicagbes de rotina em biologia celular. Sais de tetrazdlio (por
exemplo, MTT, XTT, WST-1) sao particularmente Uteis para este tipo de analise
(MONTALDI, 2013; BANDARUK; MUKAI; TERAO, 2014).

O ensaio com o kit-XTT possibilita detectar células viaveis com base no
principio da clivagem do sal de tretrazolium, XTT, na presenca de um reagente de
acoplamento de elétrons. Esta conversao, biorredugdo, ocorre somente nas células
viaveis ou metabolicamente ativas, para formar o corante formazam. No teste, as
células cultivadas numa placa de cultura de 96 pocos sado incubadas com o kit XTT
(XTT Labeling Reagent e Electron-coupling Reagent), por 2-20 horas. Apds o periodo
de incubacdo, o corante de formazam formado é quantificado usando um
espectrofotdbmetro de microplacas ou leitor de Elisa. A medida de absorbancia a 490 e
690 nm esta diretamente relacionada com o numero de células viaveis. Na técnica, o
sal de tetrazolio é clivado ao formazam pelo sistema succinato-tetrazdélio redutase

(Figura 5), que pertence a cadeia respiratdria da mitocondria e que se apresenta ativa
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apenas em células metabolicamente ativas (MONTALDI, 2013; BANDARUK; MUKAI;
TERAO, 2014).

D j NAD<_kRS|—NADH i f
7\ fe 2 VA

\ EC-H EC
% N N2
SOzNa SO Na
SOzNa SO,Na
Sal de tetrazolio Formazam

(cor ligeiramente vermelha ) (cor vermelho escuro)

Figura 5. Clivagem do sal de tetrazdlio a formazam.
RS: succinato-tetrazodlio redutase, EC-H/EC: reagentes de acoplamento de elétrons.

3.5.2.1 Cultura de células de neuroblastoma

O ensaio de citotoxicidade do extrato aquoso de E. dysenterica foi realizado no
laboratério de Genética, Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo-
Ribeirao Preto, utilizando as células de neuroblastoma humano, linhagem celular SH-
SY5Y (Banco de Células do Rio de Janeiro-BCRJ).

As células de neuroblastoma foram cultivadas em uma mistura de meio de
Eagle modificado por Dulbecco's (DMEM/HAM-F-10 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
enriquecido com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. As células foram mantidas a 37 °C em atmosfera umida contendo 5%
CO:a.

Quando as células atingiram 80% de confluéncia, foram desagregadas,
“tripsinizadas” com solugdo de tripsina (0,25%) e foi preparada uma subcultura de
células numa densidade de 1x10* células por pogo em uma placa de 96 pocgos. As
células foram cultivadas nas condicbes experimentais até atingirem 70% de

confluéncia.
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3.5.2.2 Efeito do extrato aquoso de E. dysenterica na viabilidade celular.

A fim de se avaliar o efeito do extrato aquoso sobre a viabilidade celular, as
células foram tratadas com diferentes concentragcdes do extrato numa faixa de
concentragao de 500,0 a 3,9 ug/mL. A concentragao final de DMSO para todas as
amostras foi <0,1% por pogo. Quando as células atingiram uma confluéncia de 70% o
meio foi descartado e trocado por 180 uL de meio novo suplementado com soro fetal
bovino 10%. Ao término, foram adicionados 20 pL do extrato a ser avaliado nas
diferentes concentragbes. As células foram incubadas nas condi¢gdes experimentais
por 24 horas. Em seguida, as células foram tratadas com 100 uL da solugao de XTT e
incubadas por 3 horas nas condi¢cdes experimentais.

Preparo da solugdo de XTT: para cada amostra foram usados 0,2 yL de XTT
Labeling Reagent, 10 uL de Electron-coupling Reagent (Cell Proliferation Kit-XTT,
Roche Molecular Biochemicals) e 89,8 yL do meio de cultura. A medida da
absorbancia foi determinada no espectrofotdmetro para microplacas Tecan Infinite M-
200 (Tecan Group Ltd, Mannedorf/Switzerland) a 490 e 690 nm.

Para obter a citotoxicidade induzida pelo tratamento, a absorbancia no meio
contendo as células tratadas com extrato foi comparada com a absorbancia de seu
devido controle negativo (células tratadas apenas com meio de cultura e solugao de
PBS na mesma concentracdo utilizada para as células tratadas com o extrato), que foi
estabelecido como 100% de células viaveis.

Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata e os resultados foram
expressos como o valor médio + desvio padrao. As anadlises estatisticas foram feitas
utilizando o software estatistico GraphPad prism verséo 5.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego California USA). Os valores encontrados foram comparados com
o controle com o uso da ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey. Os testes
buscam identificar se as médias encontradas para a amostra e para o controle sao

significativamente diferentes.
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3.5.3 Teste de sensibilidade a agentes antimicrobianos e antiflungicos por disco

difusao

A triagem da atividade antimicrobiana e antifungica do extrato hexanico e suas
fragdes foi realizada no Laboratério de Pesquisas em Doencgas Imunogenéticas e
Crénico-degenerativas da Universidade de Brasilia.

O estudo de sensibilidade foi realizado em dois tipos de agentes patogénicos
de relevancia clinica, bactérias e fungos, utilizando a bactéria Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e trés espécies de fungos pertencentes ao género Candida: Candida
albicans ATCC 40277, C. glabatra ATCC 40136 e C. krusei ATCC 34135. Foi utilizado
o método de difusdo em disco descrito por NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards).

Foi empregado o meio de cultura Sabouraud para as leveduras e Muller Hinton
para bactéria, formulado segundo as instrugdes do fabricante, aliquotado em
recipiente lacrados, aquecidos e distribuido em placas de Petri (90x15mm). As
subculturas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C e 29 °C para a bactéria e as
leveduras, respectivamente; a partir da subcultura, foi feita uma suspensdo em 1 mL
de agua ultrapura, de modo que essa suspensio apresentasse uma turvagao de 0,5
na escala de McFarland, correspondente a 1-5x10% células/mL. A superficie do meio
foi inoculada com o swab, previamente umedecido com a suspensao de células.

Foram preparadas solugdes do extrato e fragbes diluidas em solvente
adequado, em concentragbes variando de 1 a 0,06 mg/mL. As amostras foram
solubilizadas em hex:AcOEt 1:1. Os discos de papel esterilizados (6 mm) foram
embebidos com 20 uyL da amostra e foram devidamente acondicionados para
secagem a temperatura ambiente durante 24 horas antes de ser colocados nas
placas previamente semeadas.

Apds absor¢do completa do indculo no meio de cultura, foram colocados 5
discos em pontos equidistantes. Na sequéncia, as placas foram invertidas e
incubadas em estufa a temperatura de 37 °C. O grau de sensibilidade de cada
amostra e padrao foi avaliado pela medida (mm) do didmetro da zona de inibicao
formada ao redor do disco apds 48 horas da inoculagdo. Foram consideradas ativas

as amostras que apresentaram 10 mm ou mais de zona clara de inibicao.
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Como controle positivo, foram empregados discos impregnados com ampicilina
na inibicao de S. aureus e fluconazol na inibicio das trés espécies de Candida. Como
controle negativo, foram utilizados discos impregnados com solugdo de
hexano:acetato de etila 1:1. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.
As analises estatisticas dos resultados foram feitas pela média ponderada e os
respectivos desvios padrdo das amostras das triplicatas utilizando GraphPad Prism
versao 6.0. Foi identificada a concentracao inibitéria minima (CIM) definida como a
menor concentragdo, detectada visualmente, que inibiu o crescimento do

microrganismo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 MATERIAL BOTANICO E EXTRATOS

As folhas frescas de E. dysenterica apresentaram umidade de campo de
44,15+1,72 %. Apds a secagem em estufa, as folhas exibiram um teor de umidade
de 7,01+0,83 %. A partir das folhas pulverizadas, foram obtidos 21,38 g de extrato
hexanico, correspondentes a 2,18 % de rendimento. O rendimento do extrato
aquoso apo¢s liofilizagéo foi de 7,15 %. Os extratos foram armazenados em baixa

temperatura (-30 °C) para anadlises posteriores.

4.2 PURIFICACAO E FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS
4.2.1 Extrato hexanico (EHX)

A partir da pré-purificagdo do EHX em funil sinterizado, foram obtidas cinco
pré-fracées: Hexano (Fhex), hexano:acetato de etila 1:1 (Fhex/AcOEt), acetato de
etila (FACOEt), acetato de etila:metanol 1:1 (FACOEt/MeOH) e metanol (FMeOH).

As porcentagens de rendimento sdo mostradas na Tabela 3.

Tabela 3. Porcentagem de rendimento das pré-fragcbes do extrato hexénico de folhas de Eugenia
dysenterica.

Pré-fracao Peso (g) %R* Secagem
Fhex 4,06 25,11
Fhex/AcOEt 11,01 68,09
FACOEt 0,65 4,02 Rotaevaporagao
FacOEt/MeOH 1:1 0,03 0,19
FmeOH 0,42 2,60

*Rendimento em relagado ao EHX

Foi estudado o perfil cromatografico das pré-fragbes por CCD usando o
revelador R2. Qualitativamente, os resultados mostraram um perfil cromatografico
variado para os diferentes tipos de metabdlitos secundarios. Nas condi¢des
experimentais, Fhex/AcOEt e FACOEt mostraram maior abundancia de compostos.

