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RESUMO

Este trabalho descreve o isolamento de constituintes quimicos, toxicidade frente a Artemia
salina Leach e avaliacdo das atividades larvicida (larvas do 4° estddio do Aedes aegypti L.),
antioxidante (DPPH) e antimicrobiana (difusdo em agar e microdiluicdo em caldo) das folhas e
do caule de Rourea doniana Baker (Connaraceae). O estudo fitoquimico efetuado com os
extratos que forneceram resultados positivos nos ensaios conduziu ao isolamento de cinco
triterpenos (Lupeol, Taraxerol, Lupenona e a- e f-Amirenonas), um flavonol (3,5-Dihidroxi-
7,4 -dimetoxiflavona), uma cumarina (Escopoletina), além de quatro fitoesterdides (Sitosterol,
Estigmasterol, 3-O-5-D-Glicopiranosilsitosterol e 3-O-f-D-glicopiranosil-estigmasterol). Estes
compostos tiveram suas estruturas identificadas com base na anélise de dados de RMN e pela
comparagdo com dados da literatura. Nos ensaios larvicidas, dentre as amostras testadas,
somente as fragfes em hexano do caule [CLso 12,15 pg/mL (Clgsy 2,43-20,32 pg/mL)] e em
cloroférmio das folhas [CLso 170,83 pg/mL (Closy 154,5-188,1 pg/mL)] foram promissoras.
Estes resultados ndo mostraram correlagdo com os obtidos frente a Artemia salina, uma vez que
a fracdo em hexano foi atoxica (CLso > 1000 ug/mL) enquanto que a cloroformica foi altamente
toxica (CLso < 500 pug/mL). Nos ensaios antioxidantes, quando comparados com o0s padrdes
positivos utilizados (acido ascorbico, acido galico e BHT), alguns extratos forneceram resultados
promissores (Clso < 200 ug/mL), sendo que os melhores foram obtidos com as fragdes em acetato
de etila (Clso 80,29 + 5,60 pg/mL) e metanol (Clso 85,19 £ 7,28 pg/mL) das folhas e caule,
respectivamente. Nos ensaios antimicrobianos, somente o extrato bruto em etanol das folhas
(37,7%) e a fracdo em cloroférmio do caule (21,3%) mostraram uma fraca inibicdo do
crescimento de Streptococcus pyogenes. A literatura cientifica ndo relata qualquer estudo
quimico ou bioldgico para a espécie R. doniana. Portanto, os resultados obtidos no presente
trabalho além de contribuir para ampliar a quimiotaxonomia do género Rourea, sugeriram
também que esta espécie possui potencial larvicida e antioxidante.

Palavras-Chave: Rourea doniana. Connaraceae. Larvicida. Antioxidante. Antimicrobiano.

Artemia salina. Triterpenos. Flavonol. Cumarina.



ABSTRACT

This work describes the isolation of chemical constituents, toxicity on Artemia salina
Leach and evaluation of larvicidal (4" instar larvae of Aedes aegypti L.), antioxidant (DPPH) and
antimicrobial (agar diffusion and microdilution methods) activities of leaves and stem of Rourea
doniana Baker (Connaraceae). The phytochemical study performed with the extracts with
positive results in trials led to the isolation of five triterpenes (Lupeol, Taraxerol, Lupenone, and
a- and pS-Amirenones), a flavonol (3,5-Dihydroxy-7,4 -dimethoxyflavone), a coumarin
(Scopoletin), beside four phytosteroids (Sitosterol, Stigmasterol, 3-O-4-D-Glucopyranosyl-
sitosterol, and 3-O-p-D-Glucopyranosylstigmasterol). All compounds had their structures
identified on the basis of their NMR spectral data and by comparison with literature data. In
larvicide assays, among the samples tested, only hexane fraction from stem [LCso 12.15 pg/mL
(Closy 2.43-20.32 pg/mL)] and chloroform fraction from leaves [LCso 170.83 pg/mL (Close
154.5-188.1 pg/mL)] were promising. These results not did showed correlation with those
obtained on Artemia salina, since the hexane fraction was non-toxic (LCso > 1000 ng/mL) while
chloroform was highly toxic (LCso < 500 pg/mL). In antioxidant assays, when compared with
the positive standard used (ascorbic acid, gallic acid and BHT), some extracts showed promising
results (ICso < 200 pg/mL) and the best results were obtained for ethyl acetate (1Cso 80.29 £ 5.60
ug/mL) and methanol (ICs0 85.19 £ 7.28 ug/mL) fractions from leaves and stem, respectively. In
antimicrobial assays, only crude ethanol extract from leaves (37.7%) and chloroform fraction
from stem (21.3%) showed a weak growth inhibition of Streptococcus pyogenes. The scientific
literature does not report any chemical or biological study for Rourea doniana. Therefore, the
results obtained in this work contributed to extend the chemotaxonomy of the genus Rourea and
also suggested that this species has potential as larvicidal and antioxidant.

Keywords: Rourea doniana. Connaraceae. Larvicidal. Antioxidant. Antimicrobial. Artemia

salina. Triterpenes. Flavonol. Coumarin.
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1 INTRODUCAO

Durante toda a sua historia, 0 homem vem utilizando os recursos da flora no tratamento
de diversas patologias. Foi através da observacdo e da experimentagdo pelos povos primitivos
que as propriedades terapéuticas de determinadas plantas foram descobertas e propagadas de
geracdo a geracdo, fazendo parte da cultura popular (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).
Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos predominantemente por plantas
e extratos vegetais. No inicio do século XX, esses recursos comecaram a ser estudados e se
estabeleceu a tendéncia de utilizagdo das substancias ativas isoladas. Nesta época, juntamente
com o desenvolvimento da Quimica de Produtos Naturais e inicio da sintese organica, as
descobertas de substancias ativas em plantas medicinais ganharam impulso e provocaram uma
revolucdo cientifica e tecnologica, alterando rapidamente o arsenal terapéutico (SCHENKEL
et al., 2007).

Ao longo dos anos, a procura por agentes farmacologicamente ativos em extratos
vegetais contribuiu para obtencdo de farmacos clinicamente Gteis. A morfina, analgésico
opioide, descoberto a partir da espécie Papaver somniferum; a efedrina, um broncodilatador
isolado de Ephedra sinica; a pilocarpina, extraida da espécie Pilocarpus jaborandi, utilizada
no tratamento do glaucoma; a quinina, obtida da espécie Cichona pubescens, que exerce
potente atividade antimalarica (SILVA, 1998); a vincristina e a vimblastina, alcal6ides
isolados de Vinca rosea, amplamente empregados no tratamento de leucemias (BARREIRO
& FRAGA, 2001); sdo alguns dos muitos exemplos de farmacos provenientes de fontes

naturais.
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H,CO

Quinina

Vincristina (R = CHO)
Vimblastina (R = CHs)

Os compostos de origem natural desempenham papéis importantes na medicina
moderna: fornecem farmacos extremamente Uteis, que dificilmente seriam obtidos via sintese
organica; fornecem compostos béasicos que podem ser ligeiramente modificados para
tornarem-se mais eficazes ou menos toxicos; e, ainda, podem ser utilizados como protétipos
ou modelos para a sintese de novos farmacos com atividades fisiologicas semelhantes as dos
compostos originais. Neste sentido, as plantas superiores constituem uma das fontes mais
importantes de novas substancias (ROBBERS et al., 1997; BRAZ FILHO, 2010).

Observa-se um grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e
farmacoldgicos de plantas medicinais, visando a obtencdo de novos compostos com
propriedades terapéuticas. No entanto, das 250 mil espécies de plantas superiores estimadas
no mundo, apenas uma pequena percentagem (5-15%) foi investigada quanto a quimica e
aspectos biologicos (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998; BRAZ FILHO, 2010).
Considerando as atividades biolégicas observadas em algumas espécies da familia
Connaraceae ¢ a falta de estudos sobre a espécie Rourea doniana Baker, buscou-se com este
trabalho avaliar a composicao quimica e as atividades larvicida, antioxidante e antimicrobiana

in vitro, bem como a toxicidade frente a Artemia salina Leach da referida espécie.
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2 CONSIDERACOES SOBRE DENGUE, FEBRE AMARELA E FEBRE
DO CHIKUNGUNYA, ARTEMIA SALINA LEACH, RADICAIS
LIVRES E ANTIOXIDANTES, DOENCAS INFECCIOSAS E
ANTIMICROBIANOS, FAMILIA E GENERO DA ESPECIE
ESTUDADA

2.1 Dengue, Febre Amarela e Febre do Chikungunya

A dengue é uma doenca febril aguda, cujo agente etioldgico € um virus pertencente ao
género Flavivirus, familia Flaviviridae, do qual sdo conhecidos quatro sorotipos,
antigenicamente distintos: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4. Clinicamente, as
manifestacdes variam de uma sindrome viral, inespecifica e benigna (Dengue Classico), até
um quadro grave e fatal de doenca hemorragica com choque hipovolémico. E transmitida ao
homem pela picada de fémeas de mosquitos do género Aedes (Culicidae), sendo o Aedes
aegypti L. o principal vetor e o Aedes albopictus o vetor secundario (TAUIL, 2001).

O dengue é um grave problema de satde publica que preocupa as autoridades sanitarias
de todo 0 mundo em virtude de sua circulagdo nos cinco continentes e grande potencial para
assumir formas graves e letais (SIMAS et al., 2004). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima que 2,5 bilhdes de pessoas estdo sob risco de contrair dengue, particularmente
em paises tropicais onde a temperatura e a umidade favorecem a proliferacdo do mosquito
vetor; e que ocorram anualmente cerca de 50 milhdes de casos. Desse total, cerca de 550 mil
necessitam de hospitalizacdo e pelo menos 20 mil morrem (BRASIL, 2009a; TAUIL, 2002).

Severamente combatido durante as décadas de 40 e 50, em 1955, o A. aegypti foi
considerado sob controle em quase todos os paises da América do Sul (EIRAS, 2005). Porém,
0 mosquito encontrou no mundo moderno condicBes favoraveis para uma rapida expanséao,
pela urbanizacdo acelerada que criou cidades com deficiéncias de abastecimento de agua e de
limpeza urbana; pela intensa utilizacdo de materiais ndo-biodegradaveis, como recipientes
descartaveis de plastico e vidro; e pelas mudangas climaticas (MS/FUNASA, 2002). O A.
aegypti € um mosquito doméstico, antropofilico, com atividade hematofagica diurna e utiliza-
se preferencialmente de depositos artificiais de agua limpa para colocar os seus ovos (TAUIL,
2002).

Nas Gltimas duas décadas, a incidéncia de dengue nas Américas tem apresentado uma
tendéncia ascendente, com mais de 30 paises informando casos da doenca, a despeito dos
numerosos programas de erradicacdo ou controle que foram implementados. Entre 2001 e

2005, foram notificados 2.879.926 casos de dengue na regido, sendo 65.235 de dengue
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hemorréagica, com 789 6bitos. As maiores incidéncias nesse periodo foram reportadas pelo
Brasil, Colémbia, Venezuela, Costa Rica e Honduras (82% do total) (BRASIL, 2009a).

No Brasil, ha referéncias de epidemias de dengue desde 1916, no entanto, sem
diagnostico laboratorial. A primeira epidemia documentada clinica e laboratorialmente
ocorreu em 1981-1982, em Roraima, causada pelos sorotipos DENV1 e DENV4. Em 1986,
ocorreram epidemias atingindo o Rio de Janeiro e algumas capitais da regido Nordeste. Desde
entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma continuada, intercalando-se com a
ocorréncia de epidemias, geralmente associadas com a introducdo de novos sorotipos em
areas anteriormente indenes e/ou alteracdo do sorotipo predominante (BRASIL, 2009a; MS,
2009).

O quadro epidemioldgico atual da dengue no pais caracteriza-se pela ampla distribuicédo
do A. aegypti em todas as regides, com uma complexa dindmica de dispersdo do seu virus,
circulagdo simultanea de trés sorotipos virais (DENV1, DENV2 e DENV3) e recente
isolamento do sorotipo DENV4, no estado de Roraima, que ha 28 anos ndo circulava no
Brasil (BRASIL, 2009a; MS/SVS, 2010a). Até a semana epidemioldgica 26, correspondente
ao periodo de 27/06 a 03/07/2010, foram notificados no Sistema Nacional de Agravos de
Notificacdo (SINAN) 942.153 casos suspeitos de dengue. Desse total, 482.284 (51,2%) foram
confirmados, 153.098 (16,2%) foram descartados e 306.771 (32,6%) permanecem em
investigacdo. Os estados com maior incidéncia foram o Acre, Mato Grosso do Sul, Goias,
Rondodnia, Roraima, Mato Grosso, Sdo Paulo e Minas Gerais, concentrando 75% dos casos.
Observou-se que 20 das 27 unidades federadas apresentaram aumento no total de casos
quando comparados ao mesmo periodo de 2009. O Estado de Alagoas apresentou um
aumento de 739,15 % no total de casos (2.437 casos em 2009 e 20.450 em 2010). Nessa
comparacao, a variacao total para o Brasil foi a 158,7% (MS/SVS, 2010b).

A febre amarela, por sua vez, é uma doenca infecciosa aguda, de curta duracdo, que se
reveste de importancia epidemioldgica por sua gravidade clinica e elevado potencial de
disseminacdo em areas urbanas (BRASIL, 2009b). Também causada por um virus do género
Flavivirus, a febre amarela apresenta dois ciclos epidemiologicamente distintos: febre amarela
silvestre (FAS) e febre amarela urbana (FAU) (Figura 1, p. 19). A forma silvestre é endémica
nas regides tropicais da Africa e das Américas, sendo transmitida de macacos infectados para
humanos por mosquitos Aedes, Haemagogus e Sabethes, que habitam as florestas umidas;
enquanto a forma urbana é epidémica e transmitida de humano para humano através do
mosquito A. aegypti (BRASIL, 2009b; VASCONCELOS, 2003; RACZ, 2005).
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A FAU foi erradicada nas Américas em 1942, porém casos da forma silvestre da
doenca, de dificil controle, continuam sendo notificados em paises como Argentina, Bolivia,
Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana Francesa, Paraguai, Peru e Venezuela. Assim, a ampla
distribuicdo geografica do A. aegypti, no Brasil e em outros paises da América Latina,
constitui uma ameaca constante & reurbanizagio da febre amarela (RACZ, 2005; BRASIL,
2009b).

Figura 1. Ciclos epidemioldgicos (silvestre e urbano) da febre amarela.
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Fonte: BRASIL, 2009b.

No Brasil, até 1999, os focos endémicos de FAS estavam situados nos estados das
regides Norte, Centro-oeste e area pré-amazonica do Maranhdo, além de registros esporadicos
na parte oeste de Minas Gerais. Os surtos ocorridos no periodo de 2000 a 2008 demonstraram
uma expansao da circulacdo viral no sentido leste e sul do pais, detectando-se sua presenca
em areas silenciosas ha varias décadas. Em outubro de 2008, foram, entdo, redefinidas duas
areas no pais: a) area com recomendacdo de vacina (ACRV), correspondendo aquelas
anteriormente denominadas endémica e de transi¢do, com a inclusdo do sul de Minas Gerais,
até entdo considerado “area indene de risco potencial”; b) area sem recomendacao de vacina
(ASRYV), correspondendo, basicamente, as “areas indenes”, incluindo também o sul da Bahia
e norte do Espirito Santo, que antes eram consideradas “areas indenes de risco potencial”
(Figura 2, p. 20) (BRASIL, 2009b).

O numero anual de notificagdes de FAS é muito variavel. No periodo entre 1980 e

2008, foram confirmados 726 casos, dos quais 383 evoluiram para 6bito, o que corresponde a
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uma letalidade média de 52,8%, com uma variacdo de 23 a 100%. Todas as unidades
federadas da regido Norte registraram casos no periodo, ainda que esporadicos, sendo
responsaveis por 35,8% das notificacdes do pais, nas duas ultimas décadas. A regido Centro-
oeste notificou 30,2% dos casos do periodo e a regido Sudeste, 18%. O Nordeste (Maranhé&o e
Bahia) foi responsavel por 15% dos casos e a regido Sul (Parané e Rio Grande do Sul) por 1%
(BRASIL, 2009b).

Figura 2. Areas de recomendagio de vacina contra a febre amarela.
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Fonte: BRASIL, 2009b.

No periodo de setembro de 2008 a setembro de 2009 foram notificados 274 casos
humanos suspeitos de FAS, com 51 casos (18,6%) confirmados e destes, 21 evoluiram para o
Obito (taxa de letalidade foi de 41,2%). A média de idade foi de 31 anos, com intervalo entre 8
dias de vida e 73 anos. O sexo masculino foi predominante com 37 casos (72%) (MS/SVS,
2009). A FAS acomete com maior frequéncia o sexo masculino e a faixa etaria acima dos 15
anos, em funcdo da maior exposicdo profissional, relacionada a penetracdo em zonas
silvestres da area endémica. Outro grupo de risco sdo pessoas ndo vacinadas que residem
proximas aos ambientes silvestres, além de turistas e migrantes que adentram esses ambientes.

A maior frequéncia da doenga ocorre nos meses de janeiro a abril, periodo com maior indice



21

pluviomeétrico, quando a densidade vetorial é elevada, coincidindo com a época de maior
atividade agricola (BRASIL, 2009b).

A principal medida de controle da FAU € a vacina com o virus atenuado, que confere
imunidade em mais de 95% dos vacinados. A vacinagdo para os residentes e viajantes a area
endémica deve ser realizada a partir dos seis meses de idade, sendo necessaria uma dose de
reforco a cada dez anos (RACZ, 2005).

Para a dengue, ainda ndo se dispde de uma vacina preventiva eficaz e a Unica medida de
controle é o combate ao mosquito vetor. Sua eliminacdo dos locais de criacdo e aplicacdo de
inseticida em locais com transmissdo ativa da doenca, bem como a informacéo e educagéo
sobre a doenca e seus meios de prevencao constituem medidas antivetoriais (TAUIL, 2001).

A utilizacdo de inseticidas é a principal medida adotada pelos Programas de Salde
Publica no combate aos mosquitos de importancia para a salde. Entretanto, o surgimento de
formas resistentes desses mosquitos aos inseticidas utilizados e os danos causados por estes
produtos ao meio ambiente tém resultado na busca de novas alternativas de controle. Com
este objetivo, muitas pesquisas sdo desenvolvidas e estimuladas a fim de se descobrirem
extratos vegetais e substancias naturais, isentos de toxicidade para 0 meio ambiente e,
simultaneamente, seletivos para serem usados em futuras formulagfes de um produto
comercial (FURTADO et al., 2005).

Diversos estudos comprovam a atividade inseticida de extratos vegetais. Como
exemplo, os Oleos essenciais de Syzigium aromaticum, Lippia sidoides e Hyptis martiusii,
testados contra larvas de terceiro estaddio de A. aegypti e de Culex guinquefasciatus, em
diferentes concentragdes, apresentaram resultados promissores, sendo que S. aromaticum e L.
sidoides mostraram-se potencialmente mais ativos, registrando mortalidade de 100% das
larvas num periodo de 10 minutos de tratamento (COSTA et al., 2005).

A febre do Chikungunya (CHIKV) é uma doenca causada por um virus RNA (género
Alphavirus), que também é transmitida ao homem por mosquitos do género Aedes, sendo o A.
aegypti o vetor principal e o A. albopictus o vetor secundario. A CHIKV pode manifestar-se
em trés formas clinicas: aguda, subaguda e cronica. A doenga aguda, com duracdo de 3 a 10
dias, € caracterizada pelo inicio subito da febre e dores articulares intensas, podendo aparecer
dores de cabeca, mialgia, nauseas, poliartrite, exantema e conjuntivite. A fase subaguda tem
duracdo de 2 a 3 meses apos o inicio dos sintomas. Na doenca cronica, periodo afebril, os
sintomas persistem por mais de trés meses. Alguns pacientes podem desenvolver artrites e

artropatia semelhantes a uma artrite reumatoide. O virus, endémico na Asia, Africa e ilhas do
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Oceano Indico, tem cruzado fronteiras internacionais com a notificagdo de casos em areas
indenes, em viajantes que visitaram areas afetadas. No Brasil, por exemplo, em 2010 foram
confirmados trés casos da doenca. O risco de introducdo do virus nas Américas € alto, devido
0 intenso fluxo de viagens internacionais, a competéncia e distribuicdo vetorial e a
suscetibilidade da populagdo. Assim, a CHIKV consiste em mais um motivo para a busca de
novas alternativas de controle do A. aegypti (MS/SVS, 2010c).

2.1.1 Ciclo evolutivo do Aedes aegypti

Os mosquitos sao animais holometabolos, ou seja, ttm metamorfose completa durante o
seu desenvolvimento, passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 3, p. 23).

