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BARROS, luri Bezerra de. Avaliagao quimica e das atividades bioldgicas de
Coccoloba mollis. 2009. 127f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica dos Recursos
Naturais) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

Coccoloba mollis (Polygonaceae) € uma planta medicinal amplamente utilizada em
Londrina-PR como energético e modulador da memoéria. Este trabalho apresenta a
avaliagdo quimica dos extratos etandlicos das raizes e folhas de C. mollis e testes
biolégicos. Os extratos foram submetidos a processos cromatograficos usuais de
fracionamento e purificagdo em Quimica de Produtos Naturais conduzindo ao
isolamento dos seguintes constituintes: Nas folhas e raizes foram identificadas misturas
de hidrocarbonetos alifaticos de cadeias longas (C-28 a C-34 excetuando C-30 e 31 e
C-16 a C-31 exceto o C-17 respectivamente) e ésteres etilicos de acidos graxos (C- 18,
22,24, 25 e 27 e C - 12, 15, 18, 22, 25, 26, 27 respectivamente), nas raizes foram
identificadas duas antraquinonas: a emodina (1,6,8-trihidroxi-3- metil-antraquinona) e a
fisciona (1,8-dihidroxi-3-metil-6-metoxi-antraquinona) e nas folhas um triterpeno, a
taraxerona (13a- metil - 27-norolean-14-en-3-ona (D-Friedoolean-14-en-3-ona)) e o
malato de dietila. A quimioprospeccao realizada com as raizes e as folhas utilizando-se
de métodos farmacognésticos revelou a presencga de flavondides e taninos, em ambas,
e antraquinonas apenas nas raizes. Os extratos das raizes e das folhas foram
submetidos a testes biologicos: avaliagdo da atividade antioxidante (DPPH), da
atividade antimicrobiana, alelopatia, letalidade de Artemia salina e toxicidade materna
em camundongos. O poder antioxidante (CMIso ug/mL) resultante das folhas (10,11 +
0,12) e das raizes (15,96 + 0,55) apresentaram valores semelhantes aos do BHT (butil
hidroxi tolueno). Nos testes antimicrobianos as raizes apresentam a melhor atividade
antibacteriana e as folhas melhor atividade antifungica. As raizes apresentaram maior
toxicidade em relacao a Artemia salina, e ambos os extratos nao revelaram toxicidade
materna nas concentracdes testadas. As antraquinonas isoladas das raizes revelaram
atividade antifungica.

Palavras-chave: Coccoloba mollis. Avaliagdo quimica. Antioxidante. Antimicrobianos.
Toxicidade materna.



BARROS, luri Bezerra de. Evaluation of chemical and biological activities of
Coccoloba mollis. 2009. 127f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica dos Recursos
Naturais) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

Coccoloba mollis (Polygonaceae) is a plant that is being used as medicine in Londrina
(memory herb), this specie has been praised as efficient in the treatment of stress, and
as memory modulator. This work presents the chemical evaluation of the root and leaf
ethanolic extracts of C. mollis and biological tests. The extracts were submitted to usual
chromatographic methods of separation and purification in Natural Products Chemistry.
Leading to the isolation of the following constituents: In the leaves and roots were
identified aliphatic hydrocarbons (C-16 to C-31 except -17 and C-28 to C-34 except C-30
and 31 respectively) and fatty acids ethyl esters ( C - 18, 22, 24, 25 and 27 and C - 12,
15, 18, 22, 25, 26, and 27 respectively) . In the roots they were identified two
anthraquinones emodin (1,6,8-trihydroxy-3- methyl-anthraquinone) and fission (1,8-
dihydroxy-3-methyl-6-metoxi-anthraquinone). In the leaves one triterpen taraxerone
(13a- methyl - 27-norolean-14-en-3-one (<i-friedoolean-14-en-3-one)) and diethyl
malate. Phytochemical screening have been characterized using pharmacognostic
methods to determine the major chemical groups present in roots and leafs of this
species. Flavonois and tannins in both and anthraquinones in roots. The extracts of
roots and leaves were sunjected to biological tests: Evaluation of antioxidant activity
(DPPH), antimicrobial activity, allelopathy, lethality of Artemia salina and maternal
toxicity in mice. The antioxidant activity (CMIso ug/mL) das folhas (10.11 + 0.12) e raizes
(15.96 + 0.55) are similar of BHT (butylateg hydroxytoluene). Antimicrobial tests roots
showed the best results as antibacterial and the leaves as antifungal. Roots presented
toxicity larger against Artemia salina than leaves. and both extracts don't' show maternal
toxicity at the concentrations assayed. The isolated anthraquinones showed antifungal
activity.

Key words: Coccoloba mollis. Chemical evaluation. Antioxidant. Antimicrobial. Maternal
toxicity.
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1 INTRODUCAO

Ha mais de 200 anos o isolamento e estudo de produtos naturais sao
fungdes das ciéncias quimicas e bioldgicas, sendo que o Dictionary of Natural Products
apresenta dados quimicos, estruturais e bibliograficos para mais de 190.000 produtos
naturais e substancias relacionadas (BRAZ-FILHO, 1994; University of Texas Libraries,
2007).

As plantas representam uma importante fonte de farmacos,
considerando-se a grande diversidade de moléculas com potencial medicinal e dessa
forma podem oferecer uma efetiva contribuicdo na busca de novas substancias
bioativas, medicamentos semi-sintéticos, e originar modelos de moléculas para sinteses
de medicamentos (BARBOSA-FILHO et al., 2007).

O crescente uso e comercializagédo de plantas consideradas medicinais
fizeram com que se intensificassem os estudos para identificar os constituintes
quimicos e a comprovagao das possiveis atividades farmacoldgicas das espécies
empregadas como fitoterapicos (BENT, 2008; HAMBURGER; HOSTETTMAN, 1991
apud CRUZ, 1999). As plantas medicinais se apresentam como o Unico recurso
terapéutico de parte da populagcdo do Brasil e de 2/3 da populacdo mundial, este
mercado de fitoterapicos movimenta aproximadamente U$ 22 milhGes por ano e vem
seduzindo cada vez mais adeptos nos paises desenvolvidos. Um grave problema na
comercializacdo desses produtos no Brasil bem como na possibilidade de exportagao
dos mesmos € a falta de garantia de sua eficacia, seguranca e qualidade, padrdes
estes, que devem ser mensurados em bases cientificas, para seguranga do usuario
(PINTO et al., 2002).

