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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento de alguns constituintes quimicos e avaliacdo das
atividades larvicida (larvas do 4° estadio do Aedes aegypti L.), sequestradora de radicais livres
(DPPH) e antibacteriana (microdilui¢do em caldo) de Pourouma guianensis Aubl. (Urticaceae).
O estudo fitoquimico efetuado com os extratos que forneceram os melhores resultados nos
ensaios conduziu ao isolamento de dois triterpenos (Acidos 3f,19a-dihidroxiurs-12-en-28-Gico e
2a,3a, 19a-trihidroxiurs-12-en-28-6ico, conhecidos como Acidos Pomdlico e Euscdfico,
respectivamente), relatados pela primeira vez no género Pourouma, e de dois derivados do acido
benzoico (Acidos 3-metoxi-4-hidroxibenzoico e 3,4-dihidroxibenzoico conhecidos como Acidos
vanilico e protocatequico, respectivamente), descritos pela primeira vez na espécie em estudo.
Estes compostos tiveram suas estruturas identificadas com base na andlise de dados de RMN e
pela comparagdo com dados da literatura. Nos ensaios larvicidas, dentre as amostras de folhas,
cascas e caule testadas, atividades moderadas (mortalidade > 50% e < 75%) foram observadas
somente com fracdes provenientes do caule [Hexano-CHCI; 1:1 (58,5%), CHCl; (71,11%) e
AcOEt (60,0 e 53,33%; ppt e ssb, respectivamente)]. Nos ensaios antioxidantes, quando
comparados com os padrdes positivos utilizados (dcido ascorbico, acido gélico e BHT), somente
duas fracdes provenientes das folhas [CHCIl; (312,01 + 1,55 pg/mL) e AcOEt (Clso 120,76 +
1,85 pg/mL)] e do caule [CHCI; (372,47 + 4,28 pg/mL) e AcOEt-MeOH 1:1 (360,68 + 1,05
pg/mL)] foram consideradas promissoras. Nos ensaios antibacterianos, dentre as amostras
avaliadas, os melhores resultados foram obtidos somente com extratos provenientes de folhas e
caule frente as bactérias Staphyloccocus aureus e Enterococus faecallis (CIM 125-500 pg/mL).
Dentre as amostras oriundas de cascas avaliadas, somente alguns extratos mostraram fraca
atividade frente a S. aureus e E. faecallis (CIM 1000 pg/mL). Em relacdo as bactérias Gram-
negativas utilizadas, todos os extratos testados foram inativos frente a Klebsiella pneumoniae e
somente alguns extratos apresentaram fraca atividade frente a Pseudomonas aeruginosa (CIM
1000 pg/mL). Os resultados obtidos no presente trabalho contribuirdo para ampliar a
quimiotaxonomia e o potencial bioldgico do género Pourouma.

Palavras-Chave: Mapati — plantas medicinais. Pourouma guianensis. Urticaceae. Larvicida.
Antioxidante. Antibacteriano. Triterpenos. Derivados fendlicos.



ABSTRACT

This work describes the isolation of some chemical constituents and evaluation of larvicidal
(4™ instar larvae of Aedes aegypti L.), free radical scavenging (DPPH) and antibacterial
(microdilution method) activities of leaves, bark and stem of Pourouma guianensis Aubl.
(Urticaceae). The phytochemical study performed with the extracts with positive results in trials led
to the isolation of two triterpenes (35, 19a-dihydroxyurs-12-en-28-oic and 2a,3a, 19a-trihydroxyurs-
12-en-28-oic acids, known as pomolic and euscaphic acids, respectively), reported for the first
time in this genus, and two benzoic acid derivatives (3-methoxy-4-hydroxybenzoic and 3,4-
dihydroxybenzoic acids, known as vanillic and protececuic acids, respectively), described for the
first time in the species under study. All compounds had their structures identified on the basis of
their NMR spectral data and by comparison with literature data. In the larvicidal assays, among the
samples of leaves, bark and stem tested, moderate activity (mortality > 50% < 75%) were observed
only in some of the fractions from the stem [Hexane-CHCI; 1:1 (58.5%), CHCl; (71.11%) and
EtOAc (60.0 and 53.33%; ppt and ssb, respectively)]. In the antioxidant assays, when compared
with positive standard used (ascorbic acid, gallic acid and BHT), only two fractions from leaves
[CHCI; (312.01 £ 1.55 pg/mL) and EtOAc (Clsp 120.76 £+ 1.85 pg/mL)] and stem [CHCl3 (372.47 +
4.28 pg/mL) and EtOAc-MeOH 1:1 (360.68 + 1.05 png/mL)] showed promising results. In the
antibacterial assays, among the samples tested, the best results were obtained only with extracts
from leaves and stem against Staphylococcus aureus and Enterococcus faecallis (MIC 125-500
mg/mL). Among the evaluated samples from bark, only a few extracts showed a weak activity
against S. aureus and E. faecallis (CIM 1000 mg/mL). Regarding Gram-negative bacteria used, all
extracts were inactive against Klebsiella pneumoniae and only some extracts showed weak activity
against Pseudomonas aeruginosa (CIM 1000 mg/mL). The results obtained in this study will
contribute to extend the chemotaxonomy and the biological potential of the genus Pourouma.

Keywords: Mapati — medicinal plants. Pourouma guianensis. Urticaceae. Larvicidal.
Antioxidante. Antibacterial. Triterpenes. Phenolic derivatives.
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17
1 INTRODUCAO

A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas talvez tenha sido uma das
primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A histéria do desenvolvimento das
civilizagdes Oriental e Ocidental € rica em exemplos da utilizacdo de recursos naturais na
medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizagdao
Egipcia, a Greco-romana e a Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tanta
eficiéncia que até hoje muitos preparados vegetais sao estudados na busca pelo entendimento
de seu mecanismo de acdo e no isolamento dos principios ativos (VIEGAS JUNIOR et al.,
2006).

Em 1985, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estimou que 65% da populagdo
mundial utilizaram medicamentos derivados de plantas em seus cuidados primérios com a
saide (CRAGG, 2013). Um dos exemplos marcantes de produtos naturais que causaram
impacto na humanidade foi a descoberta de substancias alucinégenas, que de certa forma
modificou o comportamento do homem moderno. Rapés e bebidas alucindégenas eram
largamente usados pelos povos antigos em suas praticas religiosas e magicas. Na Grécia antiga,
extratos vegetais eram utilizados em execugdes, como Sécrates que morreu apos a ingestdo de
uma bebida que continha a coniina (1) e seu derivado a metilconiina (2) (VIEGAS JUNIOR et
al., 20006).

Dentre as plantas secularmente conhecidas, a Papaver somniferum, da qual o 6pio é
preparado, apresenta propriedades soporiferas e analgésicas. Esta planta era utilizada desde
4000 a.C., havendo relatos na mitologia grega sobre o simbolismo de Morfeu, o deus do sono.
Um dos pioneiros na busca pelo uso de substancias naturais na sua forma pura foi Sertiirner que
publicou trabalhos sobre o principium somniferum e Derosne descreveu o “sal de 6pio” em
1803, iniciando os estudos sobre a constituicdo quimica do 6pio; ji4 na Franca em 1804,
Armand Séquin isolou a morfina (3) como constituinte majoritario (VIEGAS JUNIOR et al.,
2006).

1R=H
2R =Me
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Na biodiversidade existente no reino vegetal, encontramos uma fonte ilimitada de

compostos, que podem dar origem a novos farmacos. Estes compostos, 0s quais pertencem as
classes dos alcaloides, terpenoides, derivados fendlicos e outros, em sua maioria, sao
metabolitos sintetizados pelas plantas como forma de defesa tanto contra herbivoros, como
outros agentes patogenos e até como agente polinizador (BRUSOTT et al., 2013). No entanto,
para o homem, sdo compostos bioativos de suma importincia farmacéutica e biotecnolégica,
desempenhando um papel importante na descoberta de novos medicamentos, e estima-se que
mais de 75% dos antibiéticos aprovados pelo Food and Drug Admnistration (FDA) e drogas
anticancer nos ultimos 25 anos sdo produtos naturais ou protétipos deles (XU et al., 2013).

A partir de materiais inorganicos presentes no ambiente as plantas sintetizam de forma
eficientes compostos organicos, enquanto que animais € outros micro-organismos dependem da
obtencdo de suas matérias primas consumindo-os em sua dieta. As vias para modifica¢do e
sintese de carboidratos, proteinas, gorduras e dcidos nucleicos s@o essencialmente as mesmas,
apesar de algumas caracteristicas variadas em alguns organismos vivos. Os compostos obtidos
através desta via sdo chamados de metabdlitos primérios (DEWICK, 2002).

A produgdo de metabdlitos secundarios ndo ocorre sob todas as condi¢des, e em alguns
casos a sua fungdo e os beneficios para o organismo ainda nao é conhecida. Alguns agem como
téxicos contra predadores, atrativos voldteis para a mesma ou outra espécie, agentes corantes
para atrair ou afastar outras espécies, mas logicamente para o bem estar do produtor. A via do
acido chiquimico d4 origem a alguns aminodcidos arométicos, precursores de varios
metabolitos secunddrios, dentre os quais fenilpropanoides, cumarinas, lignanas e outros. Pela
via do mevalonato obtém-se os terpenoides e esteroides, enquanto que pelas vias do acetato e
do chiquimato sdo obtidos os flavonoides (DEWICK, 2002).

O Brasil possui a maior e mais rica biodiversidade do planeta, distribuida em seis biomas
distintos, o que o torna o maior pais com potencial para pesquisas com espécies vegetais.
Considerando todos os aspectos citados anteriormente, associando a boa aceitabilidade destes
produtos no mercado farmacéutico, as altas cifras que circundam a comercializacdo de
fitomedicamentos no mercado, torna-se cada vez mais crescente o interesse na utilizagcdo e
pesquisas de plantas medicinais, objetivando fins terapéuticos (NOLDIN et al., 2006).

A ocorréncia cada vez maior de populacdoes de mosquitos Aedes aegypti resistentes,
devido ao uso continuo de inseticidas organoclorados e organofosforados, além da poluicdao
ambiental e toxicidade tem estimulado a procura por métodos de controle alternativos. Neste

sentido, os produtos naturais e seus andlogos sintéticos surgem como uma estratégia
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promissora, eficiente e ambientalmente segura para reduzir a populagcdo de larvas do vetor da

dengue em seus criadouros antes de sua dispersao (BRAGA, 2007).

A OMS vem incentivando estudos com plantas, visando avaliar os riscos e beneficios dos
fitoterdpicos. Segundo Antunes e cols. (2006) diferentes substancias t€ém sido usadas para
auxiliarem, por ex., na cicatrizagao de feridas, contribuindo para debelar a infec¢ao microbiana.
No entanto, uma das grandes dificuldades tem sido a resisténcia. Por conseguinte, pacientes
infectados por bactérias multi-resistentes necessitam de maior tempo de hospitalizacdo e usam
antibidticos mais caros e/ou mais toxicos. Esses fatores motivam a busca por drogas que
possam substituir ou melhorar os farmacos disponiveis.

O presente trabalho constitui parte de um projeto de pesquisa multidisciplinar voltada
para a busca de substincias bioativas (larvicida, antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatodria), oriundas de espécies vegetais do Estado de Alagoas. Neste sentido, considerando
as atividades observadas em algumas espécies da familia Urticaceae, e que até o presente nao
ha estudos envolvendo as atividades frente a larvas de mosquitos Aedes aegypti, antioxidante e
antibacteriana da espécie Pourouma guianensis Aubl., buscou-se com este trabalho avaliar o
potencial desta espécie frente aos referidos ensaios. Por esta razdo, serdo relatadas a seguir
algumas consideracdes tedricas sobre esses temas, bem como sobre a familia, o gé€nero e a

espécie selecionada para estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA: CONSIDERACOES SOBRE DENGUE E FEBRE

AMARELA, RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES, ANTIMICROBIANOS E AS
PLANTAS MEDICINAIS, FAMILIA, GENERO E A ESPECIE EM ESTUDO

2.1 Dengue

A dengue, também conhecida como “febre de quebra ossos”, é uma doencga viral,
transmitida através da picada da fémea do mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti L., 1762
(Diptera: Culicidae), da familia Flaviviridae (BARRETO, 2005; BRAGA, 2007). Ao picar o
homem infectado, torna-se apta a transmitir o virus apds periodo de 8 a 12 dias de incubacdo
extrinseca. Apesar de existirem relato do ciclo de transmissdo selvagem na Africa e na Asia
envolvendo o macaco, nas Américas o virus da dengue persiste na natureza devido ao ciclo de
transmissdo homem — A. aegypti — homem. E importante ressaltar que a transmissdo através
de fluidos corporais, dgua ou alimentos contaminados, bem como qualquer tipo de contato com
uma pessoa doente nio ocorre (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

As manifestacoes cldssicas da dengue sdo febre alta (39 a 40°C), geralmente de inicio
abrupto, associada a cefaleia, dor retro-orbitdria, com presenca ou ndo de prurido. Outros
sintomas também podem ser observados por um periodo de 2 a 6 dias, como anorexia, nduseas,
vOomitos e diarreia. Algumas manifestagdes hemorrdgicas podem aparecer em todas as
apresentacdes clinicas da dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O virus da dengue possui quatro sorotipos conhecidos como DENV1; DENV2; DENV3
E DENV4 (FIGUEIREDO et al., 2011; LEE et al., 2013; CUI et al., 2013). Os pacientes
infectados por qualquer um destes sorotipos podem ser assintomaticos ou apresentar diversos
sinais e sintomas clinicos que vao desde uma febre inespecifica a uma Febre Hemorragica do
Dengue (FHD) (LEE et al., 2013). Nos casos graves da Dengue ocorrem complicacdes
potencialmente fatais devido ao extravasamento de plasma, acimulo de liquido, dificuldade
respiratdria, hemorragia grave ou faléncia de 6rgdos. Os sinais de aviso ocorrem entre 3 e 7
dias ap6s o inicio dos primeiros sintomas, sio acompanhados por uma queda na temperatura
corpo (inferior a 38° C), tendo como principais sintomas: dor abdominal persistente, vomitos,
respiracdo rapida, sangramento nas gengivas, fadiga, ansiedade e sangue no vomito (WHO,
2013). Esses sinais de alarme, de uma forma geral, precedem o aparecimento de manifestacdes
hemorragicas, espontaneas ou provocadas (prova do laco positiva) e os sinais de insuficiéncia

circulatéria que podem existir na FHD. Em criancas, a dengue apresenta-se na maioria das
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vezes como uma sindrome febril com sinais e sintomas inespecificos: apatia, sonoléncia,

vOmitos, diarreia ou fezes amolecidas (MINISTERIO DA SAIjDE, 2010).

Atualmente a dengue representa um dos maiores problemas de saide publica em regides
tropicais e subtropicais do mundo. Estima-se que cerca de 50 milhdes de casos no mundo
ocorram anualmente, e mais de 2,5 bilhdes de pessoas estdo vivendo em regides geograficas
onde a dengue € endémica (ROCCO et al., 2012; LEE et al., 2013). No Brasil, esta doenca
também representa um dos graves problemas de saide publica, mesmo com 0s crescentes
investimentos por parte do governo (mais de R$ 4 bilhdes entre 2010-2012) observou-se um

grande aumento no nimero de casos entre 2011-2012 (SES/SINAN, 2013) (Figura 1, p. 21).

Figura 1 — Casos de dengue no pais entre 2011e 2012.
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Fonte: Autor, 2014.

Ao analisar os dados, percebe-se que houve um aumento no nimero de casos no referido
periodo nas regides nordeste (SES/SINAN, 2013). Analisando a série historica de 1996 a 2013,
notam-se picos epidémicos nos anos de 1998, 2002, 2007 e 2008 em diante. Os anos
epidémicos mais criticos foram 2010, com a recirculacao do sorotipo DENV1 e reintroducao do
sorotipo DENV3, e com a deteccdo do sorotipo DENV4 em 2012, resultou na ocorréncia de
formas graves da doenga (SVS/AL, 2013).

Até novembro de 2013, 97,05% dos municipios alagoanos, o que equivale a 99 dos 102
municipios, notificaram 13.265 casos suspeitos de dengue. Quando comparados ao mesmo
periodo de 2012 (32.723 casos), observa-se uma reducdo no nimero de casos (59,46%). A
capital contribuiu com 3.662 (27,61%) notificagdes, destacando a importancia dos mesmos
quanto a necessidade de desenvolver agdes para alcancar o impacto esperado no Programa

Nacional de Combate a Dengue em Alagoas (SVS/AL, 2013).
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A introducdo do sorotipo DENVI1 no Brasil, data de 1986, onde foram registradas

epidemias em diversos estados. Ja os sorotipos DENV2 e DENV3 foram registrados no Estado
do Rio de Janeiro a partir de 1990, e em dezembro de 2000 respectivamente, sendo que este
ultimo apresentou entre 2001 e 2003, ripida dispersdao para 24 estados do pais (BARRETO,
2005; BRAGA, 2007; ROCCO et al., 2012). Duas grandes epidemias foram detectadas no
Brasil, uma em 1998 com 530 mil casos notificados, dos quais foram confirmados 507.715
casos, ¢ outra em 2002 com 800 mil casos notificados, com 696.472 confirmados
(SES/SINAN, 2013). Em agosto de 2010 foi registrado o primeiro caso de DENV4 em Boa
Vista, Rondonia. Em seguida se espalhou por outras regides do Brasil, sendo detectado no
Amazonas, Pard, Bahia, Pernambuco e Piaui. No sudeste, o primeiro caso com o DENV4

ocorreu em 2011, no Rio de Janeiro (ROCCO et al., 2012).