Fhex/AcOEt mostrou manchas de cor cinza, roxo e rosa em diferentes tonalidades e
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FACOEt mostrou manchas em diferentes tons de amarelo e rosa. Com base nos
resultados da CCD e os porcentagens de rendimento das pré-fragcdes, foi escolhida
a pré-fracdo Fhex/AcOEt para continuar o estudo fitoquimico dos compostos de
natureza apolar obtidos a partir do extrato hexanico.

Como resultado do fracionamento da Fhex/AcOEt foram coletadas 110
fragdes e reunidas em grupos conforme perfil cromatografico analisado por CCD
(Tabela 4). Para futuras consideragdes sera adotada a nomenclatura indicada na
Tabela 4.

Tabela 4. Fragoes obtidas da Fhex/AcOEt por CC.

Fracbes  Nome: ED %R* Fracdes  Nome: ED %R*
reunidas reunidas
1 EDA 3,90 36-42 EDN 1,42
2 EDB 4,46 43-50 EDO 0,93
3.4 EDC 4,54 51-61 EDP 0,57
5-8 EDD 44,25 62-65 EDQ 0,41
9,10 EDE 5,41 66-80 EDR 0,28
11 EDF 4,99 81-85 EDS 0,32
12 EDG 4,42 86-93 EDT 1,21
13,14 EDH 2,29 94-97 EDU 1,92
15 EDI 1,89 98-100 EDV 1,20
16-21 EDJ 2,66 101 EDX 1,12
22-26 EDK 3,36 102-106 EDY 0,55
27-30 EDL 2,23 107 EDZ 0,19
31-35 EDM 1,89 108-110 EDA1 0,39

*Rendimento em relagao a Fhex/AcOEt

Considerando o perfil de eluicdo, as fracbes EDE, EDF e EDG, foram
escolhidas para continuar o processo de purificagdo e identificagao.
Qualitativamente, as manchas observadas sao caracteristicas de metabdlitos do
grupo dos triterpenos. Conforme esta informacao qualitativa, as fracbes foram
comparadas com padrdes de triterpenos quando revelados nas mesmas condi¢cdes
por CCD (Figura 7). Foram escolhidos 7 triterpenos e 1 esteroide (Figura 8) para
realizar as comparagdes: a-amirina (35), B-amirina (36), lupeol (37), estigmasterol
(38), friedelina (39), friedelanol (40), acetato de a-amirina (47) e B-sitosterol (42).
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Figura 7. CCD comparativa das fragbes e os padrdes de triterpenos.

Na ordem de esquerda para direita: 1. EDE, 2. EDF, 3. EDG, 4. a-amirina, 5. B-amirina, 6. lupeol, 7.
estigmasterol, 8. friedelina, 9. friedelanol, 10. acetato de a-amirina, 11. B-sitosterol. Eluente:

hex/AcOEt 9:1; Solugéo reveladora: anisaldeido/H2SOs.

Tabela 5. Fator de retengao (Rf) das fragbes e padrdes de triterpenos.

Rf

Fragao/Padrao Distancia
percorrida (cm)

EDE 1,30
EDF 1,30
EDG 1,30
a-amirina 1,30
B-amirina 1,25
lupeol 1,30
estigmasterol 0,60
Friedelina 2,90
Friedelanol 1,80
Acetato de a- 4,10
amirina

B-sitosterol 0,70

Distancia percorrida pelo eluente (cm)

0,236
0,236
0,236
0,236
0,227
0,236
0,109
0,527
0,327
0,745

0,127
5,50

Eluente: hex/AcOEt 7:3; Solugado reveladora: anisaldeido/H2SO4

Na Figura 7, pode ser observado que as fracdbes EDE, EDF e EDG

apresentam um perfil de eluicdo similar aos padrdes a-amirina, $-amirina e lupeol. O

valor do fator de retengéo (Rf) para as fragdes e os padrdes ¢é indicado na Tabela 5.
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Figura 8. Padrdes de triterpenos usados na CCD.
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Os resultados nao foram conclusivos com relagcéo a identidade da molécula

mas permitiram inferir que tratam de metabdlitos do grupo dos triterpenos e que
podem ter um nucleo estrutural semelhante. Os trés padrdes, a-amirina, f-amirina e
lupeol, contém o mesmo numero de atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio
(Formula molecular C3oHs00), com peso molecular de 426,72 g/mol. a-amirina e B-
amirina exibem uma dupla ligagado na posigdo 12 enquanto o lupeol exibe um grupo
isopropenilo no carbono da posi¢ao 19 (Figura 8).

A observagdo de uma mancha na CCD né&o é conclusiva sob a obtencao de
uma substancia pura e requer analise quimica complementar. Assim, foi realizada a
analise preliminar por RMN de duas fragdes, EDG e EDD (escolhida por apresentar
o maior rendimento das fragdes obtidas), considerando a possibilidade de a amostra
ser constituida de uma mistura de substancias. A partir dos espectros de RMN de 'H
e de '3C foram observados grupos de sinais entre & 7,5-02 e & 170-1,0,
respectivamente. Em vista dos resultados foi possivel concluir que estas amostras
apresentam mistura de substancias; e em funcéo disto, foi realizada uma nova

separacao por CC.

CROMATOGRAFIA EM COLUNA DAS FRACOES EDE E EDG

As fracoes EDE e EDG foram submetidas a separacao por CC. Como sistema
de eluicao foi usado Hex/AcOEt 7:3. Foram coletadas 25 subfragdes (volume final 5
mL), e reunidas em grupos conforme perfil cromatografico analisado por CCD
(Tabela 6). O perfil de eluigao por CCD para as subfracdes EDG e EDE se manteve,
mostrando uma mancha caracteristica violeta (Figura 9). Na figura, foram escolhidas
as subfragcdes que se mostraram no estado soélido e de cor branco a temperatura
ambiente. Qualitativamente foi inferido que o processo de separagdo tinha sido
efetivo para a separacao dos compostos de interesse. Os valores de Rf sao

indicados na Tabela 7.



Tabela 6. Subfragdes obtidas na pré-purificagdo por CC das fragdes EDE e EDG.

EDE EDG
Subfracoes Nome %R* Subfracoes Nome: EDG %R*
1,2 EDE1 1,06 1-3 EDG1 0,52
3-5 EDE2 1,51 4,5 EDG2 527
6-9 EDE3 5,27 6,7 EDG3 0,92
10 EDE4 1391 8 EDG4 1,05
11 EDE5 20,72 9 EDG5 0,55
12 EDE6 19,06 10 EDG6 7,24
13 EDE7 16,54 11 EDG7 14,36
14 EDES8 4,02 12 EDGS8 16,04
15 EDE9 5,50 13 EDG9 18,72
16 EDE10 5,22 14 EDG10 7,50
17-19 EDE11 2,06 15 EDG11 8,25
20 EDE12 1,07 16 EDG12 10,50
21-25 EDE13 1,68 17-20 EDG13 4,67
21-25 EDG14 2,50

*Rendimento em relagéo as subfragdes EDE e EDG respectivamente

Figura 9. CCD comparativa das subfragdes obtidas na pré-purificagdo de EDE e EDG.
Eluente: hex/AcOEt 7:3; Solugéo reveladora: anisaldehido/H2SOs.

Tabela 7. Fator de retengéo (Rf) das subfragbes obtidas por CC de EDE e EDG.

EDG EDE

Subfracao Distancia Rf Subfracao Distancia Rf
percorrida (cm) percorrida (cm)

EDG6 1,90 0,463 EDE7 1,35 0,364

EDG7 1,85 0,451 EDES8 1,35 0,364

EDGS8 1,85 0,451 EDE9 1,35 0,364

EDG9 1,90 0,463 EDE10 1,40 0,378

EDG10 1,90 0,463 EDE11 1,40 0,378

Distancia percorrida pelo eluente (cm): 4,1 Distancia percorrida pelo eluente (cm): 3,7

Eluente Hex/AcOEt 7:3; Solugao reveladora: anisaldeido/H2S0O4
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Considerando os resultados prévios de RMN, uma subfracdo (EDG6) foi

escolhida para andlise por RMN de 'H e de '3C. O espectro de RMN de '3C revelou
um grupo abundante de sinais na faixa & 169 -1,0 enquanto que o espectro de RMN
de 'H revelou um conjunto de sinais na faixa de & 7,23 — 0,2. Estes resultados sao
semelhantes aos obtidos antes da pré-purificacdo e evidenciam que a subfragao
EDG6 apresenta mistura de moléculas.

Quanto a técnica de separagao por cromatografia em coluna pode-se apreciar
que foi efetiva quanto ao objetivo de separar o grupo de compostos de interesse
(terpenoides). No entanto, esta técnica ndo permitiu isolar os componentes
individuais. Possivelmente as moléculas pertencem ao mesmo grupo de metabdlitos
secundarios e apresentam propriedades como férmula molecular, estrutura
molecular e peso molecular semelhantes.