A Coccoloba mollis esta sendo formulada e receitada como fitoterapico,
em Londrina, como o nome de "Erva da memoria" registrada no "Guia Homeopatico da
Farmacia Q. curatun”, como benéfico principalmente em casos de falta de memoria e
estresse. A inexisténcia de estudos sobre a espécie na literatura cientifica justifica o
presente trabalho
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudo quimico dos extratos das folhas e das raizes de Coccoloba

mollis complementados pela avaliagdo das atividades biologicas e toxicologicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a quimioprospecgdo farmacognostica para determinar as
principais classes de metabdlitos secundarios presentes na Coccoloba mollis.

Isolar, purificar e realizar a determinagdo estrutural de constituintes
quimicos presentes nas folhas e raizes da C. mollis.

Avaliar a toxicidade materna dos extratos etandlicos das folhas e raizes
de C. mollis utilizando camundongos Swiss.

Realizar a avaliagdo toxicolégica, utilizando o bioensaio com o
microcrustaceo Artemia salina.

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos etanodlicos das folhas e
raizes de C. mollis empregando o método do radical estavel DPPH.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos etanodlicos das folhas e
raizes de C. mollis frente bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Avaliar a atividade alelopatica dos extratos etandlicos das folhas e das

raizes de C. mollis usando sementes de Lactuca sativa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CONSIDERACOES SOBRE PRODUTOS NATURAIS

Atualmente a  biodiversidade recebe importdncia para 0
desenvolvimento e bem-estar da humanidade e € a grande responsavel pelo equilibrio
ambiental, mesmo tendo apenas uma pequena parte ja estudada e os seus beneficios
futuros ainda nao sejam totalmente conhecidos, cada vez mais se tem valorizado a sua
capacidade de gerar beneficios socioecondémicos em virtude de seu potencial como
matéria-prima para diferentes campos, entre eles a area de farmacos para a medicina e
diversos setores da industria (FERRO et al., 2006).

As plantas adquiriram importancia crucial na medicina popular, devido
as suas propriedades terapéuticas ou tdxicas e o uso de extratos vegetais no
tratamento de algumas doengas € um habito amplamente difundido no Brasil, tal habito
pode ser explicado, ao menos em parte, pela crenca de que, devido ao carater natural,
nao possuem efeitos colaterais (MOTA et al., 2008).

O tratamento e a cura de enfermidades utilizando plantas é tao antigo
quanto a humanidade (MACIEL et al., 2002), sendo a ingestao de ervas e folhas, talvez,
uma das primeiras formas de utilizagdo de Produtos Naturais (VIEGA JUNIOR et al.,
2006). Evidéncias indicam que homens de Neanderthal, que viveram ha 60.000 anos,
onde hoje é o Iraque, utilizavam malva rosa (Alcea rosea L.) (COWAN, 1999), planta
que até hoje é empregada em etnomedicina para o combate a problemas no sistema
respiratorio e ciclo menstrual (PAPIEZ, 2004).

As primeiras descricdes de plantas medicinais remontam as escrituras
sagradas e ao papiro de Ebers. Papiro este, descoberto e publicado por Georg Ebers,
traduzido pela primeira vez em 1890 por H. Joachim, encontrado nas proximidades da
casa mortuaria de Ramsés Il, porém pertence a época da XVIII dinastia. Esse papiro
enumera aproximadamente 100 doencas e descreve um grande numero de drogas de

natureza animal e vegetal (PINTO et al., 2002). O vasto conhecimento que os povos
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primitivos e os indigenas possuem sobre o arsenal quimico da natureza pode ser
considerado fator fundamental para a descoberta de substancias téxicas e
medicamentosas ao longo do tempo (VIEGA JUNIOR et al., 2006).

O desenvolvimento da Quimica Organica ocorreu paralelamente com o
estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando ocorreram o0s
primeiros registros de estudos de plantas com bases cientificas. Destes estudos
originaram-se algumas substancias que se consagraram como principios ativos
eficazes, e que ainda hoje, sado utilizadas no tratamento de certas doengas, tendo como
exemplo: a morfina (potente analgésico), a quinina (antimalarico), a canfora
(antitussigeno local, rubefaciente) e a cocaina (que serviu de modelo para a introdugao
dos anestésicos locais). As estruturas destas moléculas estdo representadas na Figura
1 (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

morfina quinina

O o

canfora cocaina

Figura 1 - Estruturas de substancias utilizadas como principios ativos isolados de plantas
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A natureza é responsavel pela produgdo da maioria das substancias
organicas conhecidas e o reino vegetal é responsavel pela maior parcela da diversidade
quimica conhecida e registrada na literatura (VIEGA JUNIOR et al., 2006). Mesmo com
o grande desenvolvimento da Sintese Organica e de novos processos biotecnolégicos,
25 % dos medicamentos prescritos nos paises industrializados sao derivados do reino
vegetal sendo que 120 constituintes de origem natural sdo obtidos a partir de 90
espécies de plantas. Os produtos naturais estdo envolvidos diretamente no
desenvolvimento de 40 % de todos os novos farmacos (HOSTETTAMANN et al., 2003).

A grande variedade e complexidade de metabdlitos secundarios, ou
melhor, definidos como metabdlitos especiais segundo Gottlieb, biossintetizados pelas
plantas teriam se formado e evoluido, como mecanismos de defesa desses vegetais em
resposta as condicdes ambientais. No contexto evolutivo das plantas terrestres,
estimativas atuais apontam para 500.000 espécies ocupando todo o planeta, sendo que
as angiospermas constituem 50 % desse total. No auge do processo evolutivo, as
angiospermas alcancaram um desenvolvimento impar, devido a ocorréncia de
micromoléculas distintas e complexas, com varios centros estereogénicos, tais
caracteristicas constituem uma possivel explicagao as inumeras finalidades atribuidas a
estas. (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

A mais importante fonte de novos farmacos tem sido os produtos
naturais cujas moléculas apresentam frequentemente alta especificidade de acéao
bioldgica, e muitos farmacos de sucesso foram originalmente sintetizados para
mimetizar a acdo de moléculas encontradas na natureza (FEHER; SCHMIDT, 2003). A
biossintese de substancias enantioméricas puras € uma caracteristica incrivel das
plantas considerando-se que a sintese destas moléculas, em laboratorio, € um desafio
e exige técnicas e recursos humanos especializados (MONTANARI; BOLZANI, 2001).
Um &timo exemplo da extraordinaria capacidade sintética da natureza e sua
estereoespecificidade € a palitoxina (Figura 2) isolada de corais do género Palythoa sp
que apresenta 64 centros estereogénicos, esta substancia parece atuar inibindo a
bomba de Na+/K+, e € uma das substancias naturais mais ativas e toxicas conhecidas
(VIEGA JUNIOR et al., 2006).
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Figura 2 - Estrutura da palitoxina.