O A. aegypti tem como criadouros preferenciais 0s mais variados recipientes de agua
domiciliar e peridomiciliares (pneus sem uso, latas, garrafas, pratos com vasos de plantas,
caixas d’agua descobertas, piscinas sem uso), onde as fémeas ovipdem de 10 a 30 ovos por
criadouro. A fecundacdo ocorre durante a postura e o desenvolvimento do embrido se
completa em 48 horas, em condicdes favoraveis de umidade e temperatura. Os ovos de A.
aegypti sdo muito resistentes a dessecacdo, podendo permanecer vidveis por mais de um ano,
0 que constitui um sério obstaculo para sua erradicacdo. Esta condicdo permite que 0s 0v0sS
sejam transportados a grandes distancias, em recipientes secos, tornando-se assim o principal
meio de dispersdo passiva do inseto. ApOs o0 contato dos ovos com a agua, as larvas podem
eclodir nos primeiros 15 minutos. Dai o motivo da alta populacdo de A. aegypti durante o
periodo das chuvas. Ap6s um periodo médio de dois a quatro dias, em temperatura média de
26°C, os ovos dao origem as larvas, que se movimentam ativamente e se alimentam
constantemente de material organico acumulado nas paredes e fundo dos criadouros. A fase
larval é o periodo de alimentacdo e crescimento, na qual as larvas passam por quatro estadios
(L1, L2, Ls e L4) e cuja duragcdo depende da temperatura, disponibilidade de alimento e
densidade de larvas no criadouro (EIRAS, 2005).

A larva de quarto estadio (L4) transforma-se em pupa, que ndo se alimenta, mas respira
e movimenta-se ativamente. A pupa permanece nesta fase por um periodo de um a trés dias,
dando liberdade ao mosquito adulto, que vive cerca de 15 a 20 dias. O mosquito recém-
emergido voa até um abrigo com pouca luz, auséncia de ventos e umidade relativa do ar
elevada, e depois se dispersam a fim de se alimentar e copular. A primeira alimentacdo dos

adultos ¢é de aclcar ou néctar de plantas. Apos a copula, as fémeas se alimentam de sangue,
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que fornece proteinas necessarias para o desenvolvimento dos ovos, e fazem a postura no

mesmo tipo de criadouro em que nasceram (EIRAS, 2005).

Figura 3. Ciclo evolutivo do Aedes aegypti.
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Fonte: <http://www.prdu.unicamp.br/dengue/dengue.html>

2.2 Artemia salina Leach

A Artemia salina Leach é um crustaceo da classe Anostracea, que vive em aguas salinas
e salobras de todo o mundo, com grande adaptabilidade para sobrevivéncia em aguas que
sofrem grandes variagOes sazonais, podendo tolerar salinidades que flutuam de 3,5 a 70%.
Possuem quatro estagios de desenvolvimento (ovo, nauplio, metanauplio e adulto) e alguns
mecanismos de adaptacdo que as tornam cosmopolitas, como a osmorregulacdo, a presenca de
pigmentos respiratorios como a hemoglobina e a disponibilidade de alternativas reprodutivas
que facilitam a dispersdo e a perpetuagdo dessa espécie. Essas “alternativas” ou modos de
reproducéo se referem a oviparidade, viviparidade, partenogénese e encistamento, quando as
condi¢Bes ambientais sdo improprias. Por ser amplamente utilizada como alimento vivo para
peixes e outros crustaceos, seus ovos podem ser encontrados com facilidade em lojas de
aquaristas (LOPES et al., 2010; ANDRIOLLI et al., 2007).

Com a crescente utilizacdo de produtos naturais pela populagdo como alternativa no

tratamento de diversas enfermidades, o estudo das possiveis propriedades farmacoldgicas e de
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efeitos toxicos correspondentes € imprescindivel (LOPES et al., 2010). O ensaio utilizando as
larvas de A. salina (Figura 4), permite a avaliacdo da toxicidade e é considerado um bioensaio
preliminar no estudo de extratos e produtos de origem natural com potencial biologico, de
acordo com as literaturas e codigos de vigilancia em varios paises. Esse teste é viavel devido a
semelhanca dos limites dos efeitos toxicos em A. salina com aqueles produzidos no homem
(AMARAL & SILVA, 2008).

Figura 4. Eclosdo das larvas de Artemia salina.

Fonte: <http://www.microbiotests.be/toxkits/artoxkit.pdf>

O primeiro trabalho referente ao uso de A. salina em bioensaios foi publicado em 1956
(MICHAEL et al., 1956) e, a partir de entdo, inimeros artigos tém sido reportados
determinando-se a toxicidade de extratos vegetais ou de substancias com diferentes atividades
biolégicas com A. salina (MEYER et al., 1982; MCLAUGHLIN, 1991; SOLIS et al., 1992).
O ensaio de toxicidade frente a A. salina (TAS) é atraente por uma variedade de razdes:
disponibilidade comercial dos cistos; as artémias podem ser mantidas indefinidamente em
laborat6rio, na sua forma cisto e sdo facilmente induzidas a eclosdo; o teste € rapido; realizado
a baixo custo; ndo exige técnicas assépticas; utiliza pequena quantidade de amostra; e cumpre
diretrizes de ética animal em muitos paises, por exemplo, Codigo Brasileiro de Boas Praticas
para o Cuidado e Uso de Animais para fins cientificos. A simplicidade do bioensaio favorece
sua utilizacéo rotineira (RUEBHART et al., 2008; SIQUEIRA et al., 1998).

O procedimento determina a concentragdo letal média (CLsp) como pardmetro de
avaliacdo da atividade bioldgica. Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre
A. salina com as atividades antifungica, viruscida e antimicrobiana, parasiticida,
tripanossomicida, entre outras. McLaughlin e cols. (1991) tém utilizado sistematicamente este
bioensaio na avaliacdo prévia de extratos de plantas conhecidas como antitumorais. As
fracbes ou substancias ativas sdo posteriormente testadas em diferentes culturas de células
tumorais, obtendo-se uma boa correlacdo (MEYER et al., 1982; SIQUEIRA et al., 1998).
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2.3 Radicais livres e antioxidantes

Os radicais livres sdo espécies quimicas capazes de existéncia independente, que
possuem um ou mais elétrons ndo pareados na camada de valéncia. Essa configuracéo faz dos
radicais livres, moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente
muito reativas; podem doar elétrons (atividade redutora) ou retirar elétrons de outra
substancia para se estabilizar (atividade oxidante) (BIANCHI & ANTUNES, 1999; OGA,
2003). A formacao de radicais livres in vivo ocorre por atividade enzimatica, durante os
processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular (respiracdo
aerobica, inflamac@es, peroxissomos, enzimas do citocromo P450) e pela exposicao a fatores
exogenos (0zonio, radiacdo gama e ultravioleta, medicamentos, dieta e cigarro) (BIANCHI &
ANTUNES, 1999).

O oxigénio é um forte oxidante, sendo impossivel impedir oxidacdes secundarias
promovidas por esta molécula, ndo envolvidas no metabolismo. A reducdo completa do
oxigénio molecular envolve quatro elétrons, resultando em agua no produto final da cadeia
respiratoria. Porém, podem ocorrer situacdes em que o oxigénio é parcialmente reduzido,
onde sdo formados produtos intermediarios, as chamadas espécies reativas de oxigénio
(ERO). Estas espécies apresentam alto poder oxidante, podendo conduzir oxidagdes
secundarias (SILVA, 2008). A Figura 5 (p. 26) mostra as principais ERO, formadas no
decurso de numerosas vias metabolicas. Além do oxigénio, outros elementos podem dar
origem a radicais livres de importancia biolégica. O nitrogénio, por exemplo, da origem ao
Oxido nitrico e seus derivados; o carbono a radicais metil; e o enxofre a radicais tioil (DA
LUZ & LAURINDO, 2004).

Os radicais livres gerados in vivo reagem com o DNA, RNA, proteinas e outras
substancias oxidaveis, promovendo danos que podem contribuir para o envelhecimento e a
instalacdo de doencas crénicas, inflamatdrias e degenerativas (cancer, aterosclerose, artrite
reumatica, entre outras) (CERQUEIRA et al., 2007). A producdo continua de radicais livres
durante os processos metabdlicos levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa
antioxidante para limitar os niveis intracelulares de radicais livres e impedir a inducdo de
danos. Os antioxidantes sdo substancias que em baixas concentragBes, comparada a do
substrato oxidavel, diminuem ou inibem significativamente a oxidagdo destes (BIANCHI &
ANTUNES, 1999).
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Figura 5. Principais espécies reativas de oxigénio (ERO).
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Fonte: DA LUZ & LAURINDO, 2004.

O organismo dispde de um sistema celular de defesa contra ERO que s&o produzidas na
cadeia respiratéria. O sistema de defesa primario é formado pelas enzimas superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase. A superoxido dismutase catalisa a
reacao de radicais superdxidos com formacéo de perdxido de hidrogénio, que € menos reativo
e pode ser eliminado por acdo de outras enzimas como a catalase e a glutationa peroxidase. A
glutationa peroxidase tem acdo ndo especifica sobre perdxido de hidrogénio e pode eliminar
também perdxidos organicos através de uma reacdo que necessita de glutationa (GSH) como
fonte de equivalentes redutores. A catalase, por sua vez, inativa o perdxido de hidrogénio,
formando hidrogénio molecular e dgua (OGA, 2003).

O sistema de defesa antioxidante secundario bloqueia a etapa de propagacao da cadeia
radicalar, sequestrando radicais intermediérios. Os tocoferdis, compostos fenolicos como
flavondides e véarios antioxidantes sintéticos encontram-se nesta classe. Existe ainda um
sistema de reparo do DNA, formado por proteases e fosfolipases, que removem as lesdes
oxidativas do DNA, proteinas e lipideos (OGA, 2003). Em adicdo aos efeitos protetores dos
antioxidantes endogenos, a inclusdo de antioxidantes na dieta é de grande importancia e o
consumo de frutas e vegetais esta relacionado com a diminuicéo do risco do desenvolvimento
de doencas associadas ao acimulo de radicais livres (POMPELLA, 1997).

Quando ocorre um desequilibrio entre os niveis de antioxidantes e de radicais livres,
com predominio destes Gltimos, acontece o que se chama de estresse oxidativo, que pode estar
associado a diminuicdo dos antioxidantes (por menor ingestdo destes ou de constituintes

essenciais para sua formacdo e atuacdo) ou ao aumento na producdo de espécies oxidantes.
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Esse desequilibrio pode resultar em lesGes oxidativas em macromoléculas e em diversas
estruturas celulares que se ndo forem reparadas, alterardo a funcionalidade de células, tecidos
e 6rgdos (OGA, 2003).

Atualmente, a utilizacdo dos antioxidantes estende-se aos mais variados produtos, como
cosméticos, medicamentos e alimentos. Nos cosméticos, 0s antioxidantes aumentam a
duragéo do produto, auxiliam na protecéo contra os danos causados pela radiagéo ultravioleta
e combatem os danos causados pelos radicais livres evitando ou diminuindo a destruicédo
tissular (ZULLI et al., 2000). A induastria alimenticia, por sua vez, utiliza antioxidantes
sintéticos como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT) e galato de propila
para inibir a oxidacdo lipidica. No entanto, estudos tém demonstrado a possibilidade destes
antioxidantes apresentarem efeitos toxicos e em funcdo disto, pesquisas vém sendo feitas no
sentido de encontrar produtos naturais com atividade antioxidante. Dentre as diversas classes
de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém recebido
muita atencdo nos Uultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica e a
lipooxigenase in vitro (SOUSA et al., 2007).

OH OH ?
C(CHa)s (CHz)sC C(CHa)s HO o™
HO
OCH; CHj3 OH
BHA BHT Galato de propila

Os compostos fendlicos das plantas se enquadram em diversas categorias, tais como
fendis simples, acidos fendlicos (derivados dos acidos benzdico e cinamico), cumarinas,
flavondides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, ligninas e lignanas (SOUSA et
al., 2007). Dentre esses, os flavondides sdo os mais estudados como antioxidantes.
Numerosos estudos in vitro indicam que estes polifendis podem efetivamente participar de
processos que possam ter implicacdes anticarcinogénicas e antiaterogénicas. O consumo de
vinho tinto, por exemplo, que apresenta elevado contetdo de flavondides (resveratrol e
quercetina), tem sido associado a protecdo contra doengas relacionadas a idade
(CERQUEIRA et al., 2007).
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2.4 Doencas Infecciosas e Antimicrobianos

As doencas infecciosas sdo tdo importantes para a historia da humanidade quanto as
guerras e os desastres naturais. Nos ultimos anos, o conhecimento disponivel para controle
das diferentes sindromes infecciosas tem aumentado como resultado da melhor caracterizacédo
clinica e epidemioldgica dessas doencas, e principalmente, dos avangos registrados nas areas
de microbiologia e imunologia. Assim, 0 aumento da expectativa de vida pode ser atribuido,
em muito, ao controle da morbimortalidade causada pelas doencas infecciosas e a melhoria
das condicdes sanitarias com o emprego massivo de vacinas e ao desenvolvimento da terapia
antimicrobiana eficaz (KUMAR et al., 2008; COLOMBO, 2006; PASQUALOTTO &
SCHWARZBOLD, 2006).

No entanto, as doencgas infecciosas permanecem como um dos principais problemas de
salde publica, sendo a principal causa de 6bito no mundo. Segundo a OMS, uma em cada trés
mortes é causada por doencas infectoparasitarias. Nessa categoria, as principais causas sdo as
doencas do trato respiratorio inferior, a tuberculose, as doencas diarréicas, a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e a malaria. Muitas dessas condi¢des altamente letais
afetam populacbes jovens em paises pobres, acarretando um grande impacto socioecondémico
(PASQUALOTTO & SCHWARZBOLD, 2006).

Os antimicrobianos sdo substancias que provocam morte ou inibi¢do do crescimento de
microrganismos, cujo principal objetivo do uso € o de prevenir ou tratar uma infeccao,
diminuindo ou eliminando os microrganismos patogénicos e, se possivel, preservando 0s
germes da microbiota normal. O tratamento com esta classe de substancias deve ser reservado
para situacfes em que 0 uso seja comprovadamente benéfico, minimizando o emprego em
casos de beneficio duvidoso, pois, além de apresentar efeitos adversos e gerar custos para o

individuo e para a sociedade, o uso indiscriminado desses farmacos tem levado o
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desenvolvimento de patégenos com viruléncia crescente, resistentes a multiplas drogas
(MACHADO, 2008; MACHADO & BARROS, 2008; KUMAR et al., 2008).

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, devido ao uso de um antimicrobiano. Este Gltimo tipo de resisténcia representa um
problema clinico serio, pois limita as alternativas terapéuticas no tratamento de muitas
doengas infecciosas (TRIPATHI, 2006).

A capacidade que 0s microrganismos possuem de adquirir resisténcia aos
antimicrobianos, impde a necessidade permanente de pesquisas e desenvolvimento de novas
drogas para seu combate e/ou controle. Nos Ultimos anos, tem aumentado a atencdo aos
produtos de origem natural, especialmente, aos derivados das plantas superiores, na busca de
novas substancias com atividades antimicrobianas (AYRES et al., 2008).

Muitas plantas sdo tradicionalmente utilizadas no tratamento de varias doencas
infecciosas. No entanto, o numero de pesquisas cientificas que comprovem tais propriedades
ainda é muito pequeno. Considerando a grande diversidade da flora brasileira, a pequena
comprovacao cientifica de suas atividades, bem como o alto poder mutagénico de algumas
cepas de microrganismos, ressalta-se a importancia das pesquisas a fim de validar a utilizagdo

popular das plantas, determinando seus efeitos bioldgicos.

2.5 Familia Connaraceae

A familia Connaraceae inclui aproximadamente 20 géneros (Agelaea, Bernardinia,
Burttia, Byrsocarpus, Cnestidium, Cnestis, Connarus, Ellipanthus, Hemandradenia, Jaundea,
Jollydora, Manotes, Pseudellipanthus, Pseudoconnarus, Rourea, Roureopsis, Schellenbergia,
Spiropetalum e Vismianthus) e cerca 350 espécies de arvores, arbustos ou lianas, distribuidas
em todas as regides tropicais do mundo (WIART, 2006). Na América tropical, esta familia
esta representada por cinco géneros (Bernardinia, Cnestidium, Connarus, Pseudoconnarus e
Rourea). Em 1983, quando da ultima publicacdo sobre as Connardceas Neotropicais, eram
conhecidas 101 espécies. Novos tdxons foram descritos e 0 nimero de espécies aumentou
para 110 (FORERO, 2007).
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No Brasil, ocorrem quatro géneros com 64 espécies (Bernardinia, Connarus,
Pseudoconnarus e Rourea), distribuidas em varias fitofisionomias, com predominéancia na
regido Amazonica, centro de diversidade da familia no neotropico. Na Mata Atlantica séo
encontradas 27 espécies (23 endémicas), pertencentes a trés géneros: Bernardinia (B.
fluminensis), Connarus (12 espécies) e Rourea (14 espécies). Apenas 0s géneros Connarus e
Rourea sdo representados por espécies endémicas, encontradas mais comumente no sul da
Bahia e Espirito Santo; um centro secundario de endemismo se encontra no Rio de Janeiro, no
Corredor de diversidade da Serra do Mar (FORERO; 1976; 1983). No Cerrado, a familia
Connaraceae esta representada por sete espécies arbustivo-arbéreas distribuidas nos géneros
Rourea e Connarus (LENZA et al., 2008). Taxonomicamente, muitas espécies se assemelham
as leguminosas, das quais se diferenciam pela auséncia de estipulas, sendo, portanto,
consideradas intermediarias entre Leguminoseae e Averrhoaceae (FORERO, 1976; 1983). A
Figura 6 mostra a distribuicdo geogréfica desta familia no mundo, podendo-se observar que
ela estd muito presente na América do Sul e na Africa.

Os géneros mais representativos da familia sdo o Connarus (130 espécies), Rourea (80 a
90 espécies), Agelaea (50 espécies), Cnestis (40 espécies) e Byrsocarpus (20 espécies). O
género Jollydora, com seis espécies distribuidas na Africa Ocidental, produz flores e frutos
diretamente na madeira do tronco e dos galhos maiores, uma condi¢cdo chamada caulifloros
(BRITANNICA, 2010).

Figura 6. Distribuicdo Geografica da Familia Connaraceae.

Fonte: Missouri Botanical Garden, 2010.
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A familia Connaraceae é constituida por plantas angiospérmicas (com flores),
dicotiledéneas da ordem Oxalidales. Exceto para algumas espécies, que tém flores masculinas
e femininas separadas, as flores sdo bissexuais e possuem: 5 pétalas e sépalas; 5 ou 10
estames, estruturas produtoras de pélen; e 1, 4 ou 5 carpelos distintos, que fecham-se sobre os
6vulos formando o ovario das flores, posicionados acima do ponto de fixacdo das outras
estruturas florais. Apenas um carpelo se desenvolve em um fruto. Cada carpelo tem dois
ovulos e apenas um Ovulo torna-se semente, que muitas vezes tem um apéndice carnoso
ligado (arilo). O fruto é um foliculo, um tipo de fruto seco, que se abrem quando maduro
(deiscente), apenas em um lado. As folhas sdo compostas, imparipinadas, alternas e sem
estipulas (BRITANNICA, 2010; FORERO, 2010).

O levantamento bibliografico efetuado sobre a familia revelou que somente algumas
espécies pertencentes ao género Agelaea, Burttia, Byrsocarpus, Cnestis, Connarus, Manotes
Roureopsis e Rourea foram, até entdo, investigadas quanto a composicdo quimica e/ou
atividade biolégica. Economicamente, ha algumas espécies de importancia na familia
Connaraceae. Da espécie Connarus guianensis, encontrada na Guiana, por exemplo,
aproveita-se a madeira. Os frutos, sementes ou folhas de muitas espécies sdo venenosos e
usados, entre outras coisas, contra cdes selvagens e coiotes em iscas envenenadas (por
exemplo, Rourea volubilis, R. glabra e Cnestis polyphylla) (BRITANNICA, 2010).

2.5.1 Género Agelaea

Este género compreende cerca de 50 espécies, algumas das quais possuem propriedades
que possibilitam seu uso na medicina popular: em Madagascar, as folhas de A. emetica séo
usadas para induzir o vémito, enquanto as folhas de A. lamarckii sdo usadas no tratamento da
gonorréia; na Africa Ocidental, as folhas de A. villosa sdo utilizadas no tratamento de
disenterias (BRITANNICA, 2010).