Tendo em vista os resultados obtidos, foi feita a analise por CG-EM para
continuar o estudo de elucidagao estrutural dos compostos presentes em algumas
das fragbes obtidas a partir da pré-fragdo Fhex/AcOEt. Como ja foi indicado na
secdo metodolodgica (3.3.3), esta técnica é de utilidade para resolver amostras
complexas, sendo neste caso amostras que apresentam moléculas com

propriedades fisicas e quimicas semelhantes.

4.2.1.1 Andlise por CG-EM das fragbes do extrato hexanico de folhas de Eugenia
dysenterica

A analise CG-EM foi realizada nas fragdes que apresentaram um perfil
cromatografico variado quando reveladas por CCD com solucédo de
anisaldeido/acido sulfurico; assim, foram escolhidas EDA, EDB, EDC, EDD, EDE,
EDF e EDG. As amostras foram preparadas em cloroférmio grau analitico a 1
mg/mL. Os resultados sdo mostrados na Tabela 8.

As subfragdes revelaram um grupo diverso de compostos, com tempos de
retencao variando de 21,68 até 51,62 min. O perfil de fragmentagcdo dos compostos
e o tempo de retengdo foram comparados com a biblioteca interna (NIST) do
espectrdbmetro de massas. Esta ferramenta foi de utilidade para identificar dois

compostos, a-tocoferol (43) presente nas fracbes EDA e EDB, e o composto acetil
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tributil citrato (44) presente na fragdo EDE (Tabela 8). Dos picos cromatograficos

restantes, ndo foi identificado qualquer outro composto com ajuda da biblioteca,
porém o resultado comparativo mostrou porcentagens de semelhanga menores a
85% com triterpenoides das séries lupano e ursano.

Com base nos resultados foi estudado o perfil de fragmentagéo das moléculas
presentes nas fracbes EDC-EDG, e em comparacdo com dados da literatura
(SHIOJIMA et al., 1992), foram identificados quatro triterpenos pentaciclicos: urs-12-
en-3B-ol (a-amirina) (45); olean-12-en-3B-ol (B-amirina) (46), neolupen-12-en-33-ol
(neolupenol) (47) e gammacer-16-en-33-ol (48). A estrutura dos compostos é

mostrada na Figura 10 e sua ocorréncia nas fragcdes é indicada na Tabela 9.
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Tabela 8. Resultado da analise por CG-EM das subfragdes de Eugenia dysenterica

Subfragdo Pico Area (%) tR (min) Pico Base M* Composto
1 49,41 48,008 165,10 430 a-tocoferol (43)
2 13,48 39,842 149,05 355 NI
EDA 3 1,82 31,875 149,05 150 NI
4 12,00 22,333 67,05 138 NI
5 13,90 21,683 43,01 177 NI
1 25,80 48,000 165,10 430 a-tocoferol (43)
2 33,40 39,850 149,00 355 NI
EDB 3 2,06 37,442 129,10 207 NI
4 10,95 22,342 67,05 138 NI
5 12,30 21,692 43,01 177 NI
1 29,95 51,583 218,15 426 a-amirina (45)
2 12,84 51,183 218,15 426 B-amirina (46)
EDC 3 46,48 51,117 189,10 426  Gammacer-16-en-3p-ol (48)
4 2,63 50,800 207,00 429 NI
5 1,44 39,850 149,05 355 NI
1 30,96 51,633 218,10 426 a-amirina (45)
2 5,12 51,191 218,10 426 B-amirina (46)
EDD 3 41,81 51,175 189,10 426  Gammacer-16-en-3B-ol (48)
4 17,27 51,050 218,10 426 Neolupenol (47)
5 3,67 50,808 207,00 429 NI
1 49,94 51,178 189,10 426 Gammacer-16-en-33-ol (48)
2 11,18 51,049 218,15 426 Neolupenol (47)
EDE 3 2,10 50,817 206,95 429 NI
4 1,28 44,829 161,00 393 NI
5 0,53 39,855 149,00 279 NI
6 2,82 35,261 185,05 279 Acetil tributil citrato (44)
1 3,21 52,833 206,95 451 NI
2 1,38 52,683 206,95 451 NI
3 2,33 52,250 206,95 479 NI
EDF 4 21,10 51,283 189,10 426  Gammacer-16-en-3p-ol (48)
5 8,98 50,850 204,10 426 NI
6 1,06 45,500 206,95 365 NI
7 8,98 45,033 161,05 394 NI
1 30,74 51,617 218,10 426 Gammacer-16-en-3(3-ol (48)
EDG 2 12,89 50,808 135,15 426 NI
3 1,01 50,517 207,00 414 NI
4 1,16 48,083 43,00 430 NI

NI: ndo identificado; tR: Tempo de retengdo; M*: ion molecular
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Tabela 9. Ocorréncia dos compostos identificados nas diferentes fragoes.

Fracao
Composto EDA EDB EDC EDD EDE EDF EDG
a-tocoferol (43) X X
acetil tributil citrato (44) X
a-amirina (45) X X
B-amirina (46) X X
neolupenol (47) X X
gammacer-16-en-33-ol (48) X X X X X

O composto a-tocoferol (43) foi identificado nas fragbes mais apolares, EDA e
EDB, com tempo de retengao aproximado de 48,0 minutos. O plastificante acetil
tributil citrato (44) s6 foi detectado na fragdo EDE, com tempo de eluicao de 35,3
min. Os triterpenoides a-amirina (45) e B-amirina (46) foram detectados nas fragdes
EDC e EDD, com tempos de retengdao aproximados 51,6 e 51,1 minutos,
respectivamente. Neolupenol (47) foi identificado nas fragdes EDD e EDE,
mostrando tempo de retengdo aproximado de 51,0 min. O composto gammacer-12-
en-3[3-ol (48), por sua vez, apresentou uma distribuicdo mais ampla, esteve presente
nas fragbes EDC, EDD, EDE, EDF e EDG com tempo de retengao aproximado entre
51,1 e 51,3 minutos.

4.2 1.2 Caracterizacao dos compostos presentes na fracado EDD

O espectro de infravermelho (IV) da fracdo EDD é mostrado na Figura 11. Foi
identificada uma banda intensa de absorgdo em 3275,2 cm™' caracteristica do
estiramento de ligagdo O-H. As bandas entre 2942 e 2869 cm™ correspondem a
estiramento da ligagdo C-H de grupos metilicos e metilénicos; em 1744 cm!
correspondente ao estiramento de ligagdo C=0; em 1644 cm, atribuida a ligagdo
dupla C=C; e em 987 cm-' um sinal de deformacéo da ligagdo C-H fora do plano. Os
sinais no espectro IV nessa fracdo sao semelhantes aos observados em EDE, EDF

e EDG e séo caracteristicos de nucleos estruturais de triterpenos.
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Figura 11. Espectro de infravermelho da fragdo EDE

O espectro de massas (EM) e os mecanismos de fragmentacdo propostos
para os triterpenos 45 e 46 sdo mostrados nas Figuras 12 e 13 respectivamente. O
EM de triterpenos com dupla ligagao na posicdo C12-C13, gera um fragmento com
valor m/z 218. Nos grupos ursano e oleanano (Figura 12) este fragmento
corresponde ao pico base e é produzido via uma reacdo Retro-Diels-Alder. O
carbono vizinho a ligagado dupla (C14) fica carregado positivamente e a ligagao
alilica C9-C11 é clivada para gerar o fragmento correspondente ao pico base. Os
fragmentos com m/z 203 e 189 sado formados por perda de dois grupos metila
(BUDZIKIEWICZ; WILSON; DJERASSI, 1963; OGUNKOYA, 1981; SHIOJIMA et al.,
1992).

Os espectros de massas da a-amirina e B-amirina (Figura 13) apresentaram o
mesmo padrao de fragmentagédo, com fragmentos caracteristicos em m/z 218, 203 e
189. A diferenca entre os dois espectros esta relacionada com a intensidade dos
sinais no espectro de MS. No grupo ursano o sinal em m/z 218 é mais intenso,
enquanto o sinal em m/z 189 é menos intenso quando comparados com o grupo dos
oleananos (BASAR, 2005). Esta tendéncia foi observada tanto no composto 45
como no composto 46, e esta em acordo com os resultados encontrados por SILVA,
C. (2007).
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Para esses triterpenos, o fragmento com m/z 135 é formado a partir da reagéo
Retro-Diels-Alder, onde é produzido um fragmento que, apds perda de um grupo
metila e rompimento das ligagbes C18-C19 e C21-C22, gera o fragmento observado
no espectro de massas (Figura 13) (BUDZIKIEWICZ; WILSON; DJERASSI, 1963;
SHIOJIMA et al., 1992).

O espectro de massas do composto 48 € mostrado na Figura 14. A
fragmentacgao inicia com a clivagem das ligacées C11-C12 e C8-C14 para produzir
um fragmento radical-cation com m/z 204. O fragmento com m/z 189 é produzido por
perda de um grupo metila. O fragmento com m/z 135 & produzido por rompimento
das ligacbes C13-C18 e C15-C16 para formar um cation radical estabilizado por
ressonancia (Figura 15) (SHIOJIMA et al., 1992).

O resumo dos principais sinais observados no espectro de massas para
esses trés triterpenos é mostrado a seguir; a abundancia relativa € indicada entre
paréntese:
a-amirina (Figura 12): 426 (5,03), 411 (7,09), 393 (1,98), 218 (100,00), 207 (33,25),
203 (40,05), 189 (20,04), 175 (16,13), 135 (21,23).