Diversos exemplos de plantas medicinais da Biota brasileira podem ser
citados, porém, a maioria dos produtos fitoterapicos comercializados no Brasil é
proveniente de outros paises. As plantas medicinais endémicas sao ainda pouco
conhecidas e se constituem num fascinante assunto de pesquisa académica e de
desenvolvimento (PINTO et al., 2002). A Quimica Medicinal dedica-se, em uma visao
moderna, a compreender as razdes moleculares da acdo dos farmacos, da relagao
entre estrutura quimica e atividade farmacolégica dos mesmos, considerando fatores
farmacodindmicos e farmacocinéticos que se traduzem em propriedades
farmacoterapeuticamente uteis. Este conceito moderno da Quimica Medicinal inclue,
em muitas universidades americanas, na grade curricular o estudo dos farmacos em
conjunto com a farmacognosia. (VIEGA JUNIOR et al., 2006).

O panorama dos produtos naturais entra no processo de descoberta de
novos farmacos de diversas formas. Na forma mais direta, um produto natural pode
possuir poténcia, seletividade e qualidades farmacocinéticas para ser empregado como

medicamento. Mais comumente o produto natural funciona como um guia,
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proporcionando uma plataforma estrutural na qual pode ser elaborada, ou simplificada
para chegar a um farmaco. Analogamente isso pode ser atingido modificando
diretamente o produto natural, o que seria considerado um "derivado de produto
natural". Outra alternativa, seria o produto natural biologicamente ativo servir de
inspiracdo para o quimico, fornecendo idéias de formas estruturais valiosas. Os
produtos naturais vém recuperando espago e importancia na industria farmacéutica,
seja per-se, seja como fonte inspiradora de novos padrdes moleculares bioativos
(VIEGA Jr. et al., 2006; WILSON; DANISHEFSKY, 2006).

Mais de uma centena de derivados de produtos naturais estdo sendo
avaliados em testes clinicos, e no minimo outra centena de projetos similares esta em
desenvolvimento pré-clinico (Tabela 1). A maioria é derivada de substancias oriundas
de plantas e bactérias, sendo que os projetos baseados em produtos naturais
predominantemente buscam armas contra o cancer ou como antiinfecciosas, mas nao
se pode ignorar a existéncia de pesquisas em outras linhas (Tabela 2). No entanto,
cresce o interesse na possibilidade de desenvolver produtos que contenham uma
mistura definida de substancias extraidas de plantas utilizadas na medicina tradicional.
O FDA (Food and Drug Association) recentemente aprovou uma nova aplicagédo de um
farmaco "new drug application" (NDA) baseada no extrato do cha verde (Camelia
sinensis) com o nome registrado "Veregen" para o tratamento tépico de verrugas
genitais e perianais (HARVEY, 2008; WU et al., 2008).

Tabela 1 - Farmacos baseados em produtos naturais em diferentes estagios de
desenvolvimento (HARVEY, 2008)

Planta Bactéria Fungo Amimail 5:;&11]1- total
sintese
Pré-clinico 46 12 7 7 27 99
Fasel 14 3 0 3 8 30
Fase II 41 4 0 10 11 66
Fase IIT 5 4 0 4 13 26
Pré-registro 2 ] 0 0 2 4
Total 108 25 7 24 61 225
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Tabela 2 - Categorias terapéuticas de farmacos derivados de produtos naturais nos
diferentes estagios de desenvolvimento (HARVEY, 2008)

Pre- Pre-

. Fase I Fase II Fase IIT : Total
clinicos registro
Antineoplisicos 34 15 26 9 2 86
Antunfecciosos 25 4 7 2 2 40
Neurofirmacos ] 3 g9 4 0 22
Farmacos
cardiovasculares/ 9 0 5 6 0 20
gastrointestinas
Antunflamatorios ] 2 9 2 0 18
Metabolismo 7 3 ] 1 0 17
Dermatologicos 7 1 2 0 0 10
Hormonais 3 0 2 1 0 s
Immnossupressores 2 2 0 2 0 6
Total 99 30 66 26 4 225

O objetivo da Quimica de Produtos Naturais é esclarecer e registrar os
constituintes resultantes do metabolismo secundario, através do seu isolamento e
elucidagao de suas estruturas moleculares (NIERO et al., 2003), as principais etapas do
trabalho de isolamento e identificagcdo de principios ativos de uma planta estédo
resumidas na Figura 3.

Considerando-se que as plantas podem conter milhares de
constituintes, processos de separacéo e isolamento podem ser longos e tediosos. O
processo de isolar produtos naturais geralmente combina varias técnicas de separacgao,
que dependem da solubilidade, volatilidade e estabilidade quimica dos componentes a
serem separados, sendo a escolha das técnicas a serem empregadas de grande
importancia (STICHER, 2008).
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Figura 3 - Da planta aos principios ativos.