Em um estudo sobre a perspectiva da utilizacdo de metabolitos secundarios de plantas
para inibir a producdo de metano no rumen de gados, as folhas de espécie A. obliqua séo
citadas, como uma alternativa natural ao uso de aditivos quimicos na alimenta¢do animal. No
entanto, sua utilizacdo ndo é recomendada por apresentar compostos toxicos. Altos teores de
fenois totais (10,2%), taninos hidrolisaveis (8,8%) e taninos condensados (8,0%) s&o
observados nesta espécie (HAYLER et al., 1998; ASCHFALK et al., 2000). Por sua vez, a
espécie A. pentagyna (Lam.) Baill., encontrada em Madagascar e alguns paises do Leste

Africano, é citada como planta medicinal, mas também é considerada um veneno. O cha da
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madeira é usado como ténico, no tratamento de problemas na coluna vertebral e de retengdo
urinéria (NOVY, 1997; KUWABARA et al., 2003). O extrato em MeOH das folhas desta
espécie apresentou forte atividade anti-histaminica, e seu fracionamento resultou no
isolamento do flavonoide tricina (1), com potente atividade anti-histaminica (KUWABARA
et al., 2003).

2.5.2 Género Burttia

Para este género ha apenas dois trabalhos, que relatam a toxicidade das folhas e
sementes da espécies B. prunoides para alguns animais (Singida, distrito da Tanzania, Africa).
Em ratos que receberam o decocto das sementes trituradas observou-se uma severa desordem
do Sistema Nervoso Central (SNC) e morte. Achados post-mortem incluiram hemorragia e
inflamacdo no estbmago, edema e congestdo dos pulmdes, cérebro e mucosa do trato
gastrointestinal. Os rins estavam congestionados e mostrou nefrose completa do epitélio
tubular proximal. O figado também estava congestionado e apresentava areas focais de
necrose. Em caprinos, as sementes também induziram uma severa desordem do SNC, mas 0s
animais se recuperaram. As folhas ndo apresentaram toxicidade (MSENGI et al., 1987). Estes
resultados foram semelhantes aos encontrados em um estudo anterior com bezerros e ovelhas
(MUGERA & JIWA, 1970).

2.5.3 Género Byrsocarpus

Este género compreende cerca de 20 espécies (BRITANNICA, 2010), entre as quais, a
espécie B. coccineus € a mais investigada quanto a composi¢do quimica e atividade bioldgica,
em virtude de sua grande utilizacdo na medicina popular.

A espécie B. coccineus Schum e Thonn. (sin. Rourea coccinea) é um arbusto ou cip6
escandente presente em matas de cerrado e floresta secundaria, encontrado principalmente na
Africa Ocidental e Central, em paises como Nigéria, Gana, Togo, Costa do Marfim,
Camardes, Republica Central Africano e no Congo. Além de seu uso medicinal, suas folhas e
raizes apresentam valor ornamental. Esta espécie é usada no tratamento de Ulceras (boca e
pele), edema, tumores, dor de ouvido, dores musculares e reumaticas, doengas venéreas
(gonorréia), ictericia, diarréia, sintomas da malaria, infertilidade masculina e feminina, astenia

sexual, picadas de cobra, furinculos, distirbios mentais e disturbios do SNC (ansiedade,
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convulsoes, epilepsia, histeria, pesadelos) e como tonico (AKINDELE & ADEYEMI, 2006
a,b; 2007 a,b; 2010; OLOWOKUDEJO et al., 2008; BERO et al., 2009).

Varios estudos vém sendo realizados, principalmente com o extrato aquoso de folhas de
B. coccineus a fim de comprovarem seu uso popular. Foram observadas satisfatorias
atividades: uteroténica (AMOS et al, 2002); antioxidante (OKE & HAMBURGER, 2002);
antimicrobiana (KAMANZI et al., 2002; AHMADU et al., 2006); analgésica; antidiarréica;
anti-inflamatoria; antipirética; ansiolitica e sedativa (AKINDELE & ADEYEMI, 2006a,b;
2007a,b; 2010); hepatoprotetora e antioxidantes in vivo (AKINDELE et al., 2010).

Quanto a composi¢cdo quimica das folhas de B. coccineus, os estudos revelam a
presenca de alcalGides, taninos, saponinas, acucares redutores, glicosideos e antraquinonas
(AKINDELE e ADEYEMI, 2006a); flavonoides e flavonas (OKE & HAMBURGER, 2002),
como a quercetina (2), 3-O-a-arabinosilquercetina (3) e 3-O-p-D-glicopiranosilquercetina (4)
(AHMADU et al., 2007); cumarinas, dicumarol (5) e 4-hidroxicumarina (6) (VICKERY &
VICKERY, 1980). No 6leo das sementes de B. coccineus foi encontrado o &cido cis-11,12-
metileneoctadecandico (7), juntamente com uma grande proporcdo de Seu precursor
biossintético, o acido cis-11-octadecendicos (8) (BADAMI & PATIL, 1981; SPENCER et al.,
1979).

1R®=H, R¥=R¥= OCHs
2R®*=R¥=0OH,R*=H

3 R® = O-a-arabinose, R*= OH, R¥=H
4 R® = O-B-D-Glicose, R¥*=OH, R¥=H

OH
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2.5.4 Género Cnestis

Este género compreende 40 espécies (BRITANNICA, 2010), dentre as quais, a C.
ferruginia DC. é a mais relatada na literatura. Esta espécie recebeu esse home devido a cor
vermelha de seus frutos. E muito utilizada na Africa Ocidental, particularmente na Gambia,
Gana, Guiné-Bissau, Costa do Marfim, Libéria, Nigéria, Serra Leoa, sul de Benin, sudeste de
Niger e Gabdo. Os curandeiros usam esta planta para tratamento de vérias doencas infantis.
Entre outros usos, destaca-se: o uso das folhas como um laxativo e contra a febre; raizes,
caule e frutos sdo utilizados na limpeza dos dentes; raizes e frutos foram considerados como
um remedio para picada de cobra; os frutos também sdo utilizados no tratamento de
patologias oculares, como conjuntivite e contra varias outras doencas como bronquite e
tuberculose; as raizes também sdo usadas no tratamento de feridas, dor de garganta e
infeccdes na gengiva (ADDAE-KYEREME et al., 2001).

O extrato aquoso dos frutos de C. ferruginea apresentou significativa atividade
antibacteriana (Staphylococcus aureus, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa), validando o seu
uso na higiene oral (CHIOMA, 2005). Também foi relatada forte atividade de C. ferruginea
contra Aspergillus niger (LE GRAND et al., 1988). Quanto a composi¢do quimica, alcaldides,
flavondides, saponinas e glicosideos foram relatados como constituintes majoritarios do
extrato das raizes de C. ferruginea (ISHOLA & ASHOROBI, 2007). O estudo fitoquimico
dos frutos resultou no isolamento do flavondide, 7-O-f-D-galactopiranosilafrormosina (9),
com atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli e C. albicans (PARVEZ & RAHMAN,
1992). O extrato em éter de petréleo dos frutos contém, entre outros componentes, estearato
octacosanil (10), 1-miristo-2-estearo-3-palmitina (11), esqualeno (12), alcool miricil (13), B-
sitosterol (14). Observou-se também a presenca de flavonoides, antraquinonas, saponinas,
taninos, glicosideos e esterdides (OGBECHIE et al., 1987; OLUGBADE et al., 1982). Das
pétalas foram isoladas as antocianinas, delfinidina (15) e apigeninidina (16) (OGBEDE et al.,
1986).

Vaérias espécies de Cnestis como C. polyphylla, C. glabra, C. palala, C. ferruginea, bem
como a espécie Rourea orientalis, sdo relatadas como toxicas, sendo usadas para
envenenamento de cédes e peixes. O estudo fitoquimico revelou a presenca de L-metionina
sulfoximina (glabrina, cnestina) (17), um acido aminado neurotoxico (JEANNODA et al.,
1985; MURAKOSHI et al., 1993; GARONA et al., 2007; ISHOLA & ASHOROBI, 2007).
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2.5.5 Género Connarus

O género Connarus é o maior género da familia com cerca de 130 espécies
(BRITANNICA, 2010). Do México ao Sul do Brasil, sdo encontradas 54 espécies. Este
género pode ser distinguido dos outros quatro géneros americanos (Bernardinia, Cnestidium,
Pseudoconnarus e Rourea) por possuir apenas um carpelo em suas flores (FORERO, 2010).
O decocto do caule e das raizes de C. planchonianus Schellenb. é usado para tratar
flatuléncia, na Malasia (ONG & NORDIANA, 1999).

O estudo quimico dos extratos das folhas e frutos de C. paniculatus resultou no
isolamento de seis alcal6ides quinolizidinicos: Piptantina (18), 18-Epipiptantina (19),
Ormosanina (20), Homoormosanina (21), Podopetalina (22), Homopodopetalina (23) (LE et
al., 2005). Foi determinada grande quantidade de O6leo (40,5%) nas sementes de C.
paniculatus, com a-tocoferol (24) em sua composicdo (355 mg/kg 6leo) (MATTHAUS et al.,
2003). Do extrato lipossoluvel dos frutos de C. venezuelensis foi isolada uma quinona,
rapanona (25), junto com outros homdlogos; triglicerideos formados com os &cidos graxos
saturados e triglicerideos insaturados; acidos graxos e seus ésteres metilicos e etilicos; n-
parafinas e as correspondentes 1-olefinas. Das sementes foram isolados o mio-inositol (cis-
1,2,3,4-trans-4,6-cicloexanoexol) (26) e manitol (27) e do caule, um flavondide altamente
hidroxilado (MARCANO et al., 1984).

Das raizes de C. monocarpus foram isoladas quinonas [rapanona (25) e embelina (28)],
o0 carotenoide licopeno (29), a antocianidina leucopelargonidina (30), hentriacontano (31), B-
sitosterol (14) e bergenina (32) (RAMIAH et al., 1976; AIYAR et al., 1964; 1965) e de C.
ferrugineus foram isolados os iminoagucares: 1-desoximannojirimicina (DMJ) (33), 2-O-a-D-
galactopiranosil-DMJ (34), 3-O-B-D-glicopiranosil-DMJ (35), 1,4-didesoximannojirimicina
(36), 1,4-didesoxialonojirimicina (37) e 1,4-dideoxialtronojirimicina (38) (ASANO et al.,
2005).
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34 R! = g-D-galactopiranosideo, R? = R® = H
35 R? = B-D-glicopiranosideo, R = R® = H

2.5.6 Género Manotes

O extrato metanodlico da casca do caule M. pruinosa Gilg. apresentou atividade
citotoxica contra células MRC-5 (Clso 27,0 £ 2,2) e fraca ou nenhuma atividade contra os
protozoarios selecionados [Trypanosoma brucei brucei (Clso 37,0 £ 3,1 pg/mL), T. cruzi (Clsg
> 64 ng/mL) e Plasmodium falciparum (Clso > 64 pg/mL)] (MESIA et al., 2008).

2.5.7 Género Roureopsis

O decocto das raizes da espécie R. obliquifoliolata é utilizada na medicina tradicional de
Lomela, Republica Democratica do Congo (Africa) no tratamento da diarréia e disenteria,
enguanto a casca das raizes é usada no tratamento de dor de dente e elefantiase. A avalicdo da
atividade antidiarréica do extrato metandlico das raizes da R. obliquifoliolata, em
camundongos com diarréia induzida por 6leo de mamona, demonstrou reducdo significativa,
validando o uso popular da planta. No entanto, ndo ha relato de estudo quimico desta espécie
(OTSHUDI et al., 2001).

2.5.8 Género Rourea

O género Rourea abrange mais de 80 espécies distribuidas nas regides tropicais do
mundo. Das 110 espécies de Connaraceae conhecidas na regido neotropical, 48 pertencem ao
género Rourea (FORERO, 2007; BRITANNICA, 2010). E um género considerado
tipicamente distilico, sendo caracterizado por flores com cinco pistilos apocarpicos e dois
grupos de estames com tamanhos diferentes (LENZA et al., 2008). Algumas espécies desse

género sao utilizadas na medicina popular. Dentre as quais esta a R. minor (Gaertn.) Aubl.,
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utilizada na China para o tratamento de abrasdes e lesGes. No Vietnd, o decocto do caule é
utilizado para tratar a febre de dengue. O estudo quimico da fracdo cloroférmica de R. minor,
ativa in vitro contra o Plasmodium falciparum, resultou no isolamento de dois novos
compostos, rourinosideo (39) e rouremina (40), que apresentaram fraca atividade
antimaléarica. Desta fracdo foram isolados mais cinco compostos conhecidos: 1-(26-
hidroxihexacosanoil)-glicerol (41),
1-O-B-D-glicopiranosil-(2S,3R,4E-8Z)-2-N-(2’-hidroxipalmitoil)-octadecaspinga-4,8-dienina
(42), éacido 9S,12S,13S-trihidroxi-10E-octadecendico  (43), diidro-vomifoliol-9-p-D-
glicopiranosideo (44) e B-sitosterol glicosilado (45). Outros estudos dessa espécie reportam a
presenca de triterpenos, esterdides, quinonas, flavanas, flavonas, antracenodionas e &cidos
graxos (HE et al., 2006).

Na india, as raizes da espécie R. minor, conhecida como R. santaloides (Vahl.) Wight
&. Arnott, sdo utilizadas como tonico e no tratamento da diabetes, do reumatismo e de
doencas de pele. O extrato aquoso das suas raizes apresentou atividade contra S. aureus, S.
epidermidis e S. subfava, enquanto o extrato em EtOH foi ativo contra S. subfava (PAREKH
& CHANDA, 2008). Das raizes dessa espécie também foram isolados a rapanona (25) e a
leucopelargonidina (30), juntamente com B-sitosterol (14) e hentriacontano (31) (RAMIAH et
al., 1976).

A cortica da espécie R. induta, também conhecida como campeira, boticainteira ou pau-
de-porco, é usada para tratamento de reumatismo. Esta espécie esta distribuida no Brasil nos
estados do Maranhdo, Bahia, Ceara, Pernambuco, Minas Gerais, Mato Grosso, Distrito
Federal, e Sdo Paulo, sendo abundante em areas de cerrado campo sujo e cerrado sensu
stricto. Estudo recente, descreveu o isolamento do extrato bruto em EtOH das folhas de R.
induta de um hidrocarboneto de cadeia longa, n-tetracosano (46) e de quatro flavondides
[quercetina (2) e seus derivados glicosilados, 3-O-a-arabinofuranosilquercetina (47), 3-O-f-
xilosilquercetina (48) e 3-O-B-galactosilquercetina (49) e hiperina (50)]. A avaliacdo de
algumas atividades bioldgicas, com as fracGes e substancias isoladas, revelaram grande
capacidade antioxidante, atividade antimicrobiana contra S. aureus e S. epidermidis e
atividade alelopéatica (KALEGARI, 2009).

Dos estudos fitoquimicos com a espécie R. microphylla foram isolados os acidos 23-
hidroxibetulinico (51) e ursolico (52), hederagenina (53), éster nonacosoil-(E)-ferulico (54),
daphnetina (55), kaempferol (56), rutina (57), 1-hentriacontanol (58) (ZHANG et al., 2008),
3-O-a-L-rhamnopiranosilquercetina (59), hiperina (50), quercetina (2), astilbina (60), -



40

sitosterol (14), p-sitosteril-B-D-glicopiranosideo (45), fisciona (61), eritroglaucina (62), acido
estearico (63), acido palmitico (64) e n-nonacosano (65) (JIANG et al., 1990).

Quanto a espécie R. doniana, a literatura cientifica ndo relata nenhum estudo quimico
e/ou biologico. Desse modo, o estudo quimico e a avaliacdo das atividades larvicida,
antimicrobiana e antioxidante desta espécie contribuirdo para ampliar a quimiotaxonomia do

género Rourea, bem como do conhecer o potencial biolégico da flora local.

Figura 7. Fotos Rourea doniana Baker, Connaraceae.

Fonte: POPOVKIN, 2010.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento da composicéo
quimica e do potencial biologico do género Rourea, através do estudo quimico e da avaliacao
das atividades larvicida, antioxidante e antimicrobiana, bem como da toxicidade frente a
Artemia salina, de extratos das folhas e do caule da espécie vegetal Rourea doniana Baker
(Connaraceae).

3.2 Especificos

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

fracOes da espécie acima mencionada;

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

extratos e fracoes;

e Determinar, através do método de Folin-Ciocalteau, o contetdo de fendis totais presentes

em extratos e fracoes;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos e fragdes frente a diferentes

microrganismos;

e Auvaliar a toxicidade frente a Artemia salina dos extratos e fragcbes com resultados

promissores nos ensaios efetuados;

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

efetuados.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Solventes, materiais e equipamentos

e Na preparagéo dos extratos brutos foram utilizados extratores de vidro e etanol 90%;

e Nas particOes, separacOes cromatograficas e outras marchas quimicas foram utilizados
solventes destilados no préprio laboratério ou P.A. (Labsynth, Vetec e Quimex);

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

exaustdo da Permution;

e Nas separacOes cromatograficas em coluna foram utilizados como adsorvente silica gel 60
G (70-230 mesh, ASTM Merck) e Sephadex LH-20 (Pharmacia);

e Nas cromatografias em camada delgada analitica (CCD - 0,50 mm de espessura)
utilizaram-se silica gel 60 PF2s4 da Merck. As cromatoplacas foram preparadas utilizando-
se suspensoes de silica gel em agua destilada, espalhadas sobre placas de vidro através de
um espalhador mecanico e, em seguida, ativadas a 100°C, em estufa (Biomatic);

e As pesagens foram efetuadas em balanca eletrénica analitica (modelo AX 200,

Shimadzu) e balanca semi-analitica (BEL);

e Utilizou-se Ultrasson da Brason (modelo 1210) nas solubiliza¢6es das amostras;

e A secagem da vidraria foi realizada em estufa de esterilizacdo universal (modelo 219);

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

como a aplicagdo de uma solucéo &cida de sulfato cérico ou do reagente de Dragendorf;

e Os espectros de RMN (*H: 400 MHz; 3C: 100 MHz) foram registrados em espectrometro
Bruker Avance 400 (referéncia interna utilizada - TMS) do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Alagoas (IQB/UFAL). As amostras foram dissolvidas em
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solventes deuterados (metanol, cloroférmio, piridina e dimetilsulféxido) puros ou em

mistura;

Nos ensaios para avaliacdo da atividade larvicida, as amostras foram solubilizadas com
DMSO. A racdo animal para alimentagdo das larvas foi esterilizada em autoclave vertical
modelo 415 (Fanem) e os insetos adultos de Aedes aegypti foram alimentados com
sacarose anidra P.A. (Vetec) ou glicose anidra P.A. (Amresco);

Nos ensaios de toxicidade frente a Artemia salina Leach foram utilizados os seguintes
materiais: tubos de ensaio, luminaria (Force Line Inddstria e Comércio Ltda., S&do Paulo-
SP, Brasil), ovos de A. salina (adquiridos da Sea Word Comercial Ltda., Maceio/AL,
Brasil), recipientes plasticos 12 x 8 cm, agua do mar fresca e filtrada, pipetas automaticas
de volumes varidveis (Eppendorf do Brasil, IndUstria e Comércio Ltda, S&o Paulo/SP,
Brasil), ponteiras de polietileno, placas de Petri descartaveis com 9 cm de didmetro
(TPP®, Techno Plastic Products AG, Trasadingen/ Switzerland), solucdo de timol a
0,01% (Azul de Timol solugdo a 0,04%, Panreac Quimica, S.A.U., Barcelona, Espanha) e
microscopio estereoscépico binocular (Coleman Equipamentos para Laboratério Com. e
Imp. Ltda., Santo André-SP);

Nos ensaios antirradicalares qualitativos utilizou-se cromatoplacas de gel de silica 60 F2s4
(Merck), o radical sintético 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) e (+)-catequina (Sigma).
Nos ensaios quantitativos utilizou-se MeOH grau espectroscépico (Vetec), 2,6-di-tert-
butil-4-metil-fenol (BHT), acido ascérbico e &cido galico (Sigma). As medidas de
absorbancia foram efetuadas em espectrofotobmetro UV/VIS (modelo Mini-1240 da
Shimadzu);

Na determinacdo do teor de fendis totais utilizou-se MeOH grau espectroscépico (Vetec),
acido galico e Reagente Folin-Ciocalteau (Sigma), bicarbonato de sodio (Na2COs)
(Vetec), centrifuga, espectrofotdmetro UV-VIS (modelo Mini-1240 da Shimadzu);

Nos ensaios antimicrobianos foram utilizados: pipetas automaticas de volumes variaveis,
ponteiras de polietileno, placas de Petri descartaveis de nove cm de diametro (Global
Trade Technology), microplacas de poliestireno com 96 orificios estéreis (JET BIOFIL®
Tissue Culture Plates), tubos de ensaios, erlenmeyers, béqueres e provetas de volumes
variados, pincas, alcas de platina, méscaras, gorro e jaleco, luvas de procedimento,

algoddo, swabs e gazes estéreis, meios de cultivos Agar Miieller-Hinton, Brain-Heart
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Infusion Broth e Agar Sabouraud Dextrose (HIMEDIA®), discos para antibiograma e
cepas padrdo (NEWPROV Produtos para Laboratorio, Pinhais/PR, Brasil; Cefar
Diagnostica Ltda, Sdo Paulo/SP, Brasil), cloreto 2,3,5- trifeniltetrazolio (TTC) (Vetec),
papel Whatman® n° 1, paquimetro mecanico (Starret Company, Athol/MA/USA),
autoclave vertical (modelo Q316M2 Quimis® e estufa bacterioldgica (modelo Q290
Quimis®), capela de fluxo laminar (Biohazard Safety Cabinet, JSR-JS Research, Veco do

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

4.2 Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécie vegetal Rourea doniana Baker (folhas e caule) foi coletada em marco de
2007, na Fazenda Lamardo, municipio de Pilar/AL, e identificada pela botanica Rosangela
Pereira de Lyra Lemos, do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (IMA/AL),

onde um exemplar da referida espécie encontra-se catalogado (MAC-26413).