B-amirina (Figura 12): 426 (5,44), 411 (0,62), 393 (2,38), 218 (100,00), 207 (22,82),
203 (30,01), 189 (33,92), 175 (11,61), 135 (39,64).

Gammacer-16-en-33-ol (Figura 14): 426 (510,54), 411 (25,08), 393 (3,95), 218
(28,47), 204 (75,79), 203 (24,69), 189 (100,00), 177 (77,28), 150 (16,18), 135
(41,21).

Os resultados experimentais vao ao encontro do perfil de fragmentagao
reportado na literatura (SHIOJIMA et al., 1992). O perfil de fragmentacdo do
composto 47, presente na fragdo EDD, ndo permitiu concluir sobre a identidade do
composto; as consideragdes a sua identificacdo sao descritas na secg¢ao 4.2.1.3.

Segundo os dados obtidos por CG-MS, EDD foi a unica fragdo que
apresentou os quatro triterpenos identificados. O espectro de RMN de '3C dessa
fragdo mostrou um conjunto diversificado de sinais entre & 145 e 1,01 (Figura 16),
confirmando os resultados da analise por CG-MS, que sugere uma mistura de
compostos de natureza triterpénica. Os dois grupos de sinais, & 124,4-139,6 e &
121,7-145,2 sao caracteristicos dos carbonos sp? das posicbes C12 e C13 dos
triterpenos 45 e 46 (MAHATO; KUNDU, 1994), os dois sinais em & 116,9 e 145,2
correspondentes aos carbonos sp? das posicoes C16 e C17 da molécula 48
(SHIOJIMA et al., 1989).



63

Os triterpenos identificados apresentam um grupo hidroxila na posi¢cao 3 do
esqueleto carbbénico. O deslocamento quimico para o carbono C3 esta em torno de &
79,0 (MAHATO; KUNDU, 1994). No gammacer-16-en-3a-ol (49), o carbono C3, com
um grupo hidroxila na posigcédo a, apresenta um deslocamento em torno de & 76,3,
aproximadamente trés unidades a menos do que o composto proposto. Os dados
espectroscépicos de RMN de 3C foram comparados com os dados reportados na

literatura e um resumo é mostrado na Tabela 10.

(9]
=

'

HOY

23
(49) Gammacer-16-en-30—ol

No espectro de RMN de 'H (Figura 17) puderam ser observados sinais entre
0,70 e 1,95 (posicbes C22 a C30) correspondentes a hidrogénios metilicos e
metilénicos dos esqueletos citados; em & 5,10 e 5,15 foram observados tripletos dos
hidrogénios H12 caracteristicos de triterpenos dos tipos ursano e oleanano,
respectivamente (AGETA et al., 1981; VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO, 2012). No
grupo gamacerano pode ser observado um sinal duplo dupleto em & 5,50
caracteristico do hidrogénio da posicédo C16 (SHIOJIMA et al., 1989).
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Figura 12. Espectro de massas dos picos correspondentes a a-amirina (parte superior) e a -amirina
(parte inferior).
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Tabela 10. Dados experimentais e tedricos de RMN de '3C para alguns triterpenos pentaciclicos.

SAGAR;
MAHATO;KUNDU DHOKE;SHAW

SHIOJIMA et al. (1989) (1994) (2004)
C EDD 13C (3) EDD 13C (3) EDE 13C (5)

Gammacer Gammacer

-16-en-3p3- -16-en-30- o-

ol ol amirina B-amirina Neolupenol

1 38,8 38,7 33,3 38,6 38,7 38,7 41,7 41,9
2 274 274 254 27,2; 27,3 27,2 27,3 28,4 28,5
3 79,1 79,1 76,3 79,0; 79,1 78,3 79,0 79,1 79,5
4 38,9 38,9 37,5 38,6; 38,8 38,7 38,8 37,2 37,3
5 55,2 55,3 49,0 55,2; 55,3 55,2 55,3 55,5 55,6
6 18,4 18,7 18,7 18,3; 18,4 18,3 18,5 19,0 18,8
7 33,4 33,5 33,4 32,7, 32,8 32,9 32,8 33,4 33,4
8 41,3 41,3 41,5 40,1; 38,8 40,0 38,8 40,1 40,4
9 49,3 50,5 50,2 47,7 47,7 47,7 48,0 48,1
10 37,2 37,1 37,2 36,9; 37,6 36,9 37,6 34,3 34,1
11 214 214 21,2 23,4; 23,5 23,3 23,6 27,3 27,0
12 22,7 22,7 22,7 124,4;121,7 124,3 121,8 1244 124,8
13 46,8 46,5 46,5 139,6; 145,2  139,3 145,1 139,6 140,0
14 39,6 39,4 39,5 42,1; 41,6 42,0 41,8 42,1 42,5
15 33,3 33,4 33,4 28,8; 26,2 28,7 26,2 23,7 23,8
16 116,9 117,8 117,9 26,6; 27,0 26,6 27,0 27,9 27,7
17 145,2 147,7 147,7 33,7; 32,5 33,7 32,5 39,6 39,2
18 37,7 37,7 37,6 59,1; 47,2 58,9 47,4 59,1 59,5
19 41,6 41,5 41,5 39,7; 46,9 39,6 46,9 40,0 40,1
20 18,3 18,2 18,1 39,7; 31,1 39,6 31,1 39,9 40,0
21 41,7 41,8 41,8 31,3; 34,8 31,2 34,8 31,9 31,7
22 36,7 36,1 36,1 41,5; 37,2 41,5 37,2 39,6 39,2
23 28,1 28,1 28,3 28,1; 28,2 28,1 28,2 28,4 28,5
24 15,5 15,5 22,2 15,6; 15,4 15,6 15,5 16,1 16,1
25 16,1 16,2 16,0 15,5; 16,7 15,6 16,6 16,0 16,0
26 16,9 16,9 16,9 16,8; 16,9 16,8 16,9 18,0 17,9
27 17,5 17,6 17,7 23,3; 26,0 23,3 26,0 29,2 29,1
28 29,9 29,9 29,9 28,0; 28,4 28,1 28,4 23,7 23,7
29 20,9 20,6 20,7 17,5; 33,3 17,4 33,3 21,4 21,8
30 33,4 33,5 33,5 21,1; 23,7 21,3 23,7 17,5 17,3
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4.2.1.3 Caracterizagdo do composto 47 presente na fracdo EDE

O composto 47 foi detectado nas fragdbes EDD e EDE. A analise dos
espectros de RMN de 13C e de 'H na fragdo EDD ¢é dificultada para esta molécula
devido as semelhangas entre os deslocamentos quimicos quando comparados com
os espectros de 45 e 46. Assim, a analise espectroscopica foi proposta a partir dos
dados de RMN da fracdo EDE que s6 apresenta os triterpenos derivados de
neolupano e de gamacerano.

O espectro de massas (Figura 18) e o mecanismo de fragmentacao (Figura
19) para o triterpeno 47 é similar ao mostrado para os compostos 45 e 46 (segéo
5.2.1.2). O fragmento com valor m/z 218 (pico base) é produzido via uma reagéo
Retro-Diels-Alder e os fragmentos com m/z 203 e 189 sao formados por perda de
dois grupos metila. O fragmento com m/z 135 é produzido a partir do rompimento
das ligagbes C13-C18 e C15-C16, além de um rearranjo com transposicdo de
hidrogénio (Figura 19) (SHIOJIMA et al., 1992).

O resumo dos principais sinais observados no espectro de massas para esse
triterpeno é mostrado a seguir; a abundancia relativa esta indicada entre paréntese:
Neolup-12-en-3B-ol (Figura 18 e 23): 426 (7,51), 411 (13,72), 393 (2,68), 218
(100,00), 207 (18,67), 203 (71,37), 189 (74,56), 175 (22,54), 135 (37,96).

O espectro de RMN de '3C (Figura 20) revelou sinais em & 124,4-139,6,
correspondentes aos carbonos sp? da posicdo C12 e C13. Estes sinais sao
semelhantes aos observados no espectro do composto 45 (Figura 10). Para esses
dois compostos, as principais diferencas no espectro estdo associadas aos carbonos
C19, C20, C21, C22, C29 e C30 (Tabela 10). No espectro de RMN de "H (Figura 21)
podem ser observados sinais em: 6 5,15 (J = 3,12 MHz) (tripleto correspondente ao
hidrogénio H12; & 1,58 (simpleto — hidrogénio do grupo hidroxila na posi¢édo C3);
além de sinais entre & 0,90-1,25, correspondentes aos hidrogénios metilicos e

metilénicos do esqueleto triterpénico.
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Mesmo que os triterpenos identificados (Tabela 10) ja estejam descritos na
literatura, os resultados sao relevantes, porque constituem no primeiro registro de
triterpenos pentaciclicos identificados em folhas de E. dysenterica. Os triterpenos
sao amplamente encontrados em diversas espécies de plantas e tem despertado um
grande interesse pela comunidade cientifica por sua atividade biolégica. A Tabela 11
resume alguns exemplos de linhagens de células neoplasicas sensiveis as
propriedades citotoxicas de alguns triterpenos pentaciclicos (CHUDZIK;
KORZONEK-SZLACHETA; KROL, 2015).

