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RESUMO

A presente dissertacdo descreve o estudo quima@tesidade biologica das
folhas dePouteria gardnerii(Mart. & Miq.) Baehni, espécie pertencente a famil
Sapotaceae, comum no bioma do Cerrado do Distitieral e conhecida popularmente
como frutinha-de-veado, cabritdo, sapotinha, leitda-folha-mitda, aguai-guacu ou
marmelinho.

Do extrato hexéanico foram obtidos uma mistura deolarbonetos e uma
mistura dex-e B-amirina, acetatos de-amirina e de lupeila. Do extrato etanélico foram
obtidos: uma mistura de ésteres de cadeia longdatacdea-amirina, mistura de
alcoois de cadeia longa e uma mistura dos acidagdico e oleandlico.

Os extratos e fracdes & gardneriiforam submetidos a ensaios para avaliar
sua atividade biolégica. Em teste de citotoxicidadélizando como modelo a
toxicidade as larvas dertemia salina o extrato aquoso (Bb= 491,64 ppm), a fracdo
acetato de etila do extrato hexanico (P£ 528,28 ppm) e a fracdo Hex:AcOEt (1:1)
do extrato etanolico (D = 320,48 ppm) apresentaram atividade. Esse rdsufta
corroborado por ensaio, no qual os extratos et@md@i aquoso inibiram a atividade
mitocondrial das células de cancer pulmonar naaugreas (NSCLC) da linhagem
CALU (2 mg/mL). O extrato etandlico também dimin@iwiabilidade celular de outra
linhagem, a A427.

No teste da atividade fotoprotetora, o extrato @item apresentou absorcédo da
radiacdo ultravioleta na faixa de UVB e UVA, nanaentracbes de 50 mg/mL, 150
mg/mL e 300 mg/mL sendo esta ultima sendo maisecidda.

No teste da atividade antioxidante pelo métodovaleedura do perdxido de
hidrogénio, o extrato etandlico (6= 44.88 pug/mL) e o extrato aquoso &E28,39
png/mL) apresentaram uma atividade antioxidante reup@quela apresentada pelo
controle positivo (4cido ascorbico, §E 84,87 pg/mL).

Por fim, no teste de atividade antibacterianalizatido a técnica das
microdiluicdes, o extrato aquoso apresentou atiledaontraStaphylococcus aureus.

E a primeira vez que essa espécie é investigadatajiéa sua composicio
quimica e sua atividade biologica. E € o primediato da presenca de acido oleandico

no génerd?outeria

Palavras-chave: Pouteria gardnerij plantas medicinais; Cerrado; triterpenos



ABSTRACT

The present dissertation describes the chemicalystand the biological
activities of leaves oPouteria gardnerii(Mart. & Mig.) Baehni, Sapotaceae, usually
found at biome Cerrado around Distrito Federal pmgularly called frutinha-de-veado,
cabritdo, sapotinha, leiteiro-da-folha-miuda, aggeacu or marmelinho.

From the hexane crude extract were isolated nestwf hydrocarbons and a
mixture of a- and B-amyrin, a-amyrin acetate and lupeol acetate. From the ethano
crude extract were obtained a mixture of fatty mste-amyrin acetate, mixture of
alcohols, as well as a mixture of ursolic and otdéiaracids.

Extracts and fractions d®?. gardneriiwere evaluated for biological activities.
Crude aqueous extract and fractions of ethanobeixpresented cytotoxicity on BST
model. This result was corroborated by anotheryassahich the ethanol and aqueous
extract inhibited the mitochondrial activity of nemall cell lung cancer (NSCLC) of
the CALU (2mg/mL) cell lines. The ethanol extraldcadiminished the cell viability of
another cell lines, A427.

On a model assay to evaluate photo protectiorviggtithe ethanol extract
showed dose dependent absorption of the ultravialdtion in the UVB and UVA
range with 50 mg/mL, 150 mg/mL and 300 mg/mL com@aions, respectively. In
addition, ethanol extract as well as aqueous exwace able to scavenging hydrogen
peroxide free radicals in a higher degree thanragracid.

Finally, the ethanol extract from leavesRofgardneriipresented activity against
Staphylococcus aureus.

As far we know it is the first time that the chetmisand biological activity of
Pouteria gardnerii are investigated. In addition, it is the first oep about the

occurrence of oleanolic acid in tReuteriagenus.

Keywords: Pouteria gardnerii medicinal plants; Cerrado; triterpenes
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CAPITULO I - INTRODUGAO
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1. Introducéo

A evolucdo do homem, entre outras coisas, tem amonpanhada por um
valioso conhecimento sobre as plantas. Nos priragydis civilizagdes transmitiam aos
seus descendentes um discernimento empirico quesie as plantas que podiam ser
comestiveis até aquelas que apresentavam toxicmadeesmo um potencial curativo.
Tal informacé&o no inicio foi passada oralmente Earayeracdes posteriores e, depois
com o surgimento da escrita, foi armazenada emqgsmpu escrituras (CUNHA, 2007).

As evidéncias da utilizacdo de plantas medicirtaigto no Ocidente quanto no
Oriente, remontam a cerca de 60.000 anos.

Um dos primeiros documentos escritos que se tem

HO " informacdo, refere-se a farmacopéia do imperadméshShen

N Nung. Escrita por volta dos anos 2730-3000 a.C,dmsereve
0 uso medicinal de varias espécies tais como asef@gphedra
sinica Stapf, ou Ma Huang, pela medicina chinesa), que te
como composto ativo o alcaloide efedridaé é conhecida por
promover perda de peso, aumentar energia, tratdlgonas
respiratorios e como antitussigeno. (BRIANas., 2003).

O papiro de Ebers, decifrado em 1873 pelo egiptdlagméo Georg Ebers,
representa o primeiro tratado médico egipcio cadbee foi escrito em torno de 1500
a.C.. Parte de seu texto se destina a tratamentdoelecas e indicacbes sobre o0s
medicamentos a serem empregados para tal (GOSSELIMS et al, 2006).

Uma das mais importantes contribuicbes para o esmmiento atual sobre
medicina natural partiu de Hipdcrates, que naseeilha de COs e viveu até a segunda
metade do século V a.C. (RIBEIRO, 2003). Ele é icmmado como “o pai da
medicina”, gragas as suas pesquisas e a uma Mastacomposta por 53 livros que
foram reunidos em Alexandria por Baccheio no sétiila.C., denominado€orpus
Hippocraticum.Esta obra é considerada a mais clara e completatiguidade ja que
faz referéncia ndo sé a plantas medicinais, maghém as bases das ciéncias médicas
em sua totalidade (DIAS, 2007).

Por volta de 1800, os quimicos e 0os médicos quel@sgam plantas medicinais,
CUjOS recursos experimentais eram extremamente tatlos, se dedicaram

especialmente, a isolar e determinar a estruturacatepostos ativos de plantas
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conhecidas e experimentadas pelo uso popular ago lolo tempo, e geralmente,
incorporadas nas farmacopéias da época. (YUNES EIXPO, 2001).

Apesar disso. alguns farmacos potentes, foranotesns e muitos deles ainda
sdo usados na terapéutica atual. Apenas para a@igams exemplos, pode ser
mencionada atropa belladonal., espécieconhecida desde o inicio do século XVI,
mas acredita-se que seu uso com finalidades tdreg@&uiniciou-se muito antes
(YUNES & CALIXTO, 2001). Um dos seus constituinesvos foi determinado como
sendo o alcaldide atropin@)(isolado pela primeira vez por Mein em 1831. esseu
efeitos foram estudados principalmente durante gurela metade do século XIX
(CANAES, 2006).

O _O
HO
R
3a OMe emetina
2 3b OH cefaelina

O Hyoscyamus nigelL., conhecido popularmente como meimendro, ja era
utilizado pelos povos antigos. A espécie era engu@gcontra dores do trato
gastrintestinal na antiga Babilonia e figura no imagle Ebers. Foi utilizado na
Inglaterra, na Idade Média e depois de um peri@lesduecimento, no século XVIII a
espécie foi reintroduzida nandon Pharmacopéjale 1809 (SIMOE®t al, 2000).

A Cephaelis ipecacuanhA. Richard descrita por G. Le Pois em sua oba
Medicina Brasiliensiem 1648, foi introduzida na Europa em 1672, sent® dpsta
espécie foram isolados os alcaldides emetid@ € cefaelina 3b) (YUNES &
CALIXTO, 2001). A espécie é utilizada desde o secXlVIl como emético e
expectorante (ATSUK@t al.,1999).

Por fim, pode ser salientado o casoS@dix albal., cujas cascas foram usadas
durante milénios na Europa, Asia e Africa para catebdor e febre, mas que somente
em 1763 foi estudada cientificamente pelo revereBddtone, da Inglaterra, que
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publicou seu trabalho de observacéo clinica, modtrap efeito analgésico das cascas
dessa planta (YUNES & CALIXTO, 2001).

A substancia ativa e bastante conhecida destaiespér salicilina4) isolada
pela primeira em 1829 pelo farmacéutico francésLélrox. Em 1838 o quimico
italiano Raffaele Piria obteve o acido salicili&) $emi-sintético, através da hidrolise
oxidativa da salicilina e, posteriormente, Kolbd&rmesden em 1859, sintetizaram o0s
salicilatos. E em 1897, incentivado pelo caso de s que sofria de reumatismo
cronico e nao tolerava o efeito colateral dos galas, o quimico aleméao Felix Hofman
concluiu a sintese do acido acetilsalicilico (AAS), um composto de carater menos
acido e que ainda hoje € o analgésico mais consuraidvendido no mundo
(MENEGATTI et al.,2001).

OH
o. 0 COOH COOH
OH OH 0]
W/
spe o O
OH
@ (5) (6)

Assim, na busca por substancias ativas em plamtaslos principais aspectos a
serem observados consiste nas informac¢des oridwtladadicina popular. A selecéo de
espécies vegetais para pesquisa, baseada na alelgagén dado efeito terapéutico em
humanos, pode se constituir num valioso atalho palescoberta de novos farmacos, ja
gue seu uso tradicional pode ser encarado comopuériagem quanto a utilidade
terapéutica humana, mesmo que posteriormente atd@aspesquisas essa atividade nao
seja comprovada (ELIZABETSKY, 2000).

Diversos registros da OMS (Organizacdo Mundial @€d8) revelam que,
aproximadamente 80% da populacdo mundial faz usalgien tipo de planta com
finalidade terapéutica. Dentro dessa porcentageanmmimo 30% dessas pessoas
utilizam plantas medicinais por indicacdo médicANIPOSet al, 2005).

A OMS estima que as vendas totais de ervas medicih@ancaram a cifra de
US$ 400 milhdes no Brasil em 2001 (SOYAMA, 2007xtilBa-se que 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica atual fal@senvolvidos a partir de modelos
ou diretamente de fontes naturais, sendo as plaesponsaveis por 25% desse total
(CALIXTO, 2003; SOYAMA, 2007). Somente no periodatre 1983 e 1994, dos 520
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novos farmacos aprovados pela agéncia americaneomteole de medicamentos e
alimentos (FDA), 220 (39%) foram desenvolvidos atipade produtos naturais
(CRAGGet al, 1997; SHUet al, 1998). E ainda, quando se fala de cancer ou dsenc¢
infecciosas, entre 60% e 75% dos medicamentos rdiggie sao de origem natural
(NEWMAN et al.,2003)

Porém muito ainda esta para ser pesquisado. DaB0B6Bspécies catalogadas,
apenas 1.100 foram estudadas em suas propriedadésmais (FERREIRA, 2006) e o
Brasil, que possui cerca de 30% de toda a floradmlinonhecida, tem pouco mais que
1% dessas estudadas quimica e/ou farmacologicanéES & CALIXTO, 2001).

O Brasil poderia contribuir para o desenvolvimed® novos medicamentos
oriundos de espécies dos seus varios biomas. Perére, 2003 e 2004, por exemplo,
foram desmatados 26.130 ke floresta na Amazonia Brasileira, que hoje rsgmea
5% do espaco terrestre da América Latina (AMAZONRB07). Com isso, varias
espécies desapareceram sem que o homem tenha sigigueapaz de conhecer toda a
sua magnificéncia, principalmente a relacionadeaaacteristicas medicinais.

Por outro lado, existem problemas que dificultaapmveitamento de produtos
naturais para o desenvolvimento de novos medicameobmo por exemplo, a grande
complexidade das moléculas naturais isoladas, queezes dificulta sua utilizacéo
como modelo para sintese; o tempo necessario pdgacaberta de moléculas lideres,
que usualmente é longo; freqientemente, molécalasnhecidas de pouco interesse,
sao isoladas de fontes naturais; e, por fim, da&etia de muitos quimicos, especialistas
em sintese, em trabalhar com produtos naturais (KD, 2003).

Além disso, no Brasil, as pesquisas com plantataa@stdo muito inseridas no
contexto de Universidades e Institutos de PesqiMesmo assim, ja existem varios
grupos nacionais envolvidos com a busca de prioeipghioativos de plantas
(MONTANARI & BOLJANI, 2001).

A pesquisa por novas entidades quimicas bioativeesplaboratérios de
pesquisa industriais tem adotado novas técnicasp @ uso da quimica combinatoria
para se obter maior numero de substancias condadies farmacolégicas em um menor
tempo. Essa técnica teve seu tempo aureo na irdfstmacéutica na década de 90
(MULLIN, 2007), quando foram sintetizadas e avasdarmacologicamente milhares
de compostos, e alguns estimam que milhdes, conzofarma de obtencdo de novos

farmacos.
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A idéia de que a avaliacdo rapida de um grande roirde candidatos a
farmacos seria mais facil e mais eficiente que ocgsso classico e usualmente
demorado de obtencdo e teste de compostos um anuoiveu o investimento de
grande capital e de recurso humano especializadtretBnto, 0 uso da quimica
combinatdria mostrou-se desapontador, pois alémpamucdo de uma grande
quantidade de fragmentos sem qualquer utilidadenatatacdo de que nem sempre tais
compostos projetados eram compativeis com sistdm@égicos levou a poucos
resultados tangiveis (BORMAN, 2006).

Uma estratégia para busca de novos farmacos chalbadersity-oriented
synthesis” — DOS - foi desenvolvida para tentarolwes o problema da
biocompatibilidade. E uma técnica para criar umcbade compostos de estrutura
semelhante a produtos naturais compartilhado ene¥sos centros de pesquisa. Uma
vez identificado o protétipo, este sera “melhorado’posteriormente submetido a
ensaios clinicos (BORMAN, 2006) .

A introducd@o de novas tecnologias tornou a quimmedicinal mais ampla em
sua concepcao, ampliando seu carater interdisarpliHILEMAN, 2006). Em uma
visdo moderna, a quimica medicinal dedica-se a ceengédo das raz6es moleculares da
acdo dos farmacos, da relacdo entre estrutura cpuienatividade farmacolégica dos
mesmos, considerando fatores farmacodinamicosneaarcinéticos que se traduzam
em propriedades farmacoterapeuticamente Uteis manpo, representem um novo
composto-protoétipo, candidato efetivo a novo farmm@aEGAS et al.,2006)

Assim, apesar dos avancos tecnoldgicos observadese periodo para a
pesquisa de novas entidades quimicas, a quantiadevos farmacos lancados no
mercado ndo tem aumentado proporcionalmente. Bfetmte, a industria farmacéutica
que pesquisa novos farmacos afirma que o0 montaatdo gem pesquisa e
desenvolvimento no setor, em 2004, atingiu valodes 33 bilhdes de dodlares
americanos, representando um crescimento reahmestimentos feitos, ano a ano, néao
correspondendo, entretanto, um aumento proporcional descobertas inovadoras.
(VIEGAS et al.,2006).

Define-se como fitofarmaco a substancia isolada ed&ratos de plantas
(FERREIRA, 2006) como a rutina/)( extensamente encontrada na natureza e a
pilocarpina 8), extraida das folhas do jaboranBil¢carpus pennatifolis e utilizada
para o tratamento do glaucoma (SIMO&Sal.,2000). A ANVISA (Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria), por sua vez, define &rofiaco como “principio ativo”, que
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corresponde a uma substancia ou grupo dessas.cquiente caracterizadas, cuja acao
farmacoldgica é conhecida e responsavel, total atcigimente, pelos efeitos
terapéuticos do produto fitoterapico.

E o medicamento fitoterapico, também segundo a ISRY caracteriza-se pelo

emprego exclusivo de matérias-primas vegetaistaiga eficacia e riscos de seu uso

sejam conhecidos, assim como a reprodutibilidactnetancia de sua qualidade.
OH

Oram-gli

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui variagpas e € um processo
interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitwanal. As areas de conhecimento
envolvidas vdo desde a botanica, a etnobotancimnaiia, ecologia, quimica,
fitoquimica, farmacologia, toxicologia, biotecnoil@gaté a tecnologia farmacéutica
(TOLEDOet al.,2003)

A pesquisa tem inicio no levantamento bibliogi@feam literatura cientifica e
catalogos internacionais nas areas especificagfdddo conhecimento, seguindo em
paralelo a pesquisa etnobotancia, que pode semakeftomo a disciplina que abrange
do estudo e conceituagdes desenvolvidas por quatqpeeedade a respeito do mundo
vegetal — engloba a maneira como um grupo soa@akifica as plantas (MACIEEt
al.,2002).

Uma outra abordagem de selecdo de uma espédadiaitilizada como medicinal
€ a pesquisa quimiotaxonémica, onde o aspecto fagifo pode revelar a presenca de
determinados grupos quimicos que tenham atividaueaicologica (SHORT, 2007).

Por fim, a busca de novas espécies farmacologit@meeis pode se dar de
forma aleatdria, onde amostras das espécies pessemt determinada area geografica
séo coletadas e avaliadas quimica e biologicamente.

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapassalamiento, elucidacéo

estrutural e identificacdo dos constituintes maipdrtantes da planta, principalmente
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de substancias originarias do metabolismo secumddsponsaveis, ou nao, pela acao
bioldgica (MACIEL et al.2002).

A avaliacdo da atividade biolégica constitui a pmix etapa para o
desenvolvimento de um medicamento fitoterapico.aEetapa inclui a avaliacdo
farmacoldgica e toxicologica da substancia isol@aonhecimento dos aspectos de
atividade biologica do vegetal é requisito essénuéma a transformacédo da planta
medicinal em produto fitoterapico.

Véarios fatores devem ser considerados por ocas#ésalecdo do modelo
biologico adequado ao estudo de uma determinaddaplAlguns desses parametros
devem ser analisados criteriosamente antes de ti@zescolha, como por exemplo, a
seletividade e a reprodutibilidade do teste; ouuantjdade de material vegetal
disponivel para a realizacdo do estudo, que padensdator limitante quando se trata
de compostos puros (YUNES & CALIXTO, 2001). Pormexpdo, para serem obtidos 50
mg de um composto puro, encontrado em um percedéuedndimento de 0,001 %, é
necesséria a utilizacdo de 5 Kg de planta secanédna; e para a obtencédo de 1 Kg de
planta seca sao necessarios até 10 Kg de plastaff@ OTTLIEBet al.,1997).

Quanto aos testes bioldgicos, a escolha do modeie lévar em consideragcao o
alvo a ser atingido no estudo e as informacdesfamacoldgicas (YUNES &
CALIXTO, 2001).

Os testes clinicos constituem uma das ultimas etapges da producéo de um
medicamento fitoterapico. Nessa etapa é verificadalidade da proposta de acéo
farmacolégica em organismos humanos (ELIZABETSKXN®.

A ANVISA disponibiliza uma lista com 34 plantas palas quais sao
dispenséaveis comprovacdes adicionais de eficasegaranca, no ato de protocolo do
registro do medicamento fitoterapico, devido a téxisia de dados clinicos e
etnofarmacoldgicos satisfatorios que validam o egprdestas plantas (ANVISA,
2004).

Como exemplo, a espéciteumus boldusviolina, conhecido popularmente
como boldo, € usada no tratamento de disturbiositiveg e gastrointestinais. O
principio ativo responsavel por essa acao farmgadoé a boldina9) (FERREIRA,
2006).

O Allium sativumL., mais conhecido como alho e utilizado como terama

culinaria, tem como principio ativo a aliinh0). Suas ac0es terapéuticas conhecidas
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sdo, coadjuvante no tratamento da hiperlipidemidipertensdo arterial leve, e
prevencéo da arteriosclerose (FERREIRA, 2006).
Como um ultimo exemplo, pode ser citado o confsginiphytum officinalg.),
cujo principio ativo, a alantoindX), é responsavel pela conhecida acéao cicatrizante d
planta (FERREIRA, 2006).
OH

MeO
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Dessa forma, a busca de produtos naturais bioatiwasigem vegetal ainda se
constitui uma via interessante sob o ponto de wistatifico, tecnolégico e econémico.

A familia Sapotaceae possui aproximadamente 75rg€ne 800 espécies.
Alguns géneros conhecidos s8attyrospermumChrysophyllum, Madhuc&lanilkara,
Mimusops, Pouteria (Lucuma) e Sideroxyl®¢éTSON & DALLWITZ, 1992)

Poucas referéncias quanto as atividades farmaca®gbu aos metabdlitos
secundarios do géneRbuteria(Sapotaceae) sdo encontradas, apesar de vargsessp
produzirem frutos comestiveis, como por exemplocaimito (abiu), P. macrocarpa
(cutito), P. macrophylgcaimo),P. sapotasapota)

Uma classe de substancias muito comum na familipot8eeae sdo os
triterpenos para 0s quais varias atividades biod®yisdo relatadas, tais como
antiinflamatoéria, anti-helmintica, antitumoral etregénica, inibicdo enzimatican{
glicosidase, transcriptase reversa do HIV). Destand, considerando as atividades
biolégicas que espécies do géndPouteria presentes no bioma Cerrado podem
apresentar, o estudo dessas espécies torna-santelgvara incremento do arsenal

terapéutico.
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Pouteria gardnerii (Mart. & Miq.) Baehni (FIGURA 1.8, pagina 27) foi
selecionada a partir do projeto “Estudo quimicdiedades biolégicas de espécies do
géneroPouterid, atualmente desenvolvido na Faculdade de Ciémd&$Saude, por
pesquisadores do grupo “Desenvolvimento e ContileleQualidade de Farmacos e
Medicamentos”. Essa espécie conhecida popularnpemtéutinha-de-veado, cabritédo,
sapotinha, leiteiro-da-folha-mitida, aguai-guact marmelinho (COELHO, 2006:;
MESQUITA et al.2005; CENTURIONet al.,1996). Relatos encontrados na literatura
mostram que a espécie em questdo, foi testadasapentra as formas amastigota do
Trypanosoma cruz contra as larvas deedes aegyptporém nao apresentou atividade
(COELHO, 2006 e MESQUITAet al.2005). Entretanto, ndo foi encontrado relato
quanto a sua composi¢cao micromolecular.

Como outras espécies do género apresentam atigidadi®gicas relevantes,

torna-se interessante buscar informacdes $ébgardnerii

1.2 — Constituintes quimicos e atividades biol6gisalo génerdPouteria

No planalto central brasileiro encontra-se partdidma cerrado, considerado o
segundo maior do Brasil, com uma flora vegetahesia em, aproximadamente, sete
mil espécies (VILA VERDEet al., 2003). A utilizacdo popular de plantas medicinais
faz parte da tradicdo e costume das comunidadegvpra nessa regido. No entanto, as
plantas utilizadas na medicina popular pelos hatatalocais ndo tém ainda despertado
de forma significativa, o interesse da comunidaedetifica, se comparadas com aquelas
das demais regibes, o que pode ser observado ia garalta de dados disponiveis
sobre as caracteristicas biologicas de plantascmadi do Cerrado, que possibilitem a
sua utilizacao sustentavel (LOPEZal.,2005).

Espécies do génerBouteria — Sapotaceae, sdo encontradas nesse bioma e
embora corresponda a 435 ou mais espécies, a mfdonquanto a fitoquimica e
quanto a atividade biologica correspondentes a t@sien € relativamente limitada
(CHEet al.,1980).

Estudos fitoquimicos realizados com o extrato n@itam das ramas de. torta
mostraram a presenca de triterpenos coacetato dex-amirina (2b), acetato d@-
amirina (L20), acido betulinico(13) e acido ursdlico 14) (CHE et al, 1980). Dos
extratos hexanico e diclorometilénico de floreswtoks foram isolados acidos graxos,
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poliisoprendides, triglicerideos, hidrocarbonetasnmais e ramificados, esterdides e

triterpenos penta- e tetraciclicos (DAVID, 1993).
R2,

R R1 R2
12a H Me H a-amirina
12b Ac Me H
12c H H Me B-amirina
12d Ac H Me
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R
15a H  lupeol
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Ainda do extrato hexanico das folhas desta plantaant isolados
hidrocarbonetos, alcoois de cadeia longa e acetatdupeila 1{5b), e da fracéo
acetonitrila:cloroféormio, do extrato etanodlico loutforam obtidas misturas de
triterpenos contenda- eB-friedelinol (16a e 16b) e a- e B-amirina ((2ae 120, além
do &cido 12,13-dihidropomdlic@l7) (LOPEZ et al, 2005). E da fracdo aquosa do
extrato etanolico desta planta foi obtido o flavideomiricitrina (18) (SILVA et al.,

2006).
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OH

16a 3 aOH a-friedelinol
16b 3BOH pB-friedelinol

Pouterina, uma proteina semelhante a lecitinagXtiaida de sementes &e
torta e apresentou atividade antifingica corftsarium oxysporum, Colletotrichum
lindemuthianum e Saccharomyces cerevisidpresentou ainda atividade inseticida
contra larvas deCallosobruchus maculatus Fyma praga de grdos. Essa proteina
também mostrou capacidade de aglutinagdo de ddsdbumanos, de coelhos e de
ratos (BOLETIet al, 2007).