2.2 Febre Amarela

A Febre amarela € uma doencga transmitida pelo virus amarilico, um arbovirus do género
Flavivirus e familia Flaviviridae. Esta doenga possui um ciclo silvestre e outro urbano,
apresentando-se de duas formas distintas: Febre Amarela Silvestre (FAS) e Febre Amarela
Urbana (FAU), sendo este ultimo de interesse epidemiolégico e tem como principal
caracteristica diferencial entre ambas, a localizacdo geogréfica, a espécie vetorial e o tipo de
hospedeiro (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). A transmissdo da doenca no Brasil tem como
vetor o mosquito Haemagogus janthinomys, cujos hospedeiros naturais sdo o0s primatas.
Acidentalmente o homem entra nesse ciclo. No caso da FAU, na qual o homem € o tnico
hospedeiro de importancia epidemioldgica, tem como vetor e principal reservatério o mosquito
A. aegypti e o ciclo inicia pela picada da fémea no homem infectado — A. aegypti — homem
sadio (ARAUJO, 2002; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Os macacos sdo os hospedeiros vertebrados primdrios do virus da febre amarela e
desempenham um papel importante na amplificagdo de viral transmissdao. Um tinico macaco
viréemico pode ser uma fonte de infeccdo de dezenas ou centenas de mosquitos vetores,
aumentando grandemente a taxa de transmissdo de doencas. Uma vez que a espécie
Haemogogus alimenta-se de preferéncia em primatas, o seu papel na infec¢do de vectores de
mosquito, incluindo taxa de infeccdo minima, pode ser medido e € um importante marcador de
infec¢do mosquito. Nas FAS, o ciclo ocorre entre 0 macaco infectado — mosquito silvestre —

macaco sadio (VASCONCELOS, 2010).
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A febre amarela possui curta duracdo e gravidade varidvel, apresentando-se desde

infeccdes subclinicas e/ou leves, até formas graves e até fatais. E uma patologia que apresenta
um periodo de infecc@o e outro de intoxicacdo, sendo assim de evolugdo bifésica. Seu inicio é
abrupto, com febre alta e pulso lento em relagdo a temperatura, sinais estes conhecidos como
sinais de Faget. Apresenta ainda calafrios, cefaleia intensa, mialgia, prostracdo, nduseas e
vOmitos, que geralmente duram cerca de trés dias, apos os quais observamos a remissdo da
febre e melhora dos demais sintomas. Esse periodo anteriormente descrito € conhecido como
periodo de infec¢do, a partir dai pode evoluir para a cura ou para o periodo de intoxicagcao
(forma grave), que é caracterizada pelo aumento da febre, diarreia, ressurgimento de vOmitos
com aspecto de borra de café, instalacdo de insuficiéncia hepdtica e renal. Surgem também
sintomas como ictericia, hematémese, melena, epistaxe, hematiria, sangramento vestibular e da
cavidade oral, oligdria, albumintria e prostragdo intensa. A pessoa acometida pode apresentar
também comprometimento sensdrio, expressa através de obnubilacdo mental e torpor, que pode
evoluir para o estado de coma (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). No caso da FAU a principal
medida de controle € a vacinagdo, que ¢ administrada em dose tnica a partir dos nove meses de

idade, e confere imunidade préxima dos 100%. Um refor¢o € recomendado a cada 10 anos.

2.3 Radicais Livres e Antioxidantes

Os radicais livres, em virtude de seus elétrons desemparelhados, apresentam grande
reatividade. Dessa forma, podem reduzir macromoléculas como proteinas, DNA e lipidios,
causando danos aos sistemas bioldgicos e tecidos e ocasionar doencas cardiacas, diabetes e
alguns tipos de cancer (TELESI, 2008).

Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNS) sao
radicais livres cuja principal caracteristica € um ou mais elétrons desemparelhados no oxigénio
(ROS) ou no nitrogénio (RNS), e encontram-se envolvidos em alguns processos bioldgicos
como fagocitose, regulacio do crescimento celular e sintese de substincias biologicas
importantes. Porém, seu excesso acarreta efeitos prejudiciais, tais como a lipoperoxidag¢ao de
membranas e oxidacdo de proteinas. As EROS sdo produzidas continuamente na cadeia
respiratéria das mitocondrias com a reducdo de um elétron do oxigénio molecular. NAD(P)H
oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, cicloxigenase e lipoxigenase sdo grandes fontes
enzimaticas de EROS em células de mamiferos, enquanto que a radiacdo UV representa um

exemplo de um fator ambiental de geragdo de EROS (SILVA et al., 2011).
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Os lipidios podem ser oxidados por diferentes caminhos, € um deles sdo as reagdes

hidroliticas que sdo catalisadas pelas enzimas lipases ou pela acdo de calor e umidade, com
formacdo de dcidos graxos livres. Outro caminho € a oxida¢do enzimatica onde a agdo das
enzimas lipoxigenases catalisa a adicdo de oxigénio a cadeia hidrocarbonada poli-insaturada. O
resultado é a formacdo de perdxidos e hidroper6xidos com duplas ligacdes conjugadas que
podem envolver-se em diferentes reacdes degradativas. E também a autoxidacdo, que esta
associada a reacdo do oxigénio com 4acidos graxos insaturados (RAMALHO, 2006). Todos os
componentes celulares sao alvos das EROS, no entanto, a membrana celular composta por
acidos graxos poli-insaturados € a mais atingida, a principio, pela existéncia de dienos
conjugados. Os radicais livres centrados no oxigénio (HO") atacam a cadeia lipidica em sitios
onde ha abstracdo de hidrogénio, convertendo-o em novo centro de radical livre (inicia¢do). O
radical lipidico formado pode reagir com qualquer estrutura da membrana, porém a reacdo mais
provavel é com oxigénio (O;), gerando o radical lipidio-peroxila (propagacdo), que pode
originar perdxidos ciclicos ou abstrair hidrogénio de outro lipidio levando desta maneira a
continuagdo da reacdo de cadeia radicalar. O término acontece quando dois radicais se
combinam para formar produtos estdveis obtidos por cisdo e rearranjo dos perdoxidos (epoxidos,

compostos volateis e ndo volateis) (Figura 2, p. 24).

Figura 2 — Esquema geral do mecanismo de acio lipidica
Inmiciagio RH—>R'+H’

Propagacio ’—b R+ 0,_, ROO*

ROO’ + RH — ROOH + R’ |

ROO® + ROO®* — ROOR + 0, Produtos estaveis

R*+R"—>RR

RH = 4cido graxo insaturado; R® = radical livre; ROO® = radical peréxido; ROOH = hidroperéxido.
Fonte: Ramalho, 2006.
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A peroxidagdo lipidica pode ser inibida por antioxidantes que reagem com os radicais
peroxila ou alcoxila gerando, desta forma, um hidroperéxido e um radical livre formado a partir
do antioxidante. Dentre os quais estdo o a-tocoferol (vitamina E), que interage com o oxigénio
singlete ('0,) e fornece dtomos de hidrogénio para o radical peroxila dos &cidos graxos,
impedindo desta forma a reacdo em cadeia que se propaga nas membranas lipidicas. Existem
outras vitaminas antioxidantes, como dcido ascorbico (vitamina C) e o [-caroteno, que

interrompem a cadeia de peroxidacao.



25

a-Tocoferol

Acido ascérbico
N NN AN

B-Caroteno

Compostos que sequestram radicais livres com potencial antioxidante sdo aqueles que
podem retardar ou inibir a oxidacdo de lipidios ou de outras moléculas, evitando o inicio ou
propagacdo das reacOes em cadeia de oxidacdo. A atividade antioxidante de compostos
fendlicos € principalmente devida as suas propriedades de oxirreducdo, as quais podem
desempenhar um importante papel na absorcdo e neutralizacdo de radicais livres, espécies
reativas de oxigénio ou decompondo peréxidos (TIVERON, 2009; THOMAZINI, 2011).

Em geral, existem duas categorias basicas de antioxidantes: os sintéticos € 0s naturais.
Antioxidantes sintéticos como o butil-hidroxianisol (BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), o
galato de propila (PG) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ) sdo normalmente utilizados como
conservantes nas industrias de 6leos e de derivados lipidicos. Entretanto, estudos destes
compostos demonstram que podem apresentar alguns efeitos adversos nocivos a satude. Deste
modo, tem havido nos ultimos anos a preocupacgdo de se obter substancias naturais que tenham

a mesma funcao e eficiéncia dos antioxidantes sintéticos (TAKEMOTO, 2009).

OH OH 0 OH
HO 0
HO
OMe OH OH
BHA BHT PG TBHQ

Dentre os antioxidantes naturais estdo os compostos fendlicos oriundos de fontes
vegetais, tais como os flavonoides e outros derivados fendlicos, que sdo responsdveis pela

prevencgdo de doencas degenerativas, neste sentido, as frutas, principalmente as que apresentam
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a coloragdo vermelha/azul, sdo as mais importantes fontes de compostos fendlicos em dietas

alimentares. Especialmente os derivados do dcido hidroxibenzoico e do dcido hidroxicindmico
dentre estes se cita: as antocianinas, os flavondis, as catequinas e os taninos nas quais estao
frequentemente presentes. Muitos destes compostos apresentam uma grande gama de efeitos
bioldgicos, incluindo agdes antioxidantes, antimicrobiana, anti-inflamatéria e vasodilatadora
(SOARES, 2002).

Os efeitos desses compostos sdo essenciais ao organismo humano, porém a exposi¢ao a
infec¢des microbianas e virais, radiacdo e produtos quimicos téxicos, doencas autoimunes e
crOnicas, obesidade, consumo de alcool, uso de tabaco, e uma dieta de alto teor caldrico, sdo
fatores que constituem estresse oxidativo e fazem parte da modulacio de diferentes estagios da
carcinogénese. Sob um estresse ambiental, espécies reativas de oxigénio (EROS) sao
produzidas durante um longo periodo de tempo, podendo causar um dano significativo para a
estrutura e as funcdes das células, induzindo mutacdes somaticas e transformagdo neoplésica.
Um exemplo € que o inicio e progressao do cancro tém sido associados ao estresse oxidativo,
aumentando as mutagdes e induzindo danos ao DNA, a instabilidade do genoma, e a

proliferacao das células (REUTER et al., 2010).

2.4 Antimicrobianos e as Plantas Medicinais

O homem utiliza as plantas como forma de tratamento de intimeras afeccdes, e tanto a
civilizagdo oriental quanto a ocidental relata o uso de plantas, nas suas mais diversas formas de
preparados, seja para o controle de pragas, ou o uso medicinal. O processo de mumificagdo,
bem como os venenos utilizados para defesa, caca e métodos ilicitos (veneno de Hemlock;
Conium maculatum) sdo exemplos do uso das plantas medicinais. As civilizagdes greco-
romana, egipcia e chinesa merecem posicdo de destaque neste cendrio, tanto que a busca por
principios ativos e a compreensao do seu mecanismo de acdo é estudada até hoje, devido a sua
grandiosidade e eficiéncia, principalmente quando se trata da medicina tradicional chinesa
(VIEGAS JUNIOR et al., 2006). Cerca de 80% da populacdo mundial usa a medicina
tradicional na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel (SANTOS et
al., 2010).

O Brasil, com sua vasta e rica flora, faz parte também deste histérico, desde o seu
descobrimento, o qual também esteve ligado ao comércio de produtos naturais (as especiarias),
que determinaram varias disputas de posse da nova terra e, por fim, a colonizacdo portuguesa.

Do pau-brasil (Caesalpinia echinata) era obtido um corante de cor vermelha, usado para tingir
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roupas e como tinta de escrever, que desde a Idade Média era utilizado nas Indias Orientais. Do

lenho desta planta era extraido a brazilina (4), um derivado catecélico que facilmente oxida a
brazileina (5), um fenoldiendnico identificado como corante. Assim como 0s povos primitivos,
os indigenas possuem profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, e pode ser
considerado um fator fundamental na descoberta de substancias toxicas e medicamentosas, ao

longo do tempo (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

HO 0 HO 0

‘ OH ‘ OH
L 1
- §

Brazilina (4) Brazileina (5)

No final do século XIX, o isolamento de produtos naturais na sua forma pura foi
fundamental para a criacdo da inddstria farmacéutica. No inicio os produtos naturais eram a
principal fonte de insumos para a preparacdo de medicamentos. A partir de meados do século
XX, houve um avan¢o na Quimica, Farmacologia e Biologia Molecular, que aliados a novos
ensaios bioquimicos, levaram ao desenvolvimento da Quimica Medicinal, com o planejamento
de farmacos baseados na abordagem fisioldgica. A medida que os produtos sintéticos ganharam
posicdo de destaque, diminuiu sensivelmente o interesse em produtos naturais e
consequentemente a reducdo de investimento nessa drea. Contudo, ocorreu também uma
diminui¢do no nimero de novos farmacos introduzidos no mercado. A partir dai, ocorreu
novamente o interesse em produtos naturais, como fonte de substancias bioativas, associado aos
avangos das técnicas de separagdo, purificacdo e identificacdo de misturas complexas de
produtos, bem como a diversidade estrutural presente na natureza (COSTA, 2009).

As doencas infecciosas sdo tdo importantes para a histéria da humanidade quanto as
guerras e os desastres naturais. Nos ultimos anos, o conhecimento disponivel para controle das
de diferentes sindromes infecciosas tem aumentado como resultado da melhor caracterizacdo
clinica e epidemioldgica dessas doengas, e principalmente, dos avangos registrados nas areas de
microbiologia e imunologia. Assim, o aumento da expectativa de vida pode ser atribuido, em
muito, ao controle da morbimortalidade causada pelas doencas infecciosas e a melhoria das

condi¢des sanitdrias com o emprego massivo de vacinas e ao desenvolvimento da terapia
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antimicrobiana eficaz (DE OLIVEIRA, 2011). No entanto, as doencas infecciosas permanecem

como um dos principais problemas de saude publica, sendo a principal causa de 6bito no
mundo. Segundo a Organizacio Mundial de Satde, uma em cada trés mortes € causada por
doencas infectoparasitdrias. Nessa categoria, as principais causas sdo as doengas do trato
respiratério inferior, a tuberculose, as doencas diarreicas, a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e a malédria. Muitas dessas condicdes altamente letais afetam populacdes
jovens em paises pobres, acarretando um grande impacto socioecondmico (PASQUALOTTO,
2006).

Mesmo com o surgimento e a disponibilizacdo de antimicrobianos eficazes para os
tratamentos dessas afec¢des, o uso indiscriminado acarreta na resisténcia de alguns
microrganismos dificultando o tratamento (PEDROSO, 2013). A resisténcia microbiana refere-
se a auséncia de resposta de um microrganismo a determinado antimicrobiano, podendo ser
natural, quando o microrganismo naturalmente ndo é afetado pelo antimicrobiano; ou
adquirida, refere-se ao desenvolvimento de resisténcia pelo microrganismo, por mutagdo
genética ou por transferéncia génica de um microrganismo para outro. Este dltimo tipo de
resisténcia representa um problema clinico sério, pois limita as alternativas terapéuticas no
tratamento de muitas doencas infecciosas (TRIPATHI, 2006).

Pelo exposto, faz-se necessdria a busca constante por novas drogas para o controle e
combate de micro-organismos. Dentre os produtos naturais, os derivados de plantas superiores
téem despertado um interesse maior nos ultimos anos, no que diz respeito a investigacao
fitoquimica na busca por substincias com atividades antimicrobianas (AYRES et al., 2008).
Muitas plantas sdo tradicionalmente utilizadas no tratamento de varias doengas infecciosas. No
entanto, o nimero de pesquisas cientificas que comprovem tais propriedades ainda é muito
pequeno. Considerando a grande diversidade da flora da brasileira, bem como o alto poder
mutagénico de alguns microrganismos, ressalta-se a importancia das pesquisas a fim de validar

a utilizacdo popular das plantas, determinando seus efeitos bioldgicos (DE OLIVEIRA, 2011).

2.5 Familia Urticaceae

A familia Urticaceae inclui aproximadamente 49 géneros e cerca de 2000 espécies, com
distribuicdo tropical e subtropical, raramente em regides temperadas. No Brasil € listado um total de
13 géneros e 95 espécies, muitas das quais cultivadas em parques e jardins (LORENZI, 2001;
GAGLIOTI, 2011). A familia apresenta uma grande variedade de habitats, podendo ser arvores,

arbustos, porém na sua maior parte sdo ervas ou subarbustos e, ainda, mais raramente, se
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apresentam como trepadeiras ou hemiepifitas. O interesse econdmico de espécies desta familia

concentra-se principalmente na fabricacdo de cordas, fibras téxteis, papel e tecidos grossos
(WOODLAND, 1989) e como forrageiras para gado (GAGLIOTI, 2011). Alguns
pesquisadores vém aprofundando pesquisas com plantas de Urticaceae tentando esclarecer

davidas taxonOmicas existentes nos géneros e espécies (KARSBURG, 2006).