Na revisdo feita por VAZQUEZ; PALAZON;NAVARRO (2012), pode ser
encontrado que os compostos, a-amirina e B-amirina, tém sido isolados de resinas
de plantas, além de suas respectivas fragcdes hexanica, cloroférmica, etandlica e
metandlica. Os extratos apolares (hexanico e cloroférmico) obtidos de folhas, raiz, e
caule em diferentes espécies de plantas sao fonte desse tipo de compostos. Os
extratos apolares (hexanico e cloroférmico) mostraram atividade antifungica fraca ou
nula quando comparados com extratos mais polares (metandlico e etandlico) em
espécies de fungos como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Stretoccocus
faecalis, Neisseria gonorroheae, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Por
outro lado, B-amirina se mostrou efetiva contra a praga do grdo de bico (valor CIM
de 0,0156 mg/mL). Extratos de algumas espécies dos géneros Bursera, Calotropis,
Acacia, Protium e Ligustrum tém mostrado atividade anti-inflamatéria segundo
estudo feito em modelos celulares in vitro (VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO,
2012).

Recentemente foi despertado um interesse consideravel no estudo das
propriedades quimicas e farmacolégicas de triterpenos pentaciclicos e os seus
analogos, como moléculas promissoras para o tratamento de doengas cancerigenas.
Os registros sobre a atividade biologica em extratos brutos referem-se
principalmente a atividades sinérgicas dos metabdlitos secundarios encontrados nos
extratos (VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO, 2012; CHUDZIK; KORZONEK-
SZLACHETA; KROL, 2015; DRAG-ZALESINSKA et al., 2015). Resulta interessante
focar esses estudos em novos modelos in vitro e in vivo na procura de compostos
bioativos. Assim, o extrato hexanico e as respectivas fracbes de folhas de E.
dysenterica podem ser um ponto de partida para outros projetos de pesquisa

relacionados a este tipo de doengas.



Tabela 11. Exemplo de linhagens celulares neoplasicos sensiveis a alguns grupos de triterpenos.

Triterpenos

Tipo de neoplasia*

Derivados de

escualeno

Derivados de

dammarano

Lanostano e
derivados

Lupeol

Acido
oleandlico e
derivados
Acido
betulinico e

derivados

Acido ursélico

e derivados

Extratos

vegetais

Extrato de

fungos

Leucemia, melanoma, sarcoma, cancer de pulméo, cancer do
sistema nervoso periférico, cancer de colon, cancer de mama,

carcinoma de ovario, carcinoma cervical, cancer de prostata.

Glioma, cancer de pulméo, carcinoma de ovario, carcinoma

colorrectal, cancer de célon.

Leucemia, melanoma, glioma, carcinoma gastrico, cancer
pancredtico, cancer de colon, céancer hepatico, cancer de

pulmao, cancer de mama, carcinoma do ovario.
Cancer colorrectal, cancer gastrico

Carcinoma da tireoide e de ovario, cdncer de mama, cancer

colorrectal, glioma, leucemia, adenocarcinoma gastrico.

Cancer: de pulmao, de mama, de prostata, colorrectal, de célon.
Carcinoma de prostata, de ovario, cervical e epidermdide
escamoso (DRAG-ZALESINSKA et al., 2015). Adenocarcinoma,

leucemia, glioma e melanoma.

Carcinoma de ovario, de pancreas e cervical. Cancer: de
préstata, hepatico, de mama, colorrectal. Leucemia, neuroma e

adenocarcinoma de colon.

Leucemia, melanoma e glioma. Carcinoma de ovario e epitelial.
Cancer: Hepatico, de mama, de laringe, gastrico, de prostata e

de célon.

Melanoma, linfoma e glioma. Céncer: de mama, de prostata,

hepatico, gastrico, de cdélon. Carcinoma de nasofaringe

epidérmico e de ovario.
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*Método de avaliagdo da citotoxicidade/proliferagdo celular: SRB. Quantificagdo das proteinas
celulares com sulforrodamina; MTT. Avaliagdo da atividade oxidoredutiva das mitocondrias - células
vivas; LDH. Ensaio colorimétrico da lactato desidrogenase - dano da membrana celular. Informagao
adaptada de CHUDZIK; KORZONEK-SZLACHETA;KROL (2015).
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4.2.1.4 Analise por EM do composto 43 presente na fragdo EDA

O espectro de massas do a-tocoferol (43) € mostrado na Figura 22 e se
caracteriza por apresentar poucos fragmentos. Os principais fragmentos/ions sao
gerados por dois processos: o primeiro por rompimento da por¢do ndo aromatica do
anel cromano, ambos com e sem transferéncia de hidrogénio. Este processo é
favorecido pela energia cinética do ion, o que propicia a formacgao do ion tropilio. O
segundo processo de fragmentagdo acontece via perda da cadeia de isoprenoide
(Figura 23) (SCHEPPELE et al., 1972).

O carater parcial cation radicalar do oxigénio no anel heterociclico
proporciona a energia necessaria para romper a ligacado O-C1. Uma transferéncia de
hidrogénio do grupo metila para o oxigénio leva a formacgao desse radical cation. A
condicado metaestavel apropriada e a composicdo elementar para o ion m/z 165
(C10H1302) confirma o fragmento correspondente ao ion molecular com perda do
radical C19H37" via ruptura homolitica da ligagao C3-C4 na regiao aromatica do anel
cromanol (SCHEPPELE et al., 1972).

O resumo dos principais sinais observados no espectro de massas para esse
composto é mostrado a seguir; com a abundancia relativa indicada entre paréntese:
a-tocoferol (Figuras 26 e 27): 430 (35,36), 205 (14,46), 165 (100,00), 136 (6,80), 57
(6,84), 43(15,50). Os resultados experimentais concordam com o perfil de
fragmentacgéao reportado na literatura (SCHEPPELE et al., 1972).

4 5T o3 . O R | J—— -
A 1 o G wo | im

00 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 30 360 380 400 420

Figura 22. Espectro de massas do pico correspondente ao a-tocoferol.
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Figura 23. Proposta de fragmentacao para o a-tocoferol.

4.2.1.5 Analise por EM do composto 44 presente na fracao EDE

O espectro de massas do acetil tributil citrato (44) se caracteriza por
apresentar poucos fragmentos (Figura 24). Os principais fragmentos correspondem
ao m/z 185 (pico base) e fragmentos secundarios com m/z 329, 259 e 129. O
mecanismo de fragmentacao proposto € mostrado na (Figura 25).

O resumo dos principais sinais observados no espectro de massas para esse
composto é mostrado a seguir; a abundancia relativa é indicada entre parénteses.
Acetil tributil citrato (Figuras 32 e 33): 329 (3,58), 273 (6,06), 259 (32,37), 185
(100,00), 129 (86,32), 57 (33,99), 43 (48,59). Os resultados experimentais

concordam com o perfil de fragmentagao reportado na biblioteca NIST (2011).
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Figura 24. Espectro de massas do pico correspondente ao acetil tributil citrato.
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Figura 25. Proposta de fragmentagao para o acetil tributil citrato.

Acetil tributil citrato (ATBC) é um plastificante muito utilizado em material de
embalagem. Esse composto, em contato com determinados materiais, pode migrar e
contaminar o material contido na embalagem (CASTLE, L et al., 1988; CASTLE,
LAURENCE et al., 1988). FANG et al. (2014) analisaram a migragdo de ATBC em
imersdo em liquidos diversos, dentre eles hexano, e observaram a ocorréncia de
migracao (FANG et al., 2014). Dessa forma, ndo deve ser descartada a possibilidade
de que a ocorréncia de ATBC em EDE seja devida a contaminagdo do solvente

utilizado na extracao e analise.



78

4.2.2 Extrato aquoso (EAQ)

A partir do fracionamento do EAQ por CC foram obtidas 55 fracdes. As
fragbes metandlicas foram concentradas em banho-maria a 40 °C. Apds da
borrifagdo com o reagente NP/PEG (R1), foram observadas manchas de cor azul,
verde e amarelo, caracteristicas de metabdlitos secundarios de tipo flavonoide. No
entanto, estes sinais sugeriram a mistura de compostos nas fragdes obtidas, Porém
foi feito um processo de purificacdo por meio de lavagem das fragées com solventes
de diferente polaridade como acetona, acetato de etila e cloroférmio.

Numa segunda analise por CCD, foram obtidas fragbes com maior grau de
pureza apos lavagem com os solventes de diferente polaridade. Fragcbdes que
apresentaram perfil semelhante em CCD foram reunidas, obtendo um total de 14
subfragdes. As subfragdes foram secadas em banho-maria a 40 °C, e o rendimento
no processo extrativo foi determinado com base na quantidade de extrato aquoso
utilizado na extracdo por cromatografia em coluna. O rendimento e o tempo de
eluicdo para as fragdes estdo indicados na Tabela 12. Os maiores rendimentos
foram obtidos para as fragdes C, G e B com valores em peso seco de 21- 40 mg. As
fragdes F, H, J, K, M e N apresentaram valores intermediarios de rendimento entre
10 - 20 mg, enquanto que as fragdes A, D, E, | e L mostraram o menor rendimento

com valores entre 2 - 8 mg.

Tabela 12. Rendimento e tempo de retengéo das fragdes da particido do EAQ de folhas de Eugenia
dysenterica.