A pesquisa fitoquimica do extrato benzénico daafrde Pouteria caimito
revelou a presenca @e amirina (2a), lupeol(15a), eritrodiol (19), e o damarendiol Il
(20); e das cascas, taraxe(@lla) e seu acetat(®1lb) taraxenong22) e p-sitosterol
(23) (PELLICCIARI et al., 1972). E do extrato hexanico desta planta foiagdtr o
triterpeno pentaciclico espinaste(@d) (FRANCA et al.,2006), também presente nas
folhas deP.venosaMONTENEGROet al, 2006).
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2l1a H taraxasterol
20 21b Ac

Do cortex dePouteria tomentosa(Roxb.) Baehni foi obtido o acetato @e
amirina (2d (CHE et al, 1980). As folhas dePouteria amygdalicarpa P.
campechianaP. subrotatae P. torta apresentaram compostos cianogénicos diversos
(THOMSEN & BRIMER, 1997)

O estudo do dleo volatil responsavel pelo aromafrdings deP. sapotarevelou
a presenca de 24 compostos, dos quais benzal@&)itexanal26) e acido palmitico

(27) estdo em maior concentracdo (PIND al 2006). A améndoa dessa espécie
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forneceu acidos graxos dos quais os mais abundfortes os acidos palmitic27),
estearicq28), oléico(29) e linoléico(30) (SOLIS-FUENTES & DURAN-DE-BAZUA,

2003).
CHO
NN O
CH,-(CH,),,-COOH  CH,-(CH,),,-COOH
25 26 27 28

CH;-(CH,),-CH=CH-(CH,),-COOH  CH,-(CH,),-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,),-COOH
29 30

A andlise do 6leo concentrado dos frutos Rle pariry, apresentou como
componente mais abundante o butanoato de nfgfijaemP. caimitq acido palmitico
(27), acetato de hexadeci{@2), a-copaeno(33) foram os mais abundantes (MAB&
al., 2003). No ¢6leo das folhas dR splendengoram identificados 34 compostos dos

quais acidos graxos foram os mais abundantes (S@T&S2006).

CH,-(CH,),COOCH,  CH,;-COO-(CH,);CH,
31 32 33

De Pouteria campechiana. sapotae P. viridis foram identificados acido e
miricitrina (18), galico (34), galocatequing35a), catequing35b), epicatequind35c),
galatocatequina (35d), e dihidromiricetina (36), responsaveis pela atividade
antioxidante in vitro apresentada por seus extratos (Mét al, 2004,
MAHATTANATAWEE et al, 2006).

COOH

OH

34
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OH
OH OH

R1

R1 R2

35a OH [B-OH galocatequina 36
35b H [3-OH catequina

35c H a-OH  epicatequina

35d H [-O-galato

De extratos dd”outeria venosdoram isolados acido ursolicd4); taraxerol
(213 e os acidos mirianticB7a) e 1d,23-diidroxiursolico 87h), sendo que esses dois
altimos foram ativos frente ao radical DPPH. Osrart cloroférmico das folhas,
diclorometénico da casca do caule e hexano:acdratetila do caule, apresentaram
resultados positivos em ensaios larvicida e/ouraitalar (MONTENEGRCet al.,
2006).

Em estudos preliminares, os extratosRdeorta, P. ramiflora e P. gardnerii
apresentaram atividades de inibicaad@milase em saliva humana (ALBUQUERQUE
et al, 2002). O extrato etandlico e ramifloraapresentou atividade antiinflamatoria e
antinociceptivain vivo (NUNES, 2004; FONTES JUNIOR, 2004; CHAGAS al,
2003).Pouteria torta e P. ramiflorapresentaram atividade antimicrobiana (ALVES
al., 2000; RAMALHOet al, 2004).

O extrato bruto etandlico d& caimito,extratos brutos etandlico e aquosdPde
torta e o extrato bruto etandlico d& ramiflora apresentam atividade antioxidante
(CASTROet al.,2006).

A fracdo aquosa do extrato etanodlico das folhad®deamiflora apresentou
toxicidade a larvas dartemia salina(RAMALHO et al, 2004). Além disso, o0 extrato
aquoso bruto de.Rorta também apresentou toxicidade a larvasAdiemia salina
(LOPEZ, 2005.

Os extratos metandlico, acetdbnico e aquoso de gatleP. cambodiana
apresentaram atividade imunomoduladoravitro. Os extratos etandlico e aquoso
apresentaram atividade antioxidante que parecelesgda a presenca de acido 3,4-
diidroxibenzdico(38) (MANOSROI et al, 2005; MANOSROEt al., 2006)
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R2

COOH

R1

HO
OH

“—R3

38
R R1 R2 RS3

37a a-OH a-OH OH OH &cido miriantico
37b B-OH H OH OH

Os extratos hexanico e etanodlico de folhasPdeorta e P. ramiflora foram
testados quanto a atividade agonista ou antagatestaceptores nucleares e o extrato
hexanico dePouteria torta inibiu a acdo do estrogénio nos seus receptores
(FRANZOTTI et al, 2004). Os extratos hexanico e etandlicddéorta apresentaram
atividade antimicrobiana contr&taphylococcus aureug o0s extratos hexanico,
etanolico e aquoso desta mesma espécie foram atvdsaPseudomonas aeruginosa.
Além disso, 0 extrato aquoso apresentou atividamtera Escherichia coli(LOPEZ,
2005). Os extratos etandlicos de folhas Rlegrandiflora e P. psamophilaforam
inativos contreE. coli, S. aureuse Candida albicansPouteria grandifloraapresentou
atividade discreta contraCladosporium sphaerospermunk. psamophilae C.
cladosporioidegAGRIPINO et al, 2004).

Em estudos preliminares, os extratos aquoso eletam® folhas dé. torta, P.
caimito e P. ramifloraapresentaram atividade fotoprotetora contra 0s td\éA e UVB
(FALEIROSet al.,2006).

1.3 — Compostos isoprénicos de esqueleto;oGe seus derivados: ocorréncia e
atividade bioldgica

Os terpenos compdem diversas estruturas comumechateadas na natureza e
sdo originados da via acetato-malonato, a partiertadeamento “cabeca-cauda” de
unidades isoprénica89) (DEWICK, 2001 e OLIVEIRAet al.,2003).
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OPP OPP
39 40 41

O isopreno € considerado um dos blocos de constpgd os “isoprendides”.
As unidades bioguimicamente ativas do isoprenosa@becidas como pirosfosfato de
dimetilalila - DMAPP @0) e pirofosfato de isopentenila - IP#1) (DEWICK, 2001).

Os terpenos apresentam funcdes variadas nos \&get#io de acordo com o
namero de unidades de isopreng,)(€ncadeadas: hemiterpenos;)(Gnonoterpenos
(C10) sesquiterpenos (€), diterpenos (&), sesterpenos (&) triterpenos (Gy) e
tetraterpenos (£).

Os monoterpenos sé@o constituintes dos 6leos velatiando na atracdo de
polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, agesefuncdes protetoras contra
fungos e bactérias, enquanto muitos diterpendides atigem aos hormoénios de
crescimento vegetal. Os triterpendides e seus ablos/ apresentam uma gama de
funcdes, como de protecdo contra herbivoros, alg@osantimitéticos e outros atuam
na germinacdo das sementes e na inibicdo do cresttinda raiz (OLIVEIRAet al.,
2003).

Alguns derivados ¢ sdo de especial importancia, como por exemplo, 0
colesterol(42), os hormonios sexuais estradidB) e testosteronfd4) as vitaminas A
(45), D (46) e E(47). Biossinteticamente, estes metabdlitos sdo formddaima forma
diferente daquela como cresce a maioria das cadmasendides. Eles derivam da
unidocauda-caudade duas unidades de pirofosfato de farnesila,doduo o esqualeno
(FIGURA 1.2), que foi originalmente isolado do 6w figado de tubara&qualussp)
(DEWICK, 2001)
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0] OH

OWOH MOP
OH OH

OH

Acido Meval6nico \ / 5-fosfato-1-desoxi-D-xilulose

/Kﬁopp «— )\Aopp Hemiterpenos (s)

DMAPP IPP

v

Monoterpenos (&)
Iridoides

Cio

Pirofosfato de geranila

B

Cis » Sesquiterpenos (€
X 2 Pirofosfato de farnesila
IPP \l
Coo » Diterpenos (G)
Pirofosfato de geranilgeranila
x2 IPP \l
Cos P Sesterpenos )
Pirofosfato de geranilfarnesila
v
Cso » Triterpenos (Gp)
Esteroides (G — Gs)
v
Cao » Tetraterpenos (§)

Carotendide

FIGURA 1.1. Esquema da rota biossintética para a fmacédo dos terpendides
(DEWICK, 2001).
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Pirofostato de farnesila

Esqualeno

FIGURA 1.2: Formagao do esqualeno por meio do acamihento cauda-cauda de
duas unidades de pirofostato de farnesila.
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HO

42

OH

(@]

44

HO
N
HO
46

Neste grupo estdo incluidos os esterdides, quaipasssqueleto & Cyg, NAO
sendo, portanto verdadeiros triterpenos. No entaodims derivam do mesmo precursor
- 0 esqualeno - que possui 30 atomos de carbono,que se prefere manter esta
classificacdo. O esqualeno pode adotar varias noafgbes [jseudecadeira ou barco),
das quais resultam diferentes estruturas ciclicagjue explica a diversidade de
metabdlitos conhecidos (FCT/UNL, 2007).

A ciclizagdo do esqualeno estd esquematizada ndJRAG1.3. Praticamente
todos os triterpenodides ciclicos derivam do capootosterila, e sdo organizados em

familias de acordo com as estruturas formadas.
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H Cation Protosteril

Animais Plantas

fungos

H

HO

Lanosterol HO

T o)

Cicloartenol

FIGURA 1.3: Esquema da ciclizacéo do esqualeno (L@, 2007).

Os triterpenos constituem talvez o grupo mais igmde dos terpendides. Sao
conhecidos pelo menos 200 esqueletos diferenteseslesompostos, advindos de
produtos naturais ou de rea¢Bes enzimaticas cesditi@s da ciclizacdo do esqualeno
ou do seu oOxido. Os triterpenos e outros compastiasdos da mesma rota, incluindo
0s esteroides e as saponinas, sdo bem caractergaaioto a suas atividades bioldgicas
(XU et al, 2004).

Os grupos de triterpenos mais importantes sdo:aé=maps (linear); lanostanos
(48); damaranos (tetranortriterpendides e quassinp{dey lupanos §0); oleanos $1);
ursanos$2) e hopanos53) (LOPES, 2007 e DEWICK, 2001)
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48 49

50 51

52 53

Os caminhos biossintéticos que conduzem a formad@® esterdides e
triterpenos sdo completamente idénticos até a fgAmdo 2,3-oxiesqualeno (FIGURA
1.4). A partir dai a rota torna-se diversificadasm etapa de ciclizagcdo. A diversidade
estrutural dos triterpenos é gerada nesta etapa eatd@lizada pelas enzimas
triterpenossintase e pode-se dizer que a diversidagsas sintases reflete a diversidade
de espécies de plantas (FIGURA 1.4) (SHYBU#&tAl.,1999)
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Outros esqueletos de Triterpeno

B-sitosterol

7 Ginsenosideo
OGle  pPanax Ginseng

“,
v

Taraxasterol

-, B Glicirrizina
B-amirina Glicirriza Glabra
28-COOH - acido oleandlico

“ g-amirina

FIGURA 1.4 - Ciclizacdo do 2,3-0xido de esqualeno alguns exemplos de
triterpenos e saponinas de plantas (SHYBUYAet al.,1999)

Os triterpenos pentaciclicos derivam do epoxidoedgualeno num arranjo
cadeira- cadeira-cadeira-barco, seguido de umaetsagéo. Esses tipos de compostos
sdo muito comuns e facilmente encontrados em visgét@strutura policiclica pode ter
cinco anéis de seis membros (oleanos e ursanagp)aito anéis de seis membros e um
de cinco membros (lupano) (MENDES, 2004).

Os compostos pentaciclicos copreendem a classe nmaierosa de produtos
derivados do Oxido de esqualeno, que sdo catabzadmla enzima
oxidoesqualenosintase. A variedade estrutural dessenpostos € revelada pelos
diversos modos de ciclizacdo do oxido de esqualEmato o cation protosteril, quando
o catio damarenil, por exemplo, podem se submetgpansao e a ciclizacdo do quinto
anel (FIGURA 1.5 e 1.6, pagina 24). Variar a pasigho ataque facial para esta
ciclizacdo geram varios cations isoméricos, queresgranjam para dar formar a
numerosos produtos (Xet al, 2004).

Plantas ricas em triterpendides sdo usadas em ehégusbes desde os
primordios da humanidade devido aos seus efeit@ieos. As plantas que os contém
séo conhecidas tradicionalmente por possuir prdades antiinflamatorias e protetoras
do sistema vascular, além de atividades antiakérgicalgésica e antipirética, que foram

comprovadas ao longo da metade do século XX (LORE&H,)
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Ciclizag&o 18a
_—
- H+

Céation germanicil hancolupenol

FIGURA 1.5: Exemplo de ciclizacdo do cation damarahpara a formacdo de

alguns triterpenos pentaciclicos (XLet al, 2004).

N + -
j\ Ciclizagéo - Formagéo
do anel E

_—

FIGURA 1.6: Exemplo de ciclizagcdo do céation protostil para a formacdo de

alguns triterpenos pentaciclicos (XLlet al, 2004).

E importante notar que as estruturas atribuidasichizacdo do Oxido de
esqualeno, podem alternativamente derivar do esgoideguido pela oxidacdo em C3;
inversamente aqueles atribuidos aos produtos tlaagi@&o do esqualeno poderiam vir
da reducédo do grupo 3-hidroxil apos a ciclizacatenmAdisso, € possivel que uma

enzima aceite multiplos substratos. O Oxido de &sgo € mais protonado que o
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esqualeno, e a esqualenosintase evolui ao protograge funcional olefinico, que é
menos basico do que o grupo epdxi. Consequentepestesqualenosintases, podem
protonar com frequiéncia e ciclizar o 6xido de ekn@atambém. Por exemplo, além da
ciclizacdo normal do substrato do esqualeno patetraimanol, a trataimanolsintase
pode converter o 2,3-0xido de esqualeno em 3,2Jagaranediol (FIGURA 1.7) (XU
et al, 2004).

Tetraimanolsintase

Esqualeno

Tetraimanolsintase

2,3-0xido de esqualeno

FIGURA 1.7: Exemplo da ciclizacdo do esqualeno e daxido de esqualeno pela

enzima tetraimanolsintase (XUet al, 2004).

Alguns triterpenos do tipo oleano, por exemjl@mirina (L2¢), eritrodiol (19),
acido oleanolico34), hederagenings5h), apresentam alguma atividade bioldgica, tais
como antitumoral (MOREIRAet al, 2003, MENDES, 2004), nematicida (FERRAZ &
FREITAS, 2007), antiinflamatéria, (CUNHAt al, 2003) e antinociceptiva (LIMA,
2005).
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Fazem parte do grupo dos ursanmsamirina (2a), acido ursolico 14), acido
torméntico(56), uvaol (57a), faradiol (57b), amidiol (57c) (MENDES, 2004), etc.; e
algumas das atividades bioldgicas atribuidas ssess®postos que podem ser citadas
sdo: antimicrobiana (KAT@t al., 2006; LOPES, 2007), antiinflamatdéria, antitumoral
(ES SAADY et al, 1995; LOPES, 2007), antiendematogénica (ZITTEHRI-SSERet
al., 1997) e citotoxidade (UKIYAet al.,2002).

HO

57
57a A',3B-OH,28-CH,OH uvaol
57b 16{3»—OH,A20,28-CH3 faradiol

57c  13B-H, 16B-OH, 28B-CH,, A20-3 amidiol

Na familia dos lupanos encontram-se os triterped@do betulinicd13), lupeol
(15a), betulina (57a) e calenduladiol(58b) (LOPES, 2007), etc., dos quais foram
identificadas atividades biologicas tais como afiimatoria, anticancerigena,
antibiotica, e antimalarica (FREIR& al., 2004; YASUKAWA et al, 1996; LOPES,
2007).

58a 3(3-OH,28-CH,OH betulina
58b 13(-H, 16B-OH, 283-CH,  calenduladiol
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FIGURA 1.8: Pouteria gardnerii(Mart. & Miq.) Baehni:(1) arvore; (2) folhas; (3)
frutos; (4) caule. (FONTE: LORENZI, H. Arvores Bilagas: Manual de Identificacio
e Cultivo de Plantas Arboreas Nativas do Brasil. 2022 ed., 2002).



RELEVANCIA E OBJETIVOS



Relevancia e Objetivos 29

Considerando que:

 Existe uma necessidade de conhecimento das castces quimicas e
atividades biologicas de espécies vegetais braslei

» Muitas espécies brasileiras sdo utilizadas comaaimads pela populagédo, sem
que haja comprovacédo das atividades farmacologrea®nizadas ou estudos de
sua composi¢ao quimica.

 Pouco se sabe da quimica e das atividades biotdglaaespécidPouteria

gardnerii.

Os seguintes objetivos séo propostos:

Objetivo Geral

= Determinar a composi¢cdo molecular de extratos alaag dePouteria gardnerii

- Sapotaceae.

Objetivos Especificos

» Realizar o estudo fitoquimico dos extratos hexamcetanolico de folhas de

Pouteria gardnerii

= Avaliar as possiveis atividades bioldgicas apreskast pelos extratos brutos

hexanico, etandlico e aquoso, e fracdes destes.



CAPITULO 2 - MATERIAIS E

METOQODOS
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2.1. METODOS GERAIS

2.1.1- Cromatografia em camada delgada (CCD)

2.1.1.1- Fase Estacionaria (FE)

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

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

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

2.1.1.2. - Eluentes (FM):

FM1: Hexano

FM2: Hexano:AcOEt (9:1)
FM3: Hexano:AcOEt (8:2)
FM4: CCl:AcOEt (14:1)
FM5: Etanol

2.1.1.3 — Reveladores (WAGNERt al, 1984)

R1 - Solugéo acida de anisaldeido

Reagente para deteccdo de esteroides, prostaglandiarboidratos, fendis,
glicosideos, sapogeninas, terpenos de modo gelabs(éessenciais), antibidticos,
micotoxinas.
Mecanismo: 0 mecanismo de reacdo com esterdides ainda ném €lncidado. Varias
reacfes nao-quantitativas correm simultaneamerdéior@ ciclopentenila tém sido
sugeridos como intermediarios que condensam comisaldeido para fornecer os
compostos corados. Provavelmente compostos dotiiigmilmetano também sejam
formados com os compostos aromaticos.
Solucéo A:solugdo de anisaldeido em &cido acético a 2%

Solucéo B:solucéo etandlica de,BO,a 20%
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A cromatoplaca foi borrifada com solucdo A e, emgusda, solucdo B e foi

entdo levada a estufa por cerca de 10 min a 10R&@lador geral.

R2 — Reagente de Dragendorff
Solucéo A:nitrato basico de bismuto (1,7 g) foi dissolviao 200 mL solucéo de acido
acético:agua (1:4)
Solucéo B:solucdo aquosa de iodeto de potéssio a 40%

Para borrifacdo da placa cromatografica foi prag@muma solugcdo composta de
5,0 mL de A; 5,0 mL de B; 20 mL de acido acéticé0e0 mL de aguaDeteccdo de
alcalbides e peptideos, pelo surgimento de manohrelo-alaranjada, imediatamente

apoés a borrifagéo.

R3 — Reagente NP/PEG
Solucéo A:solugdo metandlica de difenilboriloxietilamina% 2
Solucéo B:solucéo etandlica de polietilenoglicol — 400 a 5 %
A cromatoplaca foi borrifada com solucdo A e, esgusda com solucéo B e
observada sob luz ultraviolet@eteccédo de flavonoides e outras substancias feasli

pela intensificacdo da fluorescéncia

R4 — Reagente de Verde de Bromocresol

Verde de bromocresol (0,100 g) foi dissolvido e®0 ImL de metanol e
alcalinizado com solugdo 1 mol/L de NaOH até qusolacdo apresentasse cor azul
intenso.Detecc¢do de acidos carboxilicos pelo surgimente@ateamarela sobre fundo

azul, imediatamente apoés a borrifagéo

R5 — Radiagéo ultravioleta
A placa foi analisada sob luz ultravioleta (365 nm).Detec¢éo de substancias

contendo grupos cromoforos.
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2.1.2— Cromatografia em coluna (CC)

2.1.2.1- Cromatografia liquida

A silica (Silica gel 60 A (70-230 mesh) Merck) fispendida com o solvente
utilizado inicialmente como fase movel (usualmehixano) e empacotada em coluna
de vidro até total decantacdo da silica. A amofgtrancorporada com quantidade
suficiente de silica e solvente e entdo foi aphcatb topo da coluna, sendo

posteriormente procedida a elui¢cdo, com gradiemterelem crescente de polaridade.

2.1.2.2 — Cromatografia Gasosa acoplada a Espectreina de Massas (CG-EM)

Equipamento: CG: Cromatografo Varian, modelo Star 3400

CG-EM: Cromatografo Thermo Finnigan modelo TRACE GC
acoplado a a espectrometro de massas Thermo Finmigdelo Polaris Q (IE, 70eV).
Banco de dados:Catalogo de espectro de massas NIST - Nationaltutestof

Standards and Technology.

Método:

Coluna:HP5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (5% difenil, 95%néiilpolisiloxano) -
marca Hewlett Packard

Injetor: 250°C, modo splitless

Injecéo 2 pL de amostra 1 mg/mL em cloroférmio

Hélio: 0,6 mL/min modo fluxo constante

Forno (2 rampasB0°C 1min, 40°C/min até 140°C, 4°C/min até 300ACI®Omin
Linha de Transferénci@80°C

Espectrometro de Massdaonte de ions250°C;

Tempo de iniciobmin;
Polaridade positivo;
Modo de scantull scan;

Intervalo de massab0-600.
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2.1.3 - Analises Espectrométricas
2.1.3.1-Espectrometria no Infravermelho (1V)

Os espectros foram obtidos no espectrofotometmmeBo Hartmann & Braun
MB — 100 (Alemanha), com valores expressos ent.ohs amostras foram analisadas
em pastilhas preparadas com brometo de potassio (KBtituto de Quimica — IQ —
unB).

2.1.3.2 — Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN del e de**C foram registrados no espectrometro Varian
Mercury Plus (300MHz, 7,04T, E.U.A), utilizando siais de deteccdo ATB e SW de 5
mm de diametro interno. Os deslocamentos quimiBoam expressos em ppm e 0s
solventes deuterados foram CRG: MeOD, com TMS (tetrametilsilano) como

referéncia interna (Instituto de Quimica — IQ — nB

2.1.4 — Testes bioldgicos

2.1.4.1 — Toxicidade em larvas dartemia salina(MEYER et al, 1982).

- Preparacdo da solucao salinalUma solucéo de sal marinho (36 g/L) foi
preparada e ajustada, com uma solucdo 0,1 M de Nat@HpH 8-9. Essa solucéo foi
utilizada para a eclosédo dos ovosAdesalinae para o preparo das diluicbes dos extratos
hexanico, etandlico e aquosoRlauteria gardnerii

- Ecloséo dos ovosOs ovos dé\. salinaforam postos em solugéo salina aquosa
com aeracao constante e expostos a luz diurna8poorés para eclodir.

- Preparacéo das diluicdes seriada€Ds extratos foram solubilizados em 0,2
mL de DMSO e o volume foi completado para 20 mL @solucdo salina (1000 ppm).
Desta solucao foram preparadas diluigdes (500,e2505 ppm) em triplicata. Em cada
tubo foram adicionadas 10 larvasAlesalina

- Controle positivo: Uma amostra de 2,0thg dicromato de potassio foi
submetida a condi¢cdes da amostra a ser analisada.

- Controle negativo: Tubos contendo 0,2 mL de DMSO e 10 larvasAde

saling nas mesmas condi¢c6es da amostra a ser analisada.
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- Bioensaio:Os tubos foram mantidos iluminados e, ap0s deo?dsh as larvas
sobreviventes foram contadas. O calculo dasoObi feito utilizando o programa
PROBITOS® (MEYER et al, 1982).

2.1.4.2 — Atividade fotoprotetora (SOUZAet al.,2005).

O teste foi realizado no laboratério de Farmacalddolecular da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia pglape do Prof. Luiz Alberto
Simeoni.

Preparo da amostra: a amostra e o controle positivo foram dissolvidos e
mistura etanol:dgua (1:1) nas seguintes concergsa&®, 150 e 300g/mL.

Controles positivos:acidop-aminobenzoico (PABA) Merck; naringina Sigma.

Controle negativo: solucao etanol:agua (1:1).

A atividade fotoprotetora foi avaliadan vitro por meio da medida da
absorbancia das solugbes na regido do ultraviol2@® a 400 nm), utilizando
espectrofotdmetro Shimadzu (UV-1601) e cubetasudetzp com caminho optico de 1

cm.

2.1.4.3 — Atividade Antioxidante

2.1.4.3.1 — Método de Varredura pelo Perdxido de Hiogénio (RUCH et al, 1989)

Este experimento foi realizado no laboratério dealfse Instrumental e
Laboratério de Testes Biol6gicos da Universidad&lia Dom Bosco (UCDB), em
Campo Grande — MS, pela equipe da Profa. Ana LAleies de Arruda.

O Método de Varredura pelo Perdoxido de Hidrogériseln-se na investigacao
da habilidade das amostras testadas sequestrareadioais livres de peroxido de
hidrogénio. Elevada habilidade em sequestrar oxpodle hidrogénio esta relacionada
a presenca de antioxidantes, nas amostras cap&zesadir com radicais livres
(RAYMUNDO et al,2004).

Reagentes e solucgdes:

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

Tampdo fosfato Solucdo A: KH,PO, (dihidrogenofosfato de potéassio) a 0,1 mol/L
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Solucédo B: NaOH (Hidroxido de sodio) a 0,2 mol/L
Colocar em um baldo volumétrico 50 mL da solucae 2,8 mL da solugédo B,
completar o volume para 100 mL. Ajustar o pH pafiacom HCI ou NaOH

As amostras foram solubilizadas em MeOH, de foraneserem obtidas
diferentes concentragcbes (250, 125, 50, 25, 10pm/ML). A cada amostra foram
adicionados 3,4 mL de tampéo fosfato 0.1 M pH 7046emL de solucdo de perdxido
de hidrogénio 40 mM.