2.5.1. Consideragdes sobre a taxonomia da familia Urticaceae

O clado Urticoide, atualmente formado pelas familias Moraceae, Urticaceae,
Cannabaceae e Ulmaceae, estd inserido na ordem Rosales (APG III, 2009). Este grupo
apresenta caracteres diagnésticos particulares, tais como a presenca de flores reduzidas e
inconspicuas, gineceu bicarpelar, 6vulo unilocular, com placentacao basal ou apical e tricomas
diferenciados. As primeiras contribuicdes para o grupo datam do século XVIII e uma das mais
importantes foi o trabalho de Jussieu (1789), onde foi descrito a “Ordo” III Urticae, a qual
incluia 18 géneros, divididos em dois grupos, de acordo com a disposi¢do das flores na
inflorescéncia. O primeiro constituido por plantas com flores dispostas em recepticulos
involucrados (Ficus, Dorstenia e Perebea, atualmente reconhecidos em Moraceae) € o
segundo, plantas com muitas flores por receptaculo, ou flores dispostas em capitulos rodeadas
de bracteas, ou flores isoladas (Cecropia, Elatostema, Boehmeria, Procris, Urtica,
Forsskaolea, Parietaria, atualmente reconhecidos em Urticaceae), bem como o0s géneros
Artocarpus e Morus (Moraceae), Humulus e Cannabis (Cannabaceae) (SOUZA, 2009;
GAGLIOTI, 2011).

Posteriormente, em 1806, Lamarck & De Candolle propuseram a divisdo da ordem
Urticeae em duas tribos: Artocarpeae (composta pelos géneros Ficus e Morus - flores inseridas
em um receptdculo comum, frutos carnosos, semente com perisperma € embrido curvo) e
Urticeae (Cannabis, Humulus, Urtica e Parietaria - flores solitarias, em amentos, espigas e
cimeiras frutos nunca carnosos, perisperma ausente, embrido frequentemente reto). Somente a
partir de 1847 com os trabalhos de Trécul, a tribo Cecropieae (Cecropia e Coussapoa) foi
incluida, pois havia uma tendéncia em considerar esses dois géneros fora de Urticaceae.
Somente apds estudos filogenéticos, € que esses géneros foram novamente classificados em
Urticaceae. Em 1853, Miquel classificou na Flora brasiliensis, todo o grupo dentro da ordem
Urticineae, cujos géneros atualmente reconhecidos em Urticaceae, foram incluidos nas

subordens Artocarpeae [Cecropia (14), Coussapoa (16) e Pourouma (18 spp.)] e Urticeae
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[Boehmeria (4), Urera (10), Gesnouinia e Urtica (1 espécie cada), Fleurya (2), e Pilea (11

spp.)], totalizando 77 espécies para o Brasil (GAGLIOTI, 2011).

Cronquist (1981; 1988), posicionou Moraceae na ordem Urticales, a qual era composta
pelas familias Barbeyaceae, Cannabaceae, Cecropiaceae, Ulmaceae, Urticaceae e Moraceae, e
delimitada principalmente por caracteres vegetativos e reprodutivos. Sytsma e cols. (2002) e
Datwyler (2004) verificaram que, excluindo Cecropiaceae e Cannabaceae, os elementos de
Moraceae formam um grupo monofilético, semelhante ao proposto por Cronquist (1981) e
verificou uma proximidade muito grande entre Cecropiaceae e Urticaceae.

Romaniuc-Neto (1999) sugeriu uma classificacdo alternativa para o grupo, na qual
atribuiu duas subfamilias, incluindo Cecropiaceae como subfamilia de Moraceae e dividindo os
demais géneros em seis tribos (Artocarpeae, Brosimeae, Dorstenieae, Ficeae, Moreae e
Olmedieae). De acordo com os estudos filogenéticos, as duas familias ndo sdo monofiléticas,
mas juntas formam o grupo irmdo de Moraceae, confirmando a estreita relagdo entre Moraceae
e as familias agrupadas em Urticineae antes mesmo dos primeiros sistemas evoluciondrios de
classificacao (SYTSMA et al., 2002; DATWYLER, 2004; SANTOS, 2012).

As afinidades taxondmicas entre Urticaceae e Moraceae sdo aceitas pela maioria dos
sistemas de classificacdo mais recentes (GAGLIOTI, 2011) e as caracteristicas morfoldgicas
destas familias assinalam a possibilidade de um ancestral comum. A presenca de laticiferos é
apontada como uma das sinapomorfias que aproximam Moraceae e Urticaceae como grupos
irmaos dentro da ordem Rosales (JUDD et al. 2009). Sytsma e cols. (2002) separaram as
Urticaceae, incluindo Cecropiaceae, com laticiferos restritos as cascas e latex aquoso, de
Moraceae que apresenta os laticiferos distribuidos por todo o feixe vascular e latex leitoso.

Segundo Sytsma e cols. (2002), as espécies de Urticaceae constitui um grupo
monofilético e sdo delimitadas de modo amplo, incluindo espécies herbiceas a lenhosas,
distribuidas em seis tribos: Boehmerieae, Cecropieae, Elatostemateae, Forsskaoleeae,
Parietarieae e Urticeae (GAGLIOTI, 2011). Somente a partir dos recentes estudos sobre a
filogenia do grupo (SYTSMA et al., 2002; DATWYLER, 2004; MONRO, 2006; HADIAH et
al.,, 2008; APG III, 2009) é que Urticaceae foi ampliada com a inclusdo dos gé€neros
tradicionalmente reconhecidos em Cecropiaceae senso Berg. Conn (2009), baseado nos
trabalhos de outros autores, propds uma organizacdo dos gé€neros e tribos dentro da familia
Urticaceae, na qual as Urticaceae sdo divididas nas seis tribos acima. No entanto, os estudos
filogenéticos ainda ndo sdo suficientes para o esclarecimento desta questdo e a sistematica das
espécies de Urticaceae apresenta numerosas dificuldades e desde os estudos de Weddell em

1856, que descreveu a familia de forma mais completa, até Cronquist (1981, 1988), a familia
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ndo apresentou grandes variacoes (GAGLIOTI, 2011). Contudo, a partir dos estudos sobre a

filogenia do grupo € que a delimitacdo de Urticaceae foi ampliada com a inclusdo dos géneros
Cecropia, Coussapoa e Pourouma, tradicionalmente reconhecidos em Cecropiaceae senso
Berg. Embora ocorram divergéncias entre autores quanto a posi¢ao sistematica destes géneros,
ou mesmo sobre a validade e posicao filogenética da familia, atualmente esses gé€neros sdo
incluidos ou discutidos nas filogenias de Urticaceae (JUDD et al. 1999; 2009, SYTSMA et al.,
2002; DATWYLER, 2004; CASTRO, 2006; HADIAH et al., 2008; APG III, 2009; CONN,
2009; GAGLIOTI, 2011).

Espécies de Urticaceae sdo utilizadas na medicina popular para tratar uma variedade de
doencas e as espécies do género Urtiga sao as mais amplamente usadas. A infusdo das folhas e
ramos de U. dioica L., tnica espécie cultivada comercialmente (EXARCHOU et al., 2006;
GAGLIOTI, 2011; NAHATA, 2012), é usada em rinite alérgica, reumatismo, eczema, artrites e
como cicatrizante e hemostatico de feridas (LEGSSYER et al., 2002; ROSCHEK et al., 2009;
FARAG et al., 2013) e as raizes como diurético, alivio dos sintomas da hiperplasia prostatica
benigna (HUDEC et al., 2007; FARAG et al., 2013).

Estudos farmacol6gicos demonstraram diversas atividades de U. dioica, dentre elas:
antirreumaticas, anti-inflamatdrias, antisséptica, bactericida, adstringente, hipotensiva, diurética
(diurese natriurética e em anéis isolados de aorta contraidos por KCl ou norepinefrina),
vasodilatacio (ALONSO, 2004), expectorante, estimulante circulatéria, antianémica,
emenagoga, hemostdtica, hipoglicémica, antiviral, antidiarréica, cicatrizante, colagoga,
antialergénica e galactogoga (CHEVALLIER, 1996). As atividades antirreumdticas e
antiinflamatéria sdo em parte, devido a inibi¢do da via da cicloxigenase e por inibi¢do da 5-
lipoxigenase; a agdo anti-inflamatéria foi identificada em modelos experimentais in vivo,
através de edema de pata induzida por carragenina, e atribuida aos polissacarideos presentes
nas raizes (ALONSO, 2004).

Até o presente, os estudos quimicos e farmacoldgicos com o género Urtiga estdo
focalizados principalmente com a espécie U. dioica, cuja quimica estd representada
principalmente por flavonoides, derivados fenilpropanoides (BUDZIANOWSKI, 1991;
BUCAR et al., 2006; PINELLI et al.,, 2008; ROSCHEK et al., 2009; WANG et al, 2011;
FEDOSEEVA et al., 2012; ANZOISE et al., 2013; LI et al. 2013), alcaloides (WANG et al.,
2011); lignans (ZHOU et al., 2009; WANG et al., 2011), terpenoides (GANSSER, 1995;
WANG et al., 2011; LI et al. 2013) e acidos graxos oxigenados (FARAG et al., 2013). As

bioatividades dos compostos isolados incluem citotoxicidade, antitumoral, anti-inflamatdria,
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antimicrobiana, anti-BPH, anti-HIV, antidiabética, hipolipidémica, inibicdo da Sa-reductase e

antioxidante (WANG et al., 2011).

Extratos das folhas de U. dioica também foram ativos como antihipertensivos
(THAKUR et al., 2012), anti-inflamatério (BURKOVA et al., 2011; DAR et al., 2012), anti-
microbiano (Enterococcus faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, Shigella
flexneri e S. typhi, com CIM variando entre 250 e 7,81 pg/mL) (DAR et al., 2012) e analgésico
(BURKOVA et al., 2011). O estudo quimico biomonitorado de algumas das fragcdes ativas
como antimicrobiano conduziu a identificacdo através de CG-EM de derivados alquilfendlicos
ésteres e acidos carboxilicos como os principais componentes responsaveis pela atividade do
extrato em hexano (BURKOVA et al., 2011; DAR et al., 2012).

O extrato hidroalcodlico de U. circularis (Hicken) Sorarii mostrou atividade sedativa
através da facilitacdo das transmissdes GABAérgica e colinérgica. A andlise quimica deste
extrato revelou a presenca de flavonoides, fenilpropanoides e derivados fendlicos, além do
acido clorogénico (6) (ANZOISE et al., 2013). Os extratos hidroalcodlicos provenientes de
diferentes partes (folhas, flores, sementes e raizes) de U. pilulifera L. exibiu atividade
antioxidante, utilizando varios métodos in vitro (OEZEN et al., 2010) e extratos de Pilea
microphylla apresentaram atividades antioxidante (DPPH) e antibacteriana (Gram positiva e
Gram negativa) e antifungica in vitro (CHAHARDEHI et al., 2010).

O extrato em etanol das folhas de Boehmeria nivea (Linn.) Gaudich exibiu atividade
anti-inflamatéria (200, 400, 800, 1200 pg/mL). O estudo quimico deste extrato revelou como
principais constituintes o acido clorogénico (6) e flavonoides, tais como rutina (7), luteolina 7-
glicopiranosideo (8), naringina (9), hesperidina (10) e tangeritina (11) (SUNG et al., 2013). O
triterpeno 20,3f,21p3,23,28-pentahidroxi-olean-12-eno (12), isolado das raizes de Laportea

crenulata Gaud, foi ativo como antifingico (KHAN et al., 2011).

HO COH

OH

75,7,3’,4’-0OH, 3-OGlc-(1—6-Rha)

8 3,5,3’,4’-0OH, 7-OGlc
11 5,6,7,8,4’-OMe
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95,74-OH,R=H
10 5,3’-OH, 7-OGlc-(1—6-Rha), 4’-OMe

12 20,3B,21P,23,28-OH, A2

2.6 O Género Pourouma Aubl.

O género Pourouma, o qual pertence a tribo Cecropieae, compreende cerca de 30
espécies arboreas de médio porte, ocorrentes em dreas de florestas imidas da América do Sul e
Central (MARTINS, 2010). Um grande nimero de espécies apresenta ampla distribui¢do, e
todas essas estdo presentes na Bacia Amazodnica e nas Guianas. Segundo Berg et al. (1990) este
género apresenta varios caracteres, especialmente vegetativos, que demonstram um estigio
intermedidrio entre Cecropia (Cecropiaceae) e Coussapoa (Urticaceae). Assim como espécies
de Cecropia, algumas espécies de Pourouma (P. formicarum Ducke e P. myrmecophila Ducke)
apresentam mirmecofilia. Essas espécies apresentam dilatacdes (domécias) na base do peciolo,
frequentemente habitadas por formigas (MARTINS, 2010). Segundo Gaglioti (2011),
Pourouma apresenta caracteres morfologicos intermediarios entre Moraceae e Urticaceae,
como por exemplo, os estames retos no botdo e a placentagdo lateral do 6vulo.

A circunscricdo de Urticaceae tem sido ampliada a partir de estudos filogenéticos
(MONRO, 2006; MARTINS, 2010), onde foram incluidos nesta familia os géneros Cecropia,
Coussapoa e Pourouma, que eram tradicionalmente reconhecidos em Cecropiaceae. Além das
evidéncias de dados macromoleculares, esses géneros apresentam Vvarios caracteres
morfolégicos comuns a familia Urticaeae que corroboram essa circunscri¢do. Dentre todos os
estudos filogenéticos existentes para o grupo das Urticineae, apenas Datwyler (2004), analisou
uma espécie de Pourouma. Com base na sequéncia ndhF, este género estd proximo a Cecropia
e Coussapoa, dentro de um clado maior formado por Cecropiaceae + Urticaceae. No entanto,
Conn (2009) relatou que a posi¢ao de Pourouma dentro das Urticaceae ainda ndo foi avaliada.

Diante desse quadro, consideramos que este género necessita de novos estudos filogenéticos, ja
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que durante muitos anos e em vdrios sistemas de classificacdo, foi considerado parte das

familias Moraceae ou Cecropiaceae.

Os frutos de algumas espécies sdo comestiveis, dentre essas, destaca-se P. cecropiifolia
Mart., cujos frutos sao apreciados na regiao Norte do Brasil e utilizados na fabricacao de um
tipo de vinho doce (FALCAO, 1980; BERG et al., 1990). Dentre as espécies de Pourouma até
entdo catalogadas, somente quatro delas, coletadas no Brasil (P. guianensis Aubl., P.
cecropiifolia, P. mollis Trécul. e P. velutina Mart. ex Miq.) ou na Coldmbia (P. cecropiifolia),
foram até entdo investigadas do ponto de vista quimico. Os principais constituintes quimicos
isolados tém sido flavonoides livre [apigenina (13) em P. guianensis (TORRES-SANTOS et
al., 2004)] e glicosilados [quercetina 3-O-a-ramnopiranosil-(1—6)-B-galactopiranosideo (25),
quercetina 3-O-o-ramnopiranosil-(1—6)-B-glicopiranosideo (26) (GUIO et al.,, 2010)] e
antocianinas glicosiladas (14-24) (Tabela 1, p. 35; Figura 3, p. 50), formadas pelos esqueletos
de cianidina, delfinidina, malvidina, petunidina, pelargonidina e peonidina em P. cecropiifolia
(GUIO et al., 2010; LOPES-LUTZ et al., 2010) e terpendides (Tabela 1, p. 35; Figura 4, p. 51).

Os dleos essenciais provenientes das folhas, cascas do caule, flores (P. guianensis) e
frutos (P. cecropiifolia) e parte nao especificada de P. mollis e P. velutina revelaram
principalmente a presenca de monoterpenos, sesquiterpenos, acidos carboxilicos, esteres e
alcodis, aldeidos, cetonas e lactonas e de outros compostos [Tabela 1, p. 35; Figuras 5 (p. 54), 6
(p-56) e 7 (p- 59)].



Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
Flavonoides (Figura 3, p. 50)
Apigenina (13) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Cianidina 3-O-B-glicopiranosideo (14) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010 GUIO et
Coldmbia al., 2010

Cianidina 3,5-diglicosideo (15) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Cianidina-3-O-(6"-malonil)glicopiranosideo (16) . cecropiifolia Frutos Coldémbia GUIO et al., 2010

Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Cianidina 3-(3”-malonil)glicosideo (17) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Cianidina 3-rutinosideo (18) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Delfinidina 3-galactosideo (19) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Delfinidina 3-O-B-glicopiranosideo (20) . cecropiifolia Frutos Colémbia  GUIO et al., 2010

Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Malvidina 3-glicosideo (21) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Petunidina 3-glicosideo (22) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Pelargonidina 3-glicosideo (23) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
Peonidina 3-glicosideo (24) . cecropiifolia Frutos Brasil LOPES-LUTZ et al., 2010
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
Quercetina 3-O-a-ramnopiranosil-(1—6)-- . cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
galactopiranosideo (25)
Quercetina 3-O-a-ramnopiranosil-(1—6)-- . cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
glicopiranosideo (26)
Terpenoides (Figura 4, p. 51)
Acido arjunélico (Acido 2a,3p,23-trihidroxi-olean-12-en- . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
28-6ico) (27)
Acido hiptatico B (Acido 2a,3P,190,24-tetra-hidroxi-urs-12- . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
en-28-6ico) (28)
Acido ursélico (29) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Acido oleanélico 30) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Acido 20,3p-dihidroxi-urs-12-en-28-6ico (31) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Acido 20,3p-dihidroxiolean-12-en-28-6ico (32) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Acido 2a,3B,19a-trihidroxiurs-12-en-28-6ico (Acido . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
torméntico) (33)
Epi-friedelinol (34) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Estigmasterol (35) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta

Estigmasterol 3-O--D-glicopiranosideo (36) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Fitol (37) . guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
Friedelina (38) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Sitosterol (39) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Sitosterol 3-O-B-D-glicopiranosideo (40) . guianensis Folhas Brasil TORRES-SANTOS et al., 2004
Alcool cariofilénico (41) . cecropiifolia Frutos Coldombia PINO, 2008
a-Bergamoteno (42) . guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
Biciclogermacreno (43) . cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
Cadaleno (44) . guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999

. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
6-Cadineno (45) . guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
a-Cadinol (46) . cecropiifolia Frutos Colombia  PINO, 2008
a-Calacorene (47) . guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
Calameneno (48) . guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
B-Cariofileno (49) . guianensis Flores, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999

. cecropiifolia Frutos Coldombia PINO, 2008
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
a-Cedreno (50) P. guianensis Flores Brasil LOPES et al., 1999
a-Copaene (51) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
a-Cubebeno (52) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
-Cubebeno (53) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
Cubenol (54) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
5-Elemeno (55) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
Guaiol (56) P. cecropiifolia Frutos Coldémbia PINO, 2008
a-Ilangeno (57) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
o-Muuroleno (58) P. guianensis Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
a-Muurolol (59) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
1,8-Cineol (60) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Coldombia PINO, 2008
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Carvona (61) P. cecropiifolia Frutos Coldombia GUIO et al., 2010
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
p-Cimeno (62) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
B-Ciclocitral (63) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
a-Felandreno (64) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
Fenchona (65) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
Geraniol (66) P. guianensis Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
4-Hidroxi-3,6-oxido de linalol (67) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
a-Ionone (68) P. guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
B-Ionone (69) P. guianensis Folhas e Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Isomentona (70) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
Limoneno (71) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Linalol (72) P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
p-Menta-1,3,8-trieno (73) P. cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008
Mentona (74) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
p-Ment-1-en-9-al (75) P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
2-Metoxibornileno (76) P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Nerol (77) P. guianensis Flores Brasil LOPES et al., 1999
(E)-Nerolidol (78) P. cecropiifolia Frutos Coldémbia PINO, 2008
P. guianensis Folhas e Flores Brasil LOPES et al., 1999
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Numero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
(E)-B-Ocimeno (79) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
(Z)-B-Ocimeno (80) P. cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008
a-Pineno (81) P. cecropiifolia Frutos Colombia  PINO, 2008
Oxido de cis-linalol (82) P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
Oxido de cis-linalol (piranoide) (83) P. cecropiifolia Frutos Col6mbia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
Oxido de trans-linalol (piranoide) (84) P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Oxido de frans-linalol (furanoide) (85) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Terpinen-4-ol (86) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
a-Terpineol (87) P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
P. guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008

Acidos carboxilicos, Esteres e Alcodis (Figura 5, p. 54)

Acido benzoico (88) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Acido 2-etilhexandico (89) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
Acido hexanéico 90) P. cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
Acido (Z)-2-hexenoico (91) P. cecropiifolia Frutos Colémbia GUIO et al., 2010
Acido hexadecandico 92) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Acido heptadecanéico (93) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
Acido isovalérico (94) P. cecropiifolia Frutos Colombia  PINO, 2008
Acido octanéico (95) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008

GUIO et al., 2010

Acido octadecandico (96) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
Acido (Z,Z)-octadeca-9,12-diendico (97) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Acido 2-metilpropanéico (98) P. cecropiifolia Frutos Colémbia  GUIO etal., 2010
Acido 2-metilbutanéico (99) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
Acido 3-metilbutanoico (100) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Acido nonanoico (101) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Acido pentadecandico (102) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Acido tetradecandico (103) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Acetato de hexila (104) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
Acetato de (Z)-3-hexenila (105) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
Acetato de (E)-cinamoila (106) P. cecropiifolia Frutos Colémbia PINO, 2008
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
Benzoato de benzila (107) P. guianensis Flores Brasil LOPES et al., 1999
Butanoato de hexila (108) P. guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
Butanoato de (Z)-hex-3-enila (109) P. guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
Formiato de (Z)-hex-3-enila (110) P. guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
Salicilato de benzila (111) P. guianensis Flores Brasil LOPES et al., 1999
Salicilato de etila (112) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
P. cecropiifolia Frutos Coldombia PINO, 2008
Salicilato de metila (113) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
2-Metilbutanoato de hex-3-enila (114) P. guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
Palmitato de metila (115) P. cecropiifolia Frutos Coldombia GUIO et al., 2010
Tetradecanoato de isopropila (116) P. cecropiifolia Frutos Coldémbia PINO, 2008
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
Alcool benzilico (117) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Alcool feniletilico (118) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Butanol (119) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
(-)-2,3-Butanodiol (120) P. cecropiifolia Frutos Coldmbia GUIO et al., 2010
Dietilenoglicol (121) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
3,7-Dimetil-1,5-octadien-3,7-diol (122) P. cecropiifolia Frutos Coldmbia GUIO et al., 2010
2,6-Dimetil-2(E)-7-octadien-1,6-diol (123) P. cecropiifolia Frutos Coldmbia GUIO et al., 2010
2,5-Dimetil-2,5-hexanodiol (124) P. cecropiifolia Frutos Coldombia GUIO et al., 2010
1,2-Etanodiol (125) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
n-Hexanol (126) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
P. guianensis Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Hexadecanol (127) P. cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
(E)-2-Hexenol (128) P. cecropiifolia Frutos Col6mbia GUIO et al., 2010
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
P. guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
(Z)-3-Hexenol (129) P. cecropiifolia, P. Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
P. guianensis Folhas e Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
3-Metil-1-butanol (130) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Octanol (131) P. cecropiifolia, Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
3-Octanol (132) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia, Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
1-Octen-3-0l (133) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
P. cecropiifolia, Oleo essencial Brasil LOPES et al., 2002
mollis,
P. velutina
Octadecanol (134) P. cecropiifolia Frutos Colombia  PINO, 2008
2-Pentanol (135) P. cecropiifolia Frutos Coldombia GUIO et al., 2010
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta

3-Pentanol (136) . cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
1,2-Propanodiol (137) . cecropiifolia Frutos Coldmbia GUIO et al., 2010
Aldeidos, Cetonas e Lactonas (Figura 6, p. 56)
Benzaldeido (138) . guianensis Flores Brasil LOPES et al., 1999

. cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
Benzofenona (139) . cecropiifolia Frutos Colombia  PINO, 2008
2-Ciclopenten-1-ona (140) . cecropiifolia Frutos Colombia  GUIO et al., 2010
Decanal (141) . cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
(E)-Dec-2-enal (142) . guianensis Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
(E,E)-2,4-Decandienal (143) . guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999

. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
2-Fenilcetaldeido (144) . cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
Furfural (145) . cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
3-Hidroxi-2-butanona (146) . cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
n-Heptanal (147) . guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
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Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Continua

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
(E)-2-Heptenal (148) P. cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008
2-Heptanona (149) P. cecropiifolia Frutos Colombia  PINO, 2008
n-Hexanal (150) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
(E)-2-Hexenal (151) P. cecropiifolia Frutos Col6mbia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
P. guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
n-Nonanal (152) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Col6mbia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
n-Octanal (153) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule, Flores Brasil LOPES et al., 1999
P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
(E)-Undec-2-enal (154) P. guianensis Folhas, Cascas do Caule Brasil LOPES et al., 1999
v-Butirolactona (155) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
3-Metil-y-butirolactona (156) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
v-Nonalactona (157) P. cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010.
Benzotiazol (158) P. cecropiifolia Frutos Colombia
p-Cresol (159) P. cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008




Tabela 1 — Compostos isolados e/ou identificados em espécies de Pourouma. Conclusio

Nome e Nimero do Composto Espécies Parte da Planta Pais de Referéncias
Coleta

Eugenol (160) . cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
Fenol (161) . cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
2-Fenoxietanol (162) . cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
0-Guaiacol (163) . cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
(E)-Isoeugenol (164) . cecropiifolia Frutos Coldmbia PINO, 2008
Indol (165) . cecropiifolia Frutos Colombia  PINO, 2008
Isobutanoato de 2-fenoxietila (166) . cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Leptospermona (167) . cecropiifolia Frutos Colémbia  PINO, 2008
Metileugenol (168) . cecropiifolia Frutos Colombia  PINO, 2008
Veratrol (169) . cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008
4-Vinilguaiacol (170) . cecropiifolia Frutos Colombia PINO, 2008; GUIO et al., 2010
2-Oxo-pirrolidina (171) . cecropiifolia Frutos Colombia GUIO et al., 2010
Safrol (172) . guianensis Folhas Brasil LOPES et al., 1999
Tri-tert-butilfenol (173) . cecropiifolia Frutos Coldombia GUIO et al., 2010
p-Xileno (174) . cecropiifolia Frutos Colombia  GUIO et al.., 2010

Fonte: Autor, 2014.
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Figura 3 — Estruturas de flavonoides isolados de espécies de Pourouma.

135,7,.4’-OH

255,7,3’,4’-OH, 3-0-a-Rha-(1—6)-p-Gal
26 5,7,3’,4’-OH, 3-0O-a-Rha-(1—6)-B-Glc

14R = 0-B-Glc, R, =R, =OH, R; = H

15R =R, =0-B-Glc, R, =OH, R; = H

16 R = 3-0-(6"-Ma)-Glc, R, =R,=OH, R; = H
17 R = 3-(3”-Ma)-Glc, R, =R,=OH, R; = H
18 R=Rut, R; =R,=OH, R; =H

19R = O-B-Glc, Ry =R, =R3 =0OH

20R =0O-B-Gal,R; =R, =R3=0H

21 R =0-B-Glc, R;=H, R, =R3=0Me

22 R = O-B-Glc, R; =H, R, = OMe, R; = OH
23R =0-B-Glc,R;=R,=R3=H

24R =0-B-Glc, Ri=H,R, =0OMe, R3=H

Gal = galactopiranosideo; Glc = glicopiranosideo; Ma = malonil; Rut = rutenosideo

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 4 — Estruturas de terpenoides isolados ou identificados em espécies de Pourouma. Continua.

30 29

27 2a,3pB,23-OH, 28-CO,H, A" 28 2a,3p,190,24-OH, 28-CO,H, A"?
30 3B-OH, 28-CO,H, A" 29 38-OH, 28-CO,H, A"
31 2a,3p-OH, 28-CO,H, A" 32 2a,3p-OH, 28-CO,H, A"

33 20,3B,190-OH, 28-CO,H, A"

34 30-OH 35 3B-OH, A™*
38 3-Oxo0 36 3-O-B-D-Glc, A’
39 38-OH, A’, 22-didro
40 3-0-B-G-Glc, A°, 22-didro
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Figura 4 — Estruturas de terpenoides isolados ou identificados em espécies de Pourouma. Continua
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Figura 4 — Estruturas de terpenoides isolados ou identificados em espécies de Pourouma. Conclusao.
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Figura 5 — Estruturas de acidos, ésteres e alcodis que ocorrem em espécies de Pourouma. Continua
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Figura 5 — Estruturas de acidos, ésteres e alcodis que ocorrem em espécies de Pourouma. Continua
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Figura 5 — Estruturas de acidos, ésteres e alcodis que ocorrem em espécies de Pourouma. Conclusao

CH;CH,CH(OH)CH,CH; CH;(CH,),CH(OH)CH=CH,
133
136
HOCH,CH(OH)CH;
CH,CH(CH;)CH,CH,OH .
130

Fonte: Autor, 2013.

Figura 6 — Estruturas de aldeidos, cetona, lactonas e de outros compostos que ocorrem em
espécies de Pourouma. Continua
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Figura 6 — Estruturas de aldeidos, cetona, lactonas e de outros compostos que ocorrem em

espécies de Pourouma. Conclusiao

155R=R;=H
156 R =H, R; =Me
157 R =H, R = -(CH,)4CH3
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62

160R = H 1
168 R = Me
O
(0]
ay UL
NH ©

CH,CONH,
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Fonte: Autor, 2013.
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2.7 Espécie Pourouma guianensis Aubl.

A espécie Pourouma guianensis Aubl. (sinonimia: P. acutiflora Trécul., P. cinerascens
Mart. ex Miq., P. fuliginea Miq., P. heterophylla Mart. ex Miq., P. mildbraediana Standl., P.
palmata Poepp. & Endl., P. radula Benoist., P. scabra Rusby., P. substrigosa Mildbr. e P.
subtriloba Rusby), conhecida como embatiba da mata (Pernanbuco), mapati e amapati (Pard),
imbaubarana (Mato Grosso), itararanga e tararanga branca (Bahia), embatba-bengué e pau-de-
jacu (Parand) e inharé (Piaui) e em outros paises como buruma, sandpaper (Guiana); bois
canon, kuluma (Guiana Francesa), papaya del monte, uvilla, uvilla blanca (Peru),
masbospapaja (Suriname), chaparro de dgua delta amacurro (Venezuela) e outros nomes
(LORENZI, 1998), € uma arvore de cerca de 30 metros de altura (Figura 7, p. 59), que ocorre
na Colombia, Venezuela, Guianas e no Brasil, onde se distribui na regido amazonica e da costa
litordnea de Pernambuco até Santa Catarina (TORRES-SANTOS, 2004).

A planta floresce durante os meses de agosto e setembro e os frutos amadurecem a partir
de dezembro, com uma grande quantidade de sementes (MARANHAO, 2012), dispersas por
passaros e mamiferos (VIEIRA et al., 1996) e suas folhas servem de alimento para o bicho-
preguica (LORENZI, 1998). A arvore € ornamental, é recomendada para composicdo de
reflorestamentos mistos e a madeira € empregada para producao de polpa celul6sica, confeccdo
de brinquedos, palitos, caixas e pequenas embalagens (LORENZI, 1998).

No campo ¢é frequentemente confundida com Cecropia, da qual € distinguida por nao
apresentar folhas peltadas e nos herbarios com Pourouma bicolor, da qual se diferencia por
apresentar face adaxial da lamina tomentosa-vilosa, nervuras proeminentes na face abaxial da
lamina e estipulas com a face interna glabra a pubérula. Berg e cols. (1990) reconhecem duas
subespécies de P. guianensis: venezuelensis (Cuatrec.) C.C. Berg & van Heusden, restrita a
regido norte da Venezuela e guianensis que apresenta ampla distribuicdo ocorrendo desde a
bacia amazonica até o leste da Colombia, Guianas e no leste do Brasil (GAGLIOTI, 2011).

O principal uso desta espécie € como fruto comestivel, do qual também se faz uma bebida
fermentada. Os indios Waimiri Atroari esfregam pedacos das cascas internas (que tem cheiro
de Vick vaporub) na testa para aliviar os sintomas de gripe, ou fazem uma infusio das cascas
para o mesmo fim (LORENZI, 1998; MARANHAO, 2012). A infusdo das cascas do caule é
utilizada na medicina popular para tratar disenteria e os frutos verdes como remédio para tratar
feridas (LOPES et al., 1999; TORRES-SANTOS, 2004).

O estudo quimico efetuado com o extrato em metanol das folhas de P. guianensis, ativo

contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis (TORRES-SANTOS et
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al., 2004) resultou no isolamento do flavonoide apigenina (13) e de onze terpenoides [4cidos
arjundlico (27), hiptético B (28), ursélico (29), oleandlico (30), 2a,3B-dihidroxiursan-12-en-28-
6ico (31), 2a,3B-dihidroxiolean-12-en-28-6ico (32) e torméntico ( 33), epi-friedelinol (34),
estigmasterol (35), friedelina (38) e sitosterol (39)] (Figura 4, p. 51). Embora as fracdes
contendo os compostos 13, 27-28, 34-35, 38-39 foram inativas ou com fraca atividade, as
fragdes contendo os dcidos 29-32 e 33 foram mais potentes em inibir o crescimento de formas
promastigotas a 100 pg/mL, sendo que os dcidos ursélico (29) e oleandlico (30) mostraram alta
atividade frente formas amastigotas intracelular de L. amazonensis (ICso 27 e 11 pg/mL,
respectivamente) (TORRES-SANTOS et al., 2004).

Os componentes quimicos dos O6leos essenciais, obtidos por hidrodestilacio e
identificados através de CG e CG-EM, das folhas, cascas do caule e flores desta espécie
(LOPES et al., 1999). Sesquiterpenos (41-59), monoterpenos (60-87) (Tabela 1, p. 35; Figura 4,
p. 51), acidos graxos (88-103), ésteres (104-116), alcodis alifaticos (117-137) (Tabela 1, p. 35;
Figura 5, p. 54), aldeidos, cetonas e lactonas (138-157) e derivados arométicos (158-174) foram
os principais componentes (Tabela 1, p. 35; Figura 6, p. 56).

Figura 7 — Foto da espécie P. guianensis (arvore, frutos e folhas).

Fonte: http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php.
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

O presente trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento da composi¢do quimica
e do potencial bioldgico do género Pourouma, através do estudo quimico e da avaliacao das
atividades larvicida, antioxidante e antibacteriana de extratos das folhas, cascas e caule da

espécie vegetal Pourouma guianensis Aubl. (Urticaceae).

3.2 Especificos

e Avaliar o potencial larvicida, frente larvas do 4° instar do Aedes aegypti, de extratos e

fracdes da espécie Pourouma guianensis;

e Avaliar, frente ao radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), o potencial antioxidante de

extratos e fracdes da espécie acima mencionada;

e Avaliar a atividade antibacteriana de extratos e substincias isoladas da espécie acima

mencionada;

e Isolar e elucidar a estrutura quimica de alguns dos constituintes quimicos presentes nos
extratos e fragdes, especialmente daqueles com resultados promissores nos ensaios

efetuados.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Solventes, reagentes, materiais e equipamentos

Na preparacgdo dos extratos foram utilizados extratores de aco inoxidével e etanol 90%;

Nas parti¢des, separacdes cromatograficas e outras marchas quimicas foram utilizados
acetato de etila, cloroférmio, hexano e metanol P.A (Dinamica, Labsynth e Quimex); ou

destilados no préprio laboratério;

Nas separagdes cromatogréificas foram utilizados como adsorventes géis de silica (70-230 e

230 a 400 mesh, Merk) e Sephadex LH-20 (Pharmacia).