4.3 Preparo dos extratos e fracoes das folhas e do caule

Os materiais das folhas e do caule de R. doniana, obtidos apds secagem a temperatura
ambiente e trituragdo, foram individualmente extraidos através de maceragdo com etanol a
90%. Apds concentracdo das solucBes em evaporador rotativo e secagem a temperatura
ambiente, foram obtidos os extratos brutos (folhas: 38,05 g; caule: 102,71 g).

O extrato bruto em EtOH das folhas foi suspenso em solugdo MeOH-H20 (3:2) e
extraido sucessivamente com hexano, cloroférmio e acetato de etila (Figura 8, p. 47). Apos
concentracédo das solucdes em evaporador rotativo foram obtidas as fragdes em hexano (6,32
g), CHCIs (4,75 g), AcOEt (3,52 g) e MeOH-H20 (8,33 g). Por sua vez, o extrato bruto em
EtOH do caule foi filtrado em gel de silica (70-230 mesh), utilizando-se solventes de
diferentes polaridades. Apos concentracdo das solugdes em evaporador rotativo foram obtidas
as fragdes em hexano (1,42 g), CHCIs (3,03 g), AcOEt (4,04 g) e MeOH (46,24 g) (Figura 9,
p. 48). Posteriormente, 0s extratos brutos e suas fracdes foram submetidos a ensaios para
avaliacdo do potencial larvicida (larvas do 4° instar do Aedes aegypti), antimicrobiano, da
capacidade sequestradora de radicais livres (DPPH), do contetdo de fendis totais (reagente
Folin-Ciocalteu) e da toxicidade frente a Artemia salina.



Figura 8. Procedimento experimental efetuado com as folhas de R. doniana.

[ Serrragens das Folhas J

- Maceracao com etanol a 90%

Ext. EtOH
(38,05 g)

- Suspensdo com MeOH-H0 (3:2)
- Extracdo com Hexano, CHCI3z e AcOEt

Fr. Hexano Fr. CHCI; Fr. AcOEt Fr. MeOH-H:O
(6,32 9) (4,75 g) (3,52 g) (8,33 g)

CC Silica gel

[ RdFH-3 ][ RdFH-4 ] [ RdFC-1 ]

20 (0,3 g)
Eﬁ X

(0,104 g)
) CC Sephadex

CC Silica gel

) RdFC-2
RdFH-1

RdFH-2




48

Figura 9. Procedimento experimental efetuado com o caule de R. doniana.
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4.4 Avaliacdo do potencial bioldgico de extratos e fracoes

4.4.1 Avaliacao da atividade larvicida

Os extratos brutos, bem como as fragdes oriundas de parti¢do ou filtragdo das folhas e
caule foram submetidos a ensaios frente larvas do quarto estddio (L4) do mosquito Aedes
aegypti. Os experimentos foram realizados no insetario do Laboratorio de Pesquisa em
Quimica dos Produtos Naturais (LPgPN) do IQB/UFAL, de acordo com recomendacdes da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1981) com algumas modificacdes.
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4.4.1.1 Criagao e manutencao das larvas e dos insetos adultos

Larvas do 4° estadio de mosquitos A. aegypti foram obtidas a partir de ovos depositados
em papéis de filtro por fémeas adultas criadas no insetario 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 ap0s a realizacdo do repasto sanguineo, foram
colocados em bacias plasticas contendo &gua destilada, onde ocorreu a eclosdo das larvas e
seu desenvolvimento nos diferentes estadios (L1, L2, Ls, 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 plasticas, as pupas foram manualmente separadas das larvas,
acondicionadas em copos descartdveis e colocadas em gaiolas teladas para posterior
emergéncia dos insetos adultos. Estes foram alimentados com solugcdo de glicose anidra a
10%, em chumacos de algodao trocados diariamente. A alimenta¢do sanguinea (repasto
sanguineo) para as fémeas, visando a maturacéo dos ovos, foi realizada utilizando pombos da

espécie Columbia livia (Gmelin, 1789).

4.4.1.2 Ensaio para avaliacdo da atividade larvicida

Inicialmente, os experimentos foram realizados na concentracdo de 250 pg/mL. Para
tanto, 75 mg de cada amostra foram dissolvidos em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), e em
seguida, diluidos em agua destilada, obtendo-se um volume total de 300 mL. Esta solucéo foi
distribuida, em trés copos descartaveis, onde foram adicionados grupos de quinze larvas do 4°
estadio de A. aegypti. Como controle negativo, utilizou-se uma solucdo aquosa de DMSO a
0,33%, e como controle positivo utilizou-se uma solucdo de temefos reformulado a 1% na
concentracdo de 3 pg/mL (Figura 10, p. 50).

As larvas foram expostas as solucdes das amostras e do controle por um periodo de 48
horas, sendo a leitura do experimento realizada em 24 horas e 48 horas ap0s 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

interpretacéo da atividade larvicida.
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Figura 10. llustracdo do ensaio para avaliacdo da atividade larvicida.
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De acordo com o percentual observado de mortalidade das larvas, as amostras foram
classificadas como:
e Mortalidade superior a 75% — promissoras;
e Mortalidade entre 50 e 75% — parcialmente promissoras;
e Mortalidade entre 25 ¢ 50% — fracamente promissoras;

e Mortalidade inferior a 25% — inativas.

4.4.1.3 Andlise estatistica para avaliacdo da atividade larvicida

As amostras consideradas promissoras na concentracdo de 250 pg/mL foram testadas
em menores concentracfes (200, 150, 100 e 50 pug/mL). Posteriormente, os resultados obtidos
para cada concentracdo foram submetidos ao método Probitos de anélise (FINNEY, 1972)
para determinacdo da CLso (concentracdo da amostra, letal para 50% de uma populagdo em

estudo) juntamente com o intervalo de confianga de 95% (Clgs).

4.4.2 Toxicidade frente Artemia salina (TAS)

Os extratos brutos, bem como as fragdes oriundas de particdo ou filtracdo das folhas e
caule de R. doniana foram submetidos a ensaios para avaliagdo da toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Tratamento de Feridas (LTF) com a colaboracdo da Prof® Dr® Maria Lysete de Assis Bastos, da
Escola de Enfermagem e Farmécia da Universidade Federal de Alagoas (ESENFAR), de

acordo com a metodologia descrita por Meyer e cols. (1982) com algumas modificacdes.
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4.4.2.1 Obtencéo das larvas de Artemia salina

Os ovos (cistos) de A. salina foram depositados em um recipiente plastico contendo
agua do mar e mantidos por 24 horas, sob iluminacéo artificial (lampada de 40W) (Figura 11).
Apos eclosdo, as larvas de primeiro estadio (nauplio) foram transferidas, com o auxilio de uma
pipeta automatica, para placas de Petri contendo &gua do mar. Estas larvas foram mantidas
por mais 24 horas, sob iluminacdo artificial, até atingirem o segundo estadio (metanauplio),
ideal para a realizacdo dos ensaios. O recipiente utilizado continha uma divisoéria, onde o lado
no qual os ovos eram depositados foi coberto com uma tampa, ficando o outro lado iluminado
para permitir a migracdo das larvas (fototropicas). A &gua do mar utilizada era fresca e
filtrada em algod&o hidrdéfilo antes do experimento e foi coletada em praias mais afastadas da
cidade, preferencialmente no horario da amanhd, em dias de semana e fora dos periodos

chuvosos.

Figura 11. Deposicédo dos ovos de A. salina em recipiente contendo dgua do mar (A) e incubacao dos
ovos sob iluminagdo artificial (B).

Fonte: OLIVEIRA, 2010. Fonte: BASTOS, 2008.

4.4.2.2 Preparo das amostras e dos controles

As amostras foram testadas nas concentragdes de 1000, 100, 10 e 1 pg/mL. Para tanto,
preparou-se uma solugédo estogque de cada amostra (5000 pg/mL), dissolvendo-se 10 mg em 2
mL do solvente apropriado (MeOH ou CHCIs). Aliquotas de 500, 50 ¢ 5 pL desta solugédo
foram aplicadas no fundo de tubos de ensaios para a obtencdo das solu¢des nas concentragdes
de 1000, 100 e 10 pg/mL, respectivamente. Para a obtencdo da solucdo na concentracdo de 1

pg/mL, utilizou-se 25 pL de uma solucdo de 100 pg/mL, preparada a partir da solucéo
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estoque. Como controle negativo, aplicou-se 500 pL de cada solvente utilizado na
solubilizag&o das amostras no fundo de tubos de ensaio. Como controle positivo, utilizou-se
100 pL de uma solucdo de Timol 0,01%. Cada concentracdo das amostras e 0s controles
foram testados em triplicata. Os tubos de ensaio foram colocados em capela de exaustdo, para

evaporacéo do solvente.

4.4.2.3 Avaliacdo da toxicidade

Ap0Gs secagem das amostras e controles, a cada tubo foram adicionados 2,5 mL de &gua
do mar contendo 10 larvas, e 0s tubos foram mantidos sob iluminagédo artificial por 24 horas.
A leitura do experimento foi realizada com auxilio de um microscopio estereoscopio
(aumento 10X) e de iluminacdo incandescente, observando-se o numero de larvas vivas.
Foram consideradas mortas todas as larvas que ndo apresentavam qualquer movimento ativo
em cerca de trinta segundos de observacdo. Os resultados obtidos para cada concentragéo
foram submetidos ao método Prdbitos de analise (FINNEY, 1972) para a determinacdo dos
valores de CLso, com seus respectivos intervalos de confianca de 95% (Clgs).

O grau de toxicidade das amostras estudadas foi determinado segundo Déciga-Campos
e cols. (2007):

e CLso> 1000 pg/mL — atdxica;
e CLso>500 e <1000 pg/mL — pouco tdxica;

e CLso <500 pg/mL — altamente toxica.

4.4.3 Avaliacéo da capacidade sequestradora de radicais livres (DPPH")

4.4.3.1 Avaliacdo qualitativa

A avaliacgdo qualitativa da capacidade seqliestradora de radicais livres frente ao radical o
radical sintético 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH®) foi efetuada de acordo com a
metodologia descrita por Soler-Rivas e cols. (2000). As amostras foram dissolvidas em
solventes apropriados e aplicadas em cromatoplacas de silica gel 60 F2ss (Merck), que foram
eluidas em sistemas de solventes adequados. Apds eliminacdo do solvente, ao lado das
amostras, aplicou-se a (+)-catequina (1 mg/mL em MeOH), como controle positivo. Em
seguida, as cromatoplacas foram submersas, durante 10 segundos, em solu¢do metanolica do
radical DPPH" (0,4 mM).
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Figura 12. llustracéo do ensaio para avalia¢do qualitativa da atividade antirradicalar.
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Apdbs secagem dos cromatogramas a temperatura ambiente, o aparecimento de manchas
amareladas sob um fundo roxo nas posi¢des dos fatores de retencdo (Rfs) das substancias,
quando comparado com a (+)-catequina, sugeriu uma possivel atividade (Figura 12).
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4.4.3.2 Avaliacdo quantitativa

Os ensaios quantitativos frente ao radical sintético DPPH* foram realizados apenas com
as amostras que forneceram resultados positivos nos ensaios qualitativos. A metodologia
utilizada foi 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 DPPH" em solucdo metandlica. O
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-picril-hidrazina (coloragdo amarela) (Figura 13, p. 54). Assim, 0 consumo

do radical foi monitorado pelo decréscimo da absorbancia.
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Figura 13. Representacdo esquematica da reacdo de reducdo do DPPH".
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e Preparo das solucdes e construcdo da curva de calibracdo do DPPH*

Inicialmente, preparou-se uma solucdo estoque de DPPH" em MeOH grau
espectroscopico (40 pg/mL ou 100 pMol/L), que foi protegida da acdo da luz e mantida sob
refrigeracdo até o momento dos testes. A partir desta solucdo, foram preparadas solu¢bes nas
concentragdes de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 pg/mL necessarias para a construcdo da curva
de calibragéo.

As medidas de absorbancia da radiacdo UV a 515 nm de cada solu¢cdo do DPPH" (1 a 40
pg/mL) foram feitas em espectrofotémetro UV/VIS (modelo Mini-1240, Shimadzu). As
medidas foram feitas em triplicata, utilizando-se cubetas de poliestireno com percurso dptico
de 1 cm, contendo 1 mL de cada solugdo. Como branco utilizou-se MeOH grau
espectroscopico.

A curva de calibragdo foi construida a partir dos valores médios de absorbancia de cada
solucdo do DPPH® versus as concentracGes usadas (1 a 40 pg/mL), através da analise de
regressdo linear utilizando o programa Microcal OriginPro 7.0. Esta andlise forneceu a
equacdo matematica da curva de calibracdo: Y = a + b.x, onde: a = coeficiente linear; b =
coeficiente angular ou inclinacdo da reta; com seu desvio padrdo (DP) e coeficiente de
correlagéo (R).

Para avaliacdo quantitativa da capacidade sequestradora de radical livre frente ao
DPPH dos extratos e fracBes, a solucdo estoque de DPPH" foi preparada vérias vezes. Para
cada solugdo estoque foi construida uma curva de calibracdo, sendo obtidas diferentes
medidas de dispersdo: os desvios padrdo (DP) variaram de 0,0051 a 0,0344 e os coeficientes
de correlagéo (R) variaram entre 0,997 e 0,999.
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e Preparo das amostras

As amostras e 0s controles positivos utilizados [acido ascérbico, acido galico e 2,6-di-
tert-butil-4-metilfenol (BHT)] foram testados em cinco diferentes concentracGes. Foram
preparadas solucgdes estoques na concentracdo de 200 pg/mL, mediante a dissolugéo de 2 mg
de cada amostra e dos controles em 10 mL de metanol grau espectroscopico. A partir das
solucdes estoques, foram obtidas solucdes nas concentracdes de 150, 100, 50 e 25 pg/mL para

as amostras e solu¢des em concentracdes que variaram de 150 a 3,12 pug/mL para os controles

positivos.
O« _OH
OH
HO : © /O
J\g HO OH
Ho  OH ou
Acido ascorbico Acido galico

e Determinacao de Clsg

Apbs obtencdo da curva de calibracdo do DPPH®, experimentos individuais foram
efetuados com cada uma das solucdes (25 a 200 pug/mL) das amostras e dos controles (150 a
3,12 pg/mL). Em cubetas de poliestireno, foram preparadas misturas reacionais constituidas
por 0,1 mL da solugdo teste e 0,9 mL da solucdo estoque de DPPH" (40 pg/mL). Estas
solucdes foram homogeneizadas e protegidas da luz durante todo o experimento. As medidas
de absorbancia foram feitas a 515 nm, em triplicata e a cada 15 minutos durante 1 hora
(tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos). As absorbancias das solu¢des foram registradas contra
um branco (MeOH espectroscopico).

Substituindo-se Y da equacdo da curva de calibracdo do DPPH" (Y = a + b.x) pela
média dos valores de absorbancia no tempo de 60 minutos de anélise para cada concentracdo
testada, foi possivel determinar x, correspondente a concentracdo de DPPH’ que permanece
no meio apos reacdo com as amostras. A percentagem de DPPH' remanescente (% DPPH’rem)

no meio reacional foi obtida conforme formula descrita por Sdnchez-Moreno e cols. (1998):
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[DPPH]T=t
[DPPH ]T=0

% DPPH ¢\, = x 100

Onde:
[DPPH]r=t = concentracéo de radical DPPH" no meio ap0s reagdo com a amostra;

[DPPH]r=0 = concentragdo inicial de DPPH" no meio (40 mg/L).

Uma nova curva foi obtida a partir das % DPPH'rem versus as concentragdes testadas
(25 a 200 pg/mL, para as amostras; 150 a 3,12 pg/mL, para os controles), através da andlise
de regressao linear utilizando o programa Microcal OriginPro 7.0. Assim, determinou-se a
Clso, concentracdo de cada amostra necessaria para diminuir a concentracdo do radical DPPH’
em 50%. Quanto maior o consumo de DPPH’ por uma amostra, menor sera a sua Clso e maior

a sua capacidade de sequestrar radicais livres.

e Analise estatistica da avaliacdo quantitativa da capacidade sequestradora de radicais
livres

Para cada conjunto de dados foram obtidas as médias (DP) e o coeficiente de variacdo
(CV) como medidas de expressar a variabilidade dos resultados, além do coeficiente de
correlacdo (R) entre as duas varidveis (as concentracdes testadas, como variavel
independente; e os percentuais de DPPH'rem para cada concentragdo, como variavel
dependente). Para averiguar se as diferencas entre as médias obtidas foram casuais ou
significativas utilizou-se o teste Tukey aplicando-se analise de variancia (ANOVA),

assumindo a probabilidade de erro ao nivel de 5% (P < 0,05).

4.4.4 Determinacao do teor de fenois totais (FT)

A determinacdo do teor de fenois totais foi realizada apenas com as amostras que
forneceram resultados positivos nos ensaios qualitativos frente ao radical DPPH-, utilizando-
se metodologia descrita por Sousa e cols. (2007) e Tung e cols. (2007), com algumas
modificagdes. Neste ensaio, é feita a quantificacdo dos compostos fenolicos presentes nas
amostras por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando-se o reagente de Folin-
Ciocalteu. Este reagente consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no
qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6* porém, em presenca

de certos agentes redutores, como o0s compostos fenolicos, formam-se os chamados
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molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais esta
entre 5 e 6 e cuja coloragdo permite a determinacdo da concentracdo das substéncias

redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fendlica (SOUSA et al., 2007).

4.4.4.1 Ensaio para a determinacéo do teor de fenois totais

Ap0s preparo de uma solugdo estoque de cada amostra (2 mg/mL em MeOH-H20 1:1),
aliquotas de 35 uL foram, individualmente, adicionadas a 2,76 mL de agua destilada e 175 uL
do reagente Folin-Ciocalteu em um tubo de ensaio. As misturas foram homogeneizadas e
deixadas em repouso por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 525 pL de uma solugéo aquosa
de Na2COs a 15% e centrifugou-se (10.000 rpm) durante 10 minutos. Apos 1 hora de repouso,
sob refrigeracéo, foi feita a medida da absorbancia da radiacdo UV a 765 nm de cada solucéo.
As medidas foram feitas em espectrofotdmetro UV/VIS (modelo Mini-1240, Shimadzu), em
triplicata e em cubetas de poliestireno com percurso 6ptico de 1 ¢cm, contendo 1 mL de cada
solugcdo. Como branco utilizou-se uma solucdo de MeOH-H.O 1:1 com todos os reagentes,
menos a amostra.

Neste ensaio o &cido galico foi utilizado como padrdo. Para tanto, a partir de uma
solugdo estoque de 2000 pg/mL em MeOH-H.O 1:1, foram preparadas soluces nas
concentragdes de 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 e 100 pug/mL. Cada solucéo foi
submetida ao mesmo procedimento descrito acima para determinacdo do teor de fendis totais
das amostras e com os valores médios de absorbancia obtidos para estas solucdes, foi possivel
obter uma curva de calibraco, através de andlise de regressdo linear no programa Microcal
OriginPro 7.0. Esta analise forneceu a seguinte equacdo matematica da curva de calibragdo: Y
= 0,00465 + 0,00101.x, com coeficiente de correlacdo (R) de 0,998 e desvio padrdo (DP) de
0,03.

O teor de fendis totais para cada amostra testada foi determinado substituindo-se Y da
curva de calibracdo do acido galico pelos valores médios de absorbancias das amostras. O X
da equacéo corresponde a concentracdo do &cido gélico, sendo o teor de fendis totais para as

amostras expresso como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por mg de extrato.
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4.4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratorio de Tratamento de Feridas
(LTF), em colaboracdo com a Prof* Dr* Maria Lysete de Assis Bastos, da Escola de
Enfermagem e Farmécia da Universidade Federal de Alagoas.