Foi utilizado como padrdo o acido ascorbico nasmas condi¢cdes das
amostras. As amostras foram incubadas por 10 nsreufoi feita a leitura a 230 nm em
espectrofotdmetro Aqua Mate UV/Visivel (Thermo Spmtuc AQA095109)

2.1.4.3.2. Atividade sequestradora do radical DPPHYILDIRIM et al, 2001 e
HUANG et al, 2005).

Este experimento foi realizado no laboratorio daseude Quimica da
Universidade Catodlica de Brasilia — Brasilia/DHapequipe do Prof. Carlos Frederico
de Souza Castro.

O mesmo se baseia na capacidade dos agentes damti@s presentes na
amostra em sequestrar o radical estavel DPRHelevada habilidade da amostra em
retirar o radical estavel do DPPH esta relacionemta a atividade antioxidante da
amostra (DUARTE-ALMEIDA, 2007).

Preparo das Solucbes:Reagente Foram dissolvidos 2,5 mg de 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH) em 25 mL de etanol. A solucw mantida em frasco ambar
(solucéo estoque).

Amostra: Foram dissolvidos 0,002 g da amostra em 10 mltaleoe

Controle positivo Foram dissolvidos 0,002 g de butilhidroxitolueH{T) em
10 mL de etanol.

Controle negativo (branco)etanol.

Da amostra, preparada conforme descrito acima,mfotamados 4 mL,
distribuidos em 2 béqueres, um para o0 ensaio ® @ara o controle negativo. A

solucéo inicial restante, foram adicionados 4 mLetinol, para a obtengdo de uma
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solugcéo com 60% da concentracdo da solucdo orighptocedimento foi repetido por
mais seis vezes, para obtencdo de sete solucdes ddamdes sucessivas em
concentracdes decrescentes (200 a 10 ppm).

Para cada amostra do ensaio, foi adicionado 1 m&otiedo de DPPH. Para
cada controle negativo, foi adicionado 1 mL de @tade modo a manter a mesma
concentracdo do extrato bruto na amostra e noatentegativo.

Apés a adicao da solucdo de DPPH, as solucdes fo@mtidas em repouso por
30 min. A atividade antioxidante foi avaliada vitro por meio da medida da
absorbancia das solugbes em 517 nm, utilizando alarimetro da Micronal, modelo

B-542. A porcentagem do DPPH final foi calculada@eguinte Equacad)(

YoDPPH ¢gtane = 10({ Abswn't&ot')e; Absamostraj
ontrole

Equacéao (1)

A concentracdo de DPPH (% DPR&any € proporcional a concentracédo de
substancia antioxidante presente na amostra, sguel@ concentracdo de extrato que
causa uma diminuicdo para a metade da concentirsicé&d de DPPH (50%) € definida
como Concentragdo Efetiva 50 (§f e a concentragdo de extrato que causa uma
diminuicdo de 99% da concentracdo inicial do DPPékfnida como Concentracdo
Efetiva 99 (Chy).

A CE50 e CE99 séo calculadas por interpolacaoréficg de regresséo linear
obtido para os valores de %DPPH restante paracmatt@ntracao.

2.1.4.4 Atividade antimicrobiana
2.1.4.4.1 Atividade antibacteriana
2.1.4.4.1.1. —Método de difusdo em 4gédCCLS, 20033:
Este experimento foi realizado no laboratério despital das Forcas Armadas
(HFA), por Amabel Fernandes Correia

-Microrganismos: Pseudomonas aeruginosaATCC 27853Escherichia coli -
ATCC 25922 &Staphylococcus auredATCC 29213
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- Inéculo bacteriano inicial: igual a 1,8 x 10 unidades formadoras de
colénias/mL (UFC/mL). Quando analisado por espeattoia no comprimento de onda
de 600nm, forneceu uma leitura de densidade ofitd igual a 0,5 (controle).

- Concentragcdes da amostraentre 140Qug/mL a 500ug/mL.

- Meio de cultura:

-Agar Muller Hinton (Earle)

- Bioensaio: Discos de papel de filtro de seis milimetros dénwitro,
previamente autoclavados, foram impregnados coml28e uma solugéo da amostra,
preparada em solvente adequado a completa soagéitbz(hexano, etanol ou agua),
para obtencdo de uma concentracao final de 100 mg@ds discos impregnados foram
inseridos no meio de cultura contendo suspens@mdaworganismos supracitados.

As placas foram incubadas a 37°C (x 1°C) por 2&afidpara as bactérias).
Depois da inoculacdo, havendo zona de inibicaoedorrdo disco, esta foi medida.
Todas as determinacdes foram feitas em triplichta. realizada uma leitura em
espectrofotdmetro a 600 nm. Foram consideradagasatis amostras que apresentaram
OD<0,5.

- Controles:

-positivo: solucdo de amoxicilina nos solventes @iaostras

-negativo: solventes utilizados para diluicdo dasstras

2.1.4.4.2 — Atividade antifungica

2.1.4.4.2.1 — Método de Difusdo em Agar (SMANIAt al, 1995)

Este experimento foi realizado no laboratorio deédlise Instrumental da
Universidade Catolica Dom Bosco (UCDB), pela equpeProfa. Ana Lucia Alves de
Arruda.

Microrganismos: Mucor hiemalis CCT 2235, Rhizopusp CCT 3248,
Geotrichum candidum CCT 1205, Penicilliusp CCT 2147, Epidermophyton
floccosum URM 4799, Trichophyton mentagrophytesATCC 9533 Candida
parapsilosisCCT 3438e Aspergillus fumigatuSCT 1277.

Inéculo inicial: Foram preparadas suspensfes dos organismos sagoacite
forma a atingir um ndmero aproximado de célulasivedentes a 5x10 UFC/mL

(Unidades Formadoras de Col6nias por mililitrojjagndo uma Camara de Neubauer.
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Meio de Cultura: Agar Sabouraud (VETEC).

Bioensaio:Discos de papel de filtro de seis milimetros denditio, previamente
autoclavados, foram impregnados comu20de uma solucédo da amostra, preparada em
solvente adequado a completa solubilizacdo (hexaretanol, etanol ou 4gua), para
obtencdo de uma concentracdo final de 100 mg/mLdi®ss impregnados foram
inseridos no meio de cultura contendo suspens@maworganismos supra-citados.

As placas foram incubadas a 37°C (x 1°C) por 2Aa$d@para as bactérias) e
28°C por 48 horas (para leveduras). Depois da Iagé@n, havendo zona de inibicdo ao
redor do disco, que foi medida. Todas as deterrdgmfpram feitas em triplicata.

Controles:

-positivo: discos comerciais de nistatina e anfoitea B (ambos da marca CECOM).

-negativo: solvente.

2.1.4.5 - Teste de inibicdo de proliferacéao celular

2.1.4.5.1 - Ensaio de proliferagao celular MTT (JAB et al.,2007 e CULIOL et al.,
2004).

Este teste foi realizado no Laboratorio de ImunialagVirologia da Faculdade
de Ciéncias Bioldgicas da Universidad Autonoma devd Leon (UANL), México,
pela equipe do Prof. Pablo Zapata Benavides.

O principio deste método consiste na absor¢céolddEa {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]} (Sigma)pelas células sendo reduzido no
interior da mitocéndria a um produto chamado FoamaZste produto é acumulado
dentro da célula e extraido através da adi¢cao deolvente apropriado.

Linhagem celular: células de cancer pulmonar (NSCLC - non-small lceig
cancer) das linhagens CALU e A427, ambas ATCC (Acaar Type Culture
Collection).

Reagente: brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-diferglfrazélio], marca
Sigma.

Meio: Meio Minimo Essencial (Eagle) com 2 mM de L-glutamie Solucdo
Salina balanceada (Eargle) ajustada para contag/lL,8e bicarbonato de sodio e 10 %

de Soro Fetal.Bovino.
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BioensaioEm placas de cultivo de 96 pocos, foram coloca@@® &¢élulas por
poco e apls 24 horas, as células que ja estavamdlasléoram tratadas com o extrato
metandlico das amostras em quatro concentra¢céa®uliés (0,25 mg/mL, 5 mg/mL, 1
mg/mL, e 2 mg/mL).

Apb6s 24 horas foi realizado o ensaio de proliféoagelular com MTT {brometo
de 2,5-difenil-3-(4,5-dimetiltiazo-2-ila) tetrazd}i (Sigma, St. Louis, MO USA), ensaio
colorimétrico que mede a porcentagem de sobrevia@étas células comparado aos
controles (JADA, 2007). Os resultados foram lidosm eim espectofotdmetro
(Microplate Autoreader EL311, BIOTEK Instrumentg.IWinooski, VA, USA) a 570
nm. O resultado foi calculado como viabilidade Eluelativa.

Controles:

-negativo: 2 mL de metanol.
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2.2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1 - Descricao botanica

Pouteriagardnerii Mart. & Mig. Baheni (FIGURA 1.8, pagina)2é uma arvore
de até 7 m de altura com copa ampla quase ciragddinos horizontais, tronco com
casca moderadamente espesso, aspero; madeira fdllmas glabras obovado-
espatuladas, apice obtuso, 9-15 cm de comprimérioa 6,0 cm de largura; peciolo
muito curto; latex branco ndo copioso; flores de bege, pequenas, nas ramas
(caulinares); frutos globosos e comestiveis comexl@opioso. Mata ciliar ou inicio
desta.

2.2.2 — Obtencao do material botanico

As folhas deP. gardneriiforam coletadas no Condominio Rural Solar da Serra
Paranod, Distrito Federal, no periodo de floracaoesdpécie, em julho de 2003. A
espécie foi identificada pelo professor José Elmfaula e uma exsicata foi depositada
no herbario da Universidade de Brasilia (UB) (JXtti@ Paula 3718). As folhas foram

secas a temperatura ambiente e pulverizadas ennendenfacas.

2.2.3 — Obtencao dos extratos brutos

2.2.3.1 — Extrato hexanico (EH) e extrato etanolic(EE)

O material botanico pulverizado (141,8 g) foi subd®e a extracdo por
maceracao, por trés vezes, perdurando sete dias wi#lizando primeiramente hexano
como solventeApoOs decantacado, as solucdes extrativas foram ntadas a secura,
sob vacuo a uma temperatura de aproximadamente @@ o material resultante, o
mesmo processo foi realizado, utilizando etanol @8¥ho solvente (FLUXOGRAMA
2.1, pagina 42). O rendimento do extrato hexankdd) (foi de 4% (5,3g) e do extrato
etanolico (EE) foi de 16,15% (22,9 g).

2.2.3.2 — Extrato aquoso (EA)
Parte do material botanico pulverizado (129,0 ¢)stdmetido a extragdo por
infusdo, utilizando agua destilada (3,0 L) a apradamente 76C. A mistura foi

deixada arrefecer até aproximadamente 40° C, sentfo submetida a filtracdo. A
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operacao foi repetida e as solugdes extrativasnforunidas. Apds congelamento, a
solugdo extrativa foi submetida a liofilizagdo, Mfecendo o extrato aquoso bruto
liofilizado (FLUXOGRAMA 2.2). O rendimento do extaaquoso (EA) foi de 8,76 %

(11,3 9)

Pouteria gardnerii
Folhas
(141,83 g)

- hexano (maceracgao)

- decantacao
- Eliminacéo
do solvente
|| torta || Extrato hexanico
bruto
~ (EH, 5,32 9)
- etanol (maceragéao)
- Filtragéo
- Eliminacgéo
do solvente
|| Torta || Extrato etandlico
bruto
(EE, 22,91 ¢

FLUXOGRAMA 2.1. Obtencdo do extrato hexanico (EH) e etandlico (EE) de
folhas dePouteria gardnerii

FolhasPouteria
gardnerii (101,16 g)

- Ague

|| - liofilizacéac

FLUXOGRAMA 2.2. Obtencéo do extrato aquoso bruto () de folhas dePouteria
gardneri

Extrato aquoso bruto
(EA, 11,32 g
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2.2.4 - Isolamento e Identificacdo de constituinteguimicos das folhas
de Pouteria gardnerii

2.2.4.1 — Fitoquimica do extrato hexanico deouteria gardnerii(EH)

Parte do extrato hexanico (EH, 3,0 g) foi submediddtracdo em silica gel 60
utilizando um filtro sinterizado (diametro 7,5 cmakura da silica = 4,0 cm). Foram
obtidas cinco fra¢gGes, conforme o FLUXOGRAMA 2.3.

Extrato Hexéanico

P. gardnerii
(EH, 3,00 g)
-Hexano - Hex: AcOEt - Ac Etila -AcOEt:MeOH | - MetOH
- 1L (1:1) -2L (1:1) -05L
-3L -1L
Fracao Fracdo Fracao Fracéo Fracao
Hexano Hex:AcOEt AcOEt AcOEL: Metanol
(EHH) (1:1) (EHA) MeOH(1:1) (EHM)
0,25 g, (EHHA) 0,08 g (ErAM) 3mg
259 9

FLUXOGRAMA 2.3: Fracionamento do extrato hexanico uto (EH) das folhas de
Pouteria gardnerii

2.2.4.1.1 - Elaboragéo da fracado hexanica EHH (FLUBGRAMA 2.3)

Parte da fracdo EHH (100 mg) foi submetida a ctografia em coluna de silica
gel (altura= 23,0 cm; diametro= 1,3 cm), utilizanddexane—~Acetato de
Etila—Metanol como gradiente, e forneceu um total de&ks de 15,0 mL.

As fracbes foram concentradas em evaporador votagi comparadas por
cromatografia de camada delgada (CCD) de silicaanAlise dos cromatogramas

permitiu a reunido das fracdes em 8 grupos, compresentado na TABELA 2.1. Os
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grupos e fracbes cujas massas estdo especificadamgseeles que foram trabalhados
posteriormente.

Grupo EHH1 (34,8 mg): apresentou-se como uma cera de cor esbranquigddeels
em hexano e foi denominadaG0Ll Mostrou relativa pureza quando submetido a
cromatografia em camada delgada, (FM1, R1, métagsis 2.1.1, pagina 31)

apresentando uma mancha azul violacea.

TABELA 2.1: FracOes obtidas na elaboracéo da fracdbexanica (EHH) do extrato

hexanico (EH) das folhas dé&outeria gardnerii.

Grupo EHH Massa (Q) Eluente
1 0,0348 Hexano
2 0,0050 Hexano
3 0,0047 Hex : ACOEt (9:1)
4 0,0021 Hex : ACOEt (9:1)
5 0,0045 Hex : AcOEt (9:1)
6 0,0068 Hex : AcCOEt (8:2)
7 0,0089 Hex : AcOEt (7:3), (6:4) e (1:1)
8 0,0013 AcOEt

2.2.4.1.1.1 — Estudo farmacognastico da fracdo hewéa EHH.

As fracOes obtidas a partir da cromatografia erar@bda fragdo hexanica de EH
foram analisadas quanto a presenca de triterpaiczgpides, flavonoides, e acidos de
cadeia longa (TABELA 2.2), utilizando R1, R2, R34 B R5 respectivamente, como

reveladores (item 2.1.1.3, pagina 31).

TABELA 2.2: Estudo farmacognéstico da fracdo hexéamia (EHH) do extrato

hexanico (EH) das folhas dé&outeria gardnerii.

Reagente Resultado
Reagente anisaldeido (R1) +
Reagente de Dragendorff (R2) +
Reagente NP/PEG (R3) -
Reagente de verde de Bromocresol (R4) +
Radiacgé&o ultravioleta (R5) -




Capitulo 2: Materiais e Métodos 45

2.2.4.1.2 — Elaboracéo da fracdo Hex:AcOEt 1:1 (EHAN) (FLUXOGRAMA 2.3)

Parte da fracdo EHHA (1,5 g) foi submetida a cragatfia em coluna de silica
gel (altura= 24,0 cm; diametro=10,0 cm), utilizarmlgradiente: HexareAcetato de
Etila—Metanol, fornecendo um total de 168 fracbes de &1,@ada.

As fragcbes foram concentradas em evaporador rotagivcomparadas por
cromatografia de camada delgada de silica gel (C8Dgnalise dos cromatogramas
permitiu a reunido das fracbes em 17 grupos, capeesentado na TABELA 2.3. Os
grupos e fracdes cujas massas estado especificadaasgseles que foram trabalhadas
posteriormente.

Grupo EHHA11 (0,093 g) apresentou-se como soélido amorfo de cor amaradda
lavado sucessivas vezes com éter etilico, fornecemd sobrenadante amarelo e um
precipitado branco que foi separado por decantacéo.

O sdélido resultante foi submetido a cromatograffeaamada delgada em silica
gel, (FM2; R1, métodos gerais — 2.1.1, pagina Bit).constatada a presenca de uma
substancia majoritaria de coloracéo violacea, quedrificada por cromatografia em
camada preparativa. (item - 2.1.1.1, pagina 3ligatido FM1 (item - 2.1.1.2, pagina
31) e R1 (item -2.1.1.3, pagina 31). A substans@ada apresentou-se como soélido
branco soltvel em cloroférmio e foi denomindta02(33,8mg).

Os outros grupos obtidos apresentaram uma compasigaplexa ndo sendo

possivel purifica-los e analisa-los
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TABELA 2.3: FracOes obtidas na elaboracédo da fracadlex: AcOEt 1:1 (EHHA)

do extrato hexanico (EH) das folhas d@outeria gardnerii.

Grupo EHHA Massa (g) Eluente
9 0,0438 Hexano
10 0,0422 Hex : ACOEt (9:1)
11 0,0929 Hex: AcOEt (9:1)
12 0,0640 Hex : AcOEt (9:1)
13 0,0865 Hex : AcOEt (9:1)
14 0,0841 Hex : ACOEt (9:1)
15 0,0721 Hex : ACOEt (9:1)
16 0,0628 Hex : AcOEt (9:1)
17 0,0921 Hex : AcOEt (9:1)
18 0,0691 Hex : ACOEt (8:2)
19 0,0963 Hex : ACOEt (8:2)
20 0,0781 Hex : ACOEt (7:3)
21 0,0284 Hex : ACOEt (7:3)
22 0,0814 Hex : AcOEt (1:1)
23 0,0670 Hex : AcOEt (4:6)
24 0,0781 Acetato de Etila
25 0,2601 Metanol

2.2.4.1.2.1 - Estudo farmacognostico da fracdo H&COEt (1:1) EHHA.

As fracdes obtidas a partir da cromatografia enur@lda fracdo Hex:AcOEt

(1:1) de EH foram analisadas quanto a presencetegpenos, alcaldides, flavondides,
e acidos de cadeia longa (TABELA 2.4), utilizandd, RR2, R3, R4 e R5
respectivamente, como reveladores (item -2.1pgh@ina 31).
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TABELA 2.4: Estudo farmacognéstico da fragdo hexamia (EHHA) do extrato
hexanico (EH) das folhas d®outeria gardnerii.

Reagente Resultado
Solucéo acida de anisaldeido (R1) +
Reagente de Dragendorff (R2) +
Reagente NP/PEG (R3) -
Reagente de verde de Bromocresol (R4) +
Radiacéao ultravioleta (R5) -

2.2.4.2. Fitoquimica do extrato etandlico (EE) dafolhas de Pouteria
gardnerii

Parte do extrato etandlico (EE, 12,3 g) foi subdzet filtracdo em silica gel 60
em um filtro sinterizado (didametro 7,5 cm e altdeasilica = 4,0 cm). Foram obtidas
cinco fragcdes, conforme o FLUXOGRAMA 2.4, pagina 46

“ Extrato Etanolico

P. gardnerii
(EE; 12,269)
-Hexano - Hex: AcOEt -AcOEt:MeOH
-2L (1:1) - Ac Etila (1:1) - Metanol
- 6L -2L -4L -4L
A 4 A
Fracéo Fracéo Fracao Fragdo Fracdo
Hexano Hex: AcOEt AcOEt AcOEt: MeOH
(EEH) (1:1) EEA MeOH (1:1) EEM
16 mg (EEHA) (O 55) (EEAM) (1 17 )
2,31¢ 220 7,10¢ 419

FLUXOGRAMA 2.4 - Fracionamento do extrato etandlicobruto (EE) de folhas de

Pouteria gardnerii
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2.2.4.2.1. Elaboragéo da fracdo Hex: AcOEt 1:1 (EEA) (FLUXOGRAMA 2.4)

Parte da fracdo Hex; AcOEt 1:1 (0,92 g) foi fracida em coluna de silica gel
60 (altura= 22,5 cm; diametro= 1,25 cm), utilizaralgradiente HexanreAcetato de
Etila—Metanol, fornecendo 374 fracdes de 15,0 mL. AsSeadoram concentradas em
evaporador rotativo e comparadas por cromatogeafiacamada delgada de silica. A
analise dos cromatogramas permitiu a reunido dagddés em 24 grupos, como
representados na TABELA 2.5. Os grupos e fracOgss qnassas estdo especificadas
sao aqueles que foram trabalhados posteriormente.
Grupo EEHA28 (0,086 g): apresentou-se com aspecto de cera dentarelada e foi
lavado sucessivas vezes com quantidade minima el®nac dando origem a um
sobrenadante de cor esverdeada e uma cera de aozlada. A cera foi submetida a
cromatografia em camada delgada, (FM2, R1, iteni2phgina 30) e apresentou uma
mancha de cor azulada que foi denominado cB@03.

TABELA 2.5: FragOes obtidas na elaboracédo da fracdo Hex:ACOEEEHA) do

extrato etandlico (EE) das folhas d®outeria gardnerii

Grupo Massa (Q) Eluente Grupo Massa (Q) Eluente
EEHA EEHA
26 0,0072 38 0,0241 Hex: ACOEL (7:3)
27 0,0026 Hex 39 0,0134
28 0,0858 40 00345 X ACOEL(64)
29 0,0246 41 0,0414  Hex: ACOEL (1:1)
30 0,0239 42 0,0246
31 00111 Hex: AcOEt (9:1) 43 0.1029 Hex: AcOEt ( 3:7)
32 0,0149 44 0,1119 Hex:AcOEt ( 2:8)
33 0,013 45 0,0414 ACOEt
34 0,0124 46 0,0394
35 0,051 47 0,0213 AcOEt:MEOH (9:1)
36 00255 HEXACCELEAL 45 50002
37 0,0106 49 0,0367 Metanol

2.2.4.2.1.1 - Estudo farmacognéstico da fragcdo EEHA
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As fracdes obtidas a partir da cromatografia enur@lda fracdo Hex:AcOEt
(1:1) de EE foram analisadas quanto a presengdtelpénos, alcaldides, flavondides, e
acidos de cadeia longa (TABELA 2.6), utilizando MR, R3, R4 respectivamente,

como reveladores (item 2.1.1.3, pagina 31).

TABELA 2.6: Estudo farmacognostico da fracdo hexamia (EEHA) do extrato

etandlico (EE) das folhas d®outeria gardnerii.

Revelador Resultado
Solucédo acida de anisaldeido (R1) +
Reagente de Dragendorff (R2) +
Reagente NP/PEG (R3) +
Reagente de verde de Bromocresol (R4) +
Radiacéao ultravioleta (R5) +

2.2.4.2.2. Particdo trifasica do extrato etanolico(EE) de folhas de Pouteria
gardnerii (DUARTE et al, 2000).

Parte do extrato etandlico de folhas HEeuteria gardnerii (EE, 3,16g) foi
submetida a particdo liquida trifasica, utilizando a mistura
hexano:cloroférmio:acetonitrila:agua (2:1:3,4:1mosolvente (DUARTEet al, 2000)
(FLUXOGRAMA 2.5, pagina 50). Apos a particdo, foraftidas trés fragdes: hexanica
(ETH; 0,037g, 1,2%), acetonitrila:cloroférmio (ETM®,505g, 15,9%) e aquosa
(ETAq, 2,58, 81%).
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Extrato Etanélico
P. gardnerii
(EE; 3,169)

Hexano: MeCN: CHGIH,O (2:3,4:1:1)
Particao, eliminacao do solvente

v v v

Frac&do Hexano: Fracéo Fracdo Aquosa
(ETH; 0,0379) MeCN/CHCE (ETAQ; 2,580)
(ETMC, 0,500

FLUXOGRAMA 2.5: Particdo trifasica do extrato etandlico bruto (EE) de folhas

de Pouteria gardnerii

2.2.4.2.2.1 — Elaboracdo da fracdo MeCN:CHgl (ETMC): Primeira Coluna
(FLUXOGRAMA 2.5)

Parte da fracdo MeCN:CH£X100,0 mg) foi submetida a coluna cromatogréfica
em silica gel 60 (altura = 30 cm; didmetro = 1,6),cmtilizando o gradiente
hexane-acetato de etitemetanol, fornecendo 303 fracdes de 4,0 mL. As &acd
foram concentradas em evaporador rotativo e cordpanaor cromatografia de camada
delgada de silica gel 60. A analise dos cromatogsgmermitiu a reunido de fracdes em
17 grupos, como representado na TABELA 2.7. Osagupfracdes cujas massas estao
especificadas sédo aqueles que foram trabalhadteriposiente.

ETMC50 (0,022 g) apresentou-se como um solido branco amoR&04) foi
comparado com um padrédo de acetatoadamirina por meio de CCD, (FM4, R1,
métodos gerais, 2.1.1, pagina 31) e, além de apeseima mancha violacea,

apresentou também o mesRi(Fator de Retencdo) do padr&i £ 0,8).
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TABELA 2.7: Fracdes obtidas na elaboracéo da fracaMeCN:CHCI3; (ETMC1) do
extrato etanélico (EE) das folha$?outeria gardnerii

Grupo Massa () Eluente Grupo Massa (g) Eluente
ETMC ETMC

50 0,0221 Hex:AcOEt (9:1)f 59 0,0023

Hex:AcOEt (4:6)
51 0,0092 60 0,0015
52 0,0023 61 0,0021 Hex:AcOEt (3:7)
Hex:AcOEt (8:2)
53 0,0039 62 0,0013

54 0,0011  Hex:AcOEt (7:3] 63 0,0016  Hex:AcOEt (2:8)
55 0,0034  Hex:AcOEt (6:4] 64 0,0029

57 0,0023 65 0,0016 Hex:AcOEt (1:9)
Hex:AcOEt (4:6)
58 0,0009 66 0,0022  AcOEt:MeOH (4:6)
67 0,0001 MeOH

2.2.4.2.2.2 - Elaboracdo da fracdo MeCN:CHGI (ETMC) : segunda coluna
(FLUXOGRAMA 2.5)

Parte da fracdo ETMC (100,0 mg) foi submetida artmlcromatografica em
silica gel 60 (altura= 18 cm; diametro= 3 cm),izdihdo o gradiente Hexareacetato
de Etila>Metanol, fornecendo 306 fracbes de 40,0 mL, quanfioconcentradas em
evaporador rotativo e comparadas por CCD.