Nas cromatografias em camada delgada analitica (CCD - 0,75 mm de espessura) utilizados
gel de silica 60 PF,s4 da Merck. As cromatoplacas foram preparadas utilizando-se
suspensoes de silica gel em dgua destilada, espalhadas sobre placas de vidro através de um

espalhador mecanico e, em seguida, ativadas a 100°C, em estufa (Biomatic);

As solugdes contendo grandes volumes foram concentradas em evaporadores rotativos,
marcas BUCHI (modelo R-114) e IKA WERKE (modelo RV06-ML), enquanto as solucoes
com pequenos volumes foram concentradas a temperatura ambiente em capela de exaustao

da Permution;

As pesagens foram efetuadas em balanca eletronica analitica (modelo AX 200, Shimadzu)

e balanc¢a semianalitica (BEL);

Utilizou-se Ultrasson da Brason (modelo 1210) nas solubiliza¢des das amostras;
A secagem da vidraria foi realizada em estufa de esteriliza¢@o universal (modelo 219);

Os cromatogramas foram revelados em lampada ultravioleta da Spectroline (modelo ENF-
260C/F), em comprimentos de onda de 254 e 366 nm; por imersdao em cubas de vidro
contendo cristais e vapores de iodo; e/ou através de métodos destrutivos de revelacdo como

a aplicacao de uma soluc¢ao dcida de sulfato cérico;

Os espectros de RMN (lH: 400 e 200 MHz; BC: 100 e 50 MHz) foram registrados em

espectrometro Briiker Avance 400 do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
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Alagoas (IQB/UFAL) e Mercury-Varian 200 do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica

da Universidade Federal da Paraiba. As amostras foram dissolvidas em solventes
deuterados puros ou em mistura (cloroférmio e/ou metanol) e a referéncia interna utilizada

foi o sinal residual do solvente deuterado ou TMS;

e Nos ensaios para avaliacdo da atividade larvicida, as amostras foram solubilizadas com
DMSO. A ragdo animal para alimentacdo das larvas foi esterilizada em autoclave vertical
modelo 415 (Fanem) e os insetos adultos de Aedes aegypti (Stegomyia) aegypti L., 1762

(Diptera: Culicidae) foram alimentados com glicose anidra P.A. (Amresco);

¢ Nos ensaios antioxidantes utilizou-se cromatoplacas de gel de silica 60 F,s4 (Merck), o
radical sintético 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), (+)-catequina, 2,6-di-tert-butil-4-metil-
fenol (BHT), acido ascérbico e dcido gdlico (Sigma) e MeOH grau espectroscopico (Vetec).
As medidas de absorbancia foram efetuadas em espectrofotdmetro UV/VIS (modelo Mini-

1240 da Shimadzu);

* Nos ensaios antibacterianos foram utilizados: pipetas automdticas de volumes varidveis,
ponteiras de polietileno, microplacas de poliestireno com 96 orificios estéreis (JET
BIOFIL® Tissue Culture Plates), tubos de ensaios, erlenmeyers e provetas de volumes
variados, mdscaras, gorro e jaleco, luvas de procedimento, swabs e gazes estéreis,
meio de cultivo Agar Miieller-Hinton e cepas padrio adquiridas da empresa Laborclin
(Pinhais-PR, Brasil), cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (CTT) (Vetec), papel Whatman® n°
1, autoclave vertical (modelo Q316M2 Quimis® e estufa bacteriol6gica (modelo Q290
Quimis®), capela de fluxo laminar (Biohazard Safety Cabinet, JSR-JS Research, Veco do

Brasil Indistria e Comércio de Equipamentos Sociedade Ltda, Campinas/SP, Brasil).

4.2 Coleta e identificacido do material vegetal

As folhas, cascas e caule da espécie Pourouma guinanensis Aubl. foram coletadas em
margo de 2001, na Area Relevante de Interesse Ecoldgico, municipio de Fleixeiras/AL, e
identificada pela botanica Rosangela P. Lyra Lemos do Instituto do Meio Ambiente do Estado

de Alagoas, onde um exemplar do referido material encontra-se catalogado (MAC-14277).

4.3 Preparacao dos extratos
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Os materiais vegetais provenientes das partes folhas (1000 g), caule (2600 g) e cascas

(630 g), apds secagem a temperatura ambiente e moagem, foram extraidos individualmente
através de maceracdo com acetona (folhas e cascas) e EtOH 90% (cascas e caule). Apds
concentracdo das solu¢des em evaporadores rotativos, parte dos extratos brutos obtidos [folhas
(28,34 g), caule (23,21 g), cascas (7,95 g em acetona)] foram suspensos em solugdo MeOH-
H,O (3:2) e extraidos individualmente e sucessivamente com hexano, CHCl; e AcOEt, ou
filtrados em gel de silica, com diferentes sistemas de solventes (Figuras 8-11, pp. 64-67).
Posteriormente, os extratos brutos e suas respectivas fragdes de particao e/ou de filtracao foram
submetidos a ensaios para avaliar os efeitos sobre larvas do 4° estddio do A. Aegypti,
capacidade de sequestrar radicais livres (DPPH) e antibacterianos (bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas).

4.4 Avaliacao do potencial biologico de extratos e fracoes

4.4.1 Avaliacao da atividade larvicida

Os extratos brutos, bem como as fra¢des oriundas de particao ou de filtracdo das folhas,
caule e cascas foram submetidos a ensaios frente larvas do quarto estddio do mosquito A.
aegypti. Os experimentos foram realizados no insetdrio do Laboratério de Pesquisa em
Quimica dos Produtos Naturais (LPqPN) do IQB/UFAL, de acordo com as recomendagdes da
Organizacdo Mundial de Saide (WHO, 1981) e metodologia descrita por Oliveira e cols.
(2010).

4.4.1.1 Criacdo e manutenc¢ao das larvas e insetos adultos

Larvas do 4° estaddio de mosquitos A. aegypti foram obtidas a partir de ovos depositados
em papéis de filtro por fémeas adultas criadas no insetirio do LPgPN. Os insetos foram
mantidos a uma temperatura média de 27,1 £ 4,0 °C, umidade relativa do ar de 69,9 = 7,8% e
com fotoperiodo de aproximadamente de 12 horas.

Os ovos de mosquitos, coletados trés dias apds a realiza¢do do repasto sanguineo, foram
colocados em bacias plasticas contendo dgua destilada, onde ocorreu a eclosao das larvas e seu
desenvolvimento nos diferentes estadios (L;, L,, L3, L4). As larvas foram alimentadas com
racdo autoclavada para gatos e mantidas em bacias até o desenvolvimento das pupas. Em
seguida, com auxilio de pipetas plésticas, as pupas foram manualmente separadas das larvas,

acondicionadas em copos descartdveis e colocadas em gaiolas teladas para posterior
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emergéncia dos insetos adultos. Estes foram alimentados com solucao de glicose anidra a 10%,

em chumacos de algodao trocados diariamente. A alimentacdo sanguinea (repasto sanguineo)
para as fémeas, visando a maturacdo dos ovos, foi realizada utilizando pombos da espécie

Columbia livia (GMELIN, 1789).

Figura 8 — Esquema geral do procedimento experimental efetuado com a particdo do caule de
Pourouma guianensis.

Caule (2600 g)

- Extracdo ¢/ EtOH
- Concentracao

Extrato EtOH (23,21 g; PgCE)

5,63 ¢
- Suspensao em MeOH-H,O0 (3:2)
- Extragdo ¢/ C¢H,4-CHCl; 1:1, CHClI; e
AcOEt
Ext. C¢H4-CHCI; 1:1 Ext. CHCl; Ext. AcOEt Ext. MeOH
(145 g (1,46 g) (0,74 g; PgCA) (1,22 g)
0,5¢g
Sephadex LH-20
Fr. 22-26 Fr. 28-34
014 g) (0.26 g)
| |
| | | |
Fr. 17-24 Fr. 25-41 Fr. 57-68 Fr. 101-124
(PgCA-1) (PgCA-2) (PgCA-3) (PgCA-4)
(8 mg) (7,8 mg) (8 mg) (14 mg)

Fonte: Autor, 2012



Figura 9 — Esquema geral do procedimento experimental efetuado com o extrato em EtOH do caule de Pourouma guianensis.

Extrato EtOH (23,21 g; PgCE)

17,58 ¢

- Filtragdo em gel de silica

C¢H,4-CHCl;
1:1 (1,55 ¢g)

CHCl;
0,54 g)

(1,97 ¢)

CHCl;-AcOEt 1:1

MeOH
(2,799

Sephadex LH-20

Fr. 64-67 PgCC-1 (
10 mg)

AcOEt (PgCAy) AcOEt-MeOH
4,02 g) 1:1 (5,51 g)
CCem gel de
silica | |
AcOEt AcOEt ssb
ppt (2,27¢g) (2,329

Fr. 119-125 (25 mg)

AcOEt (0,139 g)

Sephadex LH-20

CC em gel de silica

Fr.9-11

PgCCA-1 (20 mg)

Fr. 66-104 (31 mg)

CC em gel de silica

Fonte: Autor, 2012

Fr. 5-12
PgCA1 (10 mg)

Fr. 9-19
PgCAr2 (8 mg)

65
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Figura 10 — Esquema geral do procedimento experimental efetuado com as folhas de Pourouma

guianensis.

Folhas (1000 g)

- Extragdo com Acetona
- Concentracao

Extrato Acetona (28,34 g; PgFA)

AcOEt

- Suspensdo em MeOH-H,0 3:2
- Extra¢do com Hexano, CHCl; e

Ext. Hexano
(15,44 g)

Ext. CHCly
(6,95 g)

Ext. AcOEt
(0,67 g)

Ext. MeOH
(1,44g)

| Sephadex LH 20

Fr. 36-41
0,114 ¢)

CC em gel de silica

Fr. 100-129
PgFA-1
(15 mg)

Fonte: Autor, 2012.
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Figura 11 - Esquema geral do procedimento experimental efetuado com as cascas de Pourouma

guianensis.

Cascas (630 g)

- Extragdo ¢/ Acetona e EtOH
- Concentracdo

Ext. Acetona
(5,09 g; PgCCA)

Ext. EtOH
(2,86 g; PgCCE)

- Filtracdo em gel de silica

- Extracdo com C¢H 4, CHCI;, AcOEt e MeOH

Ext. Hexano Ext. CHCl; Ext. AcOEt Ext. MeOH
(1,12 ) (1,38 g) (1,18 g) (0,60 g)
CCem gel de
silica
Fr. 69-92
(0,033 g)
CCem gel de
silica

PgCCAA-1 (10 mg)

Fonte: Autor, 2012.

4.4.1.2 Ensaio para Avaliagao da Atividade Larvicida

Inicialmente, os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando-se larvas jovens

do 4° estadio (cabeca branca, sob alimentacdo), na concentracao de 250 ppm. Para tanto, 75 mg

de cada amostra foram dissolvidos em 1 mL de dimetilsulf6xido (DMSO), e em seguida,

diluidos em d4gua destilada, obtendo-se um volume total de 300 mL. Esta solu¢do foi

distribuida, em trés copos descartdveis, onde foram adicionados grupos de quinze larvas. Como
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controle negativo, utilizou-se uma solucao aquosa de DMSO a 0,33%, e como controle positivo

solucdo de temefds reformulado a 1% na concentragdo de 3 pg/mL, que foram mantidos sob as
mesmas condi¢des do teste. As larvas foram expostas as solugdes das amostras e do controle
por um periodo de 48 horas, sendo a leitura do experimento realizada a cada 24 horas durante
48 horas apds o inicio do teste, observando-se o percentual de mortalidade. Aos copos contendo
as larvas, adicionou-se 0,005 g de racdo para garantir auséncia de mortalidade por falta de
alimento, evitando uma falsa interpretacdo da atividade larvicida.

De acordo com o percentual de mortalidade observado apds 24 e 48 horas, o grau de
atividade das amostras testadas foi classificado de acordo com os seguintes critérios:
considerado promissor — Mortalidade superior a 75%; parcialmente promissor — Mortalidade
entre 50% e 75%; fracamente promissor — Mortalidade entre 25% e inferior a 50% e inativo

— Mortalidade inferior a 25%.

4.4.2 Avaliacao da capacidade sequestradora de radicais livres

4.4.2.1 Ensaios qualitativos

A avaliacdo qualitativa da capacidade sequestradora de radicais livres frente ao radical
sintético DPPH’ foi efetuada de acordo com a metodologia descrita por Soler-Rivas e cols.
(2000). Apos dissolugdo das amostras em solventes apropriados (Quadro 1, p. 69), aliquotas de
aproximadamente 2 pl. de cada foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel 60 Fs4
(Merck), que foram eluidas em sistemas de solventes adequados. Apds eliminacdo do solvente
a temperatura ambiente, ao lado das amostras, aplicou-se 2 pL. de (+)-catequina (1 mg/mL em
CHCl3), como controle positivo. Em seguida, as cromatoplacas foram submersas, durante 10
segundos, em solucdo metandlica do radical DPPH (0,4 mM), que apds secagem a temperatura
ambiente, o aparecimento de manchas amareladas sob um fundo roxo, quando comparado com

a (+)-catequina, sugeriu uma possivel atividade.

OH 0N
OH

N-N NO,

(+)-Catequina
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Quadro 1 — Extratos e fracées que foram submetidos a avaliacio qualitativa da capacidade
sequestradora de radicais livres frente ao radical sintético DPPH.

Partes da planta Extratos Fracoes
Folhas Acetona Filtracao: Hexano; CHCl;; AcOEt e MeOH
Caule EtOH Particio: Hexano-CHCI; (1:1); CHCl;; AcOEt e MeOH-H,0O

Filtracdo: Hexano-CHCl; (1:1); CHCl;; CHCl;-AcOEt (1:1);
AcOEt; AcOEt-MeOH (1:1) e MeOH

Cascas Acetona Filtracao: Hexano; CHCl;; AcOEt e MeOH

EtOH

Fonte: Autor, 2012.

4.4.2.2 Ensaios quantitativos

Somente as amostras que apresentaram resultados positivos (manchas amareladas) nos
ensaios qualitativos foram submetidas a ensaios quantitativos frente ao radical sintético DPPH,
conforme metodologia descrita por Brand-Williams e cols. (1995) e Sanchez-Moreno e cols.
(1998), na qual a amostra cuja atividade deseja-se avaliar reage com o radical livre DPPH em
solucdo metandlica. O radical DPPH (coloracdo purpura) absorve no comprimento de onda de
515 nm. Porém, ao ser reduzido por um agente antioxidante (doador de hidrogénio) ou uma
espécie radicalar (R") forma-se o difenil-picrilhidrazina (colora¢do amarela; Figura 12, p. 69).

O consumo do radical foi monitorado pelo decréscimo da absorbancia do radical.

Figura 12 — Representacio esquematica da reacdo de reduciao do DPPH'.

O o ar
1
N—N.AQNOZ + R — N-N NO,

O,N 0N
Fonte: Autor, 2013.
¢ Preparo das Solucoes e Construcao da Curva de Calibracao do DPPH

As solucdes estoque das amostras testes [caule (parti¢do: fragdes em CHCl;, AcOEt e

MeOH-H,0); filtragdo: fragcdes em CHCls;, CHCl3-AcOEt, AcOEt, AcOEts,, AcOEt-MeOH e



70
MeOH); folhas (parti¢do: fracdes: CHCI; e AcOEt) e cascas filtracdo fracdo CHCls)], bem

como dos padrdes [(dcido ascorbico, dcido gélico e butilhidroxitolueno (BHT)] utilizados
foram preparadas na concentracdo de 40 pg/mL em MeOH (grau HPLC). De cada amostra

foram testadas no minimo 5 concentragdes, variando de 200 a 3,125 ug/mL.

OH
OH OH o OH OH
:Ho. o
HO (0] N HO\/\:SI/
mOH HO OH HO OH
OH OH CH;
(+)-Catequina Acido ascérbico Acido gilico BHT

Inicialmente, preparou-se uma solucdo estoque de DPPH em MeOH grau espectroscépico
(40 pg/mL ou 100 mMol/L), que foi protegida da acdo da luz e mantida sob refrigeracdo até o
momento dos testes. A partir desta solu¢do, foram preparadas solugdes nas concentracdes de
35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 pg/mL necessérias para a construcdo da curva de calibragdo. As
medidas de absorbancia da radiacdo UV a 515 nm de cada solu¢do do DPPH (1 a 40 ug/mL)
foram feitas em espectrofotometro UV/VIS (modelo Mini-1240, Shimadzu). As medidas foram
feitas em triplicata, utilizando-se cubetas de poliestireno com percurso Optico de 1 cm,
contendo 1 mL de cada solu¢do. Como branco utilizou-se MeOH grau HPLC.

A curva de calibrag¢ao foi construida a partir dos valores médios de absorbancia de cada
solucdo do DPPH versus as concentragdes usadas (1 a 40 pg/mL), através da andlise de
regressao linear utilizando o programa Microcal OriginPro 8.0. Esta andlise forneceu a equagao
matemadtica da curva de calibracdo: Y = a + b.x, onde: a = coeficiente linear; b = coeficiente
angular ou inclinacao da reta; com seu desvio padrio (DP) e coeficiente de correlagdo (R).

A solucao estoque de DPPH para avaliacdo quantitativa da capacidade sequestradora de
radical livre frente ao DPPH dos extratos e fracdes foi preparada varias vezes. Para cada
solug@o estoque foi construida uma curva de calibracdo, sendo obtidas diferentes medidas de
dispersdo: os desvios padrdao (DP) variaram de 0,0051 a 0,0344 e os coeficientes de correlacdo
(R) variaram entre 0,995 e 0,999.