Inicialmente, os extratos brutos, bem como as fragdes oriundas de parti¢cbes ou filtragdo
das folhas e caule de R. doniana, foram submetidos a ensaios antimicrobianos utilizando o
método de difusdo em &gar com disco, descrito por Kirby-Bauer (BASTOS, 2008), frente a
oito bactérias [trés gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Streptococcus
pyogenes) e cinco gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis)] e um fungo (Candida albicans).
Posteriormente, as amostras que apresentaram resultados promissores (ativos ou
moderadamente ativos) contra algum microrganismo no método de difusdo foram submetidas
ao teste de microdiluicdo em caldo, para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM), de acordo com metodologia descrita por Ayres e cols. (2008), com algumas

modificacdes.

4.4.5.1 Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados [Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S. epidermidis
(ATCC 12228), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Proteus mirabilis (ATCC 25933) e Candida albicans (ATCC
10231)] foram adquiridos das empresas NEWPROV Produtos para Laboratorio,
Pinhais/PR/Brasil e Cefar Diagnostica Ltda. S0 Paulo/SP/Brasil. Todos 0s microrganismos
foram padronizados e distribuidos pelo American Type Cell Collection (ATCC,
Manassas/VA/USA) e foram mantidos sob refrigeracdo com temperatura entre 2 a 8 °C até o

momento do uso.

4.4.5.2 Meios de Cultivo e Solugdes Utilizadas nos Ensaios Antimicrobianos

e Meios de cultivo: Composigdo e Preparo

- Brain-Heart Infusion Broth ou Caldo Infuséo de Cérebro e Coracdo (BHIB,

HIMEDIA®): Meio liquido de enriquecimento altamente nutritivo utilizado na propagacgio
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dos microrganismos (cepas-padréo) utilizados nos testes antimicrobianos. Segundo o
fabricante, este meio é composto (g/L): de infusdo de cérebro de bezerro (200,0), infusdo de
coracdo bovino (250,0), protease peptona (10,00), dextrose (2,0), cloreto de sddio (5,0) e
fosfato dissodico (2,5). O meio foi preparado diluindo-se 37,0 g do p6 em um litro de 4gua
destilada, sob agitacdo manual com auxilio de um bastdo de vidro. No teste da microdiluicdo
foi utilizado BHIB duplamente concentrado, solubilizando-se 74,0 g do meio em um litro de
agua destilada. Apos completa dissolucdo, a solucéo foi esterilizada em autoclave a 121 °C
durante 15 minutos, com pH final de 7,4 + 0,2 a 25°C. O meio foi armazenado sob
refrigeracdo a uma temperatura de 2-8 °C, até 0 momento do uso, quando foi redistribuido em
tubos de ensaios (15 x 100 mm) esterilizados, para a ativacdo do microrganismo.

- Agar Mueller-Hinton (AMH, HIMEDIA®): Meio s6lido recomendado para a determinagéo
de susceptibilidade de microrganismos para agentes antimicrobianos, que apresenta boa
reprodutibilidade e suporta o crescimento da maioria dos microrganismos. Foi utilizado no
cultivo das bactérias. Segundo o fabricante, este meio é composto por (g/L): infusdo de carne
bovina (300,0), Caseina &cida hidrolizada (17,5), Amido (1,5) e Agar (17,0). O meio foi
preparado diluindo-se 38,0 g do p6 em um litro de agua destilada, sob agitacdo manual com
auxilio de um bastdo de vidro. Apds completa dissolucdo, a solucdo foi esterilizada em
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Em seguida, aproximadamente 25 mL do meio, ainda
guente (temperatura em torno de 45°C) e homogeneizado, foi distribuido em placas de Petri (9
cm de diametro). O pH final foi de 7,3 + 0,2 a 25°C.

- Agar Sabouraud Dextrose (ASD, HIMEDIA®): Meio solido recomendado para o cultivo
seletivo de bolores e leveduras e também utilizado para o cultivo de bactérias aciduricas. Foi
utilizado no cultivo do fungo C. albicans. Segundo o fabricante, este meio € composto por
(g/mL): peptona micoldgica (10,0), dextrose (40,0) e agar (15,0). O meio foi preparado
diluindo-se 65,0 g do p6 em um litro de &gua destilada, sob agitagdo manual com auxilio de
um bastdo de vidro. Apos completa dissolugédo, a solucdo foi esterilizada em autoclave a
121°C durante 15 minutos. Em seguida, aproximadamente 25 mL do meio, ainda quente
(temperatura em torno de 45°C) e homogeneizado, foi distribuido em placas de Petri (9 cm de
diametro). O pH final foi de 5,6 + 0,2 a 25°C.



60

e Solucoes

- Salina Tamponada: Utilizada para diluir o indculo visando obter o equivalente a 1,5 x 108
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL. Esta solucdo foi preparada utilizando os sais:
Cloreto de sodio (5,61 g), cloreto de potéssio (0,11 g), fosfato de potassio monobasico (1,0 g)
e fosfato dibasico de sodio (2,0 g). Sob agitacdo manual com auxilio de um bastdo de vidro,
todos os componentes foram dissolvidos em 1 litro de &gua destilada. Ap6s completa
dissolucdo, a solucdo foi transferida para um erlenmeyer, o qual foi vedado com rolha de
algoddo com gaze protegida com papel aluminio. Apds esterilizacdo 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. Posteriormente, a cada bateria de testes a
solucdo foi redistribuida em erlenmeyer de 50 mL e, novamente esterilizada, para receber os
indculos ativos. A turbidez desta suspensdo foi comparada com a turbidez do tubo 5 da Escala
de MacFarland (1,5 x 10%° UFC/mL), obtendo-se assim, a suspensio microbiana para
semeadura das placas testes (BASTOS, 2008).

- Solucdo de Sulfato de Bario da Escala de MacFarland: Foram utilizadas solu¢des padrédo
de turbidez de sulfato de bario (BaSOs4), denominada Escala de MacFarland (Figura 14, p.
61). Esta escala é utilizada para padronizacdo da densidade do in6culo dos microrganismos
para testes in vitro, e ajuste do nimero de UFC/mL. A escala foi preparada adicionando-se em
10 tubos de ensaio, sequencialmente, quantidades crescentes de solucdo de cloreto de bario
(BaCl2) 1% (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 mL). Em seguida, a cada tubo foi
adicionado quantidade suficiente de acido sulfurico (H2SO4) 1% para completar 10 mL.

Considera-se que as densidades resultantes correspondem respectivamente a:

Tubo 11,5 x 10° UFC/mL Tubo 6 — 3,0 x 108 UFC/mL
Tubo 2 — 3,0 x 10° UFC/mL Tubo 7 — 6,0 x 108 UFC/mL
Tubo 3 - 6,0 x 10° UFC/mL Tubo 8 — 9,0 x 10® UFC/mL
Tubo 4 — 9,0 x 10° UFC/mL Tubo 9 - 1,5 x 10" UFC/mL
Tubo 5-1,5x 10° UFC/mL Tubo 10 — 3,0 x 10" UFC/mL

Para o presente estudo selecionou-se o tubo n° 5, que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL
na escala de MacFarland (BASTQOS, 2008).
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Figura 14. Escala de MacFarland. Destaque do tubo 5, equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL.

Fonte: OLIVEIRA, 2010.

4.4.5.3 Ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro

e Ativacdo dos microorganismos e preparo do indculo

Os microrganismos (cepas-padréo) foram ativados em meio liquido de enriquecimento
(BHIB). Utilizando-se uma pinga flambada e resfriada, um disco ou um pouco do concentrado
de cada microrganismo, individualmente, foi colocado em um tubo de ensaio contendo cerca
de trés mL de BHIB. Os tubos de ensaios foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C
por 24 horas (bactérias) e a 28°C por 48 horas (fungo). Em seguida, com o auxilio de uma al¢a
de platina, os microrganismos foram semeados em placas de Petri com os meios de cultivo
AMH (bactérias) e ASD (fungo) e incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por mais 24
horas (bactérias) e a 28°C por mais 48 horas (fungo).

Apbs crescimento dos microrganismos em meio solido, preparou-se uma suspensao de
cada microrganismo em solucdo salina tamponada. A turbidez da suspensédo foi comparada
com a turbidez do tubo 5 da escala de MacFarland, que corresponde a 1,5 x 106 UFC/mL.
Apbs ajuste, foi obtido o indculo utilizado nos ensaios. O indculo foi distribuido, com auxilio
de um swab de algoddo estéril, em placas de Petri previamente preparadas com meios de
cultivo AMH (bactérias) e ASD (fungo) (Figura 15, p. 62). Para retirar o excesso de material,
o swab foi pressionado acima contra a parede interna do tubo contendo o inéculo. As placas
foram semeadas esfregando-se o swab por toda a superficie do dgar. Com o objetivo de
assegurar a distribuicdo uniforme do microrganismo, o procedimento foi repetido trés vezes
girando a placa aproximadamente 60° a cada vez. Todo procedimento foi feito assepticamente
em capela de fluxo laminar.
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Figura 15. Distribuicdo do inéculo dos microrganismos na placa de Petri.

Fonte: BASTQOS, 2008.
e Preparo das amostras

Foram preparadas solucOes estoque de cada amostra na concentracdo de 5000 pg/mL
dissolvendo-se a amostras em MeOH ou CHCls, de acordo com sua polaridade. Discos
estéreis de papel filtro Whatman® n° 1, com 6 mm de didmetro, foram distribuidos em
microplacas de poliestireno estéreis de 96 orificios, e impregnados com 20 uL da solugéo
estoque das amostras. Assim, as amostras foram testadas na concentragdo de 1000 pg/disco.
Apo6s secagem em capela de fluxo laminar, & temperatura ambiente, os discos contendo as
amostras foram mantidos sob refrigeracdo (2 a 8°C) até 0 momento do uso.

e Controles positivos e negativos utilizados

Discos padronizados para antibiograma (6 mm de didmetro) (Figura 16 A, p. 63),
foram utilizados como controle positivo nos ensaios com as bactérias: Gentamicina 10
pg/disco (S. aureus, S. epidermidis e P. mirabilis); Ciprofloxacina 5 pg/disco (P. aeruginosa,
E. coli e K. pneumoniae); Penicilina 10 pg/disco (S. pyogenes) e Ceftriaxona 30 pg/disco (S.
typhimurium). Como controle positivo do fungo C. albicans, foram utilizados discos
confeccionados artesanalmente, impregnados com 20 uL de uma suspensdo de miconazol
2500 ug/mL (50 pg/disco). Em todos os ensaios, também foi utilizado um controle negativo
confeccionado artesanalmente, onde discos foram impregnados com os solventes utilizados na
solubilizacdo das amostras (MeOH e CHCI3). Todos os discos foram mantidos sob
refrigeracdo (2 e 8°C) até 0 momento do uso.
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e Método de Kirby-Bauer

Os experimentos foram realizados em triplicata, de acordo com o método de difusdo em
agar com disco descrito por Kirby-Bauer (BASTOS, 2008). Os trés discos das amostras, um
disco de controle positivo e outro de controle negativo foram colocados, com auxilio de uma
pinca em condicBes assépticas, na superficie do meio de cultivo em placas de Petri
previamente semeadas com o microrganismo teste (1,5 x 10° UFC/mL) (Figura 16 B). Apds
aplicacdo, os discos foram levemente pressionados, para garantir a fixacdo na superficie do
meio e possibilitar uma difusdo uniforme do material neles contidos. Em seguida, as placas
foram invertidas e incubadas a 35°C durante 24 horas (bactérias) e a 28°C durante 48 horas
(fungo).

Figura 16. Discos de antibiograma (A) e distribuicdo dos discos impregnados em placa de
Petri (B).

Fonte: BASTQOS, 2008.

e Leituradas placas e interpretacédo dos resultados

A avaliacdo da atividade inibitoria do crescimento dos microrganismos foi feita com
auxilio de um paquimetro, medindo-se o halo de inibicdo (mm) ao redor dos discos de papel
impregnados com as amostras. O halo de inibicdo de cada amostra, que corresponde a area
sem crescimento microbiano detectavel a olho nu, foi comparado com os valores médios dos
halos obtidos nos controles positivos (gentamincia, penicilina, ceftriaxona, ciprofloxacina e
miconazol). A percentagem de inibicdo do crescimento dos microrganismos foi calculada de

acordo com a seguinte formula:

% de inibicdo = Média do halo de inibicdo da amostra x 100
Média do halo de inibicéo do controle
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Para avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras testadas, utilizaram-se como
base os critérios adotados por Caceres e cols. (1998):
e Halo de inibi¢do > 75 % — ativa,
e Halo de inibigdo > 25 % e <75 % — moderadamente ativa;

e Halo de inibi¢do < 25 % — pouco ativa.

As amostras classificadas como ativas foram submetidas a técnica da microdiluicao

em caldo para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM).

e Determinacgdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A concentracao inibitéria minima (CIM) é definida como a menor concentracdo de um
agente antimicrobiano capaz de impedir o crescimento visivel de um microrganismo em testes
de sensibilidade por diluicdo em &gar ou caldo (NCCLS, 2003).

O ensaio de determinacdo da concentracdo inibitéria minima (adaptado de AYRES et
al., 2008) foi realizado utilizando-se a técnica de microdiluicdo em placas estéreis de 96 pogos
com fundo chato, que contém 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Para tanto, preparou-se
uma solugdo estoque das amostras extrato na concentragcdo de 4400 pg/mL, mediante a
solubilizacédo de 4,4 mg em 1 mL de MeOH. As amostras foram testadas em triplicata.

Inicialmente, adicionou-se 100 pL de caldo BHIB (duplamente concentrado) em todos
0s pocos das colunas de 1 a 3 da microplaca. Em seguida, aos trés poc¢os da linha A contendo
0 meio, adicionou-se 100 pL da solucdo estoque da amostras. Apds homogeneizagdo, 100 pL
do contetdo de cada pogo foram transferidos para os pocos imediatamente abaixo, da linha B.
Apds homogeneizacdo do contetdo de cada orificio da linha B, 100 pL deste contetudo foi
transferido para os pocos da linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H,
desprezando-se, ap6s homogeneizacdo, 100 pL do conteddo dos pocos desta linha. Em
sequida, adicionou-se em cada pog¢o mais 100 puL do caldo BHIB e 20 pL do inoculo
microbiano na concentragdo de 1,5 x 10° UFC/mL. O volume total de cada pogo foi de 220
pL e ao final do procedimento foram obtidas concentragdes decrescentes do extrato na
direcédo das linhas A a H [1000 pg/mL (linha A), 500 pg/mL (B), 250 pg/mL (C), 125 pg/mL
(D), 62,5 pg/mL (E), 31,2 pg/mL (F), 15,6 pg/mL (G) e 7,8 pg/mL (H)].

Foram realizados os testes de controle do experimento: controle de crescimento (CC),
controle negativo (CN) e controle positivo (CP). O controle de crescimento consistiu na

adicdo de 150 pL do caldo BHIB, 50 pL de salina e 20 pL do inéculo microbiano,
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possibilitando o controle positivo da viabilidade microbiana. No controle negativo, verificou-
se a influéncia do MeOH utilizado na solubilizag&o do extrato, sendo composto por 150 pL do
caldo BHIB, 50 pL do MeOH e 20 uL do inéculo microbiano. O controle positivo, por sua
vez, consistiu em 150 pL do caldo BHIB, 50 pL de salina, Y4 de discos comerciais contendo
antimicrobiano e, por fim, 20 uL. do in6culo microbiano.

As microplacas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 24 horas.
Decorrido este intervalo de tempo, adicionou-se em cada poco da microplaca (das amostras e
dos controles) 20 pL de uma solucdo aquosa de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) a
0,5%. A microplaca foi colocada na estufa por mais 3 horas.

O TTC é um reagente comumente utilizado para deteccdo de metabolismo em células
eucaridticas; ele se reduz em presenca de H*, formando o Trifenil Formazan, que tem cor
vermelha (Figura 17). Portanto, o aparecimento da coloracdo avermelhada indica crescimento
microbiano (VENZKE et al., 2008). Assim, a leitura do experimento foi realizada
observando-se a menor concentracdo da amostra, na qual ndo houve mudanca de coloragéo,

ou seja, ndo houve crescimento microbiano.

Figura 17. Representagdo esquematica da reacdo de reducdo do TTC (VENZKE et al., 2008).
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Figura 18. llustracdo do resultado da microdiluigdo em caldo. CC — controle de crescimento;

CN — controle negativo; CP- controle positivo.
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4.5 Investigacao fitoquimica das fragdes
4.5.1 Frac0es resultantes da particao do extrato em EtOH das folhas

4.5.1.1 Fracdo em hexano

A fracdo em hexano das folhas (6,27 g) foi fracionada em gel de silica 60 (70-230
mesh), utilizando-se solventes e misturas de solventes em proporgdes crescentes de
polaridade. Coletou-se um total de 114 subfrac6es com cerca de 10 mL cada. Estas subfracfes
foram analisadas através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas de eluigdo e aquelas que
apresentaram Rfs semelhantes foram agrupadas. O material das subfra¢fes reunidas 17-21
(0,104 g), procedentes da eluicdo em hexano foi novamente fracionada em gel de silica 60
(70-230 mesh), utilizando-se hexano-AcOEt em propor¢des crescentes de polaridade. Apos
analise comparativa através de CCD, utilizando-se hexano-AcOEt (98:2) como eluente, as
subfracdes resultantes foram agrupadas. Os materiais oleosos das subfracdes reunidas 12-15
(0,010 g) e 21-22 (0,032 g) apresentaram uma Unica mancha apos revelacdo em vapores de
iodo. Estes materiais foram codificados de RAFH-1 e RAFH-2, respectivamente.

Os materiais das subfracdes 29-31 reunidas (0,012 g) e 34-35 (0,066 g), procedentes da
eluicdo em hexano-AcOEt (98:2) da fracdo em hexano das folhas e constituidos por sélidos
brancos com aspecto amorfo, foram codificados de RAFH-3 e RdFH-4, respectivamente.

As demais subfra¢des ndo conduziram ao isolamento de substancias com grau de pureza

satisfatorio para obtencdo dos dados espectrais.

4.5.1.2 Fragdo em CHCls

A fracdo em CHClz das folhas (4,75 g) foi fracionada em gel de silica 60 (70-230 mesh),
utilizando-se solventes e misturas de solventes em proporcOes crescentes de polaridade.
Foram coletadas um total de 24 subfra¢es com cerca de 50 mL cada. Estas subfra¢fes foram
analisadas através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes, e aquelas com Rfs
semelhantes foram agrupadas.

O material da subfracdo 4 (0,007 g), procedente da eluicdo em hexano-CHCIs (7:3),
constituido por um sélido amarelado com aspecto cristalino foi codificado de RAFC-1.

O material da subfracdo 20 (0,300 g), procedente da eluicdo em AcOEt-CHCIs (8:2),
foi submetido a permeacdo em gel de Sephadex LH-20 com MeOH. Este procedimento
conduziu ao isolamento de um solido branco com aspecto amorfo codificado de RAFC-2
(0,013 g).
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As demais subfra¢des ndo conduziram ao isolamento de substancias com grau de pureza

satisfatorio para obtencdo dos dados espectrais.

4.5.1.3 Fracdo em AcOEt

A fracdo em AcOEt das folhas (3,52 g) foi fracionada em gel de silica 60 (70-230
mesh), utilizando-se solventes e misturas de solventes em proporcdes crescentes de
polaridade. Coletou-se um total de 21 subfragdes com cerca de 50 mL cada. Estas subfragfes
foram analisadas através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes, e aquelas com
Rfs semelhantes foram agrupadas.

Os materiais das subfracdes 12 (0,526 g), 13 (0,620 g) e 14 (0,720 g), procedentes da
eluicio com AcOEt-MeOH (9:1), (8:2) e (7:3), respectivamente, foram individualmente
submetidas a filtracdo em gel (Sephadex LH-20 com MeOH). Ap6s inimeras tentativas de
purificacdo, através de sucessivos fracionamentos cromatograficos das subfracdes resultantes,
ndo se obteve substancias com quantidade e grau de pureza satisfatério para obtencdo dos

dados espectrais.

4.5.1.4 Fracdo em MeOH-H20

A fracdo em MeOH-H>O das folhas (8,33 g) deverad ser trabalhada, uma vez que

apresentou um dos melhores resultados nos ensaios frente ao radical sintético DPPH.

4.5.2 Frac0es resultantes de filtracao do extrato em EtOH do caule

4.5.2.1. Fracdo em hexano

Parte do material de aspecto oleoso da fracdo em hexano do caule (1,42 g), com
resultado promissor no ensaio larvicida, foi suspenso em solucdo aquosa de NaOH a 2%, sob
agitacdo em ultrassom durante 2 horas. Apés este periodo, foram efetuadas sucessivas
extracOes com hexano para obtencdo dos constituintes neutros e basicos (0,88 g). A fase
aquosa remanescente foi tratada com HCI (pH = 3) e novamente extraida com hexano para
obtencdo dos componentes de carater acido (0,017 g). Por se tratar de um material oleoso, de
dificil separagéo por cromatografia em coluna convencional, a fracdo neutra/basica devera ser
submetida a analise através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM) visando a identificacdo de alguns dos componentes.
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4.5.2.2 Fragdo em CHClIs

A fracdo em CHCIsdo caule (3,03 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel de
silica 60 (70-230 mesh), utilizando-se solventes e misturas de solventes em proporcdes
crescentes de polaridade. Foram coletadas um total de 174 subfracGes com cerca de 5 mL
cada. Estas subfracdes foram analisadas através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas de
eluentes, e aquelas com Rfs semelhantes foram agrupadas.