A andlise dos cromatogramas permitiu a reunido fdages em 18 grupos,
como representado na TABELA 2.8. Os grupos e fmacfejas massas estado
especificadas sédo aqueles que foram trabalhadtsipasente.

ETMC70 (0,035q): foi submetido a CCD (FM3, R1, parte experimentdl2 pagina
31) na qual pode ser observada a presenca de taustibs que foram isoladas por CCP
(tem 2.1.1.1, pagina 31), utilizando como eludrtd3 (item, 2.1.1.2, pagina 31) e R1
(tem 2.1.1.3, pagina 31). As substancias isolddesn denominadaPGO05 (7,9 mg)
que na CCD apresentou uma mancha violace®G66 (8,3 mg) que na CCD

apresentou uma mancha azulada.
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TABELA 2.8: FracOes obtidas na elaboracdo da fraca®eCN:CHCI 3 (ETMC2),
do extrato etandlico das folhas d@outeria gardnerii.

Grupos Massa Solvente Grupos Massa Solvente
ETMC2 (9) ETMC2 (9)
68 0,0036 77 0,0017
AcOEt:MeOH:9:1
69 0,0038 78 0,0023
Hex:AcOEt: 9:1
70 0,0353 79 0,0066
AcOEt:MeOH 7:3
71 0,0069 80 0,0063
72 0,0043 Hex:AcOEt: 8: 81 0,0036  AcOEt:MeOH 7:3
73 0,0025 Hex:AcOELt:7: 82 0,0014
AcOEt:MeOH 3:7
74 0,0013 83 0,0016
75 0,0084 Hex:AcOEt:6:4 84 0,0013 AcOEt:MeOH 1:9
76 0,003 85 0,0017 AcOEt:MeOH 9:1
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3.1 — IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS PRESENTES NO EXTRATO
HEXANICO

3.1.1 — Mistura de hidrocarbonetos (PG01)

Em geral, alguns 6rgdos de plantas, principalmestdolhas, sdo recobertos
externamente por uma camada fina de cera, que gesbm grande importancia
bioldgica nas relagBes entre a planta e o meio eartbiem que esteja inserida. Por
definicdo, ceras epidérmicas sdo compostos hidiaiélda superficie das plantas, que
podem ser removidas por uma breve imersao em geleeganico, como cloroférmio
ou hexano. Elas sdo misturas complexas de compdst@adeias longas (2§, tais
como acidos graxos, hidrocarbonetos, alcoois, dbdeicetonas, ésteres, compostos
alifaticos polinucleares e compostos fendlicos gosl que podem apresentar massas
moleculares altas. (SIQUEIR# al.,2003)

PGO01foi obtido a partir de fragbes oriundas do fracrarato por cromatografia
em coluna da fracdo hexanica (EHH), oriunda doaéxthexanico das folhas de
Pouteria gardnerii conforme descricdo na pagina #4apresentou-se como uma cera
esbranquicada (34,8 mg), soluvel em hexano. PGddidntificado pela espectrometria
de infravermelho e RMN'H e ®C em comparacdo com os dados da literatura
(SILVERSTEINet al.,2000).

Comparando os sinais da literatura no espectrafd@ermelho com os sinais
presentes no espectro B601 (KBr, cm) (FIGURA 3.1, pagina 55pram observadas
bandas de absorcdo em 2917 e 2849, @aracteristicas de estiramento da ligagédo C-H
de grupos metilicos e metilénicos; absorces ehg3 e 1462 crh atribuidas
adeformacdes angulares de ligacdo C-H de grupd#nieds; e em 730 e 719 €m
correspondentes a deformacédo angular assimétrick digacdo C-H de grupamentos
metilénicos contendo£&.

O espectro de RMN dtH (300 MHz, CDC}) de PGO1 (FIGURA 3.2, pagina
55) apresentou um sinal ed®,8, melhor observado na expanséo da regiao datespe
(FIGURA 3.3, pagina 56)atribuido a hidrogénio de grupo metila terminaijne sinal
01,30 relativo a hidrogénios metilénicos.

No espectro de RMN d¥C (APT, 75 MHz, CDGJ) de PGO1 (FIGURA 3.4,

pagina 56) foram observados os seguintes sidail (atribuido a carbono de grupo
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metila terminal); 322,7; 629,3; 29,7 e 331,9 (atribuidos a carbonos metilénicos),
compativeis com os deslocamentos quimicos desq#os os sinais de carbono de

hidrocarbonetos alifaticos.
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FIGURA 3.1: Espectro na regi&o do Infravermelho (KB, cm™) de PGO1
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FIGURA 3.2: Espectro de RMN de*H de PGO01 (300 MHz, CDCJ).
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1.254

24.18

FIGURA 3.3: Espectro de RMN de'H de PGO1 — Expanséo da regi&o entr80,5-
61,0 (300 MHz, CDC¥).

49.708

W% |

ERSSSAS, [ # 5

EL@
—81.936
\_29.372

"

...... T [oak e D S S s B - R e R ) i P B SIS S o o B e

D S B e B T
140 120 ) 100 &80 60 a0 ZEIr o ppm

FIGURA 3.4: Espectro de RMN de'*C de PGO1 (APT, 75 MHz, CDGJ).

Os dados obtidos a partir das informacdes espeétrimas na regido do IV e de

RMN sugeriram quePGO01 é constituido, principalmente, dema mistura de
hidrocarbonetos.
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3.1.2 — Mistura de triterpenos e ésteres de acidgsaxos (PG02)

PGO02 apresentou-se como um solido esbranquicado, an@8f8 mg), soluvel
em cloroférmio. Foi obtido por fracionamento emura cromatografica da fracdo Hex
:ACOEt (1:1), oriunda do extrato hexanicoReuteria gardnerii conforme descrito na
pagina 45.

No espectro de infravermel®G02 (KBr, cm*) (FIGURA 3.5, pagina 57),
foram observadas duas bandas de absorcdo em 2285lem, correspondentes a
estiramento da ligacdo C-H de grupos metilicos &léni&os; bandas em 1733¢m
correspondentes ao estiramento de ligacdo C=Otde éanda de absor¢do em 1638
cm?, que corresponde a ligacdo dupla C-C; absorcéek2din e 1024cih atribuidas a
estiramento de ligacdo C-O de éster e, ainda, bamied80crt caracteristica de

deformacéo de ligacdo C-H fora do plano (SILVERSN'EL al., 2000 e NEPLAM,
2007).
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FIGURA 3.5: Espectro na regido do Infravermelhade PG02 (KBr, cm)

Geralmente, a espectrometria de massas, quan@dgilsozinha, é insuficiente
para a determinacédo estrutural de moléculas drdretanto, no caso de compostos de

natureza triterpénica ou esteroidal, principalmertenpostos em misturas que por
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motivos varios ndo podem ser isolados de formapaiae, a interpretacdo do espectro

de massas é muito util.
PGO02 foi analisado pela Cromatografia Gasosa acopla@apiectrometria de

Massas e o cromatograma é apresentado na FIGURpA&)Ha 60.

Os dados da Cromatografia Gasosa acoplada a Espettia de Massas foram
comparados com os do banco de dados NIST (Natimséitute of Standards and
Technology) que sugeriu a presenca de 5 triterpenramirina (L23), B-amirina (20,
germanicol §9), acetato dex-amirina (L2b) e acetato de lupeild%b). Os compostos

sugeridos por este banco de dados estao apresen@ad@BELA 3.1, pagina 59.

R R1 R2

12a H Me H oa-amirina

12b Ac Me H R

12c H H Me B-amirina 15a H lupeol
12d Ac H Me 15b Ac

59
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TABELA 3.1 — Dados da cromatografia em fase gasosaeoplada a espectrometria

de massas de PG02

Identificagéo NIST* Peso molecular Tempo de Abundancia

retencao (min) relativa (%)

Acido graxo insaturado 1 298 20,91

Acido graxo insaturado 2 298 23,14

Acido graxo insaturado 3 264 24,77

Acido graxo insaturado 4 312 25,36

Acido graxo insaturado 5 326 27,45

Acido graxo insaturado 6 340 29,51

Acido graxo insaturado 7 368 33,39

-amirina 426 48,89 15,54%
o-amirina 426 49,19 32,62%
germanicol 426 49,36 65,66%
Acetato dex—amirina 468 50,26 44,19%
Acetato de lupeila 468 50,45 68,51%

*NIST: National Institute of Standards and Techmgylo
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3.1.2.1. Andlise do CG-EM no tempo de retencao 48,&in.

No espectro de massas referentdlgo 48,89 min, foi sugerido pelo banco de dados
NIST a presenca do triterpefieamirina.

Comparando os dados a literatura, os sinais den&ratacdo mais abundantes, dentre
outros,m/z218; m/z 205, m/z 204 (ndo assinalada))/z203 (ndo assinaladoi/z 189, m/z
109 em/z 95, sdo compativeis com aqueles caracteristicasitdgpenos do tipo amirina,
porém, a presenca do fragmemdz 205, caracteriza os triterpendsamirina (60) ou [3-
amirona 61) (HE et al, 1998; ERCILet al, 2004; VILEGASet al, 1997).

Considerando que derivados ursano apresentam b dgnféragmentacaon/z 189
menos intenso do que/z203 e os derivados oleano apresentam essa refagisa (GIESE,
2005), os dados sugerem que o espectro de masse@ado na FIGURA 3.7, seja referente
a d-amirina 60). Além disso os fragmentasn/z 109 em/z 95, confirmam a presenca desse

composto da familia dos ursanos

PadtanAlfa-Betadmiting-AeGraxns-1 00U0B #4327 RT: 4889 Av: 1 BB 31 61205148 WL 1 5TES @
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FIGURA 3.7: Espectro de massas correspondente (IE, 70eV=ad8,89 min
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60

3.1.2.2. Andlise do CG-EM no tempo de retencao 49, in.

De acordo com o banco de dados NIST, o espectnmatesas correspondente ao
tempo de retencadg) 49,19 min. foi identificado como sendo do tritemp do tipcamirina
(FIGURA 3.8). De fato, a analise do espectro desamamostra os sinais referentes a
fragmentacdo caracteristica desses compostos tdftreda mesma forma que no espectro
de massas referente &= 48,89 min, 0 que caracteriza efetivamexv@mirina ef-amirina
€ a relacdo entre os sinais referentesi/a 189 e m/z 203: como os derivados ursano
apresentam sinal referentardz 189 menos intenso do que o sinakz 203 (FIGURA 3.8)
(GIESE, 2005), os dados sugerem que que o espkxirassas apresentado na FIGURA 3.8,

seja referente @a-amirina (L2a).

FIGURA 3.8: Espectro de massa correspondente (IEQ@V) aoTr = 49,19 min.
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3.1.2.3. Andlise do CG-EM no tempo de retengéo 56,tin

De acordo com a biblioteca NIST, o espectro desasmseferente abr = 50,26 min
corresponde ao acetato de amirina. De fato, a cao@a do perfil de fragmentacdo com os
dados da literatura, mostra que o espectro de smagsasenta os fragmentos esperados para
esse composto (FIGURA 3.9). E o padrao de abuna@ecfragmentos, que diferencia a série

ursano da série oleano (GIESE, 2005), sugere ga® seetato dB-amirina (L20d).
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FIGURA 3.9: Espectro de massa correspondente (IEQ@V) aoTr = 50,26 min.
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Os espectros de massas a@lamirina ef3-amirina apresentam o mesmo padrédo de
fragmentacdo, com fragmentos caracteristicoam#mil89, m/z 203 em/z 218. A diferenca
entre os espectros desses dois triterpenos esd@iordda a intensidade dos sinais
apresentados: o sinal de fragmentacaa®r203 paran-amirina apresenta-se mais intenso
do que esse sinal pgaamirina (BASAR, 2005), como pode ser observadbIGUJRA 3.10,
pagina 64. Outra diferenca esta relacionada corfraggnentosm/z 189 em/z 203, pois,
derivados ursano apresentam um sinaln@n189 menos intenso do que em m/z 203, e
derivados oleano apresentam essa relacéo de foversa (GIESE, 2005).
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FIGURA 3.10: Comparacdo entre os espectros de massalos derivados ursano e

derivados oleano.

Os estudos sobre o padréao de fragmentacéo deénies pentaciclicos indicam que se

a molécula possui uma ligacdo dupla na posicdo @lfzagmentacdo mais caracteristica
ocorre via uma reacdo Retro-Diels-Alder (FIGURA13.pagina 65). Esse padréo aparece

com muita frequéncia em triterpenos das sériesnarsa oleano, as quais pertencem,

respectivamentey- e 3-amirina ((2ae 120 (GIESEet al, 2005).

Para esses triterpenos, essa fragmentacédo formedecerrespondente no mesmo

valor m/z218 (FIGURAS 3.12 e 3.13, paginas

65 e 66). Tamtedmsido observado que o

fragmento produzido pela RDA, contendo o sisten@aarC-D-E (n/z218), perde primeiro,

preferencialmente, o grupo funcional na posi¢céo,GiEda derivados ursano e C20 para

derivados oleano (BASAR, 2005).
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S

FIGURA 3.11: Fragmentagdo caracteristica de tritergnos pentaciclicos com dupla

ligacdo na posicao C12, via reacdo Retro-Diels-AldéRDA).

C.32H3

m/z189
FIGURA 3.12: Proposta de fragmentagdo de-amirina (Série ursano) por mecanismo

envolvendo reacao Retro-Diels-Alder (RDA)
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(B)
m/z218 m/z203

CoHa

m/z189

FIGURA 3.13 — Proposta de fragmentagéo d@-amirina (Série oleano) por mecanismo

envolvendo reacao Retro-Diels-Alder (RDA)

3.1.2.4. Andlise do CG-EM no tempo de retengéo 48,&in

De acordo com o banco de dados NIST, o espececerdk adr = 49,36 min refere-
se ao germanicob). De fato, apesar de ser um triterpeno da sée@naino, BAUER (2002)
propde que a ordem de eluicdo de uma mistura[&eatirina,a-amirina e germanicol, o que
corrobora o presente achado. Além disso, no egpdetmassas correspondentelgo 49,36
min (FIGURA 3.14, pagina 67), podem ser observamosinais referentes a fragmentacao
desse composto. Entretanto, diferente do que daekp€BAUER, 2002), o pico base néo
corresponde ao fragmentw’z204 (FIGURA 3.15, pagina 67).
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FIGURA 3.14: Espectro de massas correspondente (IZQeV) aoTg = 49,36 min.

m/z177

m/z204 m/z189

FIGURA 3.15: Proposta de fragmentacdo do germanicqglsérie oleano) por mecanismo
envolvendo reacao Retro-Diels-Alder (RDA)

3.1.2.5. Anélise do CG-EM nos tempos de reteng&o,88 min e 52,77 min

O padrdao de fragmentacdo do espectro de massantefeao Tr=50,45 min
corresponde aquele esperado para o acetato ddalypsb) (TABELA 3.2, pagina 69):
fragmentom/z 408, correspondente a perda do grupo acetila; 218 correspondente a
clivagem sigma nos carbonos C-8/C14 e C-9/C11 (8ILR004;VILEGAS et al, 1997)
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(FIGURA 3.16, pagina 65). Da mesma forma,Tpe 52,77 min, o padrédo de fragmentacédo é
também semelhante ao lupeol, o que sugere a peskn@m isémero desse composto
(FIGURA 3.17). A proposta de fragmentacdo do aoetis lupeila pode ser observada na
FIGURA 3.18, pagina 69.
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FIGURA 3.16: Espectro de massas correspondente (IEQeV) aoTr = 50,45 min.

PadraoAlfa+Betadmirina-AcGraxos-1000t06 #3361 RT. 5277 AV 1 5B 19 52.26-5242 NL:1.12E6 @
[+ cFullms [50.00-600.00]
189.06
100+
v g
AT
Lz ]
e~
5 Bl
1=
o
2 40~
=
i 190.05
[ 121.08 o
B 85.08 13307 175,14
204 8112 191.09
8 y 22908 24897 408.08
] g0 TR aryop gapey 36602 3008 MR8 yeapy T2 sigg  samst saran
0 B O 3 i ) o G s o R 0t R s i, o e P i o e R 2 e e s e
a0 100 140 200 250 il 340 400 450 500 540 Boo

iz

FIGURA 3.17: Espectro de massas correspondente (IEQeV) aoTr = 52,77 min.
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m/z191

CH3COOH .
m/z468 \K\ J |'

miz408 Z

m/z203

m/z202

m/z218
FIGURA 3.18 — Proposta de fragmentacdo de acetatoedlupeila (série lupano) por

mecanismo envolvendo clivagem sigma e rearranjos

A TABELA 3.2 apresenta os sinais de fragmentacads rmhundantes em alguns

triterpenos.

TABELA 3.2: Fragmentacfes mais relevantes em alguristerpenos

Triterpeno Fragmentacao (/2

a-amirina 426 (M+), 218 (100%), 207, 203, 189

Acetato dex-amirina 468 (M), 408;, 365, 249, 218 (100%), 203, 189
Acetato de3-amirina 468 (M), 408;, 365, 249, 218 (100%), 203, 189

B-amirina 426 (M+); 218 (100%), 207; 203; 189

d-amirina 426 (M+); 411, 408; 229; 218; 205; 189; 109 (10095
Lupeol 426 (M+), 234, 219; 207; 189 (100%); 13811107
Acetato de lupeila 468 (M+,), 408, 365, 218, 18%00b)

Germanicol 426 (M+); 408; 393; 231, 218; 204 (100%¥89; 177

Acetato de germanicol 468 (M+); 408; 393; 231; 2@ (100%); 189; 177
HE et al, 1998; ERCIL et al, 2004; VILEGAS et al, 1997; PINHEIRO et al, 2004, LI et
al., 2000 .
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A anélise dos espectros de RMN'ttee **C dePG02 mostrou sinais caracteristicos
de triterpenos dos esqueletos do tipo oleano, arsdmpano.

Nos espectros expandidos de RMN'#e(CDCkL, 300 MHz) dePG02, (FIGURAS
3.19 e 3.20, paginas 71) podem ser observados snad0,78 e€d1,55 correspondentes a
hidrogénios metilicos e metilénicos dos esqueleitados; emdl,68 foi observado um
simpleto, atribuido aos hidrogénios do grupo metita C30 do esqueleto lupano; e além
disso, foram observados dupletos éh68 (=2,4Hz, 1H) e emd4,60 (= 2,4Hz, 1H),
correspondentes aos hidrogénios olefinicos da duptaninal do esqueleto lupano
(BARREIROS, 2000; SILVAetal., 1998; NEPLAM, 2007).

Em 05,18 aparece um tripletd<3,6Hz, 1H), correspondente ao hidrogénio olefinico
em C12 do esqueleto oleano e outro tripleto &ni2 (=3,6Hz, 1H), correspondente ao
hidrogénio olefinico em C12 dos ursano (BARREIR@E)0; NEPLAM, 2007).

Apesar de a andlise d&:02 por CG-EM ter evidenciado a presenca de germanicol
(59), ndo foi possivel observar os sinais caracteostilessa estrutura, tais como um sinal em
03,96 (1H,dd, > 11,5 e 6,2Hz) correspondente ao hidrogénio Hi3p simpleto end4,86,
correspondente ao hidrogénio olefinico em C19 (K@whl; 2000; MAHATO & KUNDU,
1994). Entretanto foram observados os sinais @fatitos do acetato deamirina, dentre
eles os sinais entf,79 ed1,07, correspondentes aos hidrogénios metilénicostéicos; e
o sinal emd2,05 (3H,s) correspondente aos hidrogénios do grupo ac&HdNE, 2006).

A anélise do espectro de RMN € (APT, 75MHz, CDGJ) (FIGURA 3.21, pagina
72) apresentotsinais do carbono ndo hidrogenasid (C20) e o do carbono (C29) do
esqueleto dos lupanos que aparecend®n®,9 ed109,3 respectivamente, e o sinal referente
ao grupo metila (C30) ligado ao carbasyd (C20), aparece edil9,2. Os sinais el70,8 e
21,3 foram atribuidos aos carbonos do grupo acetila

Os sinais dos carbonos olefinicos de esqueletonairga oleano também foram
verificados no espectro de RMN H€. Os sinais do carborsp? ndo hidrogenado (C13) e do
carbonosp’ (C12) aparecem ed139,6 ed124,2, respectivamente para ursano; e5&48,1 e
0121,7 para oleano. (CORTEZ, 1993; MAHATED al, 1992; MAHATO & KUNDU, 1994;
BARREIROS, 200 e NEPLAM, 2007). Os sinais corregjfgmtes podem ser acompanhados
na TABELA 3.3, pagina 73.
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FIGURA 3.19: Espectro de RMN de’H de PG02 — Expansdo da regido entre
04,0-85,5(300 MHz, CDC})
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FIGURA 3.20: Espectro de RMN de'H de PG02 — Expanséo da regido entrd0,8-
02,4(300 MHz, CDC}).
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A comparacdo dos deslocamentos quimicos'*e de PG02 com os dados da
literatura para germanicol (MAHATO & KUNDU, 1994permitiu observar a auséncia, no
espectro de RMN d¥C, dos sinais dos carbonos olefinicos C14 e Clj@saleslocamentos
quimicos sam142,8 €5129.8, respectivamente (TABELA 3.4, pagina 74). (VMO &
KUNDU, 1994; SEGURAet al; 2000)

Entretanto, foram encontrados os 32 sinais refeseab triterpeno acetato de
amirina, como por exemplo o sinal do carbono olediiC12 que aparece em124,3 e sinais
emd170,8 e 21,3 que foram atribuidos aos carbonosugmaacetila. Os outros sinais podem
ser conferidos na TABELA 3.4, pagina 74 (BALESTRR006).

1
t pul
nd pulse X
cq. time 1.722 sec
width 18867.9 Hz
29440 repetitions
OBSERVE C13, 75.4515908 MHz
DECOUPLE H1, 300.0672425 MHz
Low 102

15.544
14.483

=

15.720

=

/
i
B e = T T L e R S S T ] T T
160 140 20 100 0 6 ‘m a4 l “" 2 ppm

FIGURA 3.21: Espectro de RMN de“*C de PG02 (75 MHz, CDGJ)

Os dados obtidos a partir das informacdes espeétrimars no IV e de RMN
sugeriram qué*G02 é constituido principalmente, de uma mistura diésrprenos acetato de
lupeila(15a), a-amirina(12a), B-amirina(120), e acetato da-amirina(12b), cujas estruturas

encontram-se na pagina 73.
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TABELA 3.3: Atribuicdo dos deslocamentos quimicosd, CDCl3, 75MHz) dos carbonos
de PG02, em comparagdo com dados da literaturad,(CDCl;, 75MHz) (SOLICHIN,
1980; MAHATO & KUNDU, 1994)

C PGC2  Acetato de Lupeild PCG02@) «—amirina® B —amirina’
(6)
1 38,4 38,4 38,4 38,7 38,7
2 23,7 23,7 27,4 27,2 27,3
3 80,9 81,0 80,9 78,3 79,0
4 37,8 37,8 38,4 38,7 38,8
5 55,3 55,4 55,2; 55,3 55,2 55,3
6 18,2 18,2 18,2 18,3 18,5
7 34,3 34,3 32,8 32,9 32,8
8 40,8 40,9 39,9 40,0 38,8
9 50,3 50,4 47,6 47,7 47,7
10 37,1 37,1 36,9; 37,6 36,9 37,6
11 20,9 21,0 23,3; 23,6 23,3 23,6
12 25,0 251 124,3;121,6 1243 121.8
13 38,0 38,1 139,6; 145,1 139,3 1451
14 42,9 42,9 42,0; 41,7 42,0 41,8
15 27,4 27,5 28,7, 26,2 28,7 26,2
16 35,5 35,6 26,6; 26,9 26,6 27,0
17 43,0 43,0 33,7, 32,5 33,7 32,5
18 48,2 48,3 59,0; 47,5 58,9 47,4
19 48,0 48,0 39,6; 46,7 39,6 46,9
20 150,9 150,9 39,6; 31,0 39,6 31,1
21 29,8 29,9 31,2; 34,7 31,2 34,8
22 40,0 40,0 41,5; 37,1 41,5 37,2
23 28,0 28,0 28,0 28,1 28,2
24 16,5 16,5 15,5 15,6 15,5
25 16,1 16,2 15,7 15,6 15,6
26 16,0 16,0 16,7; 16,8 16,8 16,9
27 14,5 14,5 23,3; 25,9 23,3 26,0
28 18,0 18,0 28,0; 28,4 28,1 28,4
29 109,3 109,4 17,4; 33,3 17,4 33,3
30 19,2 19,3 21,3; 23,7 21,3 23,7
CH;CO 21,3 21,3 - - -
CH;CO 171,0 170,8 - - -

ISholichin (1980)*Mahato & Kundu (1994)

R Rl R2
12a H Me H a-amirina
12b Ac Me H
12c H H  Me B-amirina R
59 12d Ac H Me 15a H  lupeol

15b Ac
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TABELA 3.4: Atribuicdo dos deslocamentos quimicosd, CDCl3;, 75MHz) dos carbonos
de PGO02, em comparacdo com dados da literaturad,( CDCl;, 75MHz)
(BALESTRIN et al.,2006; MAHATO & KUNDU, 1994).

c PGC2@)  Acetato dea-amirina® | PG02 @) germanicof
1 38,4 38,4 38,6 38,5
2 28,0 28,0 27,4 27,4
3 80,6 80,6 - 79,0
4 38,0 38,0 - 39,0
5 55,2 55,2 55,3 55,7
6 18,2 18,1 18,2 18,3
7 32,8 32,9 34,7 34,7
8 40,0 40,0 40,8 40,8
9 47,5 47,5 - 51,3
10 36,7 36,7 37,1 37,3
11 23,3 23,3 21,3 21,2
12 124,3 124,3 26,1 26,2
13 139,6 139,1 - 39,0
14 42,0 42,05 42,9 43,4
15 28,7 28,7 27,4 27,6
16 26,9 26,9 37,7 37,7
17 33,7 33,7 34,4 34,4
18 59,0 59,0 - 142.,8
19 39,6 39,6 - 129,8
20 39,6 39,6 32,4 32,3
21 31,2 31,2 33,3 334
22 41,5 41,5 37,1 37,4
23 27,9 27,9 28,0 28,0
24 15,7 15,7 15,5 15,4
25 16,1 16,1 16,1 16,1
26 16,8 16,8 16,7 16,7
27 23,2 23,2 14,5 14,6
28 28,0 28,0 25,0 25,3
29 17,4 17,4 31,2 31,3
30 21,3 21,3 29,2 29,2
CH;CO 171,0 170,9 -
CH;CO 21,3 21,3 -

'Balestrinet al, (2006);°Mahato & Kundu (1994)
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3.2 — IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS PRESENTES NO EXTRATO
ETANOLICO

3.2.1 — Mistura de ésteres de cadeia longa (PG03)

PGO03 apresentou-se como cera amarelada (92,9 mg), saavecloroformio. Foi
obtido de fracfes oriundas da cromatografia emneotia fracdo hexano:acetato de etila (1:1)
do extrato etandlico deouteria gardnerii conforme descricdo na pagina 46.