Fragdo Peso Fragdo Peso

(Faq) (mg) %R (Faq) (mg) %R
A 2,6 0,5 H 11,3 2,2
B 21,8 4,3 | 55 1,1
C 39,9 7.9 J 18,7 3,7
D 7,0 1,4 K 12,3 24
E 7.2 1,4 L 7.9 1,6
F 19,2 3,8 M 11 2,2
G 23,5 4,7 N 10,2 2.0

%R: porcentagem de rendimento
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O perfil de retengao dos compostos na coluna cromatografica mostrou valores
crescentes desde a fragao A até a fragdo N, com tempos de retengao entre 7-308
minutos (Tabela 12). O perfil de separagdo dos compostos de interesse, de acordo
com a metodologia utilizada, envolve uma separagédo por exclusdo por tamanho.
Este tipo de cromatografia tem como principio a discriminagdo dos componentes de
uma amostra pelos poros do material empacotado. Os componentes com maior
tamanho ndo podem ou, podem apenas parcialmente, penetrar nos poros, enquanto
moléculas menores podem acessar a maioria dos poros com menor tamanho. Dessa
forma as moléculas que conseguem acessar todos os poros eluem por ultimo da
coluna (N>M>L>K>J), as moléculas maiores eluem em primeiro lugar (A>B>C>D>E)
e moléculas de tamanho intermédiario eluem depois (F>G>H>I). Esta tendéncia
oferece uma primeira aproximagao qualitativa do tamanho das moléculas isoladas
por esta técnica cromatografica.

Com base no perfil fitoquimico, foram reunidas as fragdes com as mesmas
caracteristicas quando reveladas com o reagente para flavonoides R1. Duas
fragdes, FaqG e FaqH, mostraram cores diferentes, amarelo e bege, e valores de Rf
de 0,92 e 0,94, respectivamente. Estas duas fragdes foram escolhidas para analise

espectrométrica posterior.

4.2.2.1 Elucidacao estrutural

As consideragbdes tedricas referentes aos dados espectroscopicos foram
baseadas na literatura classica (livros) de SILVERSTEIN et al. (2014), SKOOG et al.
(2002) e PAVIA et al. (2010) .

FaqG: No aspecto fisico esta fracdo apresentou-se como sélido de cor parda.
No espectro UV foi observado o maximo de absor¢ao em 319 nm e um pico menor
em 282 nm (Figura 26). O espectro na regido do infravermelho (Figura 28)
apresentou uma banda intensa de absor¢cdo em 3412 cm™' caracteristica de ligagdo
O-H (deformagdo axial), e um conjunto de bandas entre 1612 e 1350 cm
caracteristicas de anel aromatico. As bandas entre 1225 e 1127 cm™ foram

atribuidas a vibracdes de deformacao C-O-C.
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Figura 26. Espectro de ultravioleta (UV) de FaqG

Os deslocamentos quimicos de RMN de '3C (Figura 29) e RMN de 'H (Figura
33) foram obtidos a 150 e 600 MHz respectivamente, utilizando DMSO deuterado
como solvente. O espectro de RMN de '3C apresentou 14 linhas espectrais (Figura
30 e Figura 31) entre & 157 e 27. Dos carbonos, quatro apresentam fungao
oxigenada em &: 156,7; 156,4; 146,0 e 67,41. Os carbonos 3’ e 4’ apresentam o
mesmo valor de deslocamento em & 146. Esses sinais sdo caracteristicos do

esqueleto carbodnico basico de flavonoides de 15 atomos de carbono (Figura 27).

Figura 27. Nucleo estrutural basico de um flavonoide.

O espectro DEPT 135 (Figura 32) revelou que os carbonos 2, 3, 6, 8, 2", 5 e
6’ correspondem a grupos CH com valores &: 81,4; 67,4; 95,0; 94,2; 113,9; 114,8 e
118,9, respectivamente, enquanto que o carbono 4 corresponde a um grupo CH:2

com valor & de 27,1.
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A analise por RMN de 'H revelou 5 sinais na regido de 85,8 — 7,0 ppm,
caracteristicos a hidrogénios em anéis aromaticos (Figura 33). Os valores dos
deslocamentos quimicos permitiram propor a estrutura de um flavonoide com
oxigenagao em 3, 5, 7, 3’ e 4’ (BENAVIDES et al., 2006; AYRES et al., 2009).

Os sinais dos hidrogénios aromaticos em & 6,81 (H2', J=1,8 Hz), § 6,74 (H5’,
8,1=X Hz) e & 6,69 (H6’, J=1,8 e 8,1 Hz) indicaram acoplamento meta entre H2' e
H6’ e acoplamento orto entre H5’ e HE’, caracterizando uma dioxigenacéo do anel B
em C3’ e C4’ (BENAVIDES et al., 2006; AYRES et al., 2009).

Na regido referente a hidrogénios aromaticos, foram observados dupletos
referentes aos hidrogénios H6 (&6 5,91) e H8 (& 5,83), ambos com J=2,2 Hz,
caracteristico de um acoplamento meta de um anel aromatico, os quais
correspondem ao anel A de um flavonoide substituido nas posi¢coes C-5 e C-7
(Figura 27) (AYRES et al., 2009). Foi possivel observar sinal em 5 3,94, além de dois
sinais duplo-dupleto em 6 2,80 (J=16,1 e 5,5 Hz) e 2,48 (J=16,1 e 8,1 Hz). Quando
foram comparados com os sinais obtidos no experimento DEPT 135, permitiram
concluir que o sinal em 6 3,94 corresponde ao hidrogénio na posi¢éo 3 na molécula,
enquanto que os dois duplo-dupletos correspondem aos dois hidrogénios, Ha e Hf,

da posicao 4 da molécula.
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Figura 29. Espectro RMN de '3C de FaqG (150 MHz, DMSO - ds)
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Figura 30. Expanséo do espectro RMN de '3C na regido 98-160 ppm de FaqG (150 MHz, DMSO - ds)
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Figura 32. Espectro DEPT 135 de FaqG (600 MHz, DMSO - ds)
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Figura 33. Espectro RMN de 'H de FaqG (600 MHz, DMSO - ds)
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Estas particularidades permitiram propor uma estrutura de tipo flavan-3-ol do
grupo das catequinas como a molécula correspondente a EDG (WILHELM, 2008).
No grupo das catequinas se incluem (+)-catequina (1), (-)-epicatequina (50), (-)-ent-
catequina (517), (+)-ent-epicatequina (52) assim com seus derivados (C-3-O-éster).
Estas estruturas apresentam dois carbonos quirais, nas posi¢coes 2 e 3 da molécula
(Figura 35).

OH OH
HO 0 \\\\\\\ HO
OH OH
LY Y
X X
OH OH
(1) (+)-catequina): X=OH, Y=H (51) (-)-ent-catequina: X=H, Y=0OH
(50) (-)-(epicatequina): X=H, Y=OH (52) (+)-ent-epicatequina: X=OH, Y=H

Figura 35. Compostos de tipo flavan-3-ol.

Para confirmar a estrutura da catequina é necessario identificar a distribuicao
espacial dos hidrogénios da posicdo 2 e 3. Na molécula de (+)-catequina (1) o
hidrogénio da posicao C-2 esta localizado a frente do plano, enquanto que o
hidrogénio da posi¢cao C-3 esta localizado atras do plano. Na molécula de (-)-ent-
catequina (57) o hidrogénio da posicao C-2 esta localizado atras do plano, enquanto
que o hidrogénio da posi¢céo C-3 esta localizado a frente do plano (WILHELM, 2008).

Os anéis heterociclicos das catequinas e flavan-3,4-diois podem adotar uma
conformagao coplanar de 5 pontos ou de meia-cadeira, o que permite justificar a
diferenca das constantes de acoplamento dos prétons heterociclicos das posicoes
2,3-cis e 2,3-trans (Tabela 13). No isébmero 2,3-trans, o valor tedrico de J34-trans é
maior, se comparado com ao da posi¢cdo 2,3-cis, o qual indica uma diferenca de
distancia menor entre os prétons da posi¢cao 3 e 4. Os dados experimentais de RMN
de 'H (Tabela 14) mostraram que em FaqG o valor de J23-trans é de 8,1 Hz,
enquanto que o valor J34-cis é 5,5 Hz (WILHELM, 2008).
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Tabela 13. Constante de acoplamento (J) para compostos de tipo flavan-3-ol (WILHELM, 2008).

J23 J3,4 (cis) J34 (trans)
2,3-trans-3,4-transflavan-3-ol 8,2 5,6 9,0
2,3-cis-3,4-transflavan-3-ol 1,2 4.4 2.4

Quando comparados os dados experimentais com os dados tedricos, pode
ser concluido sobre a estrutura do flavan-3-ol isolado como sendo (2R,3S)-3’,4°,5,7-
tetrahidroxiflavan-3-ol, conhecido como (+)-catequina (7). A estrutura quimica da
catequina isolada foi confirmada pela comparagdo com dados de RMN de 'H e 3C
reportados na literatura (CREN-OLIVE et al., 2002; AYRES et al., 2009). Os

resultados podem ser observados na Tabela 14.
OH

OH

Estrutura quimica da (+)-catequina (1)



Tabela 14. Dados de RMN de 'H, RMN de '3C e DEPT de FaqgG em comparagdo com os dados reportados na literatura*.