3.2 METABOLITES SECUNDARIOS

Ao estudar as caracteristicas quimicas de uma planta, deve-se
considerar a existéncia de dois grupos distintos de metabdlitos, os primarios que séo
encontrados em todos os sistemas vivos, essenciais ao crescimento e a vida, como os
aminoacidos, monossacarideos, acidos carboxilicos, lipideos, etc.; e os secundarios
que sao produtos metabolizados a partir de metabdlitos primarios. E em geral, o termo
"produto natural" é sinbnimo de metabdlito secundario (NIERO et al., 2003)

Acreditava-se que os metabdlitos secundarios eram resultado de
aberracbes acidentais do metabolismo ou formas impares de armazenamento de
nutrientes, porém inumeros estudos apontam que as plantas desenvolveram intrincados

mecanismos para produzir e armazenar tais metabdlitos, a maioria dos estudos aponta
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para mecanismos enzimaticos elaborados, embora, as plantas utilizem poucas rotas
biossintéticas para a produgdo de um impressionante numero de moléculas (Figura 4)
(LEWINSOHN; GIJZEN, 2009). A definicao original de metabdlitos secundarios advém
da idéia de que ndo sao essenciais para a sobrevivéncia e reproducado da planta, no
entanto, o corrente conceito € que numerosos metabdlitos secundarios produzidos por
plantas superiores desempenham importantes fungdes em interagbes bidticas e
abidticas (IZHAKI, 2002).
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Figura 4 - Rotas biossintéticas resumidas dos metabdlitos secundarios (SOUZA, 2008)
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Os metabdlitos secundarios sdo um grande, variado e, as vezes,
misterioso grupo de moléculas, sendo que muitos desempenham importantes fungdes
na defesa ou protegdo na planta e por isso podem ser considerados biologicamente
ativos. Em virtude destas atividades bioldgicas estas moléculas podem ser utilizadas no
tratamento de doengas humanas e através dos séculos as plantas tém sido usadas em
medicina tradicional em todo o mundo (KOLEWE et al., 2008)

O vasto numero de metabdlitos secundarios € consequéncia de forgas
ecoldgicas através dos tempos, por exemplo, a resposta defensiva das plantas a
predadores, parasitas, e doencas tem sido associada com a biossintese e ao acumulo
de classes quimicas especificas. Desta forma, pequenas alteracdes na estrutura das
moléculas podem acarretar mudangas significativas em sua atividade bioldgica. Os
metabdlitos secundarios também sao associados com competicdes interespecificas e
como promotores de reprodugao produzindo substancias coloridas ou volateis para
atrair os polinizadores (WU; CHAPPELL, 2008, LEWINSOHN; GIJZEN, 2009).

Os metabdlitos secundarios podem ser classificados segundo as suas
caracteristicas quimicas, a origem da planta ou origem biossintética. Segundo a
classificagdo quimica os constituintes sdo divididos em diversas classes, baseadas em
determinadas caracteristicas, por exemplo, os alcaldides s&o caracterizados por um
nitrogénio basico, outros grupos ou subgrupos sao caracterizados pela presenga de
determinados tipos de esqueletos basicos como antracenos, cumarinas, quinonas, etc.
A classificacdo segundo a origem da planta pode ser exemplificada pelos alcaléides do
opio (morfina, hipnoanalgésico, Papaver somniferum) e glicosideos digitalicos (digoxina,
cardiotonico, Digitalis purpurea). A classificagcdo baseada no origem biossintética tem
como exemplo os terpendides, fenilpropandides e policetideos. Todos os terpendides
derivam da rota biossintética do isoprendide (Cs), os fenilpropandides e policetideos,
respectivamente sdo derivados da fenilanina/tirosina (Cg) e acetato (C,) (NIERO et al.,
2003).

As concentracdes relativas e totais dos metabdlitos secundarios nas
plantas sofrem variagdes temporais em diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta,

inter- e intraespecifica), pois estes representam uma interface quimica entre as plantas
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e 0 ambiente, desta forma a sua sintese é frequentemente afetada pelas condigdes
ambientais (GOBBO-NETO; LOPES. 2007).

3.2.1 Acidos Graxos e Derivados

Os acidos graxos sao os lipidios mais simples, caracterizados por uma
regido hidrofilica conectada a um radical hidrofébico. Alguns lipidios, incluindo os acidos
graxos, sdo utilizados para armazenar energia, mas a maioria € encontrada na
membrana lipo-protéica das células. Embora os acidos graxos sejam usados como
blocos de construcao dos lipidios saponificados, apenas tracos sdo encontrados livres
nas células e tecidos, geralmente estdo presentes em diferentes formas, incluindo os
ésteres de cadeia longa (ceras), os triglicérides ou trigliceridios, como
glicerofosfolipidios e esfingolipidios (membrana lipidica). Nas plantas superiores a
maioria dos acidos graxos encontrados apresentam numero par de carbonos entre Cis a
C22 sendo o acido oléico (Cig) o mais comum (BRIELMANN et al., 2006).

A biossintese de acidos graxos envolve um conjunto de enzimas e é
bem conhecida nas plantas (Figura 5) (DEWICK, 2001).
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Figura 5 - Rota biossintética dos acidos graxos (DEWICK, 2001).

3.2.1.1 Hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa

Os hidrocarbonetos sdo os menos polares dos produtos naturais, eles
formam um grupo relativamente pequeno de moléculas, contendo apenas atomos de
carbono e hidrogénio. A auséncia de heteroatomos nestes constituintes resulta em
estruturas relativamente simples, podendo conter cadeias lineares ou ramificadas assim
como anéis. Eles sao extremamente insoluveis em agua e geralmente de menor
densidade que esta (BRIELMANN et al., 2006). Nas plantas os hidrocarbonetos
alifaticos geralmente possuem um numero impar de atomos de carbono, pois diversos

estudos demonstram que eles resultam do alongamento seguido pela descarboxilagéo
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de acidos graxos. Hidrocarbonetos simples ramificados também raramente ocorrem em
quantidades significativas (BRIELMANN et al., 2006; KOLATTUKUDY et al., 1974).

Os hidrocarbonetos saturados s&o universalmente distribuidos nos
vegetais como ceras cuticulares presentes nas folhas ou nos frutos (EGLINTON;
HAMILTON, 1967). Algumas plantas s&o ricas em hidrocarbonetos alifaticos que s&o
usados como 6leo vegetal, como o dleo de oliva extraido dos frutos da oliveira (Olea
europea) que contém hidrocarbonetos de C13 a C28 (DELL'AGLI; BOSISIO, 2002).