No espectro na regido do infravermelho desta drg¢@Br, cni’) (FIGURA 3.22,
pagina 76) foram observadas duas bandas em 29%®er#", correspondentes a estiramento
da ligacdo C-H em grupos metilicos e metilénicogespectro no infravermelho apresentou
também absorcdo em 1738¢ntaracteristica de estiramento da ligacdo de G=@ster, em
1244 e 1031cif bandas correspondentes a estiramento de liga@a€éster; e em 981em
! banda caracteristicas de deformacdo C-H fora doopléSILVERSTEIN et al., 2000
SILVERIO et al.,2006).

O espectro de RMN d& (CDCkL, 300 MHz) dePG03 e a ampliacdo da regi&o
(FIGURA 3.23, pagina 76) mostraram um tripleto defado emd0,88 (=7,2Hz, 2H),
atribuido a hidrogénio de grupo metila terminahag entredl,23 e 1,29, sugerindo a
presenca de hidrogénios de grupos metilénicos digiacalifatica; end2,28 (t,J=5,4Hz, 2H)
atribuido a presenca de um grupo metilénico dedddio devido a vizinhanca de um grupo
acila (FIGURA 3.24, pagina 77).

No espectro de RMN d€C (75MHZ, CDC}) de PG03 (FIGURA 3.25, pagina 77)
foram observados os seguintes sinais:d@if8,97, atribuido a presenca de carbonila de éster;
em 060,14 caracteristico de carbono metilénico deshtindpelo oxigénio do grupo éster.
Apresentou ainda sinais ed34,38;031,90;5629,67;024,96 ed22,67, que foram atribuidos a
carbonos metilénicos e metilicos.

Os dados obtidos a partir das informacdes espeétrimas no IV e de RMN

sugeriram qu®G03é constituido de ummistura de ésteres alifaticos.
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FIGURA 3.22: Espectro na regido do Infravermelho de*G03 (KBr, cm™)
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FIGURA 3.23: Espectro de RMN de'H de PG03 (300MHz, CDCJ).
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PGC1Z 30,2 mg
sample directory:
Pulse Sequence: s2pul

Solvent:
Ambient temperature
File hi

: 44hpgcl2
Mercury-300BB "mercury300"

Relax. delay 1.360 sec

Pulse 45.0 degrees
q. time 3.642 sec I
Width 4498.4 Hz o~
petitions -
OBSERVE  H1, 300.0657361 MHz
DATA PROGESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 42 sec
=
3
- L
b =
T
2
2
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FIGURA 3.24: Espectro de RMN de'H de PG03 - Expansdo da regido entrd1,0 —34,5
(300MHz, CDClL).
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FIGURA 3.25: Espectro de RMN de™*C de PG03 (75 MHz, CDGJ).
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3.2.2 — Acetato dex-amirina (PG04)

PGO04 apresentou-se como um sélido branco amorfo (22nfg) ebtido da fracdo
MeCN:CHCE do extrato etandlico, conforme descricdo na paghaFoi comparado com
uma amostra padrao de acetato a@eamirina por meio de CCD (FM4, R1, parte
experimental, 2.1.1.3, pagina 31). ApOs a revelaggoromatograma, apresentou o0 me§no

do padraoR= 0,8), bem como a mesma cor.
3.2.3 — Mistura de alcoois de cadeia longa (PG05)

PGO05apresentou-se como um sélido branco, amorfo (7,3sa8)vel em hexano e foi
obtido a partir de fragbes oriundas da cromatograBm coluna da fracéo
acetonitrila:cloroférmio do extrato etandlico, commhe descricdo na pagina 51.

O espectro na regidao do infravermelho (FIGURA 3.gégina 78) dessa fracao,
apresentou bandas de absorcdo em 3432caracteristica do estiramento da ligagdo O-H;
absorcées em 2925¢he 2853crit, correspondentes ao estiramento da ligagéo C-giugms
metilicos e metilénicos; bandas de absorcdo em chd§9atribuidas a deformacées de
ligacdo C-H de grupos metilénicos e metilicos el@82cnt, atribuida a deformacado angular
de C-O de alcool.
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FIGURA 3.26: Espectro na regido do Infravermelho de*G05 (KBr, cm™)
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O espectro de RMN d#l dePGO05 (FIGURA 3.27, pagina 79presentou sinais entre
30,78 e60,95 relacionados a hidrogénios de grupos metjliogssinais entrél1,0 e 61,6
foram atribuidos a hidrogénios de grupos metil&nieometilicos (SILVERSTEINet al.,
2000).

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13

erft temperature
Mercur -300BB  "mercur y300"

nl_JL ‘, \&W\*_AW

— 7 F—— T T T ——— 77— T
7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

FIGURA 3.27: espectro de RMN deéH de PGO05 (300 MHZ, CDCHh)
No espectro de RMN d¥C (75 MHz, CDC}) de PGO5 (FIGURA 3.28, pagina 80)

foram observados os seguintes sinail,9, 629,70 e622,6, correspondentes a carbonos
metilénicos; e o sinal erdl4,13 foi atribuido a carbono metilico. (SILVERSNEE&t al.,
2000).

Os dados obtidos a partir das informacdes espeétrimas no IV e de RMN
sugeriram qu®GO05 é constituido de umaistura de alcoois alifaticos
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FIGURA 3.28: Espectros de RMN dé*C de PGO05 (75 MHz, CDG))

3.2.4—Mistura de triterpenos (PG06)

PGO06apresentou-se como um sélido branco (8,3mg), amsofavel em cloroférmio.

Foi obtido da fracddETMC132 (35mg), oriunda da cromatografia em coluna da fragao
MeCN:CHCE, do extrato etanolica@onforme descricdo na pagina 51.

ETMC132 foi submetida a analise por CCD (FM3, R1, item2.pagina 31), na qual
pode ser observada a presenca de 3 substancia®rgque isoladas por CCD preparativa
(FM3, R1, item 2.1.1, pégina 31pGO06 foi isolada noR: =0,8 e apresentou uma mancha
azulada quando submetida a CCD.

O espectro na regido do infravermelhoRig06 (KBr, cm™) (FIGURA 3.29, pagina
81) apresentou banda larga em 343coaracteristica de estiramento de ligacdo O-Hitlva
carboxilico; duas bandas em 2926 e 2855amorrespondentes a estiramento de ligagdo C-H
de carbono sh O espectro apresentou ainda uma banda em 169@omespondente a
deformacdo axial de grupo acila (C=0), bandas lisorgdo em 1092 e 1048 ¢m
caracteristicas de deformacéo da ligacdo C-O déeeSstbandas de absor¢cdo em 1458 e 1385
cm’ devidas a deformacdes angulares caracteristicigag@o C-H em grupos metilénicos e
metilicos (BARRETCet al.,1998; SILVERSTEINet al.,2000).
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FIGURA 3.29: Espectro na regido do Infravermelho de*G06 (KBr, cm™)

Os espectros de RMN apresentaram sinais caractesistos esqueletos das séries
ursano e oleano. No espectro de RMN'HePG06 (CDCk, 300MHz) (FIGURAS 3.30 e
3.31, paginas 82), foi observado um sinal &nj26, correspondente aos hidrogénios ligados
ao carbono pna posicédo C12 dos esqueletos ursano e oleané3R2® ¢, J4,8Hz, 1H) e
83,20 d, ¥4,8Hz, 1H), referentes aos hidrogénios carbinélida posicdo C3 dos dois
triterpenos da mistura; simpletos ent®,71 e 61,21, correspondentes aos hidrogénios
metilicos e metilénicos das estruturas triterp@nicaadas (ALlet al, 2002; FALCAO,
2003a, BARRETGet al.,1998).

A andlise do espectro de RMN i€ de PG06 (75 MHz, CDC}) (FIGURA 3.32,
pagina 83) mostrou a presenca de 30 sinais (TABBI5A pagina 84). A comparacdo com
dados da literatura (MAHAT@t al., 1994; FALCAO et al., 2003a) permitiu proceder a
seguinte atribuicdo: os sinais ei82,5 e5182,24 foram atribuidos ao carbonos carboxilicos.
do grupo carboxila dos acidos oleandlico e ursdlespectivamente; os sinais ei¥3,5 e
0122,1 e6137,8 e€6125,8 foram atribuidos aos carbonos olefinicos C12-dos &cidos

ursolico (L4) e oleandlico%4), respectivamente.
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FIGURA 3.30: Espectro de RMN de'H de PG06 (300 MHZ, CDCy)
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TABELA 3.5. Deslocamentos quimicos® CDCIl;, 75MHz) dos carbonos de PGO06, em
comparacdo com dados da literatura & CDCls, 75MHz) (FALCAO, 2003a)

C PG06 @) Acido ursélico PG06 @  Acido oleandlico
1 38,7 38,7 38,5 38,6
2 27,1 27,2 27,1 27,1
3 79,0 79,0 79,0 79,0
4 38,7 38,7 38,7 38,6
5 55,2 55,2 55,2 55,1
6 18,2 18,3 18,2 18,2
7 32,9 32,9 32,6 32,3
8 39,4 39,4 39,4 38,9
9 47,5 47,5 47,6 47,5
10 37,0 37,0 37,0 37,0
11 23,3 23,3 23,2 23,2
12 125,8 125,8 122,6 122,5
13 137,8 138,9 143,5 143,5
14 41,9 42,0 41,6 41,8
15 28,1 28,0 27,6 27,7
16 24,1 24,1 23,3 23,2
17 47,9 47,9 45,8 45,8
18 52,6 52,6 40,9 40,9
19 39,0 39,0 45,8 45,8
20 29,7 29,7 30,6 30,6
21 30,6 30,6 33,7 33,6
22 36,6 36,7 32,4 32,3
23 28,10 28,10 28,1 28,0
24 15,5 15,5 15,4 15,4
25 15,6 15,6 15,3 15,3
26 17,0 17,0 16,9 16,9
27 23,6 23,6 25,9 25,9
28 182,2 181,2 182,5 182,7
29 24,10 24,1 33,0 33,1
30 21,1 21,2 23,6 23,5
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4 - Atividade bioldgica dos triterpenos presentesne folhas de Pouteria

gardnerii

Os triterpenos sdo amplamente encontrados em feegedais e entre eles podem ser
destacados acetato de lupetla, e B-amirina, que aparecem sozinhos ou em misturas em
diversas fontes vegetais (TABELA 3.6, pagina 99).

Tanto triterpenos isolados quanto misturas desées mostrado uma série de
atividades biologicas quer em modeilosivo, in vitro ouex vivo

A mistura deo- e f-amirina apresentou atividade antinociceptiva dieggendente em
camundongos. A dose de 10 mg/kg apresentou atisigaificativa, sem, entretanto, induzir
a sedacado ou alteracbes motoras (OLIVEIRA, 2008JA-0UNIOR et al, 2006). Essa
mistura também mostrou ser responsavel pela atigidgastroprotetora apresentada pela
resina deP. heptaphyllum O pré-tratamento de camundongos pela misturaesledsis
triterpenos p.o. (100mg/kg) reduziu a intensidadenjuria da mucosa gastrica associada a
ingestao de etanol (OLIVEIRAL al,, 2004).

Os triterpenos- e B-amirina exibiram Ckg similar ao controle positivo dicromato de
potassio (42,54 + 19,96g/mL), apresentando uma toxicidade aguda patemiasp. E a
mistura desses triterpenos nas doses de 50, 100neg&kg e nas doses de 50 e 100mg/kg,
reduziu significativamente o prurido induzido pedministracdo de dextrana T40 e do
composto 48/80, respectivamente, em camundongo/EIRA, 2005a).

O pré-tratamento de ratos com a misturacede B-amirina na dose de 100mg/kg
reduziu em 86% a desgranulacdo de mastoéekosvqg quando comparado ao controle. E no
teste de edema de pata induzido por dextrana aucpehposto 48/80, o peso das patas (em
mg) dos animais foi reduzido em 38, 58 e 62% quandtados com a mistura desses
triterpenos nas doses de 50, 100 e 200mg/kg. Tambéeste de edema de pata induzido por
histamina ouve uma reducdo de 53 a 83% no pespatas (mg), quando tratados com a
mistura den- e B-amirina nas doses de 50 e 100mg/kg, respectivani@hniVEIRA, 2005a).

Animais tratados com- e -amirina nas doses de 3, 10, 30 e 100mg/kg apersemt
uma inibicdo significativa (da ordem de 43, 54,el27%) respectivamente do tempo de
reacdo no teste de edema de pata (tempo em quenal @ermaneceu lambendo as patas)
(OLIVEIRA, 2005).

O tratamento de camundongos com doses de 50 e 1Poa mistura de triterpenos
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antes da inducdo de dano hepético por acetamingf&ong/kg, p.o.), atenuou o aumento
agudo das atividades das enzimas séricas alaniowarisferase (ALT) e
aspartatoaminotransferase (AST), impediu a reddgd&miveis da glutationa hepatica (GSH)
e reduziu as alteragcdes histopatoldgicas. Além odiss mortalidade associada ao
acetominofeno foi completamente suprimida. Tambémistura (50mg/kg) potencializou o
sono induzido por pentobarbital, o que sugere uossipel supressdo do citocromo P450
hepético. Tais fatos indicam uma a¢édo hepatopratgmtencial da mistura ae e -amirina
contra injuria toxica (OLIVEIRAet al, 2005a)

Em outro estudo, a mistura administrada i.p. e p.o. em camundongos, exibiu
antinocicepcdo dose-dependente em modelos quimmas, ndo em modelos térmicos.
Também apresentou antihiperalgesia em ratos. Aauitiepcdo promovida pela mistura de
a- e B-amirina parece ser independente da ativacéo g@s s opioidérgico, serotoninérgico
e noradrenérgico (OTUKet al, 2005). Tanto o extrato etéreo Be kleinii, quanto seu
principal constituinteg-amirina, promoveram a inibigcdo dose-dependentddena de orelha
em camundongos (He= 0,55mg/Kg e 1= 0,31mg/Kg, respectivamente), bem como o
influxo de células polimorfonucleares induzido paketato de forbol (TPA), semelhante a
atividade da dexametasona (RE@tal.,1995 e AKIHISAet al.,1996).

Lupeol e a-amirina inibem a subunidade catalitica (cCAK) daotpinaquinase
dependente de AMP (PKA) de figado de ratos, conorgal de 1G=8 e M,
respectivamente. Os ésteres palmitato e linoleasses dois triterpenos também inibem a
cAK (HASMEDA et al, 1999). Lupeolp-amirina e seus derivados esterificados (palm#ato
linoleato), isolados da casca da raizAdstonia booneisao antiinflamatorios que, além de
inibidores da PKA, sao inibidores seletivos de gaee (RAJIGt al, 2000).

Os triterpenosi-amirina e seus ésteres palmitato e linoleato, adempresentaram
efeito antiinflamatorio comparavel a indometacinametotrexato, quando avaliados em
modelos de processo artritico destrutivo e inflémat Esses triterpenos apresentaram
atividade de inibicdo de crescimento de célulapsteosarcoma de ratos, comyd€l4uM,
IC50<10uM e IC5=27uM, respectivamente (KWEIFIO-OKAdt al, 1994). O palmitato de-
amirina produziu aumento do hialuronato sérico grdaulécitos no sangue para niveis nao-
artriticos, diminuicdo da proliferagdo e invasaolidécitos nas articulagdes, reducdo da

infiltracdo de leucdcitos da medula éssea e préeeecreducao da destruicdo do osso e da
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cartilagem. O principal ponto da intervencdo afriteca desses triterpenos esta situado na
inibicdo da destruicao da articulacao (KWEIFIO-Okalal 1994).

Da mesma formaf-amirina e os acetatos de e [3-amirina apresentam atividade
antiartritica, possivelmente pela inibicdo da sietde 5-HETE. De fato, esses triterpenos
apresentaram atividade de inibicdo da 5-lipoxigera® neutréfilos humanos (KWEIFIO-
OKAI & MACRIDES, 1992). Entretanto, em um outro aits a mistura de- e 3-amirina
inibiu a atividade da elastase leucocitaria hun{&fi&) in vitro, mas néo foi capaz de inibir
a atividade da 5-lipoxigenase (SAFAYEllal., 1997).

O palmitato dep-amirina apresentou atividade dose-dependente sobBAC de
camundongo: reduziu a atividade motora e antagarazatividade locomotora induzida por
metanfetamina, parecendo ter efeito sedativo (SUBARet al, 1993a; SUBARNAS:t al,
1993b). Outros estudos mostram que esse éster eafmestividade antidepressora,
provavelmente&ia ativacdo noradrenérgica (SUBARNASal, 1993b).

A mistura dea- e 3-amirina exibiu atividade analgésica potente, bema atividade
antidiarréica (VILLASENORet al, 2004).B-amirina apresentou atividade antibacteriana
(HICHRI et al.,2003), principalmente contésscherichia col(BALESTRIN, 2006).

Lupeol e seu acetato- e B-amirina (SAEED & SAFIR, 2003; SAEED & SAFIR,
2002) apresentaram efeito irritante persistente no taterelha de rato. E tanto o lupeol
guanto o seu acetato indicaram atividade antiirdt@nia, anticancerigena, antibidtica e
antimalarica (FREIREt al. 2004).

O tratamento i.p. na dose 10mg/rato/dia de acewtapeila, ndo apresentou mudanca
significativa do peso corporeo dos ratos, mas aausoa significante reducao de peso nos
orgaos reprodutores, que foi observada principatienen epididimo, na vesicula seminal e na
prostata ventral. A quantidade de esperma testicell@pididimal foi diminuida e foi
observada uma diminuicdo da mobilidade dos espembigies em comparacdo com 0
controle, mostrando uma reducao em 100% da fextieclos ratos (GUPTét al, 2005).

Acetato de lupeila neutralizou significativamenteledalidade, a hemorragia, a
desfibrinogenacao e o edema induzidos pelo venasembent®aboia russellij bem como a
letalidade, a cardiotoxicidade, a neurotoxicidadelteracées respiratérias induzidas em
animais pelo veneno da serpeiaja kouthia Também foi capaz de potencializar a agéo
protetora do antidoto do venenolaboia ruselliem ratos (CHATTERJEEt al, 2006).

Os acidos ursdélico (acido 3b-hidroxiursan-12-em3i®) (14) e oleandlico (acido[®
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hidroxiolean-12-en-28-6ico) 5¢), sdo triterpenos pentaciclicos pertencentes adlidam
oleano e ursano, respectivamente. Podem ser eadostrem diversas fontes vegetais
(TABELA 3.6, pagina 99) na forma livre ou como aghas de saponinas terpénicas e
apresentam atividade biolégica marcante quer emelosdh vivo, in vitro ou ex vivo
(RESENDEet al.,2005).

O efeito inibitdrio dos &acidos oleandlico (66ol/L) e ursdélico (3@mol/L) no
crescimento de células de carcinoma do célon (IlHR&15) foi investigado e os resultados
mostraram que durante o periodo entre 24 a 72h apgéstamento, o numero de células
mortas e fragmentos de células aumentarane(ldl, 2002).

O acido oleandlico7) foi avaliado em relacdo a atividade citotoxicanfecas larvas
de Artemia salina,e apresentou Dk=85ppm, um resultado préximo ao controle (dicromato
de potassio, Dig =20 - 40ppm(MOREIRA et al.,2003).

A acdo hepatoprotetora do acido oleandico é codaesé muito e sabe-se que a
atividade de espécies utilizadas na medicina chirga o tratamento da hepatite, por
exemplo,Swertiaspp, é devida, a0 menos em parte, a presenca desse stonfipldJ, 1995).
Numa avaliacdo de atividade hepatoprotetora, amanto de ratos corb7 antes da
administracdo de tetracloreto de carbono (;Ginpediu significativamente o aumento da
enzima sérica alaninaaminotransferase, a atividadectatodesidrogenase, e a peroxidacao
lipidica no figado de maneira dose-dependente (NDAJXG et al., 2005).. Em outro
experimento, o acido oleandlico foi avaliado quaato efeito hepatoprotetor, em danos
induzidos por CGlem ratos machos Sprague-Dawley. Um grupo recebenaapCCJ, o
segundo foi tratado com C(# acido oleandlico; e outro grupo foi tratado ser@eom acido
oleandlico (30mg/kg/dia, p.o.), durante 14 dias.dJumistura de 0,2mL de CLém Oleo de
oliva (1:1 v/v) foi injetada 30 minutos antes démi& administracdo do acido oleandlico. No
grupo tratado somente com G@bi observada a diminuicdo na atividade de glutetjo
glutationaredutase, glutationa-S-transferase, supydismutase, catalase e
glutationaperoxidase. Entretanto, o pré-tratamenta acido oleandlico reduziu o efeito do
CCl, e ajudou a manter o nivel dessas enzimas. O pagreato com acido oleandlico
resultou numa significativa diminuicdo do nivel daszimas séricas transaminase,
laticodesidrogenase \eglutamiltransferase nos grupos tratados com,Clzimbém resultou
em diminuicdo significativa da producdo de aminopiN-desmetilase e anilinaidroxilase
(NA-YOUNG et al.,2005).
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O efeito desse triterpeno no citocromo P450 (P4b503Emaior isoenzima envolvida
na bioativacdo do Cgl também foi verificado. O tratamento dos ratosnco &acido
oleandlico resultou em uma diminuicao significatiba hidroxilagdo dg-nitrofenol e da
alanina-P450 em uma maneira dose-dependente. @origiscom essas observacdes, a
expressdo da isoenzima P4502E1 também foi reduEgkes resultados mostraram que o
efeito hepatoprotetor do acido oleandlico podep peénos em parte, ser devido a habilidade
desse triterpeno em impedir a bioativacdo dosQ&incipalmente inibindo a expressao e as
atividade da isoenzima P4502E1 (JEONG, 1999).

O efeito hepatoprotetor d&7 foi observado também em injarias provocadas pelo
acetominofeno (s.c, 25-100mg/kg, por 3 dias) (eltal.,1993; BUCHELIet al.,2007), bem
como por cadmio, furosemida, colchicina e outrosseEtriterpeno foi submetido a testes
clinicos com resultados satisfatorios em paciecwes hepatite aguda ou crénica, bem como
com outras desordens hepéticas (Elal 1995).

O &cido oleandlico foi identificado como o principantiHIV de diversas plantas,
incluindo Rosa woodsi(folhas) Prosopis glandulosafolhas e galhos) Pharadendron
juniperinum(planta inteira) Syzygium clavifloriunfolhas),Hyptis capitata(planta inteira) e
Ternstromia gymnanthergpartes aéreas). Esse triterpeno inibiu a replcag HIV-1 em
células H9 com infeccdo aguda @g€l,7ug/mL) e o crescimento de células H9
(ICs=21,8u9/mL) (KASHIWADA et al.,1998).

O efeito do é&cido oleandlico no crescimento de HIWia cultura de células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMfa seim inglés) foi investigado. Esse
triterpeno mostrou um potente efeito supressiveepicacédo do HIV, nas concentracfes 10 e
20nM com uma inibicdo de 85% a 97%, respectivaméntadovudina - AZT, ho mesmo
experimento, apresentou uma taxa de inibicdo de).788&s concentracdes utilizadas, o acido
oleandlico ndo teve efeito toxico na PBMC. Esseslltados estdo de acordo com outro
estudo que mostraram o efeito inibitério antireir@vdesse triterpeno nas células da linha
HT9 (LICHTNER et al, 1999) e a inibicdo da dimerizacdo da proteaseHid-1
(KELECOM et al.,2002).

Esse &cido diminuiu significativamente a fertildade ratos machos, sem alterar de
forma significativa o peso do corpo ou dos é6rgdamadutores dos animais. Causou uma
reducdo significativa na conversdo de espermag@to espermatides e a interrupcao no

inicio do estagio da meiose na espermatogéneseppemdo a diminuicdo da quantidade de
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espermatozoides, sem causar qualquer anormalidade aglulas espermatogénicas
(SAGRAWAT et al, 2006).

Estudos comprovam que o0 acido oleandlico inibe dgases,
glicerolfosfatodesidrogenases, DNAligases e KinagddP-c dependentes; apresenta
atividade anticolesterolémica, antihepatotoxicajoaidante, antiinflamatéria, antifungica,
antibiotica e inibe o crescimento de tumores e d®genos orais. O acido oleandlico
antagoniza ainda a acéo da interleucina 8/CINCcagta a psoriase, protege a pele da acéao
da luz, reverte a resisténcia da leucemia P38&hblastina e possuiem efeito antagonista em
choques anafilaticos. (KELECOBt al.,2002).