Posicio FaqG (+)-catequina (CREN-OLIVE et al., 2002; AYRES et al., 2009)*
SH (ppm) &C (ppm) DEPT 135 SH (ppm) 6C (ppm) &C (ppm)
4,54 (d; J = 7,3 Hz; 1H) 81.4 CH 4,59 (d; J=7,4 Hz; 1H) 82,6 81,1
3,95(m; J=8,1;7,7e 5,5 Hz; 1H) 67.4 CH 4,01 (m; J=8,0; 7,4 € 5,4 Hz; 1H) 68,6 66,4
4 2,80 (dd, Ha; J = 16,1 € 5,5 Hz; 1H) 971 CH, 2,84 (dd, Ha; J= 16,0 e 5,4 Hz; 1H)
2,48 (dd, HB; J = 16,1 e 8,1 Hz; 1H) 2,52 (dd, HB; J= 16,0 € 8,0 Hz; 1H) 28,2 28.0
5 - 156.2 - - 157,3 156,3
6 5,91 (d; J=2,2 Hz; 1H) 95.0 CH 5,96 (d; J=2,2 Hz; 1H) 96,4 95,2
7 - 156.4 - - 157,4 156,6
8 5,83 (d; J = 2,2 Hz; 1H) 94.2 CH 5,89 (d; J=2,2 Hz; 1H) 95,6 94,0
9 - 155.5 - - 156,7 155,5
10 - 99.5 - - 100,9 99,2
1 - 130.8 - - 132,0 130,7
2 6,81 (d; J=1,8 Hz; 1H) 113.9 CH 6,85 (d; J=1,8 Hz; 1H) 115,2 114,6
3 - - -
" ) 146 ] ] 146,0 145.,0
5 6,74 (d; J = 8,1 Hz; 1H) 114,8 CH 6,79 (d; J= 8,1 Hz; 1H) 116,2 115,2
6' 6,69 (d; J=1,8 € 8,1 Hz; 1H) 118.7 CH 6,72 (dd; J= 1,8 € 8,1 Hz; 1H) 120,1 118,6

* RMN de "3C: equipamento Bruker AC 600 spectrometer - 14,1 Tesla (150 MHz, MeOH-d4); RMN de 'H: equipamento Bruker advance DRX-500 - 11,7 Tesla
(500 MHz, MeOH-d4)
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FagH: No aspecto fisico, a fracdo apresentou-se como sélido amarelo. No
espectro UV foram observados dois sinais intensos em 370 nm e 255 nm (Figura
36). O espectro na regiao do infravermelho (Figura 37) apresentou uma banda longa
de absorgao entre 3402 cm' e 3300 cm-' caracteristica de ligagdo O-H (deformacao
axial), uma banda em 1667 cm™ relativa a presenca de ligagdo dupla C=0
correspondente a carbonila conjugada, e um conjunto de bandas entre 1611 e 1409
cm!, caracteristicas de anel aromatico. As bandas entre 1014 e 677 cm'
representam as deformagdes angulares de C-H do anel aromatico (PAVIA et al.,
2010; SILVERSTEIN et al., 2014).

Absorbancia

00 03 06 09 1.2 15

250 300 350 400 450
A(nm)

Figura 36. Espectro de ultravioleta (UV) de FaqH

Os deslocamentos quimicos de RMN de 3C (Figura 38) e RMN de 'H (Figura
41) foram obtidos em 150 e 600 MHz respectivamente, utilizando DMSO deuterado
como solvente. O espectro de RMN de '3C apresentou 15 linhas espectrais (Figura
39 e Figura 40), sinais caracteristicas ao esqueleto carbbénico de flavonoides; um
sinal relacionado a carbonila em & 176,3, e outros 14 entre & 157 e 27. Dos sinais, 5
apresentam deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonos com funcao
oxigenada (&: 164,3; 161,18; 147,28; 145,53 e 136,19).

A andlise de RMN de 'H revelou sinais na regido de entre § 6-8,
caracteristicos de presenca de compostos aromaticos; um sinal em 6 12,43 (1 H, s),
atribuido ao sinal de hidrogénio quelado entre a carbonila e o grupo hidroxila da
posicdo 5 (KALEGARI et al., 2011). Os valores dos deslocamentos quimicos
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(Figura 41) permitiram propor a estrutura de um flavonoide com oxigenagédo em 3, 5,
7,3 e4.

Estrutura quimica da quercetina (2), hidrogénio quelado entre a carbonila e o grupo hidroxila da

posicao 5.

Os sinais dos hidrogénios aromaticos em & 7,62 (H2', J=2.2 Hz), § 6,84 (H5’,
J=8.4 Hz) e 6 7,50 (H6’, J=8,4 e 2,1 Hz) indicaram acoplamento meta entre H2' e HE’
e acoplamento orto entre H5’ e HE’, caracterizando uma dioxigenag¢ao do anel B em
C3’ e C4'. Nesta regiao sado observados os dupletos referentes aos hidrogénios H6
(66,14) e H8 (d 6,36), ambos com J=2,2 Hz, caracteristico de um acoplamento meta
de um anel aromatico, os quais correspondem ao anel A de um flavonoide
substituido nas posi¢cées C-5 e C-7 (Figura 42) (KALEGARI et al., 2011; LAGE,
2011). A auséncia do sinal de H-3, em conjunto com outros dados, permitiu propor a

estrutura da quercetina (2) como a molécula correspondente a EDP.
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A estrutura foi confirmada pela comparagdo com dados de RMN de 'H e de
3C reportados na literatura (KALEGARI et al., 2011). Os resultados podem ser

observados na Tabela 15.

Tabela 15. Dados RMN de 'H e RMN de '3C do composto FaqH.

Experimental Quercetina (KALEGARI et al., 2011)

Posicao oC
oH (ppm) (ppm) oH (ppm) oC (ppm)

2 - 148,17 - 148,17
3 - 136,19 - 137,21
4 - 176,31 - 177,33
5 - 161,18 - 162,50
6 6,14 (d; J=2,2 Hz; 1H) 98,65 6,17 (d; J=2,1 Hz; 1H) 99,1
7 - 164,34 - 165,34
8 6,36 (d; J=2,2 Hz; 1H) 93,82 6,36 (d; J=2,1 Hz; 1H) 94,40
9 - 156,61 - 158,22
10 - 103,48 - 104,52
I - 122,42 - 124,15
2' 7,62 (d; J=2,2 Hz; 1H) 115,53 7,72 (d; J=2,1 Hz; 1H) 115,99
3 - 147,28 - 148,75
4 - 145,53 - 146,21
5' 6,84 (d; J= 8,4 Hz; 1H) 116,06 6,80 (d; J= 8,4 Hz; 1H) 116,22
6' 7,50 (dd; J=8,4 ¢ 2,1 Hz; 1H) 120,45 7,6 (dd; J=8,7 e 2,1 Hz; 1H) 121,67

* Equipamento Bruker AC 200 spectrometer - 4,7 Tesla. RMN de 'H: 300 MHz, MeOH-d4; RMN de
13C: 75 MHz, MeOH-d4.
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4.2.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.2.3.1 Proliferagao celular

Os flavan-3-ol representam o maior grupo de metabdlitos secundarios
presentes nas plantas (AHMED et al., 2013; DAJAS et al., 2015). Esses compostos
possuem numerosas atividades biologicas e seus efeitos protetores estédo
relacionados a patologias que envolvem estresse oxidativo como cancer, doencgas
cardiovasculares e neurodegenerativas, entre outras (CREN-OLIVE et al.,, 2002;
AHMED et al., 2013; SABOGAL et al., 2015).

Relacionado com doencas neurodegenerativas, os polifenois (flavonoides)
inibem, de forma dose-dependente, a formacao e desestabilizacao de fibrilas beta-
amiloides (AB). Alguns autores concordam quanto a importancia dos flavonoides
como moléculas chave para o desenvolvimento de terapias para o tratamento da
DA, especificamente na prevengao de sintomas relacionados a déficits de memoéria
(ANSARI et al., 2009; LI et al., 2013; DAS et al., 2014).

A catequina (1) e a quercetina (2) sdo conhecidas por sua agao benéfica para
a saude humana (IMAI et al., 2014; KIM et al., 2014; SHI et al., 2014; HELGREN et
al., 2015). Catequina tem sido relacionada com atividade antioxidante,
anticarcinogénica, neuroprotetora, anti-inflamatoéria, entre outras (BAN et al., 2006;
SUTHERLAND; RAHMAN; APPLETON, 2006; AHMED et al., 2013). Quercetina esta
associada as atividades antioxidante, neuroprotetora,  anti-inflamataria,
antidepressiva, entre outras (ANSARI et al., 2009; BANDARUK; MUKAI; TERAO,
2014; DAJAS et al., 2015; SABOGAL et al., 2015).

O teste de sensibilidade das células de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
quando expostas ao extrato aquoso de E. dysenterica, foi realizado para contribuir
com estudo da segurancga in vitro do extrato aquoso dessa espécie. Os resultados
sugerem um efeito citotdxico consistente do extrato aquoso em concentragbes
maiores que 7,81 pg/mL, e este efeito pode estar relacionado com atividade
antiproliferativa. Em concentragbes mais baixas, a viabilidade celular se manteve

acima de 97% depois de 24 horas do tratamento (p < 0,05).
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Figura 43. Viabilidade celular das células de neuroblastoma SH-SY5Y quando expostas ao extrato
aquoso de Cagaita.