O material das subfracfes reunidas 27-33 (0,065 g), proveniente da eluicdo em hexano-
AcOEt (95:5) e constituido por um sélido branco com aspecto amorfo, apresentou apenas uma
mancha apds revelacdo em vapores de iodo, sendo codificado como RACC-1.

O material das subfragdes reunidas 130-154 (0,100 g) foi permeado em gel de
Sephadex LH-20 com MeOH. Este procedimento conduziu ao isolamento de um sélido
esverdeado com aspecto amorfo, codificado de RdACC-2 (0,010 g), de coloracdo azul
fluorescente sob irradiacéo de luz UV.

As tentativas de purificacdo das demais subfracbes ndo resultaram no isolamento de

substancias com quantidade e grau de pureza satisfatdrio para obtencéo dos dados espectrais.

4.5.2.3 Fragdo em AcOEt

A fracdo em AcOEt do caule (4,04 g) foi fracionada em gel de silica 60 (70-230 mesh),
utilizando-se solventes e misturas de solventes em proporcOes crescentes de polaridade.
Foram coletadas um total de 176 subfragbes com cerca de 5 mL cada. Estas subfragdes foram
analisadas através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes e as que
apresentaram Rfs semelhantes foram agrupadas. Os materiais das subfracfes reunidas 131-
133 (0,013 g) e 138-146 (0,044), procedentes da eluicdo em AcOEt-hexano (6:4), foram
submetidos a sucessivas lavagens com MeOH e este procedimento conduziu ao isolamento de

dois solidos com aspecto amorfo, codificados de RACA-1 e RACA-2, respectivamente.

4.5.2.4 Fragdo em MeOH

A fracdo em MeOH do caule (46,24 g) devera ser trabalhada, uma vez que apresentou

um dos melhores resultados nos ensaios frente ao radical sintético DPPH.



69

5 RESULTADOS E DISCUSSAOQO

5.1 Resultados dos ensaios larvicidas

A literatura relata varios trabalhos envolvendo a atividade de extratos vegetais contra
larvas do A. aegypti, no entanto, no que diz respeito ao género Rourea, ndo foi encontrado
qualquer estudo, exceto o publicado por nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2010).
Assim, na busca por um controle quimico alternativo contra este vetor, avaliou-se a atividade
larvicida de alguns extratos e fragOes das folhas e caule de R. doniana.

Os extratos brutos em EtOH das folhas e do caule, bem como suas fragdes oriundas de
particdo e de filtracdo, respectivamente, foram submetidos a ensaios preliminares, na
concentracdo de 250 pug/mL, para avaliacdo da atividade larvicida frente larvas do 4° estadio
de A. aegypti. Neste experimento, somente as fracbes em hexano do caule e em CHCIs das
folhas foram consideradas promissoras, pois apresentaram percentuais de mortalidade larval
superior a 75% (88,89%). O extrato em EtOH das folhas e sua fracdo em AcOEt foram
considerados fracamente promissores, ambos com 33,33% de mortalidade; enquanto as
demais amostras testadas foram inativas, pois o percentual de mortalidade larval foi menor
que 25% (0 a 22,22%) (Tabela 1, p. 70). Ndo foi observada mortalidade nos controles
negativos, constituidos por uma solucdo de DMSO a 0,33%.

As fragcdes em hexano do caule e em CHCIs das folhas, consideradas promissoras, foram
testadas em cinco diferentes concentragfes (250, 200, 150, 100 e 50 pg/mL) e os resultados
obtidos permitiram determinar suas CLso, com seus respectivos intervalos de confianca a
95%: CLso 12,15 pg/mL (ICes9% 2,43-20,32 pg/mL) e CLso 170,83 pg/mL (ICosy 154,5-188,1
pg/mL), respectivamente.

A fracdo em hexano do caule foi obtida do extrato bruto em EtOH, considerado inativo;
enquanto a fragdo em CHCIs das folhas foi obtida do extrato bruto em EtOH, considerado
fracamente promissor. Em geral, os extratos brutos apresentam composi¢do quimica
complexa e seus diferentes componentes podem interferir nas atividades uns dos outros.
Portanto, os resultados obtidos para esses extratos podem ser justificados por um provavel
efeito antagbnico dos componentes presentes, bem como pela menor concentracdo dos
componentes potencialmente ativos. Nas fracOes, estes componentes estdo mais concentrados,
0 que justifica a atividade larvicida observada para as fracbes em hexano do caule e em
CHClz das folhas.
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Tabela 1. Resultados da avaliagdo da atividade larvicida dos extratos e fragdes das folhas e do

caule.
Amostras % Mortalidade ClLso 1Cos
(a 250 pg/mL + DP)? (ng/mL) (ng/mL)

Folhas

Extr. EtOH 33,33 +17,63 > 250 -

Fr. Hexano 13,33 + 6,66 > 250 -

Fr. CHCIs3 88,89 + 10,18 170,83 (154,5-188,1)

Fr. AcOEt 33,33 +£13,33 > 250 -

Fr. MeOH-H20 0 > 250 -

Caule

Extr. EtOH 22,22 +£10,18 > 250 -

Fr. Hexano 88,89 + 19,2 12,15 (2,43-20,32)

Fr. CHCI; 0 > 250 -

Fr. AcOEt 4,44 +7,69 > 250 -

Fr. MeOH 20,00 £ 6,67 > 250 -

aMédia dos resultados obtidos em triplicata; CLso — concentracdo que mata 50% das larvas
expostas; 1Cos - intervalo de confianga a 95%.

A fracdo em hexano do caule apresentou resultado comparavel ao inseticida
organofosforado temefos [CLso 8,67 pug/mL (ICes0 7,03-10,26 pg/mL)]. Por se tratar de um
material oleoso, de dificil separacdo por cromatografia em coluna convencional, esta fracéo
sera submetida a analise através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), visando a identificacdo de alguns dos componentes, cuja avaliagdo sera necessaria
para identificacdo do (s) componente (s) ativo (5).

Por sua vez, a fragcdo em CHCl3 das folhas apresentou CLso bem superior a do temefos.
No entanto, € importante considerar que as fracfes, assim como 0s extratos brutos, porém em
menor proporcdo, tém composicdo quimica complexa e que a(s) substancia(s) ativa(s)
pode(m) estar presente(s) em baixa concentracdo. O estudo fitoquimico desta fragdo resultou
no isolamento dos materiais codificados RAFC-1 (0,007 g) e RdAFC-2 (0,013 g), que
deveriam ser submetidos ao ensaio larvicida, no entanto, a quantidade de material isolado foi

insuficiente para a realizacéo deste.
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Rahuman e cols. (2008) demonstraram alta atividade larvicida para o extrato em éter de
petroleo de Abutilon indicum, com valores de CLso de 11,49; 3,58 e 26,67 pg/mL, contra o A.
aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus, respectivamente. A atividade
observada foi atribuida a presenca do fitoesteroide S-sitosterol. Este composto foi isolado em
mistura com outro fitoester6ide [RACC-1 (ver item 5.5.1, p. 81)] da fracdo em CHCIz do
caule de R. doniana; no entanto, a fracdo ndo apresentou atividade larvicida na concentracao
testada (250 pg/mL), o que pode ser justificado pela baixa concentracdo deste composto na

fracéo.

5.2 Resultados da toxicidade frente a Artemia salina Leach

A A. salina é um microcrustaceo de agua salgada utilizado como alimento vivo para
peixes, facilmente encontrado em lojas especializadas em aquérios, que pode ser utilizado
para estimar a toxicidade através da concentragdo media letal (CLso) (MEYER et al., 1982).
Parra e cols. (2001), em seu trabalho sobre métodos de investigacdo da toxicidade de extratos
de plantas, comprovaram que o teste de toxicidade frente A. salina (TAS) é tdo eficaz quanto o
da citotoxicidade aguda em ratos, enfatizando sua importancia como um indicador para a
conducdo de experimentos clinicos. O TAS permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto
é considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial
atividade biolégica.

A Tabela 2 (p. 72) relaciona os extratos brutos e fragdes oriundas de particdo ou de
filtracdo das folhas e caule que foram submetidos a avaliacdo da toxicidade frente A. salina.
Pode-se observar que de acordo com a classificagdo do grau de toxicidade determinado por
Déciga-Campos e cols. (2007), das dez amostras testadas, cinco foram consideradas atdxicas
(CLso > 1000 pg/mL) e as demais foram altamente toxicas (CLso < 500 pug/mL), com valores
de CLso que variaram de 36,3 a 190,1 pug/mL. Em estudo recente, as fragdes em hexano,
CHCI3 e em AcOEt obtidas do extrato em EtOH das folhas de R. induta e as substancias
isoladas desta espécie (Hiperina e n-Tetracosano), também foram avaliadas frente a A. salina
e as amostras testadas foram consideradas atoxicas (CLso > 1000 pug/mL) (KALEGARI,
2009).

Algumas espécies do género Rourea, como a R. orientalis, R. volubilis e R. glabra, bem
como outras espécies da familia Connaraceae (Cnestis polyphylla, C. glabra, C. ferruginea e

Byrsocarpus coccineus) sdo conhecidas pela toxicidade e sdo usadas, entre coisas, na caga de
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caes selvagens e coiotes (BRITANNICA, 2010). A toxicidade destas espécies é atribuida a
presenca de alguns compostos, tais como as cumarinas anticoagulantes, Dicumarol e 4-
hidroxicumarina (VICKERY & VICKERY, 1980), e de um acido derivado da L-metionina
sulfoximina (Glabrina, Cnestina) (JEANNODA et al., 1985; MURAKOSHI et al., 1993;
GARONA et al., 2007; ISHOLA & ASHOROBI, 2007).

O estudo quimico da fragdo em CHCIs das cascas do caule de Unonopsis lindmanii
(Annonaceae), biomonitorado pelo TAS, resultou, entre outros compostos, no isolamento de
uma mistura dos fitoesteroides f-Sitosterol e Estigmasterol, que apresentou alta toxicidade
[CLso 74,0 pg/mL (ICgs 58,5-93,8 ng/mL)] (SIQUEIRA et al., 1998). Essa mistura também
foi isolada da fracdo em CHCI3 do caule de R. doniana [RACC-1 (ver item 5.5.1, p. 81)]; no
entanto, a fracdo foi considerada atoxica, o que pode ser justificado pela pequena

concentracdo da mistura dos fitoesterdides.

Tabela 2. Toxicidade frente a A. Salina de extratos e fracdes das folhas e do caule.

Amostras CLso 2(ug/mL) I1Cos(pg/mL) Grau de toxicidade®
Folhas
Extr. EtOH 190,1 108,5-351,5 Altamente toxico
Fr. Hexano > 1000 Atdxico
Fr. CHCI3 48,6 18,7-136,3 Altamente toxico
Fr. AcOEt 36,3 20,5-59,3 Altamente toxico
Fr. MeOH-H20 > 1000 Atdxico
Caule
Extr. EtOH 71,1 32,0-139,2 Altamente toxico
Fr. Hexano > 1000 Atoxico
Fr. CHCIs > 1000 Atdxico
Fr. AcOEt > 1000 Atoxico
Fr. MeOH 70,7 48,3-100,9 Altamente toxico
Controles
Cloroférmio (CN) - -- Atoxico
MeOH (CN) -- -- Atdxico
Timol (CP) - -- Altamente toxico

%Concentragdo letal média (calculada através de analise pelo método PROBIT); "Segundo
Déciga-Campos e cols. (2007); CN — controle negativo; CP — controle positivo.
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Os solventes, MeOH e CHCIs, utilizados na solubilizacdo das amostras nao
apresentaram influéncia sobre os resultados, pois ndo foi observada mortalidade nos controles
com estes solventes. Para o controle positivo (Timol), cuja concentracdo testada é de 0,004
pg/mL, observou-se 100 % de mortalidade. No entanto, Ellis & Baxendale (1997) avaliaram
a toxicidade do Timol frente a A. Salina, com valor da CLso igual a 2,9 pg/mL (ICes 2,3 — 3,3
pg/mL). Segundo estes autores, a atividade artemicida do Timol se deve a sua capacidade de
romper a membrana citoplasmatica e consequientemente levar as larvas de A. salina a morte

por desidratagao.

Tabela 3. Comparacao os resultados obtidos nos ensaios larvicida e de toxicidade frente a A.
salina dos extratos e fragdes das folhas e caule.

Amostra Aedes aegypti Artemia salina
CLso CLso
(Mg/mL) (g/mL) Resultados

Folhas

Ext. EtOH > 250 190,1 Altamente toxico

Fr. Hexano > 250 > 1000 Atdxico

Fr. CHCIs 170,83 48,6 Altamente tdxico

Fr. AcOEt > 250 36,3 Altamente toxico

Fr. MeOH-H20 > 250 > 1000 Atoxico

Caule

Extr. EtOH > 250 71,1 Altamente toxico

Fr. Hexano 12,15 > 1000 Atoxico

Fr. CHCIs > 250 > 1000 Atdxico

Fr. AcOEt > 250 > 1000 Atdxico

Fr. MeOH > 250 70,7 Altamente toxico

Varios outros trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre A. salina com atividades
antifngica, viruscida, antimicrobiana, tripanossomicida e parasiticida. Este bioensaio
também tem sido citado na avaliacdo prévia de extratos de plantas com possivel atividade
antitumoral e estd sendo utilizado para estudo biologico inicial de um grande nimero de
amostras para deteccdo simultanea de toxicidade e fototoxicidade (MEYER et al., 1982).

Assim, 0s extratos ou substancias com elevada toxicidade frente a este microcrustaceo devem
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ser avaliados quanto ao potencial antitumoral, inseticida ou pesticida. A Tabela 3 relaciona os
resultados obtidos nos ensaios larvicida e de toxicidade frente A. salina dos extratos brutos e
fragdes das folhas e caule de R. doniana.

De acordo com esta tabela pode-se observar que ndo houve uma boa correlacao entre as
amostras frente aos dois modelos experimentais. A fracdo em hexano do caule, que
apresentou melhor atividade sobre larvas do A. aegypti, foi considerada atoxica contra A.
salina. Enquanto a fracdo em CHCIs das folhas, embora considerada promissora como
larvicida, mas ndo tanto quanto a fracdo em hexano do caule, foi altamente toxica para A.
salina. Por sua vez, fracdo em AcOEt das folhas, pouco promissora contra o0 A. aegypti, foi a
mais toxica das amostras testadas.

5.3 Resultados da avaliacdo da capacidade sequestradora de
radicais livres (DPPH) e da determinacao de fendis totais

A avaliacdo da atividade sequestradora de radicais livres utilizando o radical sintético
DPPH é um dos métodos mais usados para avaliar a atividade antioxidante em extratos
vegetais e substancias isoladas. E um método facil e rapido, no qual os compostos que
apresentam potencial para seqlestrar radicais reduzem o DPPH, doando elétrons ou atomos de
hidrogénio para o radical livre.

As propriedades antioxidantes, especialmente a de captura de radicais, sdo muito
importantes devido a funcdo deletéria destes nos alimentos e nos sistemas bioldgicos. Nesse
sentido, os extratos brutos e fracbes das folhas e do caule de R. doniana foram submetidos a
ensaios preliminares (qualitativos) frente ao DPPH para avaliagdo da capacidade
sequestradora de radicais livres. Dentre os extratos e fracdes avaliados, com excecdo das
fracdes em hexano e em CHCIs do caule, todos apresentaram resultados que sugeriram uma
possivel atividade quando comparadas com o controle positivo utilizado [(+)-catequina]. As
amostras com resultados positivos foram, em seguida, submetidas a avaliagdo quantitativa.
Neste ensaio, determinou-se a concentracdo da amostra necessaria para diminuir a
concentragéo inicial do DPPH em 50% (Clso), pois quanto menor Clsp de uma amostra, maior
é a sua atividade. Entéo, valores de Clsg < 200 pug/mL foram considerados promissores. Como
padrdes positivos foram utilizados o acido ascorbico (Clso 37,37 = 3,18, cinética rapida),
acido galico (Clso 15,29 * 4,38, cinetica intermediaria) e BHT (Clso 82,75 + 5,82, cinética

lenta). A Tabela 4 (p. 75) apresenta os resultados da avaliacdo (qualitativa e quantitativa) da
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capacidade sequestradora de radicais livres frente ao DPPH e da determinacéo do contetido de
fendis totais dos extratos brutos e fraces das folhas e caule.

Os valores de Clso das amostras testadas variaram de 80,29 + 5,60 a 2.200 + 1,64. Das
sete amostras que forneceram resultados positivos nos ensaios qualitativos, cinco foram
promissoras nos ensaios quantitativos (Clsp < 200 ug/mL). Os melhores resultados foram
observados para as fragdes em AcOEt das folhas (Clsp 80,29 £ 5,60 pug/mL) e em MeOH do
caule (Clsg 85,19 £ 7,28 ug/mL), os quais foram comparaveis aos do BHT (ICso 82,75 + 5,82
ug/mL). Embora a fragdo em hexano das folhas tenha apresentado resultado positivo no ensaio
qualitativo, a Clso calculada foi muito alta (2.200,73 £ 1,64 ug/mL), indicando auséncia de

compostos capazes de sequestrar radicais livres.

Tabela 4. Resultados da avaliagdo da atividade antioxidante (DPPH) e da determinacdo de
fendis totais (FT) de extratos e fraces das folhas e do caule.

Parte da DPPH DPPH FT
Planta/Amostra (Qualitativo) Cl 5o (ug/mL £ DP) (mg EAG/g = DP)
Folhas
Extr. EtOH + 239,25+ 1,78 169,65 + 0,001
Fr. Hexano + 2.200,73 + 1,64 70,64 + 0,003
Fr. CHCI; + 315,53 + 5,36 195,40 + 0,001
Fr. AcOEt + 80,29 £ 5,60 611,24 + 5,7E-4
Fr. MeOH-H20 + 158,47 + 2,18 405,30 + 5,7E-4
Caule
Extr. EtOH + 183,86 + 1,23 193,42 + 0,001
Fr. Hexano - NT NT
Fr. CHCI3 - NT NT
Fr. AcOEt + 179,85 + 2,32 365,69 + 0,010
Fr. MeOH + 85,19 +7,28 580,54 + 0,003

Controles positivos

Acido ascorbico + 37,37 +3,18
Acido galico + 15,29 + 4,38
BHT ¥ 82,75 + 5,82

EAG = Equivalente de acido galico; (-) = negativo; (+) = positivo; NT = néo testado.



76

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, 0s
compostos fenolicos tém recebido muita atencdo, sobretudo por inibirem a peroxidacao
lipidica e a lipooxigenase in vitro. A atividade antioxidante desses compostos deve-se
principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica, caracteristicas que
desempenham um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007).
Nesse sentido, os extratos e fragdes submetidos a avaliacdo quantitativa da atividade
antirradicalar também foram avaliados quanto ao contetdo de fendis totais presentes.

Os resultados obtidos na determinacdo dos fendis totais (FT), pelo método Folin-
Ciocalteu, foram expressos como equivalente de acido galico (EAG) por grama de amostra
(extrato ou fracdo). As amostras avaliadas apresentaram teores de compostos fendlicos
compativeis com os respectivos valores de Clso. Nas fracdes em AcOEt das folhas e em
MeOH do caule, que apresentaram os menores valores de Clso, foram observados os maiores
teores de fendis totais. Assim, quanto maior a quantidade de compostos fendlicos presentes
nas amostras, maior a sua capacidade de seqestrar radicais livres. A fracdo em hexano das
folhas, por sua vez, apresentou a menor quantidade de fendis totais.

A avaliacdo da atividade antioxidante de fragOes e substancias isoladas de R. induta,
pelo método da reducdo do complexo do fosfomolibdénio e reducdo do radical DPPH,
revelaram grande capacidade antioxidante da espécie, principalmente nas fragdes em AcOEt,
CHCIs e no flavonoide isolado hiperina (50), com potencial antioxidante maior do que a
vitamina C, composto padrdo utilizado (KALEGARI, 2009). A atividade antioxidante
também tem sido descrita para outras espécies da familia Connaraceae (OKE &
HAMBURGER, 2002; AKINDELE et al., 2010).