O &cido oleandlico inibiu a atividade da enzimsfdbpase A; apresentou também
inibicdo da producdo de nitritos em macréfagos nosi RAW267-4, mostrando uma
potencial atividade antiinflamatéria. As mesmagsiadtdes foram apresentadas pela fracao
insaponificavel do 6leo do bagaco da azeitona, us @sse triterpeno esta presente. Esses
resultados denotam a importancia a oliva em enéiEda@s como a arteriosclerose e a artrite
reumatéide (MARQUEZt al,2005).

Foi investigado também o efeito do extrato da cadea azeitona composto
principalmente de &cido maslinico (73,25%) e aaanolico (25,75%), na proliferacdo e
apoptose de células HT-29 (epitélio de colon huma@oestudo mostrou uma atividade
antiproliferativa com E§=73,96 +/- 3,19mmol/L de maneira dose-dependemnia @acido
maslinico, e EG=26,56 +/- 2,5mmol/L para o acido oleandlico, sermmfirmada a
apoptose. Esses resultados preliminares mostratiaihigdo da proliferacdo dessas células,
sem citotoxicidade tanto para o acido oleandlicant para o acido maslinico presentes no
extrato do fruto da azeitona (JUAdN al.,2006).

Este triterpeno demonstrou atividades hipolipid@m{reduzindo quase 50% do
colesterol) e antiaterogénica. Apresentou a capdeidde inibir a HMGCoAredutase. Os
da traducdo do mRNA, degradacdo da enzima via @isde inibicdo pds-transcricional e
degradacdo da enzima por meio da elevacdo da doeg@m de farnesol celular, ou ainda,
atuando como homadlogo deste (MARTINELLO, 2006).

Esse triterpeno também foi testado quanto a capdeide inibir o crescimento do
tumor da pele de rato, induzido pelo acetato dadetanoilforbol (TPA). Nesse estudo foi

examinado o efeito do acido oleandlico na expressétuzida por TPA, do gene da
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ornitinadecarboxilase (ODC) e outros (OGURtAl.,1998). O acido oleandlic®T) inibiu a
inducdo da atividade de ODC e do nivel do mRNA pratbs por TPA na pele dos ratos
fémeas. A pré-aplicacdo d&7 (10mmol), no pelo dorsal dos ratos, reduziu em
aproximadamente 50% a atividade epidermal e a ss@oedo gene da ODC induzida por
TPA (8nmol). Esses resultados sugerem que o adaemdlico inibe a ODC induzida por
TPA principalmente no nivel transcricional.

Além da ornitinadescarboxilase, o acetato de tetaabilforbol estimula a expresséo
do gene metalotioneina (MT) na pele de ratos. @irtranto conb7 (10mmol) depois da
aplicacdo de 8nmol de tetradecanoilforbol tambéiitina expressdo dos genes de ODC e
MT, sugerindo que o acido oleandlico ndo compete 00T PA para o receptor. Esse estudo
sugere, assim, que o acido oleandlico pode senimdor do estimulo da expressdo do gene
TPA na pele de ratos (OGURDal.,1998).

Foi avaliado o potencial antinociceptivo do &cideaodlico, em modelos de
nocicepcao coldnica induzida por Oleo de mostarda ratos, para examinar, nesse
mecanismo, a participacdo do opidide alfa-2-adggo@r e o receptor de potencial transiente
vaniloide do tipo 1 (TRPV-1). Os ratos foram tratadralmente com acido oleandlico (3, 10,
30mg/kg), ou com o veiculo; o triterpeno reduzigndicativamente 0os comportamentos
nociceptivos induzidos pelo 6leo de mostarda deeinamlose-dependente em 10 e 30mg/kg,
sendo que a atividade antinociceptiva do &cidondliézo (30mg/kg) foi significativamente
bloqueada pelo antagonista dos opibides, nalox@nag/kg, i.p.), enquanto que para o
antagonista alfa-2-adrenoceptor, ioimbina (2mg/&g,.), ndo apresentou efeito. O pre-
tratamento com vermelho de ruténio (3mg/kg, swer),antagonista ndo competitivo TRPV1,
causou significantiva inibicdo da nocicep¢do da dle mostarda, mas a co-administracédo
com acido oleandlico ndo produziu antagonismo e petencializou a antinocicepcao do
triterpeno. Esses resultados demonstram o potemgithociceptivo visceral do acido
oleandlico, que envolve um mecanismo opidide eipelssente uma influéncia modulatéria
nos receptores vaniléides (MAk al.,2006).

O ensaio com acido oleandlico (60,91mM) mostroueadfieito significativo na sintese
da prostaglandina E2 (PGE2), com porcentagens idegdo similares ao da indometacina
(ICs0= 0,95mM), (DIAZ et al.,2000).
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Com relagdo ao acido ursolich4j, esse triterpeno também apresenta varias atiesdad
bioldgicas, por exemplo, uma potente atividadeitidila contra HIV-1protease (Xlét al.,
1996; MAet al.,1999).

Em outro estudo foi avaliada a possivel atividadégbora do acido ursélico contra as
alteracdes nas enzimas de defesa antioxidant®/o, assim como o efeito toxicm vitro
induzido pelo CCl O tratamento dos ratos coid reduziu significantemente o nivel das
enzimas séricas glutamatooxalatotransaminase (T@Oglutamatopiruvatotransaminase
(TGP), que foi aumentado previamente pela admagét do CGl O tratamento com acido
ursélico também reverteu significantemente a dimgiu da atividade de
superoxidodismutase, catalase, glutationaredutgkgationa peroxidase e 0s niveis de
glutationa no figado, a medida que a concentragaglutationa reduzida foi aumentada e o
conteudo de glutationa oxidada diminuiu nos grupatados com acido ursolico. Os niveis da
peroxidacao lipidica foram mais elevados no grupe gcebeu CGl mas foi reduzido com
o tratamento com o farmaco (p<0,01 por 1,25 e 5ngdl Os resultadom vitro indicaram
que a adicdo d&4 em meios de cultura (p< 0,01 por 580 resultou na reducao da atividade
de glutamatooxalatotransaminase e lactatodesidaggemlém de promover uma boa taxa de
sobrevivéncia de ratos intoxicados por £0D acido ursolico também melhorou a
peroxidacao lipidica nos hepatoécitos oriundos desraexpostos ao C&Ilo que foi
demonstrado pela reducdo da producdo de maloxigdad Além disso, o acido ursolico (50-
500pM) mostrou propriedade sequestradora de radicees. (MARTINet al.,2001).

O efeito antiinflamatério desse triterpeno {43= 0,14imoles/cn) foi duas vezes
maior que da indometacina @ = 0,26 pmoles/cnl), um farmaco n&o-esteroidal
antiinflamatério que foi utilizado como padréo ééréncia (BARICEVICet al, 2005).

O acido ursdlico mostrou atividade antiinflamatégaantinociceptiva inibindo o
edema induzido por 1% de carragenina e quandovidiaglo pelo teste acido acético e no
teste da placa quente (TAPONDJ®tAI.,2003).

A atividade antinociceptiva apresentada pelo extiétlorometanico das partes aéreas
delLeonurus sibiricug.. pode estar relacionada com o acido ursolicoASRO et al.,2006).

Da mesma forma, a atividade antiinflamatoria dasagxs deSalvia officinalisL. parece ser
devida a presenca, nos extratos, do &cido ursqlieoapresentou essa atividade em pele de
ratos (MANEZ et al.,1997).
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Camundongos submetidos ao tratamento concomitanta &cido ursolico e
doxorrubicina (DXR) apresentaram uma reducao saatifa na freqiiéncia de microndcleos
qguando comparados aqueles tratados apenas comd2XBtando a atividade antimutagénica
do acido ursdlico (RESENDEi al.,2005).

O 4&cido ursodlico apresentou atividade antibadtariae antifingica contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Micromex leiteus e Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Alcaligenes faealis, Pseudomonas awrsgj Leuconostoc cremoris,
Enterobacter aerofenes, Proteus vulgaris, Clostmdi sporogenes, Acinetobacter
calcoacetica, Beneckea natriegens, Citrobacter rddiy Serratia marcescense varias
espécies dAspergillus(AMORIN & SANTOS et al.,2003).

Em um estudo, foi investigado o efeito antibacteriado acido ursolico contra
bactérias resistent&ireptococcus mutari3S-14 eActinomyces viscosusTCC 19246 pelos
métodos da avaliacdo da concentracao inibitoriannaifCIM) e determinacado da inibicdo da
atividade da glicosiltransferase (GTiR)vitro e in vivo. A CIM do &cido ursdlico contra &.
mutansfoi de 7,5-15mg/mL e contra A viscosudoi de 15-30 mg/mL. O &cido ursdlico
inibiu significativamente a sintese da GFT pelotete®ater-insoluble Glucan (WIG).
Adicionalmente, esse triterpeno teve um efeitoiiditp na adesdo das bactérias citadas,
guando avaliado pelo teste da cémi@ivo. Esses resultados sugerem que o acido ursdlico tem
atividade contra as bactérias cariogéniBamutan® A. viscosusAlém disso, esse triterpeno
poderia ser utilizado como aditivo preventivo eimahtos contra as céaries dentais (SUZUKI
et al.,2007).

Esse acido foi testado contra as cepas Y e CLrgganossoma cruze apresentou
CLi100=0,4mg/mL para cepa Y, e k= 0,8mg/mL para cepa CL (LEIT& al.,2000)

No fracionamento do extrato metandlico @denlandia diffusa(Rubiaceae),
monitorado pela atividade citotoxica, foi isolad@@do ursolico 14), como principio ativo.
Esse triterpeno demonstrou inibicdo significativa proliferacdo em cultura de células
tumorais, como por exemplo, A549 (de pulmdo humaB&)-OV-3 (ovario), SK-MEL-2
(pele), XF498 (céerebro), HTC-15 (colon), SNU-1 ¢esago), L1210 (Leucemia murina) e
B16-F (melanona murina). Um aumento de T/C (>200%) nierdambém foi observado
qguando o acido ursélico foi administrado em ratae tinham as células sarcoma-180. A
andlise ao microscépio das células SNU-1 depoisurda continua exposicdo ao &cido

ursolico por 4 e 24h, mostrou uma mudanca morfoldtjipica nas células, devida ao efeito
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?rl!eH apoptatico. O DNA nucleossomal das células HL6G pré
0 tratadas com acido ursolico foi clivado em diversos
fragmentos oligoméricos tipicos devido ao efeito
apoptaotico.

No entanto, o efeito citotoxicm vitro do acido

ursolico em células tumorais foi reduzido de mamneir
dose-dependente pelrngggligéo da nicotinamida, orldd polimerase, poli-(ADP-ribose), ou
de acido aurintricarboxilico (ATA), um inibidor dedonuclease. Esses dados refletem que a
citotoxicidade do acido ursolico, ou seu efeito @ptico, nas células tumorais pode ser
relacionada a ativacdo da enzima endonucleolitisabsequiiente a ativagdo da poli-(ADP-
ribose)polimerase nas células tumorais; e essexipod eventualmente, conduzir a lise das
células (KIMet al.,1998).

A atividade antiproliferativa observada nos exwsaboutos deGalianthe brasiliensis
pode estar relacionada ao acido ursolico (MOWRAI.,2006).

Também foi avaliado o efeito do acido ursélico xgressdo da ciclooxigenase-2
(COX-2), induzida por forbol-12-miristato-13-aceta{lPMA), em células mamarias e
epiteliais orais humanas. O tratamento com A&cidsdlico impediu a inducdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2) e a sintese da prostagiarig induzida por forbol-12-miristato-
13-acetato (PMA). Esses dados sao importantesgoangreender a atividade antitumoral e
antiinflamatéria do acido ursdlico (SUBBARAMAIAE al.,2000).

Pelo fato da estrutura do acido ursdlico ser umcpgarecida com a estrutura da
dexametasongb9), um glicocorticdide sintético, foi investigadatavialade antiproliferativa e
antiviral desse triterpeno e da dexametasona emlasélhumanas de céancer cervical
associadas ao papilomavirus (HPV). Foi realizado emsaio com brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio para media atividade antiproliferativa e também
caracterizar a apoptose, caracterizada pela fragg@m do DNA, coloragdo pelo do 4’-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) e pela analise potarnetria de fluxo (FACS). Foi investigada
a proteina relacionada a apoptose usando o métedteil Blots (YIMet al.,2006)

Apo6s o tratament vitro, foi usada a reacdo da transcricédo reversa daacddeolimerase
(PCR) para a expressao do gene HPV-E6/E7 e foinod$® a atividade antiviral. O acido

ursoélico suprimiu o crescimento de células de paroa cervical (HeLa, CaSki and SiHa)
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HPV-positivas de maneira dose-tempo-dependente, mAassuprimiu ascélulas de cancer
cervical linha C33A HPV-negativas (Ylkt al.,2006)

O tratamento das células HelLa com acido ursélicompreu apoptose caracteristica
confirmada pela fragmentacdo do DNA, manchas del@A&halise por FACS. A expressao

da proteina Faz foi induzida, e as proteinas caspasaspase-3 e poliADP-ribosepolimerase
(PARP) foram clivadas depois do tratamento comcaaiddlico. A expressédo do gene HPV-

18-E6/E7 em células HelLa também diminuiu depoigra@amento com acido ursolico, mas o

nivel das proteinas p53 e Rb ndo mudou(él.,2006)

Em contraste com esses resultados, a dexametasan@ibiu a proliferacdo. Esses
resultados sugerem que o acido ursdlico pode sdaumaco Util no tratamento da neoplasia
cervical associada ao HPV (YIbt al.,2006).

Na tentativa de isolar o componente ativoEt@botrya japonicacapaz de inibir a
mutagenicidade induzida pela aflatoxina-B1, foilago o acido ursolico, que mostrou
atividade antimutagéncia (YOUNE& al.,1994).

O acido ursélico € um potente inibidor de célulad3A (células de carcinoma
epidermoide humano). O acido ursolico marcado fiedazcrescimento dessas células de
maneira dose-tempo-dependente. Foi encontrada omaebacdo entre esses resultados de
contagem direta de células e o teste de MTT {bronut [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]} .

Durante um grande periodo de exposicao, o acidicwsexibiu atividade citotoxica
e citostatica. O efeito foi parcialmente reversipela remocédo do farmaco. Uma maior
atividade citotoxica foi observada nos testes caai de tripano (trypan blue) e MTT com
50mM.

InvestigacOes sobre a inibicdo da atividade daitiemuinase foram realizadas através
de ensaios bioquimicos nas células A431. O aciddlioo inibiu a atividade da
tirosinaquinase dessas células de maneira dosedimme, apresentando siE24mM.
Quando as células A431 foram pré-tratadas com agisldlico por 24, 48 e 168 horas nas
concentracdes de 5, 10, 20, 30 e 50mM, foram medidiwres menores def36,8/M em
24 horas; 5@M em 48 horas e M em 168 horas) (HOLLOSYet al., 2000). Esse
triterpeno também apresentou atividade inibitoréa atetilcolinesterase, (CHUNE&t al.,
2001).
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Embora o acido todo-trans-retindico (t-RA) sejahmmido por estimular a sintese do
coldgeno, o mecanismo da acdo do t-RA no fotoeeegttento ainda ndo é conhecido. A
expressdo do mRNA da colagénese induzida por tdw& foi reduzida quando foram
administrados, ao meio de cultura, t-RA e acidaligs, antes e depois da irradiacdo. A
possibilidade de inibicdo da sintese da elastidazida por UVA. promovida pelo &cido
ursélico e t-RA, foi entdo investigada. Esses f@wsdoram administrados em média por 48h
antes da irradiacéo de UVA (20J/AmNo controle, apés a radiacdo de UVA, a expresséo
MRNA da elastina foi aumentada e proeminente, acél sendo detectada entre 12 e 24h
pés-irradiagdo. Quando o &cido ursdlico e o t-Riafoadministrados, a expressdo do mRNA
da elastina induzida pelos raios UVA, foi reduzifisses resultados sugerem que esse
triterpeno e o t-RA podem ter efeitos fprotetoresfotoenvelhecimento, pela inibicdo da
sintese da elastina induzida pelos raios UVA (SAdt@l.,1996).

O &cido ursdlico apresentou atividade formicidat@ormas larvas dé\chea janata
(CHAMDRAMU et al.,2003).

O acido ursolico mostrou um efeito preventivo #igativo in vitro na toxicidade
induzida por etanol em hepatotdécitos isolados donsrda&sse efeito preventivo (12% a 76%)
foi dependente da concentracdo (14i@@lL), sugerindo um efeito hepatoprotetor desse
triterpeno (SARASWATet al.,2000; SARASWATet al.,1996).

Tanto o acido ursélico quanto o &cido oleandlia@sspem atividade anticancer,
mostram efeitos benéficos na hematopoiese imunoge@mig em ratos e diminuem os danos
indesejaveis do tecido hematopoético apos a radmee(HSUet al.,1997).

O acido ursdlico apresenta efeito inibitorio paaliferacdo da célula do tumor com a
apreensdo da célula—ciclo, e esse efeito € ma@eaquele apresentado pelo &cido oleandlico
(LI et al.,2002).

A atividade citotoxica do acido oleandlico e dadaarsolico foi investigada frente as
células de carcinoma nasofaringeo HONE-1, carcinepidermadide oral KB, e carcinoma
colorretal HT29. Ambos os triterpenos apresentaatividade citotdxica significativa contra
essas células com dgentre 4,0-9,4M (CHIANG et al., 2005). Esses triterpenos também
apresentaram citotoxicidade vitro contra as linhagens A549 (células de cancer pulmona
SK-OV-3 (ovério), SK-MEL-2 (melanoma), XF498 (siste nervoso central) e HCT-15
(colon) (KIM et al.,2000).
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Esses dois triterpenos também foram testados acamdr formas amastigota de
Leishmaniaspp. e apresentaram uma atividade potencigh{Kc120nM); a atividade contra
a forma promastigota , entretanto, foi moderada€&l1-137nM) (TANet al.,2002)
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TABELA 4.1: Espécies vegetais das quais os triterpesa e -amirina, acetato de lupeila, acidos ursolico e @adlico foram

isolados
Espécies a - amirina | B-amirina | Acetato de lupeila| Acido ursélico Acido oleandlico Referéncia bibliografica
1 | Achillea millefolium L. fl fl - - - BAGGIO, 2004
2 | Achillea alexandri-regis NI NI - - - LIMA-JUNIOR, 2005
3 | Achillea ligusticaALL - flr - - - CONFORTIet al.,2005
4 | Ajania Fruticulosa pa - - - - MENGeget al.,2001
5 | Alstonia boonei - - cra - - KWEIFIO-OKAlet al.,2006
6 | Alstonia scholaris - - EH - - GUPTAet al., 2005
7 | Arrabidala samydoides - - - NI - PEREIRAet al.,2000
8 | Arrabidala triphinervia - - - fl - LEITE et al.,2000
9 | Aspidosperma nitidum ce - - - - PEREIRAet al.,2006
10 | Astianthus viminalis - - - - fl; ga MECKESet al., 2001
11 | Baccharis ligustrina - - - - NI PEREIRA et al., 2000
12 | Baccharis platipuda - - - - NI PEREIRA et al., 2000
13 | Baccharis pseudotenuifolia - - - - fl MOREIRA et al.,2003
14 | Baccharis salicina - - - - NI QUIJANOet al., 1998
15 | Betula davunica - - - - fl frescas FUCHINGt al.,1998
16 | Betula alleghaniensis - EL - - - LAVOIE et al.,2005
17 | Boswellia serrata - - - - NI LIMA-JUNIOR, 2005
18 | Byrsonima microphylla - ce - fl - AGUIARet al.2005; MENDESet al., 1999
19 | Caesalpina decapetala - - pi - - LI, et al.,2002
20 | Caesalpinia pulcherrima - - flr - - CHIANG et al.,2003
21 | Calophyllum polyanthum - - - NI - NOLDIN et al.,2006
22 | Cesalpinia bonduchellb. se se se - - SAEED al., 2003
23 | Celastrus hypoleucus - tr - - - WANGet al.,2005
24 | Calendula officinalles - pi - - - VOLPATO, 2005
25 | Carmona retusa NI NI - LIMA-JUNIOR, 2005
26 | Catharanthus roseus - - - - fl SINGH et al., 2003
27 | Cedrelopsis grevei - ga - - - MULLHOLLAND et al.,2003
28 | Celtis philippinensis - - - ga - HUANGet al.,2003
29 | Centaurea ptosim@ppaiodes ra - - - - OKSUa al., 1997




30 | Centratus longiflorus - - - - flr DEMIREZERet al.,1999
31 | Chiococca alba - - - ra - GAZDA, 2004

32 | Chiococca braquiata fl fl - fl fl LOPES et al.,2004

33 | Chuquiraga ulicina - - pa - - FLAGGet al.,1999

34 | Clematis montevidens&prengel - - - - pa ALVAREZ et al., 2002
35 | Clystistoma rametace®ur - - - NI - ROCHAet al.,2004

36 | Clusia multiflora crfl - - - - MEDINA et al.,2004

37 | Cnidoscolus aconitifolius crfl crfl - - - EROSAet al.,2004

38 | Costus tonkinensis pi pi - - - BOHMEet al., 1997

39 | Cochysia ferruginea - - - fl - ZUCAROet al.,2000

40 | Couroupita amazonica - NI - - - SOWEMIMOet al.,2006
41 | Crataegus monogyma Jacq. - - - - flr GRIFFIHSet al.,2000

42 | Crataegus pinnatifida - - - NI - MIN et al.,2000

43 | Crataegus sinaica - - - NI - SHAHAT et al.,2002

44 | Cressa cretica tr - - - HUSSAINet al., 2005

45 | Croton zambesius fl - - - - BLOCK et al.,2004

46 | Cuppea ssp. - pi - - - WAIZEL-BUCAY et al., 2003
47 | Cursonia bancoensis - - - NI - TAPONDJOUet al.,2003
48 | Dacryodes hopkinsii res res - - - LIMAet al.,2004

49 | Dioclea grandiflora - cra - - - JINKINSet al.,1999

50 | Dioclea lasiophylla - - - - ga BARREIROSt al.,2000
51 | Diplectria peccariana - - - fl - JANGet al.,2004

52 | Dortenia heringerii - - pi - - VILLEGAS et al.,1997
53 | Ekebergia pterophyla - fl - - fl MULLHOLLAND et al., 1998
54 | Eriobotrya japonica - - - NI - SENS2002

55 | Eriope blanchetti - - - pa pa DAVIDet al.,2001

56 | Erythrina indica - - - - cga NKENGFACKet al.,2001
57 | Erythroxylum leal Costae - - fl - - CHAVEZ et al., 1996

58 | Erythroxylum numularia fl fl - - - LIBORIO et al.2000

59 | Eucalyptus camaldulensis - - - fl fl SIDDIQUI et al., 2000

60 | Eucalyptus cladocalyx - - - fl - HERNANDEZ et al.,2005
61 | Eucalyptus globulus - ce - ce - SANTOS®t al.,1997

62 | Eucalyptus tereticornes - - - fl - SARASWATet al.,2000

63

Eugenia brasiliensis

fl

FRIGHETTOet al.,2005




64 | Eugenia caryophyllata - - - - pi KELECOMet al.,2002

65 | Eugenia repanda - - - NI NI GRZESIUKet al.,2003

66 | Eupatorium betonicaeforme pa pa - - - ALBURQUEQUEt al.,2006
67 | Euphorbia hirta - - - - MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999
68 | Euphorbia stygiana - - fl - - LIMA et al., 2004

69 | Euphorbia tirucalliL. - fl - - - KAJIKAWA et al.2005

70 | Euphorbia chrysocoma ra - SHlet al.,2005

71 | Eriobotrya japonica - - - fl fl TANIGUCHI et al.,2002

72 | Euterpe precatoriaMart - ra e fl - - - GALOTTAet al.,2005

73 | Ficus carica - - fl - - SAEEDet al.,2002

74 | Ficus microcarpa - - - rae - CHIANGet al.,2005

75 | Fortunella japonica cfr - CHOet al.,2005

76 | Galianthe brasiliensis - - - pa - MOURAet al.,2006

77 | Galium Tortumense - - - - NI GUVENALPet al.,2006

78 | Garcina polyantha - - - - cfr MOHAMED et al.,2005

79 | Garcinia polyantha - - - - cga LANNANGet al.,2005

80 | Garcinia vilersiana - ca - - ca NGUYENet al.2000

81 | Gentiana scobra ra;rz ra; rz - - - KAKUDAet al.,2002

82 | Gentiana Siphonantha - - - - NI TIAN et al.,1997

83 | Hamelia patendacquin - - - fl - YOLANDAet al.,2005

84 | Haplophyllum acutifolium - - - - pi ALl et al.,2001

85 | Haloxylon salicornicum - tr - - - FERHEENEet al.,2005

86 | Helichrysum kraussii - - - - - PRINSLOCet al.,2006

87 | Hemidesmus indicus ra - CHATTERJEELt al.,2006
88 | Hieracium plumulosum - - NI - - ARGAY-GY et al.,1997

89 | Himatanthus articulatg - - - NI - GONZAGAet al.,1998

90 | Himatanthus sucuuba - - ra - - SOUZAet al, 2006

91 | Hippocratea excelsa ca - AGUILAR-GONZALEZet al.,2005
92 | Hippophae rhamnoides L. - ose - - - THOMAStt al.,2007

93 | Hyptis capitata - - - pi pi KASHIWADA et al, 1998; FALCAOQet al.,2003
94 | Hyptis albida NI NI FALCAO et al.,2003

95 | Hyptis oblongifolia - - - NI - FALCAOet al.,2003

96 | Hyptis platanifolia - - . ra - ARAUJOet al.,2005

97 | Hyptis ramboides - - - NI - FALCAOet al.,2003




98 | Hyptis urticoides - - - NI - FALCAOet al.,2003

99 | Hyssopus officinalig. - - - NI - PEREZ 2005

100| Ixora coccinea - - - flr - MONTEATH et al.,2000
101| Ixora enana - - - fl - MENDEZ-NATERA et al.,2004
102| Kochia scoparial. - - - - fr NA-YOUNG et al.,2005
103| Lactuca sativa - - - crfl crfl BAKKER et al, 1998
104| Lanchocarpus atropurpureus - NI - - - RUIZ, 1998