Apods a obtencdo da curva de calibracdo, aliquotas de 0,1 mL de cada concentragdo das
amostras foram individualmente colocadas em cubetas e adicionadas a cada uma delas 0,9 mL

da solugdo do radical DPPH (100 pmol/L). As soluc¢des foram protegidas da presenca de luz,
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homogeneizadas e as leituras de no minimo cinco diferentes concentracdes (200 a 3,125

pg/mL) foram feitas nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos. As absorbancias das solugdes
foram registradas contra um branco (MeOH, grau HPLC).

A percentagem remanescente de DPPH (DPPHggy) no meio reacional foi obtida a partir
da equacdo matemadtica da curva de calibracdo e dos valores de absorbancias obtidos apds 60
minutos de andlise para cada concentracdo testada, conforme férmula descrita por Sdnchez-

Moreno e cols. (1998).

% DPPHRgem = [DPPH]1—/[DPPH]1= x 100
Onde:

[DPPH]r~¢ = concentracdo de radical DPPH no meio apds reagdo com a amostra;

[DPPH]r-9 = concentrac¢do inicial de DPPH no meio (40 mg/L).

Os dados de percentagens de radical DPPH remanescente versus as concentracdes
testadas (200,0 a 3,125 pg/mL) foram plotados no OriginPro 8. A quantidade de antiradical
necessdria para diminuir a concentragdo inicial de DPPH em 50% (Cls) foi obtida usando o

modelo matematico Y=a + b.x.

4.4.3 Avaliacao da atividade antibacteriana

Os ensaios antibacterianos foram realizados no Laboratério de Pesquisa e Tratamento de
Feridas (LPTF), em colaboracdo com a Prof" Dr" Maria Lysete de Assis Bastos, da Escola de
Enfermagem e Farmécia (ESENFAR) da Universidade Federal de Alagoas.

Os extratos brutos e fragdes oriundas de particdes e filtragdes do caule, cascas e folhas de
P. guianensis foram submetidos a ensaios utilizando o método de microdiluicdo em caldo, para
determinacdo da concentrag@o inibitéria minima (CIM), conforme descrito por Ayres e cols.
(2008), frente a quatro bactérias, sendo duas Gram- positivas [Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Enterococcus faecallis (ATCC 29212)] e duas Gram-negativas [Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 31488)], todos adquiridos da
empresa Laborclin, Pinhais-PR, mantidos em temperaturas entre 2 a 8°C, até o momento do

uso.

4.4.3.1 Meios de cultivo e solucdes utilizados nos ensaios antibacterianos

X/

< Maeios de cultivo: composicao e preparo
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Mueller Hinton Broth ou Caldo Mueller Hinton (BHM, 500 g): meio sélido de

enriquecimento altamente nutritivo utilizado na propaga¢do de micro-organismos (cepas-
padrao) utilizados nos testes antimicrobianos. Segundo o fabricante, este meio € composto
(g/L): carne e infusao de aminodcido caseina. O meio BHM foi preparado utilizando-se 21 g do
p6 em 1 litro de 4gua destilada sob agitacdo. Apds a completa dissolug¢do, a solucdo foi
esterilizada em autoclave vertical, a 121°C durante 15 minutos, com pH final de 7,4 + 0,1 a
25°C. O meio foi armazenado a uma temperatura de 2-8°C até o momento do uso, quando foi

redistribuido em placas de Petri.

Solugdo salina tamponada: solucio utilizada para diluir o in6culo visando obter o equivalente
a 1,5 x 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC/mL). A solucdo foi preparada utilizando-se
os sais: cloreto de sodio (5,61g), cloreto de potdssio (0,11g), fosfato de potdssio monobdsico
(1,0g), e fosfato dibasico de sdédio (2,0g), apds agitacdo com auxilio de bastdo de vidro, todos
os componentes da solucdo foram dissolvidos em 1 litro de dgua destilada. Apds completa
dissolugdo, a solucdo foi transferida para um erlenmeyer, o qual foi vedado com rolha de gaze.
Apbs o processo de esterilizagdo em autoclave a 121°C durante 15 minutos e ajuste do pH
(7,4+/- 0,2 a 25°C), armazenou-se em refrigerador a uma temperatura de 2- 8°C, até o momento
do uso. Em cada bateria de testes, a solucdo era novamente esterilizada para receber indculos
ativos. A turbidez desta suspensdo foi comparada com a turbidez do tubo 0,5 da Escala de
MacFarland (1,5 x 10° UFC/mL), obtendo-se assim a suspensao microbiana a ser adicionada

nos pogos.

Solugdo de sulfato de bdrio para a escala de MacFarland: foram utilizadas solucdes padrdo

de turbidez de sulfato de bario (BaSQ,), denominada Escala de MacFarland. Esta escala é

utilizada para padronizac¢do da densidade do inéculo dos micro-organismos para testes in vitro,

e ajuste do nimero de UFC/mL. A escala foi preparada conforme procedimento abaixo:

1 — Acrescentar 0,5 mL de BaCl, 0,048 mol/L (1,175% w/vBaCl,*2H,0) a 99,5 mL de H,SO,
0,18 mol/L (0,36 N) (1% v/v).

2 — Verificar a densidade correta da solu¢do padrdo de turbidez usando um espectrofotdometro
com via de luz (light path) de 1 cm e cubeta correspondente para determinar a absorbancia.

A 625nm, a absorbancia devera ser de 0,08 a 0,10 para a solu¢ao padrao MacFarland 0.5.

3 — Colocar de 4 a 6 mL em tubos com tampas de rosca, do mesmo tamanho dos usados para

cultivar ou diluir o in6culo em cultura de caldo.
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4 — Fechar bem os tubos e armazend-los em camara escura, a temperatura ambiente.

S - Agitar vigorosamente o padrio de turbidez num misturador de voértex mecanico
imediatamente antes de usar.

6 — Substituir as solugdes padrdo ou verificar novamente as densidades trés meses depois de

preparadas.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) é definida como a menor concentracdo de um
agente antimicrobiano capaz de impedir o crescimento visivel de um micro-organismo em
testes de sensibilidade por diluicio em &gar ou caldo (NCCLS, 2012). O ensaio para
determinagao da CIM (adaptado de AYRES et al., 2008), foi realizado utilizando-se a técnica
de microdilui¢do em caldo, em placas estéreis de 96 pogcos com fundo em “U”, que contém 12
colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Foi preparada previamente uma solugdo estoque das
amostras dos extratos e fragdes, na concentracio de 2000 ug/mL, a uma concentracdo de
DMSO a 10%, mediante a solubilizacdo de 6mg em 300 uL. de DMSO e 2700 uL de solucdo
salina. As amostras foram testadas em triplicata.

Estes ensaios antibacterianos foram realizados com extratos brutos, fracdes e substancias
isoladas de P. guianensis, para avaliar a capacidade de inibir o crescimento bacteriano frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Para a realizacao do ensaio, foram adicionados 100
pL do caldo BHM em cada pogo das colunas de 1 a 12 da microplaca. Um volume de 100 uL
da solucdo estoque de 2 mg/mL das amostras devidamente identificadas foram adicionadas nos
pocosde 1 a3,de4 a6ede7a9dalinha A. Em seguida, foram homogeneizadas com auxilio
de uma pipeta e transferidos uma aliquota de 100 puL. do contetddo de cada orificio da linha A
para os orificios da linha B, e apds homogeneiza¢do, o mesmo volume foi transferido para a
linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H, e desprezando-se apds homogeneizacao
o excesso da dilui¢do, obtendo-se assim concentragdes decrescentes dos extratos (1000 pg/mL -
linha A; 500 pg/mL - linha B; 250 pug/mL - Linha C, e assim por diante). Os indculos
microbianos na concentracao de 0,5 de McFarland (1,5 x 10° UFC/mL) foram depositados em
todos os orificios das linhas A-H. Os orificios das colunas 10, 11 e 12 foram destinados para os
testes de controle do experimento. Os orificios da coluna 10 receberam apenas BHM e o
in6culo microbiano (5 pL), possibilitando o controle positivo da viabilidade bacteriana (CC) a
coluna 11 foi reservada para o controle negativo da atividade inibitéria do diluente DMSO,
utilizado na preparagdo dos extratos. Desta forma, a solucdo de DMSO a 10% foi diluida em

caldo BHM até a linha H e o mesmo in6culo microbiano acrescido a coluna 11. Os orificios da
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coluna 12 receberam apenas caldo BHM para a verificagdo da esterilidade da placa. As

microplacas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35° C por 18 horas. Decorrido este
intervalo de tempo foi acrescentado a cada um dos orificios 20 uL. de uma solu¢do aquosa de
CTT (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5% e as microplacas novamente re-incubadas por mais
trés horas a 35° C. Apds esta ultima incubagdo a presenca de uma coloracdo vermelha nos
orificios € interpretada como prova negativa do efeito inibitdrio do extrato, enquanto a auséncia
da coloracao vermelha é considerada prova positiva da acao inibitdria do extrato.

O CTT € um reagente comumente utilizado para detec¢do de metabolismo em células
eucaridticas; ele se reduz em presenga de H*, formando o Trifenil Formazan, que tem cor
vermelha (Figura 13, p. 74). Portanto, o aparecimento da coloracdo avermelhada indica
crescimento microbiano. A leitura do experimento foi realizada observando-se a menor
concentracdo da amostra em pg/mL capaz de impedir o crescimento microbiano, na qual ndo

houve mudancga de coloragdo. Cada teste foi realizado em triplicata.

Figura 13 — Representacio esquematica da reacio de reduciao do CTT.
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CTT Trifenil Formazan
Fonte: Autor, 2013.

4.5 Isolamento de alguns constituintes quimicos do caule de Pourouma guianensis
As fragOes provenientes de particdo ou filtracdo que apresentaram resultados promissores
nos ensaios larvicidas, antioxidantes e antibacterianos foram investigadas visando o isolamento

dos componentes responsaveis pelas atividades.

4.5.1 Procedimento efetuado com fracdes oriundas da filtracdo do caule de Pourouma

guianensis
4.5.1.1 Fragao cloroférmio

A fracao em CHCIl; (542 mg) oriunda da filtracdo de parte do extrato bruto em EtOH do
caule foi dissolvida em MeOH e permeada em gel (Sephadex LH-20 com MeOH), da qual
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foram obtidas 67 fracdes com volume médio de 10 mL cada. Apds andlise através de CCD, em

diferentes sistemas eluentes, as fracdes com Rfs semelhantes foram reunidas. A fracdo 64-67
(10 mg) apresentou um aspecto de um sélido amarelo que apds revelacdo com luz ultravioleta e
vapores de iodo mostrou-se como uma tnica mancha e foi codificada de PgCC-1 (10 mg). Este

material encontra-se em fase de obten¢ao dos dados espectrais.

4.5.1.2 Fragao cloroférmio-AcOEt

A fracdo em CHCI;-AcOEt (1:1) (1,97 g), oriunda da filtracdo do extrato em EtOH do
caule, por ter apresentado fraca atividade frente a S. aureus e E. faecallis (CIM 1000 pg/mL),
foi fracionada em gel de silica com misturas de solventes (hexano, Hex-CHCl; 9:1, 8:2, 7:3,
6:4, 1:1, CHCl;, CHCl3-AcOEt 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, AcOEt e MeOH). A fracao 119-125 (25
mg), eluida com CHCIl;, foi permeada em Sephadex LH-20 com MeOH, que apds andlise
comparativa através de CCD foram agrupadas. O material reunido do subgrupo 9-11 (20 mg) se
mostrou como um sélido amorfo branco, que através de andlise em CCD e revelagdo com
sulfato cérico se apresentou como uma Unica mancha, de coloracdo rosa claro, indicando a

possivel presenca de terpenos. Este material foi codificado de PgCCA-1.

4.5.1.3 Fragdao AcOEt

Parte da fracdo acetato (139 mg) foi fracionada em gel de silica com as misturas de
solventes (hexano, hexano-acetato 9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1; AcOEt e MeOH) e forneceu 165
fracbes com volume médio de 5 mL cada. Apds andlise comparativa através de CCD, em
diferentes sistemas eluentes, e revelagdo com sulfato cérico, as fragdes com Rfs semelhantes
foram reunidas. O material da fracdo 66-104 (31 mg) apresentou o aspecto de um sélido branco
que ap6s borrifar sulfato cérico e aquecer em estufa apresentava 4 manchas de coloragdo rosa
claro, sugerindo a presenca de terpenos, com Rfs diferentes. A fracdo 66-104 (31 mg) foi
submetida novamente a fracionamento em gel de silica nos sistemas de solvente
(hexano/acetato 8:2, 7:3, 6:4; 1:1 e Acetato) onde foram recolhidas 28 sub-fracdes com volume
médio de 5 mL cada. Apds andlise comparativa através de CCD, em diferentes sistemas
eluentes, e revelacdo com sulfato cérico, as sub-fracdes 5-12 (10 mg) e 14-19 (8 mg), foram
agrupadas devido aos Rfs semelhantes, e apresentaram duas manchas de coloragdo rosa claro, o
que sugere a presenca de terpenos. Ambas as fragdes foram codificadas de PgCA¢1 e PgCA¢-2

respectivamente. Estes materiais se encontram em fase de obtencdo de dados espectrais.
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4.5.1.4 Procedimento experimental efetuado com a fracdo em AcOEt oriunda da parti¢io do

caule

A fracdo em AcOEt (0,74 g), oriunda da particdo de parte do extrato em EtOH do caule,
foi dissolvida em MeOH e submetida a uma permeag¢do em gel utilizando Sephadex LH-20
com MeOH, onde foram obtidas 83 fracdes. O material da sub-fracdo 22-26 (144 mg) foi
submetida a fracionamento em gel de silica com as misturas de solventes (hexano, hexano-
acetato 9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1; AcOEt e MeOH) e forneceu 195 fragdes com volume médio de 5
mL cada. Apds andlise comparativa através de CCD, em diferentes sistemas eluentes, e
revelagdo com luz UV e vapores de iodo, as sub-fracdes com Rfs semelhantes foram reunidas.
Os materiais das sub-fracoes 17-24 (8 mg) e 25-41 (7,8 mg), apresentaram o aspecto de um
sOlido amarelo, com uma tnica mancha quando revelada com luz ultravioleta e vapores de
iodo. Ambas as sub-fra¢des foram codificadas de PgCA-1 e PgCA-2, respectivamente. A sub-
fracao PgCA-2 encontra-se no momento em fase de obtencdo dos dados espectrais.

O material das fracdes reunidas 28-34 (0,264 g) foi refracionado em gel de silica com
misturas de solventes de diferentes polaridades (hexano, Hex-AcOEt 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1,
AcOEt e MeOH). Os materiais das sub-fragdes 57-68 (8 mg) e 101-124 (14 mg), apresentaram
o aspecto de um sélido amarelo, com uma tnica mancha quando revelada com luz ultravioleta e
vapores de iodo. Ambas as sub-fracoes foram codificadas de PgCA-3 e PgCA-4,

respectivamente.

4.5.2 Isolamento de alguns constituintes quimicos das folhas de Pourouma guianensis

4.5.2.1 Procedimento experimental efetuado com a fragdo em AcOEt das folhas de Pourouma

guianensis

A fracdo em AcOEt (0,67 g), oriunda da particdo do extrato em EtOH das folhas, foi
dissolvida em MeOH e submetida a permeacdao em gel com Sephadex LH-20 e MeOH, onde
foram obtidas 92 fragdes com volume médio de aproximadamente 10 mL cada. O material da
subfracdo reunida 36-41 (0,114 g) foi refracionado em gel de silica com misturas de solventes de
diferentes polaridades (hexano, Hex-acetato 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, AcOEt e MeOH). O material
das subfragdes reunidas 103-129 (15 mg), se mostrou como um sélido amorfo de aspecto
amarelo, que apds andlise através de CCD e revelacdo com luz UV e vapores de iodo se

apresentou como uma Unica mancha. Este material foi codificado de PgFA-1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados dos ensaios biologicos com extratos e fracoes

5.1.1 Avaliagdo da Atividade Larvicida

O uso repetido de inseticidas para controle do mosquito A. aegypti tem dificultado o
controle biolégico e isto tem levado a ressurgéncia de populacdes de mosquitos, além do
desenvolvimento de resisténcia e efeitos indesejaveis sobre organismos nao alvos, promovendo
assim um problema de saide ambiental e humana. Para aliviar estes problemas, grande énfase
tem sido dada a busca de produtos naturais como uma alternativa (BARRETO, 2005; BRAGA,
2007; GOKULAKRISHNAN et al, 2013). A literatura relata varios trabalhos envolvendo a
atividade de extratos vegetais contra larvas do A. aegypti. No entanto, no que diz respeito ao
género Pourouma, ndo foi encontrado qualquer relato sobre esta atividade em espécies deste
género. Assim, na busca por um controle quimico alternativo contra este vetor, avaliou-se a
atividade larvicida dos extratos e fracdes do caule, folhas e cascas da espécie em estudo (P.
guianensis).

A Tabela 2 (p. 78) mostra os resultados obtidos frente as larvas do 4° estddio, na
concentracdo inicial de 250 ppm, durante o periodo de 48 horas. Conforme -critérios
previamente estabelecidos (parte experimental item 4.4.1.2, p. 67), dentre as amostras
avaliadas, atividades moderadas (mortalidade > 50% e < 75%) foram obtidas com as fracdes
em Hexano-CHCI; 1:1 (58,5%), proveniente da parti¢do do caule, e em CHCl; (71,11%) e
AcOEt (60,0 e 53,33%; ppt e ssb, respectivamente) oriundas da filtracdo do caule. Todas as
amostras oriundas de folhas e cascas testadas foram inativas (mortalidade < 25%).