Entre os metabdlitos secundarios, os alcanos de ceras epicuticular tém
alcancado importancia como indicador de relacbes taxondmicas entre as plantas e a
atencdo tem sido direcionada a estas substancias para possibilitar o uso desta
distribuicdo como uma maneira de estabelecer sistemas taxondmicos baseados nas
caracteristicas quimicas (SANTOS et al., 2005)

3.2.1.2 Esteres alifaticos de cadeia longa

A ocorréncia natural de ésteres de cadeias curtas e longas tem sido
documentada em diversas espécies de plantas e animais (LASETER; WEETE, 1971) e
eles sdo formados através da condensacao de alcodis e acidos e tendem a apresentar
um odor caracteristico, geralmente agradavel (BRIELMANN et al., 2006).

Os ésteres contem as ceras cuticulares das plantas que apresentam
uma grande variagdo entre as espécies, por exemplo, a cuticula de folhas e galhos de
Arabidopsis contem apenas 0,1 a 0,2% e 0,7 a 2,9% de ésteres respectivamente
enquanto na Copernicia cerifera representam 85% das cuticulas das folhas. Estes
ésteres funcionam como reserva energética em sementes de Simmodsia chinesis onde
constitui aproximadamente 97% do éleo das sementes (LI et al., 2008)

Estudos indicam que teores de metil e etil ésteres de acidos graxos sao
indicadores da qualidade de azeitonas e Oleo de oliva, onde niveis baixos destes
ésteres indicam uma melhor qualidade (BIEDERMANN et al., 2008).
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3.2.2 Terpenos e Esteroides

Os terpenos e os esterdides sao formados através da rota biossintética
do mevalonato. A polimerizagdo do mevalonato vai originar moléculas de cadeias
carbonadas crescentes de cinco em cinco atomos de carbono (Figura 6) (SANTOS,
2001).

Os terpenos exercem fungdes ecoldgicas e fisioldgicas nas plantas,
muitos inibem o crescimento de outras plantas, alguns apresentam atividade inseticida,
outros atraem insetos polinizadores, podemos citar, como exemplo, o acido giberélico
(Figura 7), um diterpeno, que € um dos principais horménios das plantas (BRIELMANN
et al., 2006).
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Figura 7 - Acido giberélico

Diversas propriedades tém sido atribuidas aos terpenos na prevencéao e
tratamento de doencas, tais como: antineoplasicas, antimicrobianas, anti-parasitica,
antivirais, antialérgicas, antiespasmaodicas, antiinflamatorias, anti-hiperglicémicas, além
de propriedades imunomoduladoras (PADUCH et al., 2007).

No reino animal os esterdides possuem grande importancia como
horménios, coenzimas, e provitaminas, no entanto, no reino vegetal seu papel € menos
conhecido. Evidéncias mostram que alguns fitoesteroides sao eficazes no tratamento de
doencgas vasculares (KRIS-ETHERTON et al., 2002) e outros estudos indicam que o
consumo de fitoesteroides pode reduzir os niveis de colesterol (MARTINS, et al., 2004).
Os fitoesteroides sao utilizados como matéria prima na industria farmacéutica na
producao de farmacos de reposi¢ao de hormdnios sexuais e anticoncepcionais.

Estudos epidemiologicos e experimentais sugerem que uma dieta rica
em fitoesterdides pode oferecer uma protegao para os alguns tipos de cancer comuns
na sociedade ocidental, tais como cancer de célon, de mama e de prostata (AWAD;
FINK, 2000).

3.2.3 Antraquinonas

As antraquinonas sao constituintes importantes de fungos filamentosos,

liquens e plantas superiores. Elas sdo componentes de inumeros fitoterapicos e
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apresentam diversas atividades biolégicas ou farmacoldégicas (MANOJLOVIC et al.,
2006). Nas plantas superiores encontram-se as antraquinonas principalmente nas
familias Rubiaceae, Caesalpiniaceae, Rhamnaceae, Polygonaceae, Liliaceae,
Verbenaceae e Asphodelaceae (FALKENBERG, 2004).

A estrutura basica das antraquinonas € representada por um anel
antracénico com dois grupos cetdnicos nas posi¢cdes C-9 e C-10 (Figura 8). Nas
Polygonaceae e Rhamnaceae elas sdo formadas pela via acetato-malonato (Figura 9)
ja nas Bignoniaceae e Verbenaceae a rota biossintética envolve o acido chiquimico
(Figura 10). Elas estao presentes, principalmente unidas a moléculas de agucares na
forma de heterosideos quando o agucar é a glicose sao chamados de glicosideos, mas
comumente sao encontradas na forma livre (agliconas) (SANTOS, 2001; IZHAKI, 2002).
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Figura 8 - Estrutura basica das antraquinonas.
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Figura 10 - Rota biossintética das antraquinonas via acetato — chiquimato (SANTOS, 2001).
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Entre as diversas atividades farmacologicas apresentadas pelas
antraquinonas podem ser citadas: antiviral, antibacteriana, antifungica, antineoplasica,
antiinflamatéria, adstringente laxativa e diurética. Elas também sdo empregadas na
industria como tinturas téxteis, corantes alimenticios, e repelente de insetos (LIU et ai.,
2007; MANOJLOVIC et al., 2006)

A alizarina (Figura 11), obtida das raizes de Rubia tinctorum L.
(Rubiaceae) foi um dos primeiros materiais corantes utilizados pelo homem, ja era
conhecida e empregada no antigo Egito, Pérsia e india, (FALKENBERG, 2004).

900
MMQ/TLHH | =
Figura 11 - Estrutura da alizarina (1,2-dihidroxi-9,10-antracenediona)

3.2.4 Flavonoides

Os flavonodides apresentam um esqueleto basico, formado por dois
anéis aromaticos ligados por uma ponte de trés carbonos (Figura 12) (ZUANAZZI,
2001).

Figura 12 - Estrutura basica dos flavonoides.
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Os flavonodides podem ser divididos em oito classes: flavondéis, flavonas,
flavononas, catequinas, antocianidinas, isoflavonas, dihidroflavonois e chalconas
(Figura 13) (PELUSO, 2006).
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isoflavonss dihidroflavendis chalconzs

Figura 13 - Estrutura basica das diferentes classes de flavondides.

Os flavondides resultam de duas rotas biossintéticas distintas, a do
acido chiquimico que origina a fenilalanina, precursor do acido cinamico responsavel
pelo anel B e a ponte de trés carbonos. A outra rota, a do acetato origina o outro anel
aromatico, anel A (Figura 14) (SANTOS, 2001).
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Figura 14 - Rota biossintética dos flavonoides (DEWICK, 2001).