105| Lantana camara - - - - NI MISRA et al.2007

106 | Lavanda officinalid.. - - - NI - PEREZ, 2005

107| Leonurus sibiricud.. - - - pa - GRANDCet al.,2006
108| Leonurus cardiaca. - - - NI NI PEREZ, 2005

109/ Ligustrum lucidenAit - - - NI NI LIU et al.,2003

110| Macaranga tanarius cr - GUHLINGet al.,2005
111| Marsypianthes chamaedrys gl gl - - - MENEZESet al.,1998
112| Mautenus salicifolidReissek fl fl - - - MIRANDA et al.,2006
113| Maytenus arbutifolia - pa - - - ORABIet al.,2001

114| Mentha piperita - - - NI - PEREZ, 2005

115| Melaleuca leucadendron - - - fl - LEE et al.,1998

116| Miconia fallax - - - NI - RESENDE, 2005

117| Mikania pseudohoffmanianna pa pa pa - - SOUZAt al.,2005

118| Mirabilis himalaica - - - ra ra ZHANGet al., 1997

119| Memora peregrina - fl; ra - - GRASSIet al.,2005
120| Moldenhawera nutans NI NI - - - LIMA-JUNIOR, 2005
121| Myrcia rotundifolia - fl - - - CERQUEIRA 2002

123| Neoboutonia glabrescens - - - - cgl TCHINDAEet al.,2003
124 | Nerium oleandet.. - - - NI - PEREZ, 2005

125| Newbouldia laevis - - - - ra OBENEet al.,2006

126| Ocimun sanctum - - - - pi ANANDIJIWALA et al.,2006
127| Ocium tenuifloruni. - - - fl - FERNANDEZet al.,2005
128| Olea europae - - - fl fl LAZON, et al.,2001

129| Oldenlandia diffusa - - - NI - KIM et al.,1998

130| Origanum vulfare.. - - - NI - PEREZ, 2005

131| Origamum mahorama. - - - NI - CHUNGet al.,2001
132| Ortosihon stamineus - - - NI - PEREZ, 2005




133| Ouratea nitida - fl - - ESTEVAM et al.,2005

134 palicourea coriacea - - - fl; ra - KATOet al.,2006

135/ parathesis amplifolia NI - SOLISet al.,2006

136/ paullinia pinnata - NI - - - MIEMANAG et al.,2006
137| Periplovoca laevigara - - - - NI HICHRI et al.,2002

138/ Pfaffia glomerata - - - - pi MOURA, 2006

138| Pharadendron juniperinum - - - - pi KASHIWADA et al., 1998
140| Phillyrea latif6lia L. - - - NI - DIAZ et al.,2000

141| Physocarpus intermedius - - - cgl - KIM et al.,2000

142| Plantago majorL. - - - NI - SENS, 2002

143| Polylepis racemosa - - - Ca; gl - NETCet al.,2000

144| Pouteria torta - - fl - - LOPEZet al.,2005

145| Pouteria venosa - - - fl - MONTENEGROet al.,2006
146| Prosopis glandulosa - - - fl; gl KASHIWADA et al., 1998
147 Prostanthera melissifolia - - - pa - KISIEL & PIOZZI, 1999
148| Protium heptaphyllum res res - - - LIMA-JUNIOR2005 e OLIVEIRA, 2005
149| Protium Kleinii NI NI - - - OLIVEIRA, 2005a

150| Prunis avium cfr - cfr cfr PESCHEIlet al.,2007

151| Prunella vulgaris - - - NI - RYU et al.,2000

152| Psidium guajavd.. fl; ra; gl fl, ra, gl - fl - SANCHEZet al.,2005; SALIXet al.,2004
153| Punica granatum - - - - NI ALANIS et al.,2004

154 | Ricinus communik. crfl crfl - - - VERMEERZet al.,2003

155| Romarinus officinalid.. NI NI - NI - PEREZ, 2005

156| Rosa woodsii - - - - fl KASHIWADA et al.,1998
157| Rubus idaeuk. - - - flr flr GRIFFIHS et al., 2000

158| Rudgea jasmonoides - - - fl fl LOPESet al.,1990

159/ Salvia chinopeplica - - - NI - AMARO et al.1998

160| Salvia ciclicia - - - ra - TANet al.,2002

161| Salvia cyanescens pa - pa - - GOKDILet al., 1997

162 | Salvia gilliessi - - - - NI NIETOet al.,2000

163| Salvia hypargeia NI - - ULUBELEN et al., 1999
164 | Salvia macrochlamys - - NI - - TOPCUet al.,2007

165| Salvia mexicana - - - NI - DELIRA, et al.,2003

166| Salvia officinallis - - - NI fl BAVICEVIC et al.,2005; MAFIAet al.,2005




167| Salvia Sclarea ra - - - - ULUBELENEet al.,1997
168| Salvia sousae - - - - pa ESQUIVELet al.,1997
169| Sambucus nigra. - - - NI NI PEREZ,2005

170| Sapindus Saponaria NI NI - - - OLIVEIRA, 2005a

171| Satureja macrostema - - - pi - SERRATCet al.,2004
172| Scaphopetalum thonneri - - - - cgl VARDAMIDES et al.,2003
173| Scinus terebinthifolius - - - NI - AMORIM et al.,2003
174 Siphoneugena densiflora fl fl - GALLO et al.,2006

175| Sideritis candicans NI NI - LIMA-JUNIOR, 2005
176| Solanum tuberosum - crfl - - - SZAFRANEKEet al.,2006
177| Solenostemma argel fl fl - - - HASSAN et al.,2001

178| Streblus asper cgl - RASTOGIet al.,2006
179| Staphylea holocarpa - - - fl; gl - NOVOTNY et al.,2003
180| Staphylea pinnata - - - NI - LACIKOVA et al.,2006
181 Stirax camporuniohl - - - fl - PAULETTIet al.,2003
182| Symphonia globulifera. - - cse - cse NGOUELAt al.,2006
183| Symplocos racemosa - pi - - pi AHMAD et al, 2003

184 | Syzygium aromatica - - - - EH CHARLESet al.,1998
185| Syzygium claviflorum - - - - fl KASHIWADA et al., 1998
186| Syzygium cumini L. - - - - fl OLIVEIRA, 2005

187| Tamarindus indica.. - - - - NI MARTINELO, 2006

188| Ternstromia gymnanthera - - - - pa KASHIWADA et al., 1998
189| Terminalia myriocarpa ca - MAJUMDAREet al.,2005
190| Tetracentron sinense - - - - cgl Ylet al.,2000

191| Thevetia neriifolia - - fl - - SIDDIQUI et al.,1992
192| Thevetia peruviana - - cgl - - ALl et al.,2000

193| Thymus serpyllurh. - - - NI NI PEREZ 2005

194 | Trattinickia burserifolia res res - - - LIMAet al.,2004

195| Trichogonia menthaefolia - pi - - BORGES2006

196| Ugni molinae - - - fl fl AGUIRRE et al.,2004
197| Vaccinium ashei fr fr fr fr KOMATSU et al.,2004
198| Vernonia Scorpioides fl; ra - FREIREet al.,2004

199| Verbena officinallis - - - pa - DEEPAKet al.,2000

200

Viburnum tinus

fl

MOHAMED et al.,2005




201| Virburnum jucundum - - - pa - RIO%t al.,2001

202| Viguiera hypargyrea - - - - ra ALVAREZ et al.,2003

203/ Vitex negundd.. - - - fl - CHAMDRAMU et al.,2003

ca = cascage = cerne do caulefr = casca do frutogga = casca dos galhosr = cera;cra = casca da raizrfl = cera das folhagse=
casca das sementdsd = extrato hexanicdEL = extratos lipofilicosEM = extrato metandlicd] = folhas;flr = flores;fr = fruto;ga =
galhos;NI = nédo informadopse= 6leo das sementgsa = partes aéreapj = planta inteirara = raiz;rae = raizes aéreases = resinayz
= rizomas;se= sementedy = tronco.
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CAPITULO 5 - ENSAIOS BIOLOGICOS
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5. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS EF RACOES DE
POUTERIA GARDNERII.

Em funcdo das informag6es da literatura quantoivddatle de outras espécies do
géneroPouterig 0s extratos hexanico, etandlico e aquoso de dofleePouteria gardnerii
foram submetidos a testes com o objetivo de manitpossiveis atividades bioldgicas. Os

resultados sé@o apresentados a sequir:

5.1 — Atividade citotdxica

5.1.1. Toxicidade em larvas dértemia salina(MEYER et al, 1982)

Os resultados séo apresentados na TABELA 5.1 (pddgig ).

Os ensaios de citotoxicidade utilizando como mwdeltoxicidade em larvas de
Artemia salinasdo considerados como tendo correlacdo com toxlieidaalgumas linhagens
de células tumorais, tais como KB, P-388 e L1218 @DSAet al, 1994), bem como com
VArios outros ensaios biolégicos, como por exengilvidade tripanossomicida (ZANY al,
1995) e fototéxica (OJALAet al, 1999). Além disso, é utilizado como teste priglan na
busca de compostos com atividade antioxidante (MEBWS, 1995).

MEYER e cols. (1982) classificaram extratos brutosio toxicos quando apresentam
DL50,<1000ppm (1mg/mL), de acordo com 0s niveis requosrjubra letalidade no ensaio de
toxicidade a larvas dértemia salina.Nas condicbes nas quais 0s experimentos aqui
apresentados foram realizados, foi utilizada asdlaacdo de MEYER e cols. para extratos
brutos e fracdes.

Assim, baseando-se nessa classificacdo, o exiatmsa (EA), as fragcdes acetato de
etila (EHA) do extrato hexanico (EH) e Hex:AcOEL IEEHA) do extrato etandlico (EE),
apresentaram toxicidade a larvasAdesalina.Os resultados obtidos paPauteria gardneri

sugerem a realizacdo de ensaios posteriores.
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TABELA 5.1 — Avaliacéo citotoxica frente as larvagle Artemia salina

Amostra DLsoppm IC (95%) ppm Atividade
EH >1000 - inativo
EE >1000 inativo
EA 491,64 410,20 — 537,08 ativo
EHH >1000 - inativo
EHHA >1000 - inativo
EHA 528,28 427,67 — 630,09 ativo
EHAM >1000 - inativo
EHM >1000 - inativo
EEH >1000 - inativo
EEHA 320,48 310,50 — 590,03 ativo
EEA >1000 - inativo
EEAM >1000 - inativo
EEM >1000 - inativo
ETH >1000 - inativo
ETMC >1000 - inativo
AM >1000 - inativo
AIM >1000 - inativo
FIE > 1000 - inativo
FSE > 1000 - inativo

EH = Extrato HexanicoEE = Extrato EtandlicoEA= Extrato aquosdzHH= Fracao Hexanica do extrato HexaniEéjHA

= Fracdo Hex: AcOEt 1:1 do extrato HexaniEtJA = Fracdo AcOEt do extrato Hexanid&tHAM : Fragdo AcOEt: MeOH
1:1 do Extrato HexanicdEHM= fracdo Metandlica do extrato HexanideEH = Fracdo Hexéanica do Extrato Etandlico;
EEHA = Fracdo HEx:AcOEt 1:1 do Extrato Etandli&EA = fracdo AcOEt do Extrato EtandlicBEAM = Frag&do AcOEt:
MeOH do Extrato EtandlicdETH = Fragdo Hexanica da Parti¢do trifasica do ExtEtemolico;ETMC = Fracdo MeCN:
CHCI; da Particéo trifasica do Extrato Etandliédyl = Fracdo Metandlica do Extrato AquogdM = Fracéo Insoltvel em
Metanol do Extrato Aquosd;IE = Fracéo Insoltvel em Etanol, da fragdo Metandlicaextrato AQuosoESE = Fracéo

Solavel em Etanol, da fracdo Metandlica do extfejaoso.
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5.1.2. Teste de inibicao de proliferagéo celular Ensaio de proliferacéo celular (JADAet
al., 2007 CULIOL et al.,2004)

Esse teste permite avaliar a capacidade de umaasaolstra em inibir a proliferacéo
celular e a citotoxicidade, através de um sistemayd-reducdo mitocondrial. Baseia-se na
capacidade que a enzima succinatodesidrogenassgerfjprenas mitocondrias de células
viaveis) tem de converter o sal de tetrazolio (diitreezol difeniltetrazélio) ou MTT, que é
hidrossoltuvel e de cor amarelada, em cristais dadpana, que sao de cor azul escura. Esta
capacidade, que somente células vivas possuemgcaindtividade mitocondrial e
consequentemente, a viabilidade celular (TAKAMORD04). A funcdo mitocondrial das
células viaveis correspondentes a cada concentdg@xtrato foi calculada em relacédo ao

grupo controle (auséncia de extrato), consider@@84l

CALU

——EA
L60 - ——EE

0 |
0 0,25 0,5 1 2mg/mL

Concentracio

FIGURA 5.1: Representacado grafica do efeito dos e=ttos aquoso (EA) e etandlico (EE)
de folhas dePouteria gardneriino numero de células (CALU). Os resultados estéo
expressos em porcentagem relativa ao controle (seemtrato), considerado como
100%. Os pontos experimentais representam a médiaeddois experimentos
independentes em triplicata.

As células de cancer pulmonar ndo peque(®SCLC) da linhagem CALU (ATCC)
foram submetidas ao tratamento com diferentesodids de EE e EA (FIGURA 5.1, pagina

1 O tumor de células ndo-pequenas corresponde arupd deterogéneo composto de trés tipos histolégico
principais e distintos: carcinoma epidermdéide, adancinoma e carcinoma de grandes células, ocarrend
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109), durante 24h. As células tratadas com ostesti@resentaram redu¢do em sua fungéo
mitocondrial, na concentracao de 2 mg/mL.

Da mesma forma, as células de cancer pulmonar edeepas (NSCLC) da linhagem
A427 (ATCC) foram submetidas ao tratamento comrelifies diluicbes de EE e EA
(FIGURA 5.2, pagina 110), durante 24h. Analisandoeducdo do MTT em funcdo da
concentracdo do extrato foi possivel verificar qugerfil da curva € semelhante ao da
FIGURA 5.1 (pagina 109). As células tratadas conexdgatos apresentaram reducdo em sua

funcdo mitocondrial, na concentracédo de 2mg/mL.

AA27
——EA
250 - ——EE
S
s 200~
=
3 150 |
@
[}
2 100
S
2 50-
>
0 ‘
0 0,25 05 1 2mg/mL
Concentracao

FIGURA 5.2: Representacédo gréafica do efeito dos exitos aquoso (EA) e etandlico (EE)
de folhas dePouteria gardneriino nimero de células (A427). Os resultados estdo
expressos em porcentagem relativa ao controle (seextrato), considerado como
100%. Os pontos experimentais representam a meédiaeddois experimentos
independentes em triplicata.

Por outro lado, analisando a reducédo do MTT em&arda concentracdo do extrato
foi possivel verificar que o extrato EA, nas conagdes de 0,25 e 0,5 mg/mL, resultou no
incremento de 100% da capacidade mitocondrial digzieo MTT.

Entretanto, o tratamento das células com o exgatoconcentracdes maiores, nao

alterou a viabilidade celular relativa.

cerca de 75% dos pacientes diagnosticados com rcélec@uimao. Geralmente é diagnosticado em fases
avancadas da doenca, raramente em estagios préCade&IRA et al, 2002)
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O extrato EE, na concentragéo de 2mg/mL resultadimauicdo em cerca de 90% da
capacidade mitocondrial de reduzir o MTT, coereot@ a reducao no numero de células.

5.2 — Atividade fotoprotetora

A avaliacao preliminar da atividade fotoprotetoos @xtratos etandlico (EE) e aquoso
(EA) das folhas dePouteria gardnerii baseou-se na capacidade dessas amostras de
absorverem a radiacéo ultravioleta (item | 2.1.g&gjina 35).

A radiacdo UV é dividida em trés diferentes faixi@scomprimento de onda: UVA
(320-400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (200-280 nidiD(et al. 2005). A radiacdo UVB é
responsavel por danos agudos a pele, tais commgderas (eritematogénica), bronzeamento
tardio e de longa duracdo, bem como promove assirde vitamina D. Além disso, essa
radiacdo também provoca danos cronicos, dos quais mais evidentes sdo o
fotoenvelhecimento, a imunossupressdo e a fotowayénese (SOUZAet al. 2005,
KULLAVANIJAYA & LIM 2005).

Ja a radiacdo UVA caracteriza-se por causar danas leves e cronicos; é
responsavel pelo bronzeamento imediato e de curtg@o (pigmentogénica). A exposicdo a
essa radiacdo tem sido considerada a principal acads fotoenvelhecimento e
fotocarcinogénese, sendo mais efetiva que a UVBingaicdo do dano peroxidativo
(DAMIANI et al.2006).

A camada de oz6nio absorve a radiacédo UVC, graade da UVB, mas ndo absorve
a UVA. A deplecdo dessa camada nos ultimos temmy®pou um aumento na incidéncia de
UVB na atmosfera (FERNANDEzZt al. 1998) e, conseqientemente, o aumento das
enfermidades relacionadas a exposicao prolongtalaadiacao.

O &cidop-aminobenzaoico (PABA) foi utilizado como controlesitivo, pois apresenta
uma boa capacidade de absor¢do da radiacdo UVioElen dos primeiros ingredientes
organicos de protetores solares, sendo patenteaddl323. No entanto, apresenta a
inconveniéncia de manchar as roupas quando emtoaren ele, aléem de causar reacdes
alérgicas, o que torna seu uso limitado em fornd@adotoprotetoras (KULLAVANIJAYA
& LIM, 2003).

O PABA apresenta comprimento de onda de maxima rggsoem 283nm
(KULLAVANIJAYA & LIM, 2003), na faixa de UVB e estabsorcao é dose-dependente,

como mostra a FIGURA 5.3No entanto, nas condigbes nas quais foi realizado o
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experimento, foi observado que nas concentracdesl®® e 30Qg/mL (B e C,
respectivamente), esse composto apresenta absprg&iona no comprimento de onda
310nm, enquanto que na concentracado dey/mil (A), 0 maximo de absorcdo ocorre em
300nm.

w
|
!

Absorbancia
N
|
[ ]

(BN
|

0 100 200 300 400 500
[PABA] (ng/ml)

FIGURA 5.3: Absorbancia média na faixa de 290-320m (UVB) de solugfes de PABA
em diferentes concentracoes (1, 5, 10, 25, 50, 1300 e 50qug/mL). Cada ponto do
gréfico representa a médiat erro padrdo de, no minimo, trés experimentos.

Os graficos apresentados na FIGURA 5.4 (pagina titi3tram que os extratos Be
gardnerii, principalmente o extrato etanolico, apresentaso@do na faixa de UVB e UVA,
esta Ultima sendo mais evidente nos graficos goesentam 0s ensaios nas concentracdes
mais altas (B e C). Considerando que nos doistestevaliados foi constatada a presenca de
flavondides e que esta classe de compostos apaedeist picos maximos de absorcdo da
radiacdo ultravioleta, um entre 240-280nm e out30@550nm (SOUZ/At al. 2005), tal fato
pode justificar os resultados obtidos.

Os resultados indicam que essas amostras parecepotsacialmente interessantes
como fontes de substancias alternativas aos ditoprotetores atualmente utilizados, pois
diferente do controle (PABA), apresentam absorgdaixa de UVA, o que pode significar

uma fotoprotecdo mais ampla.
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FIGURA 5.4 — Comparacao entre a absorbancia, na f&a de comprimento de onda de

200 a 400nm, dos extratos aquoso e etanolico dehrd deP. gardineriie PABA. A)

50mg/mL, B) 150mg/mL e C) 300mg/mL
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5.3 - Atividade Antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO), radicatolith (*OH), anion radicalar
superoxido (O2+-) e radical hidroperoxila (ROOgusam danos ao DNA ou podem oxidar
lipidios e proteinas. Os ERO atacam as cadeiasciisagraxos poliinsaturados dos
fosfolipidios e do colesterol, iniciando o proceso peroxidagdo lipidica nas membranas
celulares a partir da abstracdo de um hidrogénigrdpo metileno bis-alilico. Os radicais de
carbono formados podem reagir com oxigénio origioaradicais peroxila, que por sua vez
podem atacar novas cadeias de acidos graxos pdlirasios, propagando a reacdo (SOUSA
et al, 2007).

A producao de radicais livres é controlada nosssenes por diversos compostos
antioxidantes, que podem ter origem enddgena (pgQrseiperoxidodismutase), ou serem
provenientes da dieta alimentar e outras fontean@Qu ha limitacdo na disponibilidade de
antioxidantes podem ocorrer lesdes oxidativas dgeracumulativo (SOUSAt al, 2007).
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Os antioxidantes s@o capazes de estabilizar odivdesas radicais livres antes que
ataguem os alvos biologicos nas células. Em ouyiedgvras, possuem a capacidade de
retardar ou inibir a oxidacdo de lipidios ou outradéculas, evitando o inicio ou propagacéo
das reacfGes em cadeia de oxidacéo.

Em geral, existem duas categorias basicas de afdites: 0s naturais e 0s sintéticos.
O interesse pelos antioxidantes naturais tem awdenhas Ultimas décadas devido a
constatacédo dos efeitos maléficos causados pos @ébseadas de BHT (butiliidroxitolueno),
BHA (butiliidroxianisol) e T-BHQ tbutilidroquinona), utilizados como agentes
antioxidantes em alimentos e cosméticos, sobreso ge figado e com marcado aumento do
reticulo endoplasmatico, entre outros (DEGASPARIL, 2004)

5.3.1 - Método de Varredura pelo Peréxido de Hidrognio (RUCH et al, 1989).

Os extratos brutos hexanico (EH), etandlico (EEgeoso (EA) deP. gardnerii,
foram avaliados quanto a habilidade em sequestaradicais livres de peroxido de
hidrogénio em comparagdo com o controle positietd@ascorbico) (item 2.1.4.3.1, pagina
35)

Os resultados séo os encontrados na TABELA 5.2nadd 5.

O extrato hexanico (EH) dPouteria gardneriifoi o Unico que ndo apresentou
atividade antioxidante nas condi¢cdes do ensaio.oBop lado, EE e EA apresentaram uma
atividade antioxidante relevante, com sgkEerca de 2 e 3 vezes menores que aquela
apresentada pelo controle positivo (acido ascéybico

A efetividade antioxidante de fontes naturais &acionada por diversos autores aos
compostos fendlicos, que ocorrem naturalmente amigs terrestres e aquaticas (HAYASE
& KATO, 1984). Seriam esses compostos 0s principaisponsaveis pela atividade
antioxidante de plantas, desempenhando papel fierdahna inibicdo da autoxidagcdo em
0leos (RAMARATHNAM et al, 1986).
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TABELA 5.2 — Atividade Antioxidante pelo Método de Varredura pelo Perdxido de

Hidrogénio, dos extratos etanodlico (EE) e aquoso /& de Pouteria gardnerii

Extratos CEso Correlacao Linear
extrato acido ascorbico

EH ND 84,87 pg/mL ND

EE 44.88 pg/mL 84,87 ng/mL 0.97

EA 28,39 pg/mL 84,87 ug/mL 0.99

ND= nao determinado

5.3.2 - Método do sequestro do radical livre estaVBPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila)

Dos véarios métodos utilizados para determinar\adatile antioxidante em extratos e
substancias isoladas, um dos mais usados consistevaiar a atividade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe)Xde cor purpura (absorve a 515nm). Por
acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalg; (RDPPHes é reduzido formando
difenilpicrilhidrazina, de cor amarela, e essa &eagode ser ser monitorada pelo decréscimo
da absorbéancia. A partir dos resultados obtidgmraentagem de atividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres e/ou a porcentatePPHe remanescente no meio de
reacdo pode ser determinada. Quanto maior o consi@nidPPH por uma amostra, menor
serd a concentracdo eficiente ggBEambém chamada de concentracdo inibitériag@&
maior a sua atividade antioxidante (SOU&Aal, 2007).

Os extratos brutos hexanico (EH), etandlico (EEgeoso (EA) deP. gardnerii,
foram testados quanto a capacidade em sequesteatical estavel DPPH em comparacao
com o controle positivo BHT (butiliidroxitoluenoitdm 2.1.4.3.2, pagina 36) (RUC#t al,
1989). Os resultados sé@o os encontrados na TABERApAgina 116.

Nas condicbes experimentais, nenhum extrato apgmseatividade antioxidante
significativa quando comparados com o controle BR®rém considerando que o extrato
aquoso (Ck= 46,5ug/mL) apresentou atividade antioxidante numa comae#io cerca de 3
vezes maior que o BHT (13@/mL), que é um antioxidante sintético, torna-deviante a

busca do composto responsavel por essa atividadetraio aquoso.
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TABELA 5.3 — Atividade antioxidante pelo método dosequestro do radical livre DPPH
de extratos brutos dePouteria gardnerii

Extratos CEspdo extrato CEspdo BHT
Hexanico (EH) 181,0 pg/mL 15,0 pg/mL
Etandlico (EE) 95,8 pg/mL 15,0 pg/mL
Aquoso (EA) 46,5 pg/mL 15,0 pg/mL

5.4 — Atividade antimicrobiana

5.4.1 — Método do disco (NCCLS, 2003a)

Os testes de sensibilidade séo indicados paraugratgganismo responsavel por um
processo infeccioso que exija terapia antimicraiiaguando € impossivel predizer a
sensibilidade desse organismo, mesmo conhecendaaaidentificacdo. Os testes de
sensibilidade s&o indicados, com maior frequéngimndo se acredita que o0 organismo
causador pertence a uma espécie capaz de apressiggncia aos agentes antimicrobianos
normalmente usados (NCCLS, 2003a).

Os testes de difusdo em disco, baseados apenasseaga ou auséncia de um halo de
inibicdo, sem consideracdo do tamanho do halo,sA@oaceitaveis. S6 podem ser obtidos
resultados confiaveis com testes de difusdo eno djse usam o principio de metodologia
padronizada e medidas do didmetro do halo de &ubiprrelacionados as concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) com cepas reconhecidamesensiveis e resistentes a diversos
agentes antimicrobianos (NCCLS, 2003a).