De acordo com Sukumar e cols. (1991), o grau da atividade larvicida depende da parte da
planta estudada, do local da coleta e do método de avaliacdo utilizado. Conforme mostra a
Tabela 2 (p. 78), essa atividade em P. guianensis variou em funcdo da parte da planta, visto que
os maiores percentuais de mortalidade ocorreram somente com extratos oriundos do caule, em
geral com extratos obtidos com solventes de média polaridade, especialmente procedentes de
filtracdo em vez de particdo. Deste modo, os resultados obtidos no presente estudo, muito
embora ainda de forma preliminar, sugerem que a espécie P. guianensis podera ser considerada
uma fonte de novos agentes larvicidas, visto que essa atividade em extratos de plantas esta

frequentemente associada a uma mistura complexa de componentes ativos. No entanto, estudos
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complementares visando a obtencdo da Concentra¢do Letal que mata 50% das larvas (CLsg)

ainda serdo necessarios.

Tabela 2 — Resultados dos ensaios larvicidas (250 ppm em 48 h) com extratos e fracoes.

Partes da planta Extratos/Fracoes Mortalidade em 48h (%)
Caule Extrato bruto em EtOH 0,0
Folhas Extratos em Acetona e EtOH 0,0
Cascas Extratos em Acetona e EtOH 0,0
Caule (particio) CHCI;, AcOEt e MeOH-H,O 0,0-2,22
Hexano-CHCl; 1:1 58,5
Hexano-CHCl; 1:1, AcOEt- MeOH 1:1 0,0 -4,44
Caule (filtracio) e MeOH
CHCl, 71,11
CHCI;-AcOEt 1:1 37,77
AcOEt 46,66
AcOEt (ppt) 60,0
AcOEt (ssb) 53,33
Folhas (Acetona, CHCl;, AcOEt e MeOH-H,O 0,0 - 6,66
particdo) Hexano 24,44
Cascas (Acetona, Hexano, CHCl;, AcOEt e MeOH-H,O 0,0-7,0
filtracdo)
Temefos 100
DMSO a 0,33% 0

Fonte: Autor, 2012.

5.1.2 Avaliacdo da capacidade sequestradora de radicais livres

A avaliacdo da capacidade sequestradora de radicais livres através do radical DPPH ¢é
uma das técnicas mais utilizadas na avaliacdo da atividade antioxidante de extratos vegetais,
suas fracdes e substincias isoladas. E um método de ficil utilizacdo e de rdpida obtencgido de
resultados. Neste ensaio, 0s compostos que apresentam potencial para sequestrar radicais livres
reduzem o DPPH através da doacdo de elétrons ou dtomos de hidrogénio para o radical livre.

A Tabela 3 (p. 80) mostra os extratos e fracdes do caule, cascas e folhas que foram
avaliados qualitativamente e que sugeriram uma possivel atividade sequestradora de radicais

livres (manchas amarelas sob um fundo roxo), quando comparados com o controle positivo
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[(+)-catequina]. Em virtude desses resultados, essas amostras foram quantificadas e tiveram a

concentragdo inibitdria necessaria para reduzir a concentracao inicial do DPPH em 50% (Cls)
determinada. Vale ressaltar que nestes ensaios os valores da Cls, sdo inversamente relacionados
a atividade e esta aumenta, portanto, com a diminui¢do do DPPH remanescente no meio
reacional. Conforme pode ser observado na Tabela 3 (p. 80), quando comparadas com os
padrdes utilizados [4cido ascorbico (Clsg 37,37 + 3,18 pg/mL), BHT (Clsg 82,75 £+ 5,82 pg/mL)
e acido galico (Clsp 15,29 £ 4,38)], as amostras avaliadas apresentaram uma variacao de Clsg
muito grande (120,76 + 1,85 a 5.958,80 = 3,55 pg/mL) e dentre as quais, os melhores
resultados foram obtidos com as fragdes em CHCl; (312,01 £ 1,55 pg/mL) e em AcOEt (Clsg
120,76 = 1,85 pg/mL) das folhas e em CHCl; (372,47 + 4,28 ng/mL) e AcOEt-MeOH 1:1
(360,68 = 1,05 pg/mL) do caule. As demais fracdes foram consideradas inativas (Clsy > 400
pg/mL). Da fracao em AcOEt das folhas foi isolada a substancia codificada de PgFA-1, um
derivado fendlico ativo como antioxidante (SOARES, 2002).

Virias sdo as classes de compostos quimicos presentes em plantas responsdveis pelo
sequestro de radicais livres e ativos como antioxidantes. Os polifendis, por exemplo, possuem
muitos efeitos bioldgicos, os quais sdo atribuidos principalmente as suas atividades
antioxidantes, eliminagdo de radicais livres, inibicdo da peroxidacdo e quelantes de metais de
transicdo (TAIZ, 2004; NICKAVAR, 2007). De um modo geral, os compostos fendlicos sdao
responsaveis pela prevencao de doencas degenerativas, neste sentido, as frutas, principalmente
as que apresentam coloracdo vermelha, sdo as mais importantes fontes de compostos fendélicos
em dietas alimentares. Especialmente os derivados do dcido hidroxibenzoico e do &cido
hidroxicinamico dentre estes se cita as antocianinas, os flavondis, as catequinas e os taninos
(hidrolisados ou condensados) nas quais estdo frequentemente presentes. Muitos destes
compostos apresentam uma grande gama de efeitos bioldgicos, incluindo a¢des antioxidantes,
antimicrobiana, anti-inflamatéria e vasodilatadora (MELO, 2002; RICE-EVANS, 2004;
MANACH, 2004). A atividade antioxidante desses compostos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica, caracteristicas que desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciacao

como na propagacao do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007).
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Tabela 3 — Resultados da avaliacio da capacidade sequestradora de radicais livres.

Partes da planta Fracao ClIsy+ DP (ug/mL)
CHCl,4 372,47 +£4,28
Particdo AcOEt 1.420,35 + 1,59
MeOH-H,0O 2.283,65 + 1,05
Caule
CHCl; 5.133,98 £ 0,85
CHCI;-AcOEt 1:1 5.958,80 + 3,55
Filtracao AcOEt ppt 799,03 + 0,85
AcOEt ssb 729,67 +1,02
AcOEt-MeOH 1:1 360,68 + 1,05
MeOH 2.010,51 +£ 3,27
Cascas Filtragcdo CHCl, 1.723,31 + 1,85
Folhas Parti¢ao CHCL 312,01 £1,55
AcOEt 120,76 + 1,85
Padraées usados Acido ascérbico 37,37 +3,18
BHT 82,75 +5,82
Acido gilico 15,29 + 4,38

Fonte: Autor, 2012.

5.1.3 Avaliagdo da atividade antibacteriana

Na busca por drogas alternativas para o tratamento de infeccdes causadas por agentes
bacterianos, extratos brutos e suas respectivas fragdes oriundas de filtragdo e/ou particdo,
provenientes de cascas, folhas e caule de P. guianensis foram avaliados, utilizando o método de
microdilui¢ao em caldo, contra cepas patogénicas de duas bactérias Gram-positivas (S. aureus e
E. faecalis) e duas Gram-negativas (P. aeruginosa e K. pneumoniae). Nesses ensaios, o grau de
atividade foi definido de acordo com o valor da CIM, segundo os critérios descritos por Ayres e
cols. (2008) e Holetez e cols. (2002). Segundo estes autores, extratos e/ou fracdes com valor de
CIM inferior a 100 pug/mL — serdo considerados ativos; de 100 a 500 pg/mL — moderada
atividade; de 500 a 1000 pg/mL — fraca atividade; e superior a 1000 pg/mL — inativo.

Conforme pode ser observado na (Tabela 4, p. 82), dentre as amostras avaliadas, os
melhores resultados foram obtidos frente as bactérias S. aureus e E. faecallis com extratos
provenientes de folhas [extrato em acetona (S. aureus: 250 ng/mL; E. faecallis: 500 pg/mL) e
fracdo em CHCl; (S. aureus: 125 ng/mL)] e caule [Frs. em AcOEt (Filt.; S. aureus: 125 ug/mL;
E. faecallis: 250 pg/mL); AcOEt (Filt. ppt; S. aureus E. faecallis: 125 pg/mL) e AcOEt (Filt.
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ssb; S. aureus e E. faecallis: 250 pg/mL). Dentre as amostras oriundas de cascas avaliadas,

somente o extrato bruto em acetona mostrou fraca atividade frente a S. aureus, P. aeruginosa e
E. faecallis (CIM 1000 pg/mL) e a fragdao em AcOEt frente a S. aureus (CIM 1000 pg/mL).

Em relagdo as bactérias Gram-negativas utilizadas, todos os extratos testados foram
inativos frente a K. pneumoniae e somente alguns extratos das cascas (ext. em acetona), folhas
(ext. em acetona e fracoes em hexano e CHCl;) e caule (fragio em Hexano-CHCls)
apresentaram fraca atividade frente a P. aeruginosa (CIM 1000 pg/mL).

E importante salientar que uma droga vegetal pode apresentar determinados efeitos
devido as interacdes sinérgicas existentes entre os diversos principios ativos com o mesmo
efeito, o que ocasiona uma eficicia superior quando comparada com os compostos isolados.
Bem como, o contrdrio também pode ocorrer, onde em uma mesma planta, podem ocorrer
substancias com propriedades antagonicas entre si, o que dificulta a interpretacdo dos
resultados, pois mascaram o efeito (MULLER, 2006). Extratos brutos e fracdes sao
constituidos de uma mistura de diversas substancias. Assim, os resultados obtidos podem
ocorrer quer sejam por efeitos sinérgicos ou antagonicos, o que pode potencializar ou reduzir
seu efeito frente a um micro-organismo.

A bactéria K. pneumoniae € restrita a ambiente hospitalar e tem a propriedade de inibir a
acdo dos antibidticos carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem), dificultando ou
reduzindo as opgOes terapéuticas disponiveis. Sua colonizagdo em seres humanos ocorre
provavelmente por contato com as diversas fontes ambientais; enquanto que em pessoas
imunocomprometidas esta bactéria encontra um ambiente propicio para seu crescimento,
levando a quadros de infec¢do (DESIMONI et al., 2004; MARTINEZ et al., 2004). Por outro
lado, P. aeruginosa é considerada uma bactéria oportunista visto que causa doencas em
individuos imunocomprometidos. E um dos principais agentes causadores de infeccdes
hospitalares, principalmente em Unidades de Terapia Intensiva e tem sido associada a uma
ampla variedade de infeccdes. O tratamento de infeccdes causadas por esta bactéria € dificil
devido a resisténcia a vdrios antibidticos, pela presenca de uma membrana dupla envolvendo

cada célula bacteriana, que impede a entrada dos antibidticos na célula (TRABULSI, 2004).
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Tabela 4 — Resultados da avaliacao antibacteriana de extratos e fracoes das cascas, folhas e caule
de P. guianensis, através do método de microdiluicao em caldo.

Parte da planta/Amostras CIM (ng/mL)
Testadas
S. aureus P. aeruginosa K. pneumoniae E. faecallis
Cascas
Ext. EtOH e Frs. em Hexano, - - - -
CHCl; e MeOH
Ext. Acetona 1000 1000 - 1000
Fr. AcOEt 1000 - - -
Folhas
Ext. EtOH e Fr. MeOH-H,0 - - - -
Ext. Acetona 250 1000 - 500
Fr. Hexano 1000 1000 - -
Fr. CHCl, 125 1000 - 1000
Fr. AcOEt 1000 - - -
Caule
Ext. EtOH, Frs. em AcOEt,
MeOH-H,0, Hex-CHClI; 1:1, Hex- - - - -
CHCI; 1:1 (6leo), AcOEt-MeOH
1:1 e MeOH (Filt.)
Fr. Hex-CHCl; 1:1 - 1000 - 1000
Frs. CHCl; e CHCl; (Filt.) 1000 - - -
Fr. CHCl;-AcOEt 1:1 1000 - - 1000
Fr. AcOEt (Filt.) 125 - - 250
Fr. AcOEt (Filt. ppt) 125 - - 125
Fr. AcOEt (Filt. ssb) 250 - - 250
Fr. Hex-CHCl; 1:1 (ssb) 1000 - - -

Fonte: Autor, 2013.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO DO ESTUDO FITOQUIMICO

5.2.1 Identificacao estrutural das substancias isoladas

O estudo fitoquimico efetuado com a espécie P. guianensis resultou no isolamento de

sete compostos. Destes, somente cinco tiveram suas estruturas identificadas como sendo dois

triterpenos € de dois derivados fendlicos do &4cido benzoico. Cada composto isolado foi

codificado de acordo com o nome da planta (Pg), da parte da planta (F = folhas e C = caule) e
do extrato ou fracdo de onde foram isoladas (A = AcOEt, AA = AcOEt (Acetona), AE =
AcOEt (EtOH), C = Clorofémio, CA = Clorofémio-AcOEt ¢ H = Hexano). Esses compostos

tiveram suas estruturas identificadas com base na andlise dos dados obtidos dos espectros de
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RMN 'H e de "°C, incluindo experimentos DEPT e APT, bem como comparacio com dados de

modelos e de compostos andlogos descritos na literatura.

MeO HO
OH OH

HO HO

PgCA-3 PgFA-1

PgCA-4

5.2.1.1 Identificagdo estrutural das substancias codificadas de PgCCA-1 e PgCA-4

As substancias codificadas de PgCCA-1 e PgCA-4 foram identificadas como sendo
triterpenos pentaciclicos da série ursano com base na andlise dos dados obtidos dos respectivos
espectros RMN, bem como pela comparagdo com dados de modelos descritos na literatura.

Os dados obtidos dos seus respectivos espectros de RMN 'H (Figuras 15-19, p. 89-91)
permitiram identificar sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos e multiplicidade estdo
condizentes com a presenga de hidrogénios de ligag¢do dupla trissubstituida [PgCCA-1: § 5,28
(m, H-12); PgCA-4: 5 5,34 (m, H-12)], hidrogénios carbindlicos [PgCCA-1: d 3,14 (m, H-3);
PgCA-4: & 3,92 (sl, H-3) e 8 3,65 (m, H-2)] e varios sinais atribuidos a hidrogénios de grupos
metilicos (PgCCA-1: 8 0,70 a 6 1,20; PgCA-4: 5 0,75 a & 1,34) (Tabela 5, p. 87). Essa fei¢ao

espectral, associada a presenca de simpleto um para hidrogénio metinico em & 2,49 (PgCCA-1)
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e em O 2,54 (PgCA-4) atribuidos ao H-18, sugeriram para ambos esqueletos de triterpenos

pentaciclico da série urs-12-eno.

A andlise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN"*C (Figuras 20-25, p. 91-94)
permitiu reconhecer para cada composto a natureza de sinais correspondentes a trinta 4tomos
de carbonos (Tabela 6, p. 88). Dentre esses carbonos, foram observadas absor¢des referentes a
carbonos sp” de ligacdo dupla [PgCCA-1: § 128,96 (CH, C-12) e § 138,01 (C, C-13); PgCA-4:
0 128,68 (CH, C-12) e & 138,23 (C, C-13)], cujas natureza e os valores de deslocamentos
quimicos definem o tipo estrutural do esqueleto em triterpenos pentaciclicos (MAHATO,
1994). Adicionalmente, foram observados sinais para dois carbonos sp’oxigenados em
PgCCA-1 [d 78,79 (CH, C-3) e 6 72,98 (C, C-19)] e trés em PgCA-4 [§ 78,74 (CH, C-3), §
66,16 (CH, C-2) e 8 72,96 (C, C-19)], além de um grupo carboxilico em ambos [PgCCA-1: &
180,72 (C-28); PgCA-4: [5 180,86 (C-28)].

O ndmero total de atomos de carbonos, a multiplicidade do sinal atribuido a H-18
(PgCCA-1: 6 2,49 s e PgCA-4: § 2,54 s), bem como a desprote¢do observada para o C-12
(PgCCA-1: 6 128,96; PgCA-4: 5 128,68) e a prote¢do para o C-13 (PgCCA-1: & 138,01;
PgCA-4: o 138,23), em comparagdo com os correspondentes em triterpenos pentaciclicos da
série olean-12-eno (~ 122 e 145 ppm) (MAHATO, 1994) confirmam para ambos compostos
um esqueleto de um triterpeno pentaciclico da série urs-12-eno.

A presenca dos sinais em & 72,96 (PgCCA-1) e & 72,96 (PgCA-4) referentes a carbonos
carbindlicos tercidrios e as diferencas de deslocamentos quimicos observados para C-12, C-13,
C-19, C-20, C-21, C-29 e C-30, quando comparados com os correspondentes do Acido ursélico
(Tabela 6, p. 88), além da presenca dos simpletos atribuidos ao H-18 nos espectros de RMN 'H
de cada composto, possibilitaram inferir um grupo hidroxila em C-19 de ambos.

A localizac@o das hidroxilas em C-2 e/ou C-3 e suas respectivas configuracoes relativas
em ambos compostos foram definidas principalmente por comparacdo com os dados de RMN
BC de triterpenos contendo os mesmos esqueletos. De acordo com Mahato (1994), a introdugao
de um grupo hidroxila em esqueletos de triterpenos resulta em desprotecdo dos carbonos alfa
(34-50 ppm) e beta (2-10 ppm) e protecdao do carbono gama (0-9 ppm). Assim, a comparagao
dos dados de RMN "C de PgCCA-1 e PgCA-4 ¢ de compostos modelos (Tabela 6, p. 88), os
valores em 0 78,79 e & 78,74 foram atribuidos, respectivamente, ao C-3 de ambos.