Os compostos fendlicos estdo largamente distribuidos na natureza, sendo encontrados
geralmente em todo o reino vegetal e se dividem em dois grandes grupos: os flavondides e
derivados, os acidos fenolicos (acidos benzdico, cindmico e seus derivados) e cumarinas
(SOARES, 2002). A fracdo em CHCIs do caule ndo apresentou resultado positivo no ensaio
preliminar (qualitativo) frente ao DPPH e, portanto, ndo foi submetida ao ensaio gquantitativo
e a determinacdo do teor de fendis totais. Desta fracdo foi isolado o material codificado
RdCC-2 (0,010 g), identificado como sendo uma cumarina (Escopoletina) (ver item 5.5.2, p.
89). A Clso determinada para esta cumarina foi de 480,67 + 0,8 pug/mL, valor muito alto
quando comparado com os resultados dos controles positivos. O flavonol [RAFC-1 (ver item
5.5.3, p. 94 ), isolado da fragdo em CHClIs das folhas (Clsg 315,53 + 5,36 ug/mL), bem como
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as demais substancias isoladas deverdo ser submetidas a avaliagdo da capacidade
sequestradora de radicais livres.

5.4 Resultados da avaliacao da atividade antimicrobiana

Com o objetivo de encontrar novas alternativas para o tratamento de infec¢des causadas
por cepas de Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis e Candida albicans, os extratos brutos e fragcdes das folhas e do caule de R. doniana
foram submetidos avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar. Os
discos de papel impregnados com amostras (1000 pg/disco) foram distribuidos na superficie
de um meio de cultivo especifico com o microrganismo inoculado, ocorrendo difusdo das
substancias impregnadas nos discos para 0 meio. A atividade antimicrobiana foi definida pela
formacdo de um halo de inibicdo ao redor do disco, cujo diametro foi comparado com o0s
valores médios dos halos de inibicdo dos controles positivos utilizados (gentamincia,
penicilina, ceftriaxona, ciprofloxacina e miconazol).

Como parametro para avaliacdo da atividade das amostras testadas utilizou-se os valores
adotados por Caceres e cols. (1998):

e Halo de inibi¢do > 75: ativa;
e Halo de inibigao > 25 % e < 75 %: moderadamente ativa;

e Halo de inibicdo < 25 %: pouco ativa.

De acordo com esse critério, dentre as amostras testadas, apenas duas amostras
demonstraram alguma atividade sobre os microrganismos selecionados. A fragdo em CHCls
do caule foi considerada pouco ativa, enquanto o extrato bruto em EtOH das folhas foi
considerado moderadamente ativo frente a cepa de S. pyogenes, com 21,3% e 37,7% de
inibicdo do crescimento da bactéria em relacdo ao controle positivo utilizado (penicilina 10
Kg), respectivamente. As demais amostras testadas foram consideradas inativas frente os
demais microrganismos, pois ndo houve formacdo de halo de inibicdo em torno dos discos
impregnados.

De uma forma geral, a espécie R. doniana demonstrou fraca atividade antimicrobiana.
Foi relatada atividade das fracdes em AcOEt e CHCI3 e do flavondide hiperina (50) isolado
das folhas de R. induta contra as bactérias S. aureus e S. epidermidis. Aplicando-se 0s

critérios adotados por Caceres e cols. (1998) aos resultados obtidos neste estudo, as amostras
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avaliadas foram consideradas moderadamente ativas nas concentragdes testadas (500 pg e
1000 pg), com percentual de inibigdo que variou de 25,3 a 40,8 % em relacdo ao controle
positivo utilizado (cloranfenicol). O flavondide hiperina, na concentracdo de 500 pg, foi

pouco ativo contra S. epidermidis (19,0 % inibicdo; cloranfenicol) (KALEGARI, 2009).

Figura 19. Resultado do teste de difusdo em agar frente a cepa S. pyogenes da fragdo em CHCIlzdo
caule (A) e do extrato bruto em EtOH das folhas (B).
A B

A fracdo em CHCIz do caule e o extrato bruto em EtOH das folhas foram submetidos a
técnica da microdiluicdo em caldo para a determinacdo da concentragdo inibitéria minima
(CIM). A avaliagéo da atividade antimicrobiana foi feita de acordo com os valores de CIM
descritos por Holetz e cols. (2002):

e CIM <100 pg/mL: Ativo;

e CIM =100 <500 pg/mL: Moderadamente ativo;
e CIM >500< 1000 pg/mL: Pouco ativo;

e CIM > 1000 pg/mL: Inativo.

Desse modo, a fragdo em CHCIz do caule foi moderadamente ativa (CIM 250 pg/mL),
enquanto o extrato bruto em EtOH das folhas foi pouco ativo (CIM 500 pg/mL) contra S.
pyogenes (Figura 20, p. 79).

Segundo o documento do NCCLS (2003), a CIM ndo representa um valor absoluto, e a
“verdadeira” CIM estd num ponto entre a menor concentracao do teste que inibe o crescimento do
organismo (ou seja, a leitura da CIM) e a proxima menor concentracdo do teste. Assim, para a
fracdo em CHCIs do caule a “verdadeira” CIM estara entre 250 e 125ug/mL, enquanto para o
extrato bruto em EtOH das folhas a CIM estara entre 500 ¢ 250 ug/mL. Por esse motivo,

quando ha inibicdo do crescimento na menor concentracado testada, o verdadeiro valor da CIM néo
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pode ser determinado com precisdo e deve ser relatado como igual a ou menor que a menor

concentragéo testada.

Figura 20. Determinacgdo da CIM frente a cepa S. pyogenes da fragdo em CHCIs do caule (A) e do
extrato bruto em EtOH das folhas (B).
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A tabela 5 relaciona os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana (CIM) da
fracdo em CHCIs do caule e o extrato bruto em EtOH das folhas com a toxicidade destas
amostras frente a A. salina. Alguns autores tentam correlacionar os resultados desses dois
ensaios (amostra toxica frente a A. salina deve apresentar atividade antimicrobiana). No
entanto, estad correlacdo nem sempre € observada. Ramos e cols. (2009), por exemplo,
avaliando a atividade antimicrobiana e toxicidade frente a A. salina de extratos de Muntingia
calabura, observaram que o extrato hexanico das flores foi toxico e apresentou atividade
contra B. subtilis, enquanto o extrato em EtOH das folhas ndo apresentou toxicidade, mas
inibiu o crescimento in vitro de S. aureus e Bacillus subtilis. Outros autores consideram a
auséncia de toxicidade, indispensavel para uso seguro, elegendo as amostras atoxicas a
condicdo de promissoras, com potencial antimicrobiano livre de efeitos adversos (BASTOS,
2008).

Tabela 5. Comparacdo dos resultados dos ensaios antimicrobianos com a toxicidade frente a

A. salina.
Amostras Atividade antimicrobiana Toxicidade (Artemia salina)
Ext. EtOH das folhas Pequena Altamente toxico

Fr. CHCIs do caule Moderada Atoxico
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5.5 Resultados do estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico efetuado com alguns dos extratos que apresentaram resultados
promissores nos ensaios resultou no isolamento de onze substéncias, que foram codificadas de
acordo com o nome da espécie [R. doniana (Rd)], parte da planta (F = folhas e C = caule) e
fracdo das quais foram isoladas (A = AcOEt, C = clorofomio, H = hexano). Todos 0s
compostos isolados tiveram suas estruturas identificadas com base na analise dos dados
obtidos dos espectros de RMN *H e de *3C, incluindo experimento DEPT 135 e técnicas
bidimensionais, tais como NOESY, HSQC e HMBC, bem como comparagdo com dados dos

compostos correspondentes descritos na literatura.

29

/

RACC-1a R = H, A2 i o4,
RACC-1b R = H, A%

RACA-2a R = Glc, A% diidro
RACA-2b R = Glc, A%

RdFH-2b R = Me, Ry = H RdFH-2a
RAFH-2c R = H, R: = Me
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RdFH-3a RdFH-3b

5.5.1 ldentificacdo estrutural das substancias codificadas de RdCC-1a,
RACC-1b, RACA-2a e RACA-2b

As substancias codificadas de RdCC-la (componente majoritario) e RdCC-1b
(componente minoritario) e RACA-2a (componente majoritario) e RACA-2b (componente
minoritario) foram isoladas duas a duas em mistura. Estas substancias foram identificadas
como sendo fitoesterdides da série estigmastano com base na andlise dos dados obtidos dos
respectivos espectros de RMN das misturas, bem como pela comparacdo com dados descritos
na literatura.

A anélise dos dados do espectro de RMN 'H da mistura de RdCC-1a e RACC-1b
(Figura 21, p. 85; Tabela 6, p. 83) e de RACA-2a e RACA-2b (Figura 24, p. 87; Tabela 7, p.
84) permitiu reconhecer valores de deslocamentos quimicos compativeis com a presenca de
hidrogénios carbindlicos [RACC-1a e RACC-1b: 6 3,51 (m, H-3); RACA-2a e RACA-2b: 5
3,95-3,89 (m, H-3)], hidrogénios olefinicos [RACC-1a e RACC-1b: § 5,35 (sl, H-6) e RACC-
1b: 6 5,13 € 5,01 (m, H-22 e H-23); RACA-2a e RACA-2b: 5 5,33 (sl, H-6) ] e RACA-2b: 5
5,18 € 5,06 (M, H-22 e H-23)] e para varios grupos metilas (RACC-1a e RACC-1b: 56 0,67 a &
1,02; RACA-2a e RACA-2b: § 0,63 a 6 0,97). Estes dados permitiram sugerir para 0s quatro
componentes esqueletos de fitoesterdides. Adicionalmente, foram observados no espectro de
RACA-2a e RACA-2b sinais para uma unidade glicopiranosidica (Tabela 7, p. 84), cujo valor
da constante de acoplamento do hidrogénio anomérico (J = 7,7 Hz), sugeriu uma unidade do
tipo 3-O-p-D-glicopiranosidica.

A anlise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN 13C e DEPT 135 da mistura
de RACC-1a e RACC-1b (Figuras 22 e 23, p. 86; Tabela 6, p. 83) e de RACA-2a e RACA-2b
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[Figuras 25 (p. 88) e 26 (p. 89); Tabela 7, p. 84] revelou para os quatro componentes valores
de deslocamentos quimicos coerentes com a presenca de carbono carbindlico [RACC-1a e
RdCC-1b: 5 71,78 (CH); RACA-2a e RACA-2b: 5 77,84 (CH)], de carbonos olefinicos para
uma ligacdo dupla trissubstituida [RdCC-1a e RACC-1b: 6 140,72 (C, C-5) e 5 121,70 (CH,
C-6); RACA-2a e RACA-2b: & 121,70 (CH, C-6) e 140,66 (C, C-5)] e de uma dissubstituida
[RACC-1a: 5 138,31 (CH, C-22) e 5 129,24 (CH, C-23); RACA-2b: § 138,64 (CH, C-22) e
129,21 (CH, C-23)], compativeis com ligacdes duplas entre C-5/C-6 e/ou C-22/C-23 de um
ndcleo estigmastano. Adicionalmente, foram observados no espectro da mistura de RACA-2a
e RACA-2b sinais para uma unidade 3-O-f-D-glicopiranosidica.

A andlise conjunta dos dados espectrais discutidos permitiu identificar RACC-1a e
RACC-1b, respectivamente, como sendo os fitoesterides conhecidos como sitosterol
(estimasta-5-en-34-o0l) e estigmasterol (5,22-estimastadien-34-o0l) e RACA-2a e RACA-2b
como sendo o 3-O-p-D-glicopiranosilsitosterol e 3-O-4-D-glicopiranosilestigmasterol,
respectivamente. Estas propostas estruturais foram confirmadas pela comparacdo dos dados
de RMN *3C obtidos com os dos compostos correspondentes descritos na literatura.

A comparacao dos dados espectrais obtidos com os descritos na literatura permitiu a
distingdo entre RACC-1a (Sitosterol) e o Clionasterol (WRIGHT et al., 1978), uma vez que a
Unica diferenca entre ambos consiste na configuracdo em C-24 (Tabela 6, p. 83).

RACC-1aR = H, A22diido 240
RACC-1b R = H, A%

RACA-2a R = Glc, A2 diidro
RACA-2b R = Glc, A%
Clianosterol R = H, A22diidro 748
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Tabela 6. Dados de RMN das substancias RACC-1a e RACC-1b (*H: 400; *C: 100 MHz,
CDCI3/CD30OD, 6, J em Hz), do pg-Sitosterol (MACARI et al., 1990) e
Estigmasterol (**C: 50 MHz, CDCls;, §) (MARQUES, 2001) e Clionasterol
(WRIGHT et al., 1978).

PoSic3 RdCC-1a RdCC-1b p-Sitosterol  Clionasterol Estigmasterol
051680 oc OH ocC OH oc oc oc
1 37,22 37,22 37,33 37,30 37,25
2 31,60 31,60 31,63 31,60 31,64
3 71,78 3,51 m 71,78 3,51m 71,73 71,70 71,78
4 42,25 39,74 42,20 42,30 39,77
5 140,7 140,7 140,71 140,80 140,75
2 2
6 121,7 5,35 (sl) 121,7 5,35 (sl) 121,63 121,60 121,68
0 0
7 31,89 31,60 31,96 31,90 31,64
8 31,86 31,86 31,81 31,90 31,90
9 50,09 50,09 51,13 50,20 50,16
10 37,22 36,48 36,43 36,50 36,50
11 21,06 21,06 21,09 21,10 21,08
12 39,74 39,65 39,79 39,80 39,77
13 42,29 42,18 42,37 42,30 42,21
14 56,83 56,73 56,75 56,80 56,77
15 24,34 24,28 24,15 24,30 24,29
16 28,92 28,23 28,25 28,30 28,23
17 56,01 55,90 56,17 56,10 56,06
18 11,96 0,68 s 11,84 0,67 s 11,84 11,90 11,84
19 19,81 0,81s 18,76 0,81s 19,46 19,40 19,03
20 36,13 40,50 36,07 36,10 40,46
21 18,96 0,99 21,20 1,02s 18,97 18,20 21,20
(d,J=7,5)
22 33,90 138,3 513 m 33,95 34,00 138,29
1
23 26,00 129,2 501m 26,10 26,40 129,28
4
24 45,78 51,21 45,82 46,10 51,22
25 29,07 31,86 29,15 29,00 31,90
26 19,38 0,90 21,20 0,92 19,77 19,10 21,20
(d,J=6,5) (d,J=6,5)
27 19,01 0,83 18,76 0,85 19,21 - 18,77
d,J=6,7) d,J=6,7)
28 23,03 25,40 23,13 23,10 25,39
29 12,25 0,81 12,25 0,81 11,04 12,30 12,22
(t,J=7,8) (t,J=7,8)

@ Natureza dos carbonos definida com auxilio do espectro DEPT.
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Tabela 7. Dados de RMN das substancias RACA-2a e RACA-2b (*H: 400; *C: 100 MHz,
CsDsN, 6, J em Hz), do 3-O-p-D-Glicopiranosil Sitosterol (CsDsN; BAYOUMI et
al., 2010) e do Estigmasterol.

- RACA-2a RACA-2b 3-0-p-D-Glc-  Estigmasterol
Posicao ;
Sitosterol
oc OH oc OH oc oc
1 37,25 37,25 37,5 37,25
2 29,99 31,60 30,2 31,64
3 77,84 3,95-3,89 m 77,84  3,95-3,89m 78,1 71,78
4 39,07 39,60 39,5 39,77
5 140,66 140,6 140,9 140,75
6
6 121,70 5,33 (sl) 121,7 5,33 (sl) 121,9 121,68
0
7 31,91 31,84 32,2 31,64
8 31,80 31,96 32,0 31,90
9 50,10 50,10 50,3 50,16
10 36,68 36,68 36,9 36,50
11 21,12 21,28 21,3 21,08
12 39,72 39,60 39,9 39,77
13 42,25 42,11 42,5 42,21
14 56,60 56,70 56,8 56,77
15 24,28 24,28 24,5 24,29
16 29,77 29,71 28,5 28,23
17 56,00 55,82 56,2 56,06
18 11,75 0,635 11,94 0,65s 12,0 11,84
19 19,20 0,90s 18,98 0,81-0,90 s 19,2 19,03
20 36,18 40,61 36,4 40,46
21 18,79 0,97 (d,J=6,6) 21,12 1,06 s 19,0 21,20
22 33,94 138,6 518 m 34,2 138,29
4
23 26,07 129,2 5,06 m 26,4 129,28
1
24 45,79 51,21 46,0 51,22
25 29,18 31,96 29,4 31,90
26 19,78 0,83-0,87 m 21,28  0,81-0,89 m 20,0 21,20
27 18,97 0,83-0,87 m 18,98  0,81-0,90 m 194 18,77
28 23,13 25,51 23,4 25,39
29 11,92 0,83-0,87 m 12,34  0,81-0,90 m 12,1 12,22

Continua
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I’ 10231 5,03 102,3 5,03 102,6
2 75,06 d,J=7,7) 1 d,J=17,7) 75,3
3 7833 403(J=8) 7506 4,03(tJ=8) 78,6
4 71,38 4,27m 78,33 4,27 m 71,7
5 78,23 4,27m 71,38 4,27m 78,5
6a> 6255  3,95389m 7823  3,95-3,89m 62,8
6b° 62,55 4,55 62,55 4,55
(dd,J=12e2) 6255 (dd,J=12¢2)
4,40 4,40
(dd, J = 12; 5) (dd, J=12¢e5)

Figura 21. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3/CD3s0D) das substancias RACC-1a e RACC-1b.
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Figura 22. Espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCI5s/CDs0D) das substancias RACC-1a e RdCC-1b.
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RACA-2a e RACA-2b.

ancias

~

Figura 24. Espectro de RMN *H (400 MHz, CsDsN) das subst

EVLSE

[0
#E8F

L
$E85 0

3BE6F

]
[

00€E'S

6608'S

£00T'9
$10T'9
£20T°9
01’9
61TT'9
92119
6ETT'9
281T'9
90219

988T'L

£855'L

£295'8
1569'8

PPM

eviS'e

9€ET0'S
82€0'S

1990°S

0T9T'S

8281'S
886T'S

S022's

00gE's

4.0

4.2

4.8

PPM

T6£9°0

£759'0

20620

08620

69080

SY180

zee8'0

12580

9€18°0

09880
62680

75060

5656'0

8526'0

266'0

8600'T

0920'T

28Y0°T

0590'T

1680°T

0TT'T




88

RACA-2a e RACA-2b.
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~

Figura 25. Espectro de RMN *3C (100 MHz, CsDsN) das subst
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Figura 26. Espectro de RMN 3C-DEPT 135 (100 MHz, CsDsN) das substancias RACA-2a e
RACA-2b.
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5.5.2 Identificacdo estrutural da substancia codificada de RACC-2

A substéncia codificada de RACC-2 foi identificada como sendo uma cumarina,
conhecida como Escopoletina, com base na analise dos dados obtidos dos espectros de RMN,
bem como pela comparacdo com dados de modelos descritos na literatura (BAYOUMI et al.,
2010).

Os dados obtidos do espectro de RMN 'H (Figura 27, p. 91) permitiram reconhecer
sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos e multiplicidades estdo condizentes com a

presenca de um nucleo cumarinico 6,7-dissubstituido [6 6,18 e & 7,61 (d, J = 9,4 Hz cada), 6
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6,80 e & 6,79 (s, cada)] e para um grupo metoxila [6 3,85 (s)]. Estas informacdes, associadas a
anélise comparativa com os dados da Escopoletina e da Isoescopoletina (Tabela 8, p. 91)
permitiram sugerir ambas as possibilidades para RdCC-2.

5 4 5 4
N N
HO 10 0] (0] MeO 10 0] (@]
Escopoletina Isoescopoletina

A anlise dos dados obtidos dos espectros de RMN 3C, DEPT (Figuras 28 e 29, p. 92) e
HSQC (Figura 30, p. 93) permitiu reconhecer a natureza para dez atomos de carbono (cinco
ndo hidrogenados, quatro monoidrogenados e um triidrogenado), compativel, portanto, com
nacleo cumarinico 6,7-dissubstituido (Tabela 8, p. 91). Dentre esses carbonos foram
observados valores dos deslocamentos quimicos condizentes com a presenca de uma
carbonila de y-lactona de nucleo cumarinico [6 162,59 (C)], para os carbonos olefinicos alfa
[0 111,71 (CH, C-3)] e beta [6 144,21 (CH, C-4)] a este grupo, além de sinais para dois
carbonos aromaticos que sustentam oxigénio [6 145,29 (C, C-6) e 6 150,93 (C, C-7)], dois
carbonos aromaticos monoidrogenados protegidos [6 107,96 (CH, C-5) e 6 102,98 (CH, C-8)]
e para um grupo metoxila (8 55,90). Estas informag¢des permitiram propor para RACC-2 a
estrutura da Escopoletina ou da Isoescopoletina.