O diametro do halo de inibicdo € proporcional angjdade de agente antimicrobiano
presente no disco, a solubilidade do agente, aficemde de difusdo no meio de cultura
sélido e a eficacia global do agente antimicrobi@dGB—IST, 2007).

5.4.1.1 — atividade antibacteriana (NCCLS, 2003b)
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Foi avaliada a sensiblidade de bactérias frente extratos brutos hexanico (EH),
etandlico (EE) e aquoso (EA), utilizando como coletrpositivo ciprofloxacina (CIPRO)
(tem 2.1.4.4.1, pagina 37). A atividade antibaatea foi avaliada pela medida do tamanho
do halo de inibicdo formado em coléniasStaphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 218&3esultados sdo apresentados
na TABELA 5.4.

Apos incubacao (24-48h) foi medido o didmetro diw fde inibicdo formado em volta
do disco, comparando com o halo inibicdo formado pentrole positivo.

Comparando os niveis de atividade antimicrobiarsattds extratos, apresentados na
TABELA 5.4, o extrato aquoso deouteria gardnerii(EA) foi a Unica amostra eficiente,
mesmo apresentando um halo de inibicdo com a mdtad&metro daquele apresentado pela

ciprofloxacina, inibinddstaphylococcus aureus

TABELA 5.4: Atividade antibacteriana de extratos defolhas dePouteria gardnerii

Amostras Sa Ec Pa
Diametro (mm)

EA 12,3 0 0
EE 0 0 0
EH 0 0 0
CIPRO/agua 24,3 16 16
CIPRO/etanol 25,6 20 20
CIPRO/hexano 24,6 30 30
Agua 0 0 0
Etanol 0 0 0
Hexano 0 0 0

Ec = Escherichia coli -ATCC 25922;Pa = Pseudomonas aeruginosaATCC 27853;Sa =Staphylococcus
aureus- ATCC 29213. EH = extrato hexanicBE = extrato etandlicoEA = extrato aquoso. CIMu@g/mL),
aplicacdo 20uL: extratos: 2000IPRO = ciprofloxacina, 2000.

Os agentes antimicrobianos podem influenciar adeacelular e/ou membrana
celular sobre a atividade enzimatica ou estrutarprdtoplasma, bloqueando certas
reacdes enzimaticas ou sintese de enzimas na netutzbiana, podendo levar a
destruicdo desses microorganismos (RAMN@L, 1997; TRABULSIet al, 1999).

Staphylococcus auressio cocos gram-positivos da familia do Microcceea¢
catalase positivos. S&do amplamente encontradoatueena e fazem parte da microbiota
natural da pele e da mucosa. O gér&tephylococcué composto por cerca de 27

espécies, sendo algumas delas causadoras de gategarater oportunista em seres
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humanos e animais, con$o aureusS. saprophyticus S. haemolyticadJm marcador de
patogenia destes microorganismos € a capacidacteadelar o plasma (SARTORI, 2005).
As infeccOes causadas @fraureusgpresentam morbidade e mortalidades elevadas sendo
responsaveis por 20% das infec¢bes bacterianasnasm@ surgimento nos ultimos anos

de cepas$. aureusnultiresistentes constitui um dos problemas maevamtes no controle

de infeccBes e na terapéutica antimicrobiana. (CAEAal, 2006).

Assim a atividade antimicrobiana demonstrada p&toato aquoso contra a bactéria

Staphylococcus aureurna-se de extrema relevancia e sugere a bosvantposto ativo.

5.4.1.2 Atividade antifungica (SMANIAet al, 1995).

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aunmesdatuado de infeccOes
fungicas, as quais contribuem para uma elevada thxamortalidade em pacientes
imunocomprometidos. A procura por novos agentesnarbbianos, a partir de plantas, é
intensa devido a crescente resisténcia dos micao@gos patogénicos frente aos produtos
sintéticos. (PASSOSt al, 2002; AMARAL & BARA, 2005)

Diante disso, foi avaliada a sensibilidade dasasdgucor hiemalis CCT 2235,
Rhizopus sp CCT 3248, Geotrichum candidum CCT 1PE@nicilium sp CCT2147,
Epidermophyton floccosudRM 4799, Trichophyton mentagrophyteATCC 9533 Candida
parapsilosisCCT 3438e Aspergillus fumigatusCT 1277frente aos extratos EH, EE e EAaos
controles positivos de nistatina e anfotericinat®f 2.1.4.4.2, pagina 38).

A atividade antifungica dos extratos e dos contréteé avaliada a partir do tamanho
do halo de inibicdo formados, em comparagdo corooosoles positivos anfotericina B e
nistatina.

N&o houve a formacéo do halo de inibicdo para gealgoncentracdo dos extratos
avaliados. Quanto aos controlesamanho do halo de inibigdo variou de 9mm-25mm para
a nistatina e de 9mm-15mm, para a Anfotericina B.
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CAPITULO 6 - DADOS ESPECTROMETRICOS
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6.1 — MISTURA DE HIDROCARBONETOS (PGO01)

Caracteristicas: cera esbranquicada soluvel em hexano.

IV (KBr) Umax cMit 2917; 2849; 1473; 1462; 730 e 719

RMN *H(300 MHz, CDCls) &: 0,886) e 1,25 §).

RMN °C (APT, 75 MHz, CDClL) & 14,1; 22,7; 29,3; 29,7; 31,9

CH3(CH,),CH3

6.2 MISTURA DE TRITERPENOS: a-AMIRINA, B-AMIRINA, ACETATO DE a-
AMIRINA E ACETATO DE LUPEILA (PG02).

Caracteristicas: Solido branco amorfo, soltvel em cloroférmio

IV (KBr) UmaxCM ' 3438; 2925; 2851; 1733; 1638; 1247; 1024 e 980

CG-EM (70 eV, m/2): a-amirina: 426 (M+); 218 (100%); 207; 203; 18B-amirina: 426
(M+); 218; 207; 203; 189. acetato deamirina: 468 (M); 408; 365; 249; 218 (100%); 203;
219; acetato de lupeila: 468 (M+); 408; 365; 2180 (100%)

RMN *H (300MHz, CDCls) &: a-amirina: 5,12 (1Ht, J= 3,6 Hz); 4,50¢); 1,55 §) - 0,78
(9). acetato dex-amirina 5,12 (1H.t, J= 3,6 Hz); 4,509); 1,55 €) - 0,78 §); CHsCO: 2,05
(3H, s). B-amirina: 5,18 (1Ht, J= 3,6 Hz); 4,509); 1,55 6) - 0,78 6); acetato de lupeila: 4,68
(1H, d, J= 2,4 Hz); 4,60 (1Ht, J= 3,6 Hz); 1,68%); 1,55 €) - 0,78 ), CH;CO= 2,04 (3Hs)
RMN *3C (75 MHz, CDCl) & a-amirina: 38,7; 27,7; 80,9; 38,4; 55,2; 18,2; 32,8; 39,9;
47,6; 36,9; 23,3; 124,3; 139,6; 42,0; 28,7; 26%7359,0; 39,6; 39,6; 31,2; 41,5; 28,0; 15,5;
15,7; 16,7; 23,3; 28,0; 17,4; 21 B:amirina: 38,4; 27,4; 80,9; 38,4; 53,3; 18,2; 32,8; 39,9;
47,6; 37,6; 23,6; 121,6; 145,1; 41,7; 26,2; 26BH347,5; 46,7; 31,0; 34,7, 37,1; 28,0; 15,5;
15,7; 16,8; 25,9; 28,4, 33,3; 233cetato deg-amirina: 38,4; 28,0; 80,6; 38,0; 55,2; 18,2;
32,8; 40,0; 47,5; 36,7; 23,3; 124,3; 139,6; 428)7226,9; 33,7, 59,0; 39,6; 36,6; 31,2; 41,5;
27,9; 15,7; 16,1; 16,8; 23,2; 28,0; 17,4; 21,33CH 171,0; CHCO 21,3.acetato de lupeita
38.,4; 23,7; 80,9; 37,8; 55,3; 18,2; 34,3; 40,8353,/,1; 20,9; 25,0; 38,0; 42,9; 27,4, 35,5;
43,0; 48,2; 48,0; 150,9; 29,8; 40,0; 28,0; 16,511486,0; 14,5; 18,0; 109,3; GEO 21,3;
CH3;CO 171,0.
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a-amirina B-amirina

21

28

AcO
AcO

acetato dei-amirina .
acetato de lupeila

6.3 — MISTURA DE ESTERES DE CADEIA LONGA (PG03)

Caracteristicas: cera amarelada, soltvel em cloroférmio

IV (KBr) Umax. cmi’: 3646, 2923, 2852, 1738, 1244, 1031, 981

RMN H (300 MHz, CDCL) & 4,1 (3H, g J=7,2Hz), 2,28 (2Ht, J=5,4Hz,), 1,239, 1,29

(9), 0,88 (2Hd, J=7,2Hz).
RMN C (75 MHz, CDCl) & 173,9; 60,1; 34,38; 31,9; 29,6; 24,822,67
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CH3(CH,),-COO-(CH,),CH3;

6.4 — ACETATO DE a-AMIRINA (PGO04)

Caracteristicas: solido branco e amorfo, soltvel em cloroférmio
Rf: 0,8

6.5 — MISTURA DE ALCOOIS DE CADEIA LONGA (PG05)

Caracteristicas: Sélido branco amorfo, solivel em hexano

IV (KBr) Umax cm’: 3432, 2925, 2853, 1450.

RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 2,17(s), 1,6 €); 1,0 €); 0,95 €) € 0,78 §).
RMN 3C ( 75 MHz, CDCk) &: 14,13; 31,9; 29,7 € 22,6

CH3(CH2).CH,OH

6.6 — MISTURA DE TRITERPENOS: ACIDO URSOLICO E ACID O OLEANOLICO
(PGO06)

Caracteristicas:solido branco amorfo, soluvel em cloroférmio

IV (KBr) U max. cm’: 343; 2926; 2855; 1690; 1458; 1385

RMN H (300 MHz, CDCk) & 5,26 6); 3,23 (1H,d, J4,8Hz); 3,20 (1Hd, ¥4,8Hz), 0,71
() - 1,21 6).
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RMN C (75 MHz, CDCl) &: acido ursélico: 38,7; 27,1; 79,0; 38,7; 55,2; 182,9; 39,4;
47,5; 37,0; 23,3; 125,8; 137,8; 41,9; 28,1, 24/,9452,6; 39,0; 29,7; 30,6; 36,6; 28,1, 15,5;
15,6; 17,0; 23,6; 182,2; 24,10; 21,10. acido oléean38,5; 27,1; 79,0; 38,7; 55,2; 18,2;
32,6; 39,4; 47,6; 37,0; 23,2; 122,6; 143,5; 41.86223,3; 45,8; 40,9; 45,8; 40,9; 45,8; 30,6;
33,7; 32,4; 28,1; 15,4; 15,3; 16,9; 25,9; 182,50333,6.

<
N

N

3

2

acido ursolico acido oleandlico
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CAPITULO 7 - CONCLUSQES E
PERSPECTIVAS
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A quimica de produtos naturais tem uma grande irApoid na geracdo de novos
conhecimentos, pela elucidacao de novas estrutusbesculares e a avaliagéo de sua atividade
bioldgica.

Ao final desse trabalho os seguintes resultad@srfabtidos:

Do extrato hexanico foram isolados:
mistura de hidrocarbonet@8G01)
mistura dos triterpenas- e 3-amirina, acetato de-amirina e acetato de lupeila
(PGO02)

mistura de ésteres de cadeia lo(fg@03)

Do extrato etandlico foram obtidos
acetato der-amirina(PG04)
Mistura de alcoois de cadeia londRG05)

Mistura dos acidos ursélico e oleandl{@G06)

s O extrato aquoso, a fragcdo acetato de etila do textrexanico e a fragao
hexano:acetato de etila do extrato etandlico aptasam atividade citotoxica quando
avaliados pelo modelo de toxicidade as larva&rtiemia salina.

Os extratos etandlico e aquoso inibiram a atividaitecondrial das células cancer
pulmonar ndo pequenas (NSCLC) da linhagem CALU. @txetandlico também diminui a
viabilidade celular de outra linhagem celular, a A42orroborando a atividade citotoxica

desses extratos, observada no experimentoAicaalina.

% O extrato etandlico apresentou a capacidade deciusde radiacdo ultravioleta tanto
na faixa UVA, quanto UVB, o que indica um potencialgpatilizacdo como protetor solar.

s Os extratos etandlico e aquoso apresentaram ate/glqgiiestradora de radicais livres
(gerados via perdxido de hidrogénio) em uma comae@d, respectivamente, uma e duas
vezes menor que o0 acido ascoérbico, o que signifitaalto potencial antioxidade. Essa
atividade parece ser seletiva, pois em uma avaliggé&nto a capacidade de sequestrar o
radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), nenhumosl extratos apresentou atividade

significativa, em comparacédo com o butilhidroxiero.
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+ O extrato aquoso apresentou atividade antibacteeiar&taphylococcus aureus
(ATCC 29213). Entretanto, nenhum dos extratos brapoesentou atividade contra as cepas
Escherichia col(ATCC 25922) é>seudomonas aerugino§&TCC 27853).

% Nenhum extrato apresentou atividade antifiungicaracg cepaslucor hiemalisCCT
2235 Rhizopus sicCT 3248 Geotrichum candidur@CT 1205 Penicillium spCCT 2147,
Epidermophyton floccosutdRM 4799, Trichophyton mentagrophytesTCC 9533Candida
parapsilosisCCT 3438e Aspergillus fumigatuSCT 1277.

Extratos de espécies nativas do Brasil, que apmeseatividade antimicrobiana e
baixa toxicidade, podem vir a ser uma alternatigael, de baixo custo e de facil acesso pelas
comunidades carentes, da regido onde tais espatiesncontradas (BRONBt al, 2004).

A atividade antioxidante de fontes naturais foi ¢elnada por diversos autores aos
compostos fendlicos, que ocorrem naturalmente emitgs terrestres e aquaticas (HAYASE
& KATO, 1984). De fato, foi possivel detectar a presede flavondides nos extratos aquoso
e etandlico. Entretanto, a elucidacao estruturalfoérealizada.

E importante ressaltar que, em geral, os antioxéganaturais ndo séo tdo eficientes
na desativacdo de radicais livres em teistestro, quanto os sintéticos. Assim, os resultados
obtidos sao de extrema relevéancia.

Outro aspecto importante a ser destacado é qupriénaira vez que essa espécie é
investigada quanto a sua composi¢cao micromoleeutaa atividade biolégica potencial.

Além disso, é o primeiro relato da presenca de asidandico em uma espécie do
géneroPouteria Assim, o estudo das folhas da esp&udateria gardnerii— Sapotaceae vem

acrescentar subsidios as informac6es sobre a guédtividade biologica desse género.
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Palavras Chave: Pouteria, antioxidante DPPH.

Introducéo |

O género Pouteria pertence a familia Sapotaceae e compreende cerca de 430 espécies. Pouteria
ramiflora e P. gardnerii podem ser encontradas no Cerrado do Distrito Federal, Brasil. Pouteria torta
(Mart.) Radlk e P. caimito (Ruiz &Pav) Radlk podem ser encontradas em todo o Brasil. Ainda que néo
exista uma politica de exploracdo comercial dos frutos de P. torta, P. caimito e P. ramiflora, as
populacdes residentes no Cerrado usam tais espécies como alimentos e remédio caseiro. A casca da
arvore P. torta, comumente chamada de “guapeva”, “curiola”, “aca ferro”, “abiu do cerrado” e “gréo de
galo”, é utilizada como remédio contra desinteria. As raizes e a casca de P. ramiflora, chamada de
“grdo de galo”, “massaranduba”’ ou “pitomba de leite”, também sdo usadas como remédios contra
desinteria, bem como vermifugo. Pouteria caimito, conhecida como abiu, também ¢é Gtil em desinteria,
além de afecc¢Bes pulmonares e contra malaria.

Dando seguimento aos esforcos de pesquisa da possivel atividade biolégica das espécies de
Pouteria, a atividade antioxidante dos extratos brutos de folhas de P. caimito, P. gardnerii, P. ramiflora
e P. torta foi avaliada.

A atividade sequestrante de radical (antioxidante) dos extratos brutos de Pouteria foi avaliada de
acordo com a metodologia proposta por Blois, com pequenas modificaqﬁesl, em presenca do radical
livre estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH).

O hidroxitolueno butilado (BHT) foi usado como controle positivo e sua CEgy usada para
comparacao com os valores obtidos para os extratos brutos das espécies de Pouteria.

Resultados e Discussao |

A Tabela 1 apresenta os valores de CEg, determinado pelo ensaio com DPPH para as quatro
espécies de Pouteria avaliadas. Os extratos brutos obtidos apresentaram atividade antioxidante
significativa, com a excec¢éo dos extratos hexanicos. Ensaios preliminares indicam a presenga, nos
extratos mais polares, de compostos fendlicos, principalmente flavonéides. Considerando que essa
classe de substancia tem sido referida como potencialmente antioxidante, sua presenca pode
justificar os resultados obtidos.

Tabela 1. Atividade antioxidante de extratos brutos de Pouteria.

Espécie Solvente  CE5Qd.mL%)
Pouteria caimito Hexano 1570,0
Etanol 20,2
Agua 72,9
Pouteria gardnerii Hexano 181,0
Etanol 95,8

Agua 46,5
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Pouteria ramiflora Hexano 291,0
Etanol 6,3

Agua 375

Pouteria torta Hexano 2000,0
Etanol 10,1

Agua 5,9

BHT - 15,0

Conclusbes |

A comparac¢do dos dados apresentados mostra que os extratos brutos etandlico e aquoso de P. torta

e 0 extrato bruto etandlico de P. ramiflora apresentam atividade antioxidante superior ao controle
positivo (BHT). A investigacéo fitoquimica destes extratos ativos esti sendo realizada pelo nosso
grupo de pesquisa.
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Antioxidant Activity of Some Species &outeriafrom the Brazilian Savannah

ABSTRACT:

Crude extracts obtained from leaves of three spedfi®outeria (P. gardnerij P. ramiflora
andP. torta) had their antioxidant activities assayed by th@&sBmethod (DPPH). Aqueous
extract of P. torta and ethanolic extract d?. ramiflora presented comparable antioxidant
activity (14.8 and 15.319.mL™, respectively) to the positive control, BHT (1416.mL™).
The results indicate the existence of highly acéimgoxidant compounds in the crude extracts

of P. torta and P. ramiflora suggesting these species as natural sourcesesé thctive
materials.

Keywords: Pouterig Sapotaceae, antioxidant



INTRODUCTION

The genudPouteria belongs to Sapotaceae family and comprises aliutspecies.
Pouteria torta (Mart.) Radlk,P. ramiflora, and P. gardnerii can be found at the Cerrado
around Distrito Federal, Brazil. Despite of an inteas$ policy of commercial exploration of
the edible fruits fromP. torta and P. ramiflora people living at Cerrado eat them and use
these species as remedies. The bark®. ebrtatree, commonly called “guapeva”, “curiola”,
“aca-ferro”, “abiu-do-cerrado”, and “gréo-de-galaie used as dysenteric medicine; the roots
and barks oP. ramifloratree, also named “grao-de-galo”, and “massararidubgitomba-
de-leite” likewise are used as dysenteric medicmeavall as vermifugue. In relation to the
ethnomedicinal utilization d?. gardneriiwas not found any report.

Hexanic and ethanolic extracts from leaved?otorta present antimicrobial activity
against bothStaphylococcus aureuand Pseudomonas aeruginosa&he aqueous extract
showed antimicrobial activity again®. aeruginosaeand Escherichia coli as well as
cytotoxicity by BST assdy The ethanol extract from leaves Bf ramiflora presented anti-
inflammatory and anti-nociceptive activitigsvivo™.

Continuing the efforts around this gentie® phytochemical study of the ethanolic and
aqueous extracts from the tree specieBalfteriais being carried out by our research group.
To assess potential bioactivity Bbuteria species, the antioxidant activity of crude exsact
from leaves oPouteria tortg P. ramiflora,andP. gardneriiwas evaluated at this time.

In view of the fact that the daily intake of antidants compounds present in fruits and
vegetables is claimed to be effective in the préwanof oxidative stress diseases,
antioxidants are a current and interesting subjeatter. Therefore it is especially attractive
for researchers to have a convenient and efforttetbodology to measure both quantity and
power of antioxidant materials. Although, it seemsh&unrealistic to presume that a one
single method can be used, the DPPH assay appearsiasner that comprises most of the
desired characteristics and it has been used feoeraeresearch groups to assess the
antioxidant activity of a various number of plartracts.



MATERIALS AND METHODS
General

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and butylated hydytoluene (BHT) were
purchased from Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, BrazilM&ronal B-542 model colorimeter was
used to obtain absorbance data.

Plant Material

Leaves of Pouteria torta and P. ramiflora were collected on campus of the
Universidade de Brasilia in July, 200Pouteria gardnerii leaves were collected on
Condominio Solar — Distrito Federal - in July, 20@Xsiccates were deposited in the
Herbarium of Universidade de Brasilia (UnB) and thecggs were identified by Professor J.
E. de Paula (voucher numbers JElias de Paula 3674, and 3672, respectively).

Extraction and Isolation

The plant material was dried at room temperatudepamwvdered in a knife mill. Part of
this material was macerated at room temperaturesdoen days (repeated for three times),
firstly by hexane, followed by ethanol. After filtrah, the solvents were removed under
reduced pressure, at temperature beloVG40

The aqueous extract was obtained by infusion ef powdered material using
distillated water (3 L). After filtration, water wagmoved by lyophilization technique to
furnish crude aqueous extradihe yields of crude extracts and fractions are epresd at
Table 1.

All the extracts were submitted to the pharmacognssteening

DPPH assay

The free radical scavenging activity (antioxidaoit)the plant extracts and standards
were assessed based on Blois’ method with slight finaton’, using the stable 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical. Butidd hydroxyltoluene (BHT), a well-
known and widely used synthetic antioxidant, was wsegositive control. DPPH (2.5 x°10
ig) was dissolved in ethanol (25 mL) to obtain alffinoncentration (10@ig.mL™). This
solution was preserved in a dark flask at room teatpee.

DPPH solution daily prepared (1 mL) was added to 2 ahleach extract or BHT
solution (from 300 to fig.mL™) and placed in the dark at room temperature. Afteubation
for 30 min the absorbance of each solution was medsat 517 nm.

To avoid the misunderstand due to the pigments fileencrude extracts, a negative

control was prepared from each sample using 2 mhefolution previously obtained from
both extract and 1 mL of ethanol. Absorbance vahfethe solutions were measured and
subtracted from that obtained with DPPH.

Data were used to calculate the necessary condentitat consume one-half of the
initial amounts of DPPH (Efg). Each of the measurements described above wasctaut at



least in three replicate experiments and the resate reported as mean and standard
deviation. The results were expressqegimL™’.

Statistical Analysis

Student’s t test for unpaired observations (ANOVA) waithost-hoc Newmann-Keuls
multiple test was used for the statistical evaluatid differences of means and a p value
below 0.05 was considered statistically significaiit. analyses were performed using the
GraphPad Prism v4 for Windows statistical package.



RESULTS

Table 1 presents the i determined by the DPPH assay for the three speéies o
Pouteria used in the present work. All crude extracts preskrgignificant antioxidant
activity, with the exception of the hexanic ones.

(Insert Table 1 here)

The DPPH method to assess the radical-scavengingitapha sample is considered
one of the most effective methods for evaluating toncentration of radical-scavenging
materials by a chain-breaking mecharfisiEGs, value, defined as the concentration of
antioxidant required for 50% scavenging of DPPH radicis a parameter widely used to
measure antioxidant activity. Thus a smallesgE@lue corresponds to a higher antioxidant
activity of the plant extract.



DISCUSSION AND CONCLUSION

Concerning to the chemical composition, prelimjnpharmacognostic screening of
hexanic extracts obtained from the three speciesvath that the major components are
triterpenes, present also in ethanol extracts. @mther hand, flavonoids are the mainly class
of compounds present in the crude aqueous extratact, phytochemical study of hexanic
extracts from all the three species presenteddessithers compounds, a mixturenefand
-amyrin, as well as lupeol acetate. It is the fiigte such triterpenes are reported Ro
ramiflora andP. gardnerii(forthcoming paper).

The presence ofi- and B-amyrin can explain the previously reportedvivo anti-
nociceptive activity oP. ramiflora’.

Comparing different crude extracts for the samecigge hexanic extracts always
displayed smaller antioxidant activity than ethamwl aqueous ones. These results are
consistent with the chemical composition of thes&raexs and indicate that antioxidant
natural compounds were extracted by more polar sdysuch as ethanol and water. In fact,
the chemical study of ethanolic and aqueous estremtealed the presence of important
quantities of flavonoids (forthcoming paper), wktiown by their antioxidant activiti€s
Such findings are supported by statistical analigh indicates that aqueous and ethanolic
crude extracts do not present significant diffeeeiné antioxidant activity from the BHT
control. It seems that they represent potentiatcasuof antioxidant compounds.

As far as we know, this is the first study concerrilrgyfree radical-scavenging
capacity of these three speciedoluteria
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Table 1. Antioxidant Activity of Crude Extracts from several species dPouteria

Species Solvent Extract yield (%) ECso (ug.mL™)
Pouteria gardnerii Hexane 1.1 301+£181b
Ethanol 4.5 30.3x4.4 a
Water 8.8 30.3+13.5a
Pouteria ramiflora Hexane 2.8 271+ 53 b
Ethanol 5.6 15.3+3.2a
Water 7.7 299x44a
Pouteria torta Hexane 5.1 30723 b
Ethanol 11.3 49.0+116a
Water 11.2 148+ 4.7a
BHT - 149+ 22a

Values are meanssstandard deviation of three separate determinati®mall letters
represent analysis of the results obtained in Newrkauls test at 5% of significance in

comparison with BHT control. Equal letters do notisteally differ.