Os flavonoides exercem efeitos benéficos no tratamento de diversas
doengas, incluindo o cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas. Muito
destas atividades tém sido atribuidas as propriedades antioxidantes dos flavondides, a
sua capacidade de auto-oxidacdo e na possivel influéncia nos processos redox
intracelulares (WILLIAMS et al., 2004). Estudos populacionais indicam que o consumo
de flavondides é inversamente correlacionado com a mortalidade por doencas
cardiovasculares, e numerosos flavondides tém apresentado efeitos benéficos no
combate a arteriosclerose (PELUSO, 2006).
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3.2.5 Taninos

Os taninos séo oligbmeros, ricos em grupamentos fendlicos capazes de
se ligar ou precipitar proteinas soluveis em agua, sdo comuns em plantas vasculares,
principalmente em tecidos lenhosos, mas também podem ser encontrados em folhas,
flores ou sementes. Esses metabdlitos conferem um sabor amargo forte aos tecidos
onde sao encontrados repelindo predadores (BRIELMANN, 2006).

Os taninos podem ser classificados em hidrolisaveis e condensados, os
taninos condensados sdo formados biossinteticamente através da condensacao de
flavonois formando polimeros. Os taninos hidrolisaveis sao ésteres de um acucar
(geralmente glicose) com uma ou mais moléculas de acido galico, a Figura 15
apresenta um exemplo de tanino condensado (proantocianidina) e hidrolisavel
(corilagina) (MELLO; SANTOS, 2001; BRIELMANN, 2006)

proantocianidina corilagina

Figura 15 - Exemplos de tanino condensado (proantocianidina) e hidrolisavel (corilagina).
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Diversas atividades biolégicas tém sido atribuidas a esta classe de
metabdlitos dentre as quais podem ser citadas: atividade antimicrobiana, antiviral,
moluscicida e antitumoral. Para explicar essas atividades empregam-se trés
caracteristicas que podem ser atribuidas, em menor ou maior grau, aos taninos: 1)
complexagdo com ions metdlicos; 2) atividade antioxidante; 3) habilidade de se
complexar com outras moléculas incluindo macromoléculas tais como proteinas e
polissacarideos (MELLO; SANTOS, 2001)

O crescimento de muitos fungos, bactérias e virus sdo inibidos por
estes metabdlitos que apresentam atividade antimicrobiana bem documentada. Ha
indicios de que sua atividade antimicrobiana esta associada com a hidrélise de uma
ligacao éster entre o acido galico e os polifendis hidrolizados que ocorre, por exemplo,
ap6s o amadurecimento de diversas frutas, e neste caso os taninos funcionam com
uma defesa natural contra infecgdes microbianas e esta propriedade pode ser
empregada para ampliar a vida utli de determinados alimentos (SAMY;
GOPALAKRISHNAKONE, 2008).

Os taninos encontrados em Vaccinium vitis-idaea L, apresentam grande
atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias com potencial para ser empregados
na periodontia (HO et al.,, 2001). Os taninos condensados presentes na pastagem
demonstram potencial no controle de parasitas gastrointestinais em ruminantes (MIN;
HART, 2003).

Os extratos aquosos e etandlicos de algumas plantas que
apresentavam atividade inibitéria das enzimas topoisomerase | e |l ao serem
submetidos a um processo para eliminagdo de taninos perderam tal atividade
mostrando a ligacéo entre estes metabdlitos e a atividade atribuida aos extratos (WALL
et al., 1996).
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3.3 CONSIDERACOES SOBRE ELUCIDAGAO ESTRUTURAL

O fantastico desenvolvimento de técnicas analiticas de separacao e
elucidagdo estrutural, nos ultimos 30 anos e mais recentemente de instrumentos
analiticos hifenizados possibilitou o conhecimento de inumeros metabdlitos secundarios
isolados de angiospermas, dos quais muitos ainda sem qualquer avaliagdo com relagao
ao potencial farmacoldgico. Desta forma, os produtos naturais foram e continuam sendo
de importancia determinante em diferentes setores da sociedade moderna, mesmo
considerando o grande numero de produtos de sintese (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Na identificacdo de produtos naturais trés técnicas sao utilizadas
habitualmente: espectrometria de ressonéncia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio
(*H) e de carbono (**C); espectrometria de infravermelho (IV) e a espectrometria de
massas (EM). O conjunto de informacdes fornecido pelas diferentes técnicas
proporciona a compreensao da estrutura da molécula (ANDREI; FACCIONE, 2003). A
espectrometria de infravermelho fornece informacdes relacionadas aos grupos
funcionais presentes na molécula, a ressonancia magnética nuclear indica a disposi¢cao
do esqueleto hidrocarbénico, enquanto a espectrometria de massas permite determinar
a formula, além de poder contribuir para a elucidacao estrutural devido ao padrao de
fragmentacéo das diferentes fungbes organicas (RIBEIRO; SOUZA, 2007). A difracao
de Raios-X também é um método auxiliar valioso na elucidagao estrutural, porém a
dificuldade de se obter mono cristais ideais dificulta sua utilizacdo (GARCIA, 2007).

Caso as técnicas mencionadas anteriormente ainda mantenham
alguma ambiglidade na determinagdo estrutural, pode se recorrer a modificagdes
quimicas da molécula com reagentes contendo grupos especificos ou a degradagao da
molécula desconhecida de uma maneira previsivel, até que uma molécula conhecida

seja obtida ampliando a chance de predizer a sua estrutura (NIERO et al., 2003).
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3.4 POLYGONACEAE

A identificagdo da familia Polygonaceae como um grupo natural ocorreu
em 1789, por Jussieu e esta familia compreende, atualmente, aproximadamente 1200
espécies distribuidas em 48 géneros, incluindo desde pequenas ervas até arvores com
mais de 20 m de altura distribuidas em todo o mundo, porém a maioria das espécies
esta concentrada na regido temperada do hemisfério norte (SANCHEZ; KRON, 2008).
No Brasil sete géneros ocorrem espontaneamente, sendo o género Coccoloba o mais
representativo, com 45 espécies (MELO, 2000; MELO, 2004).