As correlacbes observadas no mapa de contorno do espectro bidimensional HMBC
(Figura 31, p. 93), apesar de permitir a atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos da molécula, ndo permitiram distinguir entre as duas possibilidades
estruturais. Entretanto, a comparacdo dos dados espectrais obtidos com os dos isdmeros
Escopoletina e da Isoescopoletina (Tabela 8, p. 80), sugeriu a identificacdo de RACC-2 com a
Escopoletina, especialmente pela protecdo observada para o C-5 (RdCC-2: & 107,96;
Escopoletina: 6 109,9 e Isoescopoletina: 6 112,9) e para o C-9 (RACC-2: 6 110,91;
Escopoletina: 6 112,6 e Isoescopoletina: 6 113,5).

As correlagOes espaciais observadas no mapa de contorno do espectro NOESY (Figura
32, p. 94) entre o sinal de H-5 (& 6,80) com o de H-4 (5 7,61) e com os hidrogénios do grupo

metoxila (8 3,85) permitiram confirmar esta proposta estrutural.
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Tabela 8. Dados de RMN (*H: 400; 3C: 100 MHz, CDCIs/CDsOD, §, Hz) da substancia
codificada de RdCC-2 e comparagdo com dados da Escopoletina e da
Isoescopoletina (BAYOUM I et al., 2010).

Posicéo RdCC-2 Escopoletina* Isoescopoletina*
oc OH oc OH oc OH

2 162,59 164,1 164,0
3 111,71 6,18(d,J=9,4) 1126 6,19 (d, J=9,0) 1135 6,22 (d)
4 14421 7,61(d,J=94) 146,1 7,84 (d, J=9,0) 1459 7,79 (d)
5 107,96 6,80 () 109,9 7,09 (s) 1129 6,93 (s)

6 145,29 147,1 153,5

7 150,93 153,0 145,3
8 102,98 6,79 (s) 104,0 6,75 (S) 100,6 6,71 (s)

9 110,91 112,6 113,5

10 149,80 1514 150,3
OMe 55,90 3,85 (s) 56,8 3,90 (s) 56,8 3,94 (s)

* Os espectros foram obtidos em CD30D

Figura 27. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCIls/CD30D) da substancia RdCC-2.
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. Figura 28. Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls/CDs;0OD) da substancia RACC-2.
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Figura 29. Espectro de RMN *C-DEPT 135 (100 MHz, CDCls/CD30D) da substancia RACC-2.

144.2338
— 111.7205
— 107.9632
— 102.9887

55.9076

VI ) A o ; TATRR T oo m Mot
# 4 A W " o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 80.0 70.0 60.0 50.0 40.0 30.0 20.0 10.0




93

Figura 30. Espectro HSQC (*H: 400; *C: 100 MHz, CDCIls/CDs0D) da substancia RACC-2.
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Figura 31. Espectro HMBC (*H: 400; **C: 100 MHz, CDCI3/CDsOD) da substancia RACC-2.
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Figura 32. Espectro NOESY (400 MHz, CDCIs/CDs;0D) da substéncia RACC-2.
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5.5.3 Identificacdo estrutural da substancia codificada de RdFC-1

A substéncia codificada de RAFC-1 foi identificada como sendo um flavonol com base
na analise dos dados dos espectros de RMN, bem como a comparacdo com dados da
literatura.

Os dados obtidos dos espectros de RMN H (Figura 33, p. 97) mostraram sinais cujos
valores de deslocamento quimico, multiplicidades e constantes de acoplamento estdo
compativeis com a presenca de um esqueleto flavonoidico substituido no anel A nas posic¢oes
5e7[66,31(d,J=2,0Hz, H-6) e 6 6,42 (d, J = 2,0 Hz, H-8)] e no anel B na posigdo 4’ [
6,98 (d, J = 8,8 Hz, H-3" ¢ H-5") ¢ 6 8,09 (d, J = 8,9 Hz, H-2’ ¢ H-6")]. Adicionalmente, foi
observada a presenca de dois singletos para dois grupos metoxilas (6 3,82 e & 3,83) e de um
singleto em & 11,67, compativel com a presenca de um grupo hidroxila em ligacdo de

hidrogénio (Tabela 9, p. 96). Estas informagdes, associadas & auséncia de um singleto em
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torno de & 6,50, correspondente ao H-3 de flavona, sugeriu para RAFC-1 o esqueleto de um
flavonol (AGRAWAL et al., 1989).

A anélise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN 3C e DEPT (Figuras 34 e
35, p. 98) permitiu reconhecer um total de 16 atomos de carbonos (08 néo hidrogenados, 06
monoidrogenados e dois trildrogenados), cuja natureza e valores de deslocamentos quimicos
estdo condizentes com a presenca de um flavonol [6 135,67 (C, C-3)] substituido no anel A
nas posicoes 5 e 7 [6 92,21 (CH, C-8) e & 97,90 (CH, C-6)] e no anel B na posi¢do 4’ [
114,09 (CH, C-3* ¢ C-5") ¢ 6 129,40 (CH, C-2’ e C-6")], além de sinais para dois grupos
metoxilas [6 55,43 e 6 55,85 (CH3 cada)] (Tabela 9, p. 96). Estas informages, associadas a
analise dos dados obtidos do espectro de RMN *H, permitiram propor para RAFC-1 trés

possibilidades estruturais (A-C).

A protecdo observada para C-3> e C-5" (6 114,09), bem como nos valores de
deslocamentos quimicos dos sinais atribuidos aos carbonos dos grupos metoxilas (6 55,43 e &
55,85) permitiram excluir as possibilidades estruturais B e C (AGRAWAL et al., 1989). A
comparacgio dos dados de RMN *3C obtidos com o0s do composto correspondente (3,5-
Dihidroxi-7,4 -dimetoxiflavonol, possibilidade estrutural A) (Tabela 9, p. 96) permitiu a
identificacdo de RAFC-1 com este composto (SILVA et al., 2009).
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Tabela 9. Dados de RMN (*H: 400; *C: 100 MHz, CDClIs, 3) da substancia RAFC-1 e

comparagdo com dados descritos na literatura (SILVA et al., 2009).

Posico RdFC-1 7,4-di-O-Metilkaempferol”
oc OH oc OH
2 145,74 147,25
3 135,67 135,96
4 176,02
5 160,81 159,30
6 97,90 6,31 (d, J =2,0) 97,46 6,36 (d)
7 165,71 164,89
8 92,21 6,42 (d, J = 2,0) 92,02 6,75 (d)
9 156,84 156,09
10 103,98 104,03
I’ 123,19 121,56
2,6’ 129,40 8,09 (d, J = 8,8) 129,57 8,09 (d)
3,5 114,09 6,98 (d, J = 8,8) 115,45 6,94 (d)
4’ 161,15 160,35
7-OMe 55,85 3,83 () 56,08 3,87 ()
4’-OMe 55,43 3,82 (s) 56,03 3,87 ()
OH 11,67 () 12,48 (s)

* Espectro obtido em DMSO-ds
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Figura 33. Espectro RMN 'H (400 MHz, CDClIs) da substancia RAFC-1.
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1.

Figura 34. Espectro RMN 3C (100 MHz, CDCls) da substancia RAFC
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Figura 35. Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCls) da substancia RAFC-1.
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5.5.4 Identificacdo estrutural das substancias codificadas de RdFH-2a,
RdFH-2b e RdFH-2c

As substéncias codificadas de RdFH-2a, RdFH-2b e RdFH-2c foram isoladas em
mistura e identificadas como sendo triterpenos pentaciclicos das séries lupano (majoritario),
ursano e oleanano (minoritéarios), respectivamente, com base na anélise dos dados obtidos dos
espectros de RMN, bem como pela comparacdo com dados da literatura (CURSINO et al.,
2009).

23 24
RdFH-2b R=Me, R1=H
RdFH-2a RdFH-2c R =H, R1 = Me

Os dados obtidos do espectro de RMN H da mistura (Figura 36, p. 102) permitiram
reconhecer sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos e multiplicidades estdo
condizentes com a presenga de uma ligagcdo dupla do tipo metileno terminal [RdFH-2a: &
4,69 e 4,57 (sl cada)], ligacdo dupla do tipo trissubstituida [RdFH-2b: 5,21 (t, J = 3,1Hz);
RdFH-2c: 6 5,15 (t, J = 3,4 Hz)] e para véarios grupos metilicos (Tabelas 10 e 11, pp. 100 e
101).

A andlise dos dados obtidos dos espectros de RMN *C (Figura 37, p. 103) e DEPT
(Figura 38, p. 103) permitiu reconhecer a natureza dos carbonos dos trés componentes e
sugerir, portanto, esqueletos triterpénicos. Os valores dos deslocamentos quimicos observados
permitiram identificar a presenca de seis carbonos sp? de ligacdo dupla, sendo dois do tipo
metileno terminal [RdFH-2a: 5 109,41 (CH), 150,89 (C)] (Tabelas 10, p. 100), quatro do
tipo trissubstituida [RAFH-2b: 6 124,19 (CH) e 6 139,72 (C); RdFH-2c: 5 121,49 (CH) e &
145,27 (C)], trés carbonilas de cetona [RdFH-2a: & 218,33 (C); RdFH-2b: & 217,99 (C);
RAFH-2c: 6 217,94 (C)] e para véarios grupos metilas (Tabela 11, p. 101). Estas observacoes,
associada a auséncia de sinais para hidrogénios e carbonos carbindlicos, permitiram propor
para RdFH-2a, RdFH-2b e RdFH-2c estruturas de triterpenos pentaciclicos das séries

lupano, ursano e oleanano, conhecidos, respectivamente, como Lupenona, a-Amirenona e f-
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Amirenosa. Esta proposta estrutural foi confirmada pela comparacdo dos dados espectrais
obtidos com os dos compostos descritos na literatura (MAHATO & KUNDU, 1994,
CURSINO et al., 2009).

Tabela 10. Dados de RMN (*H: 400; *3C: 100 MHz, CDCls, §, Hz) da substancia RAFH-2a
comparacdo com dados da literatura da Lupen-3-ona (CURSINO et al., 2009).

Posicio RdFH-2a Lupen-3-ona
dc oH oc
1 39,61 39,56
2 34,17 2,40 (m) 34,07
3 218,33 217,90
4 47,34 47,24
5 54,89 54,88
6 19,67 19,63
7 33,54 33,53
8 40,76 40,73
9 49,77 49,75
10 36,87 36,83
11 21,45 21,43
12 25,12 25,12
13 38,14 38,14
14 42,74 42,84
15 27,41 27,39
16 35,50 35,48
17 42,93 42,93
18 48,21 48,21
19 47,95 47,89
20 150,89 1,90 (m) 150,70
21 29,80 29,79
22 39,96 39,93
23 26,63 1,03 (s) 26,61
24 21,51 0,80 (s) 20,98
25 15,99 0,93 (s) 15,90
26 15,78 1,08 (s) 15,74
27 14,47 1,26 (s) 14,43
28 18,01 0,96 (s) 17,97
29 109,41 4,69 e 4,57 (sl) 109,36
30 21,04 1,69 (s) 19,27

 Natureza dos carbonos definida com auxilio do espectro DEPT.
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Tabela 11. Dados de RMN (*H: 400 MHz; *C: 100 MHz, CDCls, 8, Hz) das substancias
RdFH-2b e RdFH-2c comparagdo com dados do a-Amirenona e f-Amirenona
descritos na literatura (MAHAT & KUNDU, 1994).

. RdFH-2b RdFH-2¢ a- p-
Posigao Amirenona  Amirenona
oc OH oc OH oc oc

C

1 39,48 39,29 39,4 39,1
2 34,23 2,48 (m) 34,22 2,48 (m) 34,2 34,1
3 217,99 217,94 217,8 217,6
4 48,74 47,89 47,4 47,4
5 55,28 55,23 55,4 55,3
6 19,64 19,64 19,7 19,6
7 32,44 32,15 32,6 32,2
8 39,77 41,08 39,1 39,3
9 46,90 46,85 46,8 46,0
10 36,60 37,09 36,6 36,7
11 23,64 23,53 23,6 23,0
12 124,19 521 121,49 5,15 124,3 121,8

(t,J=31) (t,J=34)

13 139,72 145,27 139,3 145,1
14 42,21 41,84 422 41,8
15 29,71 26,56 28,7 26,2
16 26,90 28,06 26,6 27,0
17 34,70 33,70 33,7 32,5
18 59,11 47,28 58,9 47,4
19 39,68 2,01 (m) 46,76 2,54 (m) 39,6 46,9
20 39,58 31,09 38,9 30,6
21 31,42 34,70 31,2 34,8
22 41,48 37,09 41,5 37,2
23 26,45 0,81-1,15 (s) 26,45 0,81-1,15 (s) 26,6 26,4
24 21,40 0,81-1,15 () 21,40 0,81-1,15 (s) 21,5 21,4
25 15,48 0,81-1,15 (s) 15,23 0,81-1,15 (s) 15,2 14,9
26 16,82 0,81-1,15 (s) 16,72 0,81-1,15 (s) 16,9 16,7
27 23,82 0,81-1,15 (s) 25,88 0,81-1,15 (s) 23,5 25,8
28 28,42 0,81-1,15 (s) 28,78 0,81-1,15 (s) 28,1 28,4
29 17,48 0,81-1,15 (s) 33,34 0,81-1,15 (s) 17,4 33,3
30 19,30 0,81-1,15 (s) 23,67 0,81-1,15 (s) 21,3 23,7

& Natureza dos carbonos definida com auxilio do espectro DEPT.
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RdFH-2a, RdFH-2b e RAFH-2c.

ancias

A

Figura 36. Espectro RMN H (400 MHz, CDCls) das subst
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Figura 37. Espectro RMN *3C (100 MHz, CDCls) das substancias RdFH-2a, RdFH-2b e RdFH-2c.
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Figura 38. Espectro de RMN 13C-DEPT 135 (100 MHz, CDCIs) das substancias RdFH-2a, RdFH-
2b e RdFH-2c.
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5.5.5 Identificacdo estrutural das substancias codificadas de RdFH-3a e
RdFH-3b

As substancias codificadas de RdFH-3a (componente majoritario) e RdFH-3b
(componente minoritario) foram isoladas em mistura e identificadas com base na anélise dos
dados obtidos dos espectros de RMN, bem como pela comparagdo com os dados descritos na

literatura.
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Os dados do espectro de RMN *H da mistura (Figura 39, p. 106; Tabelas 12, p. 105)
permitiram reconhecer a presenca de varios singletos (RdFH-3a: 6 0,75 a 1,02; RdFH-3b: 5
0,79 a 1,24) atribuidos a grupos metilicos angulares, multipletos (RdFH-3a e RdFH-3b:
3,18) para hidrogénios oximetinicos e para hidrogénios olefinicos [RdFH-3a: 6 4,56 ¢ & 4,67
(sl); RAFH-3b: 6 5,52 (dd, J = 8,0 e 3,0 Hz)]. Adicionalmente, foi observado um singleto em
3 1,67, condizente com a presencga de hidrogénios de grupo metila ligado a carbono sp?. Essas
feicdes espectrais e valores de deslocamentos quimicos permitiram sugerir para os dois
componentes esqueletos de triterpenos pentaciclico da série lupano para RdFH-3a e da série
taraxerano para RdFH-3b.

A anélise dos dados obtidos do espectro de RMN *3C e DEPT 135 [Figuras 40 (p. 106)
e 41 (p. 107)] permitiu reconhecer valores de deslocamentos quimicos compativeis com a
presenca de carbonos carbinodlicos [RdFH-3a: 5 78,98 (CH) e RdFH-3b: 6 79,03 (CH)], de
ligacGes duplas dos tipos metileno terminal [RdFH-3a: 6 150,95 (C) e 109,31 (CH)] e
trissubstituida [RdFH-3b: & 158,03 (C) e 116,84 (CH)], além de sinais para varios grupos
metilas (Tabela 12, p. 105). Estes valores de deslocamentos quimicos permitiram confirmar o
esqueleto de triterpenos pentaciclicos do tipo lupano para RAFH-3a e sugerir esqueleto
taraxerano para RdFH-3b.

A analise conjunta dos dados espectrais discutidos e a comparacdo com dados descritos
na literatura (Tabela 12, p. 105) permitiram identificar a substancia RdFH-3a como sendo o

triterperno conhecido como Lupeol e para RAFH-3b como sendo Taraxerol.

RdFH-3a RdFH-3b
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Tabela 12. Dados de RMN (*H: 400; *3C: 100 MHz, CDClIs, §, Hz) das substancias RAFH-
3a e RdFH-3b comparacdo com dados do Lupeol e Taraxerol descritos na
literatura (MAHATO & KUNDU, 1994).

] RdFH-3a RdFH-3b Lupeol Taraxerol
Posicao
oc OH oc OH oc oc

C

1 38,66 37,66 38,7 38,1
2 27,40 27,09 27,4 27,3
3 78,98 3,18 (m) 79,03 3,18 (m) 78,9 79,2
4 39,90 38,83 38,8 39,1
5 55,24 55,46 55,3 55,7
6 18,28 18,75 18,3 19,0
7 34,23 35,06 34,2 35,3
8 40,79 38,67 40,8 38,9
9 50,38 48,67 50,4 48,9
10 37,13 37,69 37,1 37,9
11 20,89 17,46 20,9 17,7
12 25,08 35,54 25,1 35,9
13 38,00 37,67 38,0 37,9
14 42,79 158,03 42,8 158,1
15 27,37 116,84 5,52 27,4 117,0

(dd,J=8,0e3,0)

16 35,54 36,62 35,5 36,9
17 42,97 37,95 43,0 38,1
18 48,25 49,22 48,2 49,4
19 47,95 41,26 47,9 41,4
20 150,95 28,78 150,9 29,0
21 29,80 33,64 29,8 33,9
22 39,96 33,04 40,0 33,2
23 27,95 0,93 (s) 27,95 0,97 (s) 28,0 28,1
24 15,35 0,75 (s) 15,39 0,94 (s) 15,4 15,6
25 16,09 0,78 (s) 15,46 1,08 (s) 16,1 15,6
26 15,94 0,96 (s) 29,91 0,79 (s) 15,9 30,1
27 14,51 1,02 (s) 25,59 1,24 (s) 14,5 26,0
28 17,97 0,82 (s) 29,91 0,81 (s) 18,0 30,1
29 109,31 4,56; 4,67 (sl) 33,33 0,91 (s) 109,3 33,5
30 19,23 1,67 (s) 21,29 0,89 (s) 19,3 215

& Natureza dos carbonos definida com auxilio do espectro DEPT.



106

Figura 39. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) das substancias RdFH-3a e RdAFH-3b.
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Figura 41. Espectro de RMN 13C-DEPT 135 (100 MHz, CDCls) das substancias RdFH-3a e RAFH-
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho, envolvendo a avaliagcdo das atividades
larvicida (larvas do 4° estadio do Aedes aegypti), antimicrobiana, antioxidantes (DPPH),
determinacdo do teor de fendis totais e toxicidade frente a Artemia salina, bem como a
investigacdo fitoquimica com extratos da espécie Rourea doniana (Connaracea), permitiram

relacionar as seguintes consideragoes:

e Nos ensaios frente larvas do 4° estadio do A. aegypti, dentre as amostras testadas, 0s
melhores resultados foram obtidos com as fracdes em hexano do caule e em CHCIs das
folhas. Nos ensaios de toxicidade frente a Artemia salina, das dez amostras avaliadas, cinco
foram consideradas altamente tdxicas, entre as quais, a fragdo em CHCIs das folhas com

promissora atividade larvicida.

e Os resultados obtidos nos ensaios preliminares frente ao DPPH sugerem a presenca de
substancias com atividade antirradicalar na maioria dos extratos e fracfes testados. Das sete
fracdes que forneceram resultados positivos, cinco delas foram promissoras nos ensaios
quantitativos (Clso < 200 pg/mL). Os melhores resultados foram observados para as fracdes
em AcOEt das folhas (Clso 80,29 * 5,60 ug/mL) e em MeOH do caule (Clso 85,19 + 7,28
ug/mL), que foram comparaveis aos do BHT (Clso 82,75 + 5,82 pg/mL).

e Quanto a atividade antimicrobiana, os resultados ndo foram muito significativos, pois
apenas duas amostras, o extrato em EtOH das folhas e a fragdo em CHCIs do caule,

apresentaram alguma atividade sobre um (S. pyogenes) dos nove microrganismos testados.

¢ O estudo fitoquimico efetuado com as fracdes das folhas e do caule conduziu ao isolamento
de cinco triterpenos, um flavonol e uma cumarina, todos relatados pela primeira vez na
familia Connaraceae; além de quatro fitoesteroides (Sitosterol, Estigmasterol, 3-O-4-D-
Glicopiranosilsitosterol e 3-O-4-D-glicopiranosil-estigmasterol).
Considerando que a literatura cientifica ndo relata qualquer estudo quimico ou
bioldgico para a espécie Rourea doniana, os resultados obtidos no presente trabalho, além de
ampliar o conhecimento da composi¢do quimica do género, sugerem que a espécie R. doniana

possui potencial larvicida e antioxidante.
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