A multiplicidade do sinal atribuida ao H-3 (simpleto largo) indica que seria um dupleto
com valor pequeno de constante de acoplamento, sugerindo, portanto, uma relacdo de

acoplamento axial-equatorial ou equatorial-axial entre este hidrogénio e H-2, definindo, assim,
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configuragdes relativas para os grupos hidroxilas em C-2 e C-3 de 2a-equatorial,3a-axial ou

2f-axial, 3 B-equatorial, respectivamente (LEMES, 2011). Entretanto, a introdu¢do de um grupo
hidroxila adicional em C-2, além de alterar os valores de deslocamentos quimicos do C-3 em
virtude dos efeitos eletronicos miutuos, possibilita que o composto assuma quatro diferentes
configuracdes relativas, 2a,3f-, 2a,3a, 23,3a- e 23,3B- (Figura 14, p. 85). No espectro de RMN
3C, PgCA-4 apresenta um carbono carbindlico adicional em & 66,16 em relacio a PgCCA-1,
compativel com um grupo hidroxila em C-2, com uma configuracdo relativa de 2a,3a- (Figura
14, p. 85). Associado a estes dados, observa-se um efeito y-gauche de prote¢ao sobre o C-5 de
PgCA-4 (5 47,65) em relagdo ao mesmo carbono de PgCCA-1 (5 55,08) e do dcido pomdélico
(8 55,80) (Tabela 6, p. 83).

Figura 14 - Possiveis configuracoes relativas e valores de deslocamentos quimicos para
triterpenos 2,3-diidroxilados (MAHATO, 1994).

2a,38 2a,3a 23a 2B,38

68,8 ¢ 83,8 3 66,5¢78,9 068,9¢78,2 671,0e 78,4
Fonte: Mahato, 1994.

A anélise conjunta dos dados de RMN obtidos e comparagio com os dos Acidos Ursélico
(FALCAO et al., 2003), Pomélico MAHATO, 1994) e Euscdfico (LEMES, 2011) (Tabela 6,
p. 88) permitiram identificar PSCCA-1 com a estrutura do Acido 3p,19a-dihidroxiurs-12-en-
28-oico, conhecido como Acido Pomdlico ¢ de PgCA-4 com o Acido 2a,3a,19a-

trihidroxiurs-12-en-28-oico, conhecido como Acido Euscdfico.

PgCA-4R=H
Euscafato de metila R = Me
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O Acido pomélico (PgCCA-1) foi isolado da fracio em CHCl;-AcOEt (1:1) filtracdo do

caule, com fraca atividade frente a S. aureus e E. faecallis (CIM 1000 pg/mL). Este composto
estd sendo relatado pela primeira vez no género Pourouma e também apresentou moderada
atividade frente a ambas as bactérias (CIM 125 e 250 pg/mL, respectivamente). Também foi
isolado da fracdo Acetato particao do caule, sendo codificada como PgCA-1. A literatura relata
para este composto atividade citotoxica frente a célula tumoral humana A549 (ICsy 5,63 uM)
(LEI et al., 2014), efeito hepatoprotetor in vivo (MOYAKAWA et al., 2014), inibicdo da
proteina tirosina fosfatase 1B (LI et al., 2014), inibidor da enzima acetilcolinesterase (BAE et
al., 2013), indutor de apoptose em células de adenocarcinoma ovariano de humanos (YOO et
al., 2013), inibicao da ADP- e epinefrina induzindo agregacdo plaquetéria, podendo ser um a
potente antagonista competitivo do receptor P2Y |, (ALVARADO-CASTILLO, 2013) e, entre
outras, anticancerigena (YOUN et al., 2012).
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Tabela 5 — Dados de RMN 'H (CDCIy/CD;0D, 8, Hz) das substancias PgCCA-1 (200 MHz) e
PgCA-4 (400 MHz) e comparacio com dados relatados para aglicona do Acido
Pomdlico (300 MHz, CD;0D; SANTOS et al., 2005) e o Euscafato de metila (300 MHz,
CDCl;; LONTSI et al., 1992).

Hidrogénios PgCCA-1 Acido Pomélico PgCA-4 Euscafato de metila
H-2 - - 3,65m 3,97
(ddd, 11,8; 4,4 ¢ 2,8)
H-3 3,14 m 3,18 3,92l 3,40
(dd, 12,3 e 4,3) (d, 2,8)
H-12 5,28 sl 5,28 ¢ 5,34 5,33
(t,3,2) (dd,3,6e3.,5)
H-18 2,49 s 2,52 sl 2,54 sl 2,57 s
Me-23 1,145 1,06 s 0,95 s 0,99 s
Me-24 0,82 s 0,86 s 0,85s 0,84 s
Me-25 0,95 s 0,95 s 0,88 s 0,93 s
Me-26 0,71 s 0,79 s 0,75 s 0,64 s
Me-27 1,20 s 1,33 s 1,34 s 1,23 s
Me-29 1,19s 1,19s 1,23 s 1,18 s
Me-30 0,90 (4, 6,3) 0,93 (d, 6,8) 0,99 (d, 6,4) 0,92 (d, 6,6)

Fonte: Autor, 2014.
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Tabela 6 - Dados de RMN *C (CDCly/CD;0D, 8) das substancias PgCCA-1 (50 MHz) e PgCA-
4 (100 MHz) e comparacao com dados dos Acidos Ursélico (CDCl;; FALCAO et al.,

2003), Pomdlico

(MAHATO, 1994) e Euscdfico (50 MHz, CDCly/DMSO-dg;

LEMES, 2011).
Carbonos PgCCA-1 Acido Ursélico | Acido Pomélico PgCA-4 Acido
Euscdfico
cC 4 38,58 38,8 39,3 38,13 38,9
8 39,78 39,6 40,3 40,01 40,8
10 37,46 37,0 37,3 38,13 37.9
13 138,01 138,0 139,9 138,23 138,2
14 42,10 42,0 42,1 41,18 41,0
17 47,49 48,1 48,2 47,93 47,1
19 72,98 - 72,7 72,96 72,7
28 180,72 180,0 180,6 180,86 180,2
CH
3 78,79 78,8 78,2 78,74 78,4
5 55,08 55,4 55,8 47,65 45,5
9 47,09 47,5 47,7 46,71 47,5
12 128,96 125,5 128,1 128,68 128,3
18 53,14 52,8 54,5 53,24 52,7
19 - 39,1 - - -
20 41,07 38,8 42,3 41,20 40,8
CH,
1 38,39 38,8 38,7 41,28 41,3
2 28,10 273 28,0 66,16 65,8
6 18,32 18.4 18,9 18,06 17,7
7 32,72 33,0 33,6 33,61 32,2
11 23,54 23,3 24,0 24,92 23,2
15 29,53 28,2 29,2 29,26 29,2
16 25,90 243 26,6 25,97 25,7
21 26,67 30,7 27,0 26,49 25,1
22 36,86 36,7 37,4 37,56 37,2
CH;
23 27,86 28,2 28,7 29,69 28,3
24 15,90 15,5 16,7 21,72 21,5
25 15,03 15,7 15,5 15,91 15,9
26 16,39 16,9 17,1 16,47 16,5
27 24,23 23,6 24,6 2421 243
29 26,98 16,9 26,8 26,85 26,9
30 15,38 21,2 16,4 16,06 15,9

Fonte: Autor, 2014.



\E‘ W oo [ e e ] —— f=]

Il o HAS o

r-- [ ar] "—"—"—:r_ﬂ\: ]

| | e DU
=l

-

L=}

=
T T T T T T I I e T [ e e e o o e e e |
TA .0 6.4 fi.0 54 a0 4.4 4.0 34 ] 1A | 1.4 1.0 0.4 1]

Chemical Shift (ppm)

Fonte: Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, 2014.

Figura 15 — Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCly/CD;OD) da substincia PgCCA-1.
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Figura 16. Expansio do Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCL/CD;OD) da substincia
PgCCA-1.
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Figura 17 — Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCly/CD;0D) da substincia PgCA-4.
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Figura 18 — Expansao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCly/CD;0D) da substancia PgCA-4
(Regido 8 3,0-6,0).



91

=

0_

= ™ TwH om
i W TmY om0

= Soms @Y b

- 8 Soa ma o~
] = -1 - -

w ]| | Ll H | |

[ i | |

< |

o

0|

=

o |

=

|

o

&

=i

L] -

T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T
2.5 2.0 15 10 Ppm]

Fonte: Autor, 2014.

Figura 19 — Expansio do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCly/CD;0D) da substincia PgCA-4
(Regido 8 0,70-3,0).
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Figura 20 — Espectro de RMN “C-APT (50 MHz, CDCly/CD;0D) da substincia PgCCA-1.
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Figura 24 — Espectro de RMN “C-DEPT 135 (100 MHz, CDCly/CD;0D) da substincia PgCA-4.
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Figura 25 — Expansio do espectro de RMN “C-DEPT 135 (100 MHz, CDCly/CD;OD) da
substancia PgCA-4 (Regidod 10,0 a 56,0).

5.2.1.2 Identificagdo estrutural das substancias codificadas de PgCA-3 e PgFA-1

As substancias codificadas de PgCA-3 e PgFA-1 foram identificadas como sendo dois
derivados fendlicos do dcido benzoico com base na andlise dos dados obtidos de RMN.

Os respectivos espectros de RMN 'H [Figuras 26 (p. 97) e 27 (p. 98)] evidenciaram sinais
cujos valores de deslocamentos quimicos e multiplicidade estdo compativeis com a presenca de
anéis aromaticos 1,3,4-trissubstituidos [PgCA-3: 6 6,98 (d, J = 8,0 Hz), 6 7,60 (sl) e (7,72 d);
PgFA-1: 6 6,84 (d,J = 8,0 Hz), & 7,47 (sl) e 0 7,49 (m)], além de um sinal para um grupo
metoxila [PgCA-3: 6 3,97 (s)] (Tabela 7, p. 96).

Os respectivos espectros de RMN °C [Figuras 28 (p. 99) e 30 (p. 100) e DEPT (Figuras
29 (p. 99) e 31 (p. 100)] permitiram o reconhecimento de oito &tomos de carbono em PgCA-3
(quatro ndo hidrogenados, trés mono-hidrogenados, um tri-hidrogenado) e sete em PgFA-1
(quatro n@o hidrogenados e trés mono-hidrogenados) sinais de dtomos de carbono. Dentre os
quais, foram identificadas absor¢des para anéis aromaéticos 1,3,4-trissubstituidos [PgCA-3: &
112,12 (CH, C-2), 114,21 (CH, C-5) e & 125,15 (CH, C-6); PgFA-1: § 116,61 (CH, C-2),
114,64 (CH, C-5) e 123,07 (CH, C-6)], para um grupo carboxila [PgCA-3: 6 170,79; PgFA-1:
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0 169,45)] e para um grupo metoxila (PgCA-3: o 55,13). Estes dados, associados a

comparacdo com dados dos compostos correspondentes descritos na literatura, sugeriram para
PgCA-3 ¢ para PgFA-1 estruturas dos Acidos 3-Metoxi-4-hidroxibenzoico (icido vanilico) e

3,4-Dihidroxibenzoico (4cido protocatecuico), respectivamente.

MeO HO
OH OH

HO HO

PgCA-3 PgFA-1

O composto codificado de PgFA-1 foi isolado da fracio em AcOEt das folhas,
promissora nos ensaios frente ao DPPH. A literatura relata atividade antioxidante para este
composto (SOARES, 2002).

A presenca de compostos fendlicos em plantas tem sido muito estudada pelo fato de
apresentarem atividades farmacoldgicas e antinutricional e também por inibirem a oxidagao
lipidica e a proliferacdo de fungos. De um modo geral, os dcidos fendlicos caracterizam-se por
terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico € um ou mais grupamentos de hidroxila
e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como
para o organismo, sendo, por isso, indicados para o tratamento e preven¢do do cancer, doengas

cardiovasculares e outras doencas (SOARES, 2002).
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Tabela 7 — Dados de RMN (*H: 400 MHz e *C: 100 MHz, 8, Hz) das substancias codifigadas de
PgCA-3 (CDCL) e PgFA-1 (CDCL/CD;0D) e comparacao com dados dos Acidos 3-
Metoxi-4-hidroxibenzoico (CD;0D)* e 3,4-Dihidroxibenzoico (DMSO-ds; COLOMBO et

al., 2010)**,
O (0]
MeO HO
OH OH .
Posicdo Aeido 3 . Acido 3,4-
HO cido 3-Metoxi- HO . .
4-hidroxi-benzoico Dihidroxi-
PgCA-3 PgFA-1 benzoico
8H 8(; 8(: 81{ 8C 8C
1 121,26 124,9 121,99 121,8
2 7,60 sl 112,12 114,0 7,47 m 116,61 116,5
3 148,21 148,5 144,32 144,8
4 150,78 152,6 149,81 150,0
5 6,98 114,21 115,7 6,84 114,64 115,0
(d,J=38,0) (d,J=38,0)
6 7,72 m 125,15 - 7,49 m 123,07 121,8
7 170,79 172,1 169,45 167,5
OMe 3,97 s 55,13 56,4 - - -

Fonte: Autor, 2014.

* Acido 3-Metoxi-4-hidroxibenzoico: RMN 'H (500 MHz, CDs0OD, ) 7,57 (1H, d, J=2,0 Hz,
H-2), 7,54 (1H, dd, J = 8,0 e 2,0 Hz, H-6), 6,82 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5), 3,89 (3H, s, MeO-
3) (COLOMBO et al., 2010).

# Acido 3,4-Dihidroxibenzoico: RMN 'H (500 MHz, DMSO-dq, 8) 7,34 (1H, d, J = 2,0 Hz,
H-2), 7,29 (14, dd, J = 8,0 e 2,0 Hz, H-6), 6,78 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5) (COLOMBO et al.,

2010).
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Figura 26 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCly/CD;0D) da substincia PgCA-3.
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Figura 28 — Espectro de RMN B¢ (100 MHz, CDCly/CD;0D) da substancia PgCA-3.
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Figura 29. Espectro RMN “C-DEPT 135 (100 MHz, CDCly/CD;0D) da substincia PgCA-3.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho, envolvendo a avaliagdo das atividades
larvicida (larvas do 4° estddio do Aedes aegypti), sequestradora de radicais livres (DPPH) e
antibacteriana (S. aureus, E. faecallis, K. pneumoniae e P. aeruginosa), bem como a
investigagdo fitoquimica com extratos do caule e folhas da espécie Pourouma guianensis

(Urticaceae), permitiram relacionar as seguintes consideragdes:

e Nos ensaios frente larvas do 4° estddio do A. aegypti, dentre as amostras testadas, atividades
moderadas (mortalidade > 50% e < 75%) foram observadas somente com algumas das
fracdes provenientes do caule [Hexano-CHCl; 1:1 (58,5%), CHCI; (71,11%) e AcOEt (60,0
e 53,33%; ppt e ssb, respectivamente)]. Todas as amostras oriundas de folhas e cascas

testadas foram inativas (mortalidade < 25%);

¢ Nos ensaios frente ao radical DPPH, dentre as fracdes que forneceram resultados positivos
nos ensaios qualitativos, somente duas fragdes provenientes das folhas [CHCI; (312,01
pg/mL) e AcOEt (Clsg 120,76 pg/mL)] e do caule [CHCI; (372,47 ng/mL) e AcOEt-MeOH
1:1 (360,68 pg/mL)] foram consideradas promissoras nos ensaios quantitativos (ICsg < 400

ng/mL);

® Nos ensaios antibacterianos, dentre as amostras avaliadas, os melhores resultados (CIM 125-
500 pg/mL) foram obtidos somente frente as bactérias Gram-positivas S. aureus e E.
faecallis, com extratos provenientes de folhas e caule. Dentre as amostras oriundas de
cascas avaliadas, somente alguns extratos mostraram fraca atividade (CIM 1000 pg/mL)
frente a S. aureus e E. faecallis. Em relacdo as bactérias Gram-negativas utilizadas, todos os
extratos testados foram inativos frente a K. pneumoniae e somente alguns extratos das
cascas, folhas e caule apresentaram fraca atividade frente a P. aeruginosa (CIM 1000

pg/mL);

e Da fracido em AcOEt das folhas, com moderado potencial antioxidante, foi isolada a
substancia identificada como sendo o dcido 3,4-dihidroxibenzoico (PgFA-1), um derivado
fendlico ativo como antioxidante, possivelmente um dos componentes responsdvel em parte

pela atividade sequestradora de radicais livres desta fracao;
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¢ O estudo fitoquimico efetuado com algumas fragdes das folhas e do caule de P. guianensis

conduziu ao isolamento de dois triterpenos (Acido pomdlico e Acido euscdfico), relatados
pela primeira vez no género Pourouma, € de dois derivados fendlicos do acido benzoico
(Acidos 3-metoxi-4-hidroxibenzoico e 3,4-dihidroxibenzoico), descritos pela primeira vez na
espécie em estudo, além de trés compostos cujos dados espectrais encontram-se ainda em

fase de obtencao.

De acordo com as consideracdes acima, conclui-se que este trabalho atingiu pelo menos
parte dos seus objetivos visto que os resultados obtidos através do estudo da espécie P.
guianensis permitiram ampliar o conhecimento da composi¢do quimica € o do potencial

bioldgico do género Pourouma e da familia Urticaceae.
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