Algumas espécies apresentam toxidez, tais como as folhas de
Polygonum hydropiper L. que sao tdxicas aos peixes Heteropneustes fossilis e
Ctenopharyngodon idella, e as folhas de Polygonum hydropiperoides Michaux,
conhecido popularmente como pimenta-do-brejo e erva-de-bicho que possui suco acre
e picante (SILVA-BRAMBILLA; MOSCHETA, 2001).

3.4.1 O Género Coccoloba

O género neotropical Coccoloba pertencente a familia Polygonaceae
compreende cerca de 400 espécies distribuidas desde o México e sul dos Estados
Unidos até o sul da América do Sul, sendo que o Brasil apresenta 45 espécies, 23 das
quais ocorrem na Amazénia (MELO, 2004).

3.4.1.1 Coccoloba acrostichoides

O extrato etandlico e as fracbes de partes aéreas C. acrostichoides

mostraram atividade antibacteriana in vitro, e acdo antifungica, principalmente as
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fragdes n-hexano e acetato de etila. O B-sitosterol e a betulina (Figura 16) isolados a
partir das partes da area da planta também foram testados sendo que a betulina se

mostrou ativa contra Fusarium oxysporum (COTA et al., 2003).
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Figura 16 - Estrutura da betulina e B-sitosterol isolados da C. Acrostichoides

3.4.1.2 Coccoloba dugandiana

Os triterpenos friedelina, taraxerona, lupeol, acetato de lupeol, acido
botulinico e acido ursélico (Figura 17) foram isolados em estudos com C. dugandiana
além do esteroide B-sitosterol realizados por Dan e Dan (1986). O flavondide miricetina-
3-ramnosideo (Figura 18) e o acido galico (Figura 19) foram identificados por

Compagnone e colaboradores (1995).
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Figura 17 - Triterpenos isolados de C. Dugandiana

OH

Figura 18 - Estrutura da miricetina-3-ramnosideo, flavonoide encontrado em C. dugandiana.
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Figura 19 - Estrutura do acido galico, presente na C. dugandiana.

3.4.1.3 Coccoloba excoriate

Estudos com as folhas e as cascas de C. excoriate permitiram o
isolamento de taraxerona, lupeol, acido betulinico, acido ursolico e B-sitosterol, e de

friedelina apenas nas folhas e acetato de lupeol nas cascas (DAN; DAN, 1986).

3.4.1.4 Coccoloba uvifera

Pesquisas com C. uvifera para o controle do nivel de glicose no sangue
em pacientes diabéticos conduziram a obten¢do de um produto que esta protegido sob
patente (BUCKLEY, 2001). Em outro estudo esta espécie mostrou atividade
antioxidante e anti-tirosinase e 0 seu extrato metandlico apresentou potencial
fotoprotetor em melandcitos submetidos a radiagao ultravioleta (SILVEIRA et al., 2008).

O extrato metandlico das sementes de C. uvifera apresentou atividade
frente a Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus, enquanto a analise
fitoquimica indicou a presenca de flavondides, saponinas, polifendis e taninos. A
particdo com acetato de etila do extrato metandlico produziu um precipitado de cor
marrom que inibiu o crescimento das bactérias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e dos fungos Candida albicans, Fusarium oxysporum e F. decencellulare.

Este solido de cor marrom foi submetido a técnicas de separagdo e purificagao
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permitindo a obtencdo de acido galico, acido hexenodidico e 1,3,4,6,7,8-hexa-hidro-
4,6,6,8,8,8-hexametilciclopenta-2-benzopirano (MORALES et al., 2008).

Malathi e colaboradores (1995) relataram a presenga das antraquinonas
reina, crisofanol, emodina e fisciona (Figura 20), do triterpeno oc-amirina (Figura 21) e
do esteroide B-sitosterol em pesquisas com C. uvifera.
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Figura 20 - Antraquinonas isoladas da C. uvifera.
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Figura 21 - Estrutura da a-amirina isolada da C. uvifera.
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3.4.2 Coccoloba mollis

A Coccoloba mollis Casaretto (Figura 22) € uma espécie vegetal
popularmente pouco conhecida, mas que vem sendo empregada como fitoterapico em
Londrina-PR. Uma tintura produzida a partir desta espécie (folhas, caules e raizes) a
qual esta registrada no "Guia Homeopatico da Farmacia Q. curatun" com o nome de
"Erva da memdria", com as seguintes atividades terapéuticas descritas neste formulario:
"Rica em calcio, ferro, fosforo e zinco. O insumo desta planta em forma cientifica
homeopatica tem sido maravilhoso nos casos de estresse, na insdnia, nas anemias, €
em quando ha queda de visdo. E um remédio para estudantes nervosos. Esse insumo

pode ser utilizado em impoténcia sexual".
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Figura 22 - Coccoloba mollis (LORENZI, 2002; MELO, 2004).

A C. mollis (sin. C. polystachya Weddel) , um arbusto ou arvore (4 -
16m de altura por 10 cm de didmetro), apresenta ampla distribuicdo geografica
ocorrendo na Costa Rica, Panama, Coldbmbia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa,
Equador, Bolivia e Brasil. Ela é conhecida popularmente no Mato Grosso por

"novateiro", "novato", "pajau", "pau-jau"; no Mato Grosso do Sul, "taquari-de-cachimbo";

em Minas Gerais, "folha-larga", "piscoteira" ou "amora"; em Goias, "capeiba"; no Rio de
Janeiro, "caaussu-da-mata", (MELO, 2004; MELO; FRANCA, 2006). Ela apresenta
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ampla distribuicdo no Brasil onde ocorre em cerraddes e mata semidecidua da bacia do
Parana (MORS et al., 2000; LORENZI, 2002).