Diferenga significativa entre o grupo controle e o extrato aquoso foram medidos pelo teste de

comparacao multipla de Tukey (*p < 0,05).

4.2.3.2 Inibicdo da acetilcolinesterase in vitro

Foi avaliado o efeito inibidor do extrato aquoso e as substancias isoladas
(quercetina e catequina) sobre a enzima AChE pelo método colorimétrico de Ellman
(ELLMAN et al., 1961) em microplacas de 96 pocos. Como padrao interno foi usado
o inibidor fisostigmina (34). A curva dose-resposta € mostrada na Figura 44 e o
resumo dos resultados € mostrado na

Tabela 16. A Clso para o extrato aquoso e o padrao fisostigmina foi de
155,20£2,09 e 18,69+0,07 pg/mL, respectivamente. Os compostos isolados do
extrato, quercetina e catequina, mostraram a Clso de 46,59+0,49 e 42,39+0,67 pg/mL
respectivamente. Esses compostos exibiram uma atividade inibitéria semelhante e

foram mais ativos que o extrato aquoso.
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Figura 44. Curva dose-resposta da fisostigmina, quercetina e catequina (lado direito) e o extrato
aquoso de Eugenia dysenterica (lado esquerdo) sobre a atividade da AChE.
Os valores estao expressos como o valor médio de um experimento feito por triplicata.

Tabela 16. Porcentagem de inibicdo do extrato aquoso, dos compostos isolados (catequina e
quercetina) e do padrao fisostigmina

Extrato aquoso

C (ug/mL) _Fisostigmina _Quercetina Catequina
C (pg/mL) PI PI
7,81 0,020+0,002 0,78 0,12+0,01 23,82+2 48 9,20+0,53
15,62 1,11+0,48 1,56 14,27+0,28 30,76+1,43 14,39+0,78
31,25 10,01+1,08 3,12 23,43+1,62 35,50+1,07 22,01+0,93
62,5 22,02+1,56 6,25 33,6412,03 39,10+2,37 27,93+1,11
125 33,31+1,23 12,5 43,39+2,17 52,18+2,05 31,10+0,82
250 44,7942 54 25 60,44+1,10 63,23+3,12 35,91+1,07
500 55,48+2,17 50 75,64+1,82 78,94+2,09 72,19+1,83
1000 66,33+2,82 100 94,89+1,36 100,00+3,11 74,15+2,13

Pl: Porcentagem de inibigédo; C: Concentragéo (ug/mL)

Relatos na literatura sugerem que a catequina previne a formagao de placas

AB (25-35), que induzem dano celular em cultura de neurdnios corticais isolados de

ratos. O mecanismo de agao envolve o aumento da [Ca?*]c, a liberagdo de glutamato

e diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (ERO). Como resultado, atenua a

apoptose neuronal em cultura primaria de neurénios corticais isolados de ratos (BAN
et al., 2006). AHMED et al. (2013) identificaram o efeito neuroprotetivo do hidrato de

catequina (HC) em ratos, usando o modelo experimental de DA por injecao

intracerebroventricular de estreptozotocina. Os resultados mostraram que o HC

induziu alteracbes no hipocampo e no cortex cerebral, atenuando os danos

oxidativos e o déficit de memoaria e aprendizagem.



104

Estudo realizado em cultura primaria de neurdnios corticais, isolados de fetos
de ratos Sprague-Dawley de 18 dias, concluiu que a quercetina (2) apresenta efeito
protetor contra a toxicidade AB (1-42), por modulagdo do estresse oxidativo em
concentragées menores (5 e 10 uM). No entanto, doses mais elevadas foram téxicas
e nao apresentaram atividade neuroprotetora (ANSARI et al., 2009). Esses
resultados concordam com os efeitos dose-dependente da catequina que mostra
propriedades pro-oxidantes em concentragdes >100 uM (SUTHERLAND; RAHMAN;
APPLETON, 2006).

BANDARUK; MUKAI;,TERAO (2014) estimaram o efeito citotoxico da
quercetina em cultura de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Os autores
sugeriram que a porgao catecol no anel B da quercetina pode sofrer reagdo de O-
metilacdo pela catecol-O-metil-transferase para produzir os correspondentes
derivados metilados, tamarixetina (4-O-metilquercetina) e isorhamnetina (3-O-
metilquercetina). Porém, a quercetina e a isorhamnetina ndo mostraram efeitos
significativos na viabilidade celular a concentracbes menores a 100 uM, apds 24
horas de tratamento (BANDARUK; MUKAI; TERAO, 2014).

4.2.3.3 Sensibilidade a agentes antimicrobianos e antifungicos

Nas condigdes experimentais, o extrato hexanico, assim como as pré-fragdes
e fracOes obtidas por cromatografia em coluna, ndo monstraram atividade contra a
bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923 e contra as trés espécies de fungos
Candida albicans ATCC 40277, C. glabatra ATCC 40136 e C. krusei ATCC 34135. A
auséncia de atividade foi medida qualitativamente pela observagdao de halo de
inibicdo. Segundo o NCCLS, considera-se sensivel quando se observa halo 210,0
mm e resistente quando ndo houve desenvolvimento de halo ou este foi 10,0 mm
(NCCLS, 2003).

Varios relatos sobre a atividade antimicrobiana dos extratos e fracbes mais
polares de folhas de E. dysenterica podem ser encontrados na literatura. Em um
deles foi reportado que o extrato aquoso, obtido das folhas de E. dysenterica,
apresenta um halo de inibicdo de 10,3 £ 0,6 mm e um valor CIM de 250 ug/disco,
quando testado frente a S. aureus. Os mesmos autores testaram as fracbes

acetdnica, metandlica e isopropandlica, obtidas a partir do extrato aquoso. As trés
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fragdes mostraram igual valor CIM quando comparado com o extrato aquoso com
halo de inibicdo de 11,6 £ 0,6 mm para a fragao acetbnica e 10,0 £ 0,0 mm para as
fragdes metandlica e isopropandlica (SILVA, S. M., 2014).

A partir dos resultados de sensibilidade por difusdo em disco, foi realizado o
biomonitoramento do extrato aquoso e das fracbes acetbnica, metandlica e
isopropandlica da espécie pelo método de microdiluicdo em caldo. O extrato aquoso
mostrou uma consideravel atividade antimicrobiana para as diferentes cepas de S.
aureus, enquanto a fragao acetdnica inibiu todas as cepas testadas (SILVA, S. M.,
2014).

A sensibilidade da bactéria Gram-positiva S. aureus, quando exposta ao
extrato aquoso de E. dysenterica, parece estar relacionada com compostos fendlicos
como a catequina, entre outros. A caracterizagao fitoquimica por CCD e CLAE
ratificou a presenca desse flavonoide no extrato aquoso. No presente trabalho, é
reportado o isolamento e caracterizagdo espectrométrica de (+)-catequina no extrato
aquoso, corroborando com os resultados descritos na literatura (SILVA, S. M., 2014).

Em uma revisdo recente sobre a composicao fitoquimica das folhas de E.
dysenterica foi relatada a presenga de compostos fendlicos (catequina, quercetina,
epicatequina, procianidina, acido elagico), além de monoterpenos e sesquiterpenos
como [-cariofileno, a-humuleno, a-copaeno, ©&-cadineno, a-limoneno, sabineno,
entre outros (SILVA, S. et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

O estudo quimico do extrato aquoso das folhas de cagaita levou ao
isolamento e identificagcdo de dois flavonoides do grupo flavan-3-ol, catequina e
quercetina. Apesar de tais compostos serem amplamente difundidos na natureza e
terem sido identificados anteriormente como componentes de extratos e fragcbes de
E. dysenterica, esse é o primeiro relato do seu isolamento em folhas da espécie.

A partir do extrato hexanico, foram identificados quatro triterpenos
pentaciclicos, a-amirina, p-amirina, neolupenol e gammacer-16-en-38-ol. Até onde
vai nosso conhecimento, € a primeira vez que esses compostos sao identificados e
reportados nas folhas de cagaita. No mesmo extrato foi identificado a-tocoferol.

O extrato aquoso da planta apresentou atividade inibitéria da
acetilcolinesterase menor quando comparado com o padrdao fisostigmina. Os
flavonoides isolados a partir desse extrato revelaram uma atividade inibitoria maior
quando comparados com o extrato aquoso.

O estudo de viabilidade celular pelo método com XTT revelou que as células
de neuroblastoma humano (linhagem celular SH-SY5Y) se mostraram sensiveis
quando expostas ao extrato aquoso de E. dysenterica.

O extrato hexanico, assim como suas fragdes nao se mostraram ativos contra
a cepa da bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923 e as cepas de fungos
Candida albicans ATCC 40277, C. glabatra ATCC 40136 e C. krusei ATCC 34135.

Os resultados aqui obtidos contribuem para o conhecimento da potencialidade
de uma espécie do Cerrado e atendem as politicas publicas brasileiras que
estimulam a pesquisa e desenvolvimento de produtos e processos a partir de

espécies nativas.
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