A Pesquisa bibliografica no Chemical Abstract indicava a auséncia de
literatura cientifica sobre a espécie quando este trabalho foi iniciado. Recentemente
foram registrados na literatura dois trabalhos cientificos: a investigagao fitoquimica das
partes aéreas de C. mollis apresentando o isolamento de dois fitoesterdides (sitosterol e
sitostenona), um diterpeno (trans-fitol), um triterpeno (simiarenol) e de um benzendide
(acido vanilico) (Figura 23) (OLIVEIRA et al., 2008a). O estudo com diversos extratos
vegetais, relata a atividade larvicida da fragdo hexanica dos talos (LCso = 137,9ugmL-"),
cascas (LC50 = 128,3ugmL™") e folhas (LCso = 129,4ugmL™") de C. mollis contra Aedes
aegypti (OLIVEIRA et al., 2008b).
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Figura 23 - Estrutura das substancias ja isoladas na Coccoloba mollis.
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Em trabalhos de colaboragcdo com o nosso grupo de pesquisa foram
realizados estudos com os extratos etandlicos de folhas e raizes da C. mollis, em um
deles, Remondi e colaboradores (2008), sugerem que os extratos de etandlicos de
folhas e raizes de C. mollis apresentam, em camundongos, dose letal oral 50% (DLsg)
superior a 2000 mg Kg' e auséncia de efeitos farmacolégicos no sistema nervoso
central. Em outro estudo os extratos foram avaliados quanto a um possivel efeito
mutagénico, citotdxico e indutor de apoptose em sistemas-teste in vitro e in vivo. Para a
avaliagao in vitro foi utilizada a linhagem hepatica de Rattus novergicus (HTC) nos
ensaios de citotoxicidade (MTT) e mutagenicidade (Cometa e Micronucleo com bloqueio
de citocinese - MNCtB) e; as linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium no
ensaio Salmonella/microssoma. In vivo, a mutagenicidade foi avaliada em sangue
periférico de camundongos, também através dos ensaios do Cometa e Micronucleo. Os
dados obtidos sugerem que apesar da baixa capacidade de indu¢do de danos ao DNA
nas condicbes experimentais realizadas, os extratos da C. mollis, especialmente o
obtido das raizes, possuem alta toxicidade e capacidade de indugdo de apoptose.
(TSUBQY, 2008).

3.5 CONSIDERACOES SOBRE AVALIACAO TOXICOLOGICA

Os estudos toxicolégicos constituem parte essencial no
desenvolvimento de uma fitoterapia médica e de um fitoterapico. Wu e colaboradores
(2008), em artigo recente, relatam e discutem as exigéncias e recomendacdes
relacionadas aos estudos de varios tipos de toxicidade nao clinicas como suporte aos
ensaios de triagens clinicas para uma nova aplicagcdo de um farmaco. Estes tépicos
incluem perspectivas em farmacologia/toxicologia nao clinicas, em nomenclatura de
fitoterapicos, sua identificagdo, experiéncia humana prévia, proposta de triagem clinica
inicial, aspectos regulatorios de estudos de toxicidade cronica e de toxicidade aguda,
estudos de mutagenicidade, estudos de toxicidade reprodutiva e estudos de
carcinogenicidade em fitoterapicos.
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3.5.1 Testes de Toxicidade Reprodutiva.

Durante a gestacdo, a utilizagcdo de qualquer medicamento deve ser
feita com cuidado, ja que algumas substéncias toxicas podem atravessar a barreira
placentaria e interferir no desenvolvimento embriofetal, muitas vezes de forma negativa.
Esse mesmo cuidado deve ser aplicado ao uso de plantas medicinais, principalmente
devido a escassez de informacdes sobre as mesmas.

A toxicologia reprodutiva € o estudo da ocorréncia, causas,
manifestacao e sequelas de efeitos adversos de agentes exdgenos durante o processo
reprodutivo (ECOBICHON, 2001). Qualquer alteracdo morfolégica ou funcional causada
por elementos quimicos ou fisicos que interferem com crescimento, homeostasia,
desenvolvimento, diferenciacdo e/ou comportamento do feto € considerada toxicidade
do desenvolvimento (BRANCH, 2004).

Para avaliar a possivel teratogenicidade de um agente (farmaco /
produto quimico / fisico ou agente infeccioso) trés principios devem ser analisados: o
gendtipo do embrido, os periodos criticos no desenvolvimento e a dosagem de uma
droga, farmaco ou produto quimico ou fisico (MOORE; PERSAUD, 2008).

A agéncia Food and Drug Administraction (FDA), com base nos dados
obtidos em pesquisas com animais e dados epidemioldgicos, classificou os agentes
quimicos segundo sua acgao toxica pré natal e sobre a reproducéo (Tabela 3) (FISHER
et al., 2008).
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Tabela 3 - Classificagcdo das substancias quimicas de acordo com o seu potencial
teratogénico, segundo o FDA

Categorna Descricéo

Estudos controlados demonstram néo haver risco. Estudos adequados, bem
controlados. em mulheres gravidas nio mostraram risco para o feto.

A

Sem evidéncia de risco humano. Estudos em animais mostram risco, mas
B estudos em humanos nio o mostram, ou. se nio ha estudos adequados em
humanos. os estudos animais sio negativos.

O risco nio pode ser afastado. Faltam estudos em humanos, e os estudos
C BN amimais ou sdo positivos para o nisco fetal ou 1gualmente faltam.
Entretanto. os beneficios potenciais podem justificar o possivel risco.

Ewvidéncia positiva de nisco. Dados de investigaciio preliminar ou pos
D comercializacdo mostram risco para o feto. Entretanto. os beneficios
potenciais podem ser maiores que o risco potencial.

Contra-indicada na gravidez. Estudos em animais ou humanos, ou relatos
X de investigacio preliminar ou pos-comercializacio, mostram risco fetal
que claramente se sobrepde a qualquer possivel beneficio para a paciente.

Os roedores e os coelhos contribuem com os dados sobre a toxicidade
reprodutiva devido a estas espécies serem relativamente padronizadas: pequenos, alta
fertilidade (ninhadas grandes), além de fornecerem numero adequado de progénie para
as anadlises estatisticas dos resultados. Os efeitos adversos observados em estudos
com animais sao indicativos de potencial risco para humanos. Mas € oObvio que a
ocorréncia de um efeito adverso especifico em animais nao significa que o mesmo
efeito sera observado em outra espécie, inclusive na humana, embora a concordancia
de um efeito especifico em um alvo especifico em multiplas espécies nao é
necessariamente obrigatoria (COSTA, et al., 2005, ECOBICHON, 2001).
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A crenga de que produtos naturais ndo produzem efeitos colaterais
transforma as gestantes e lactantes em um grupo populacional de risco e que
culturalmente recorre ao uso de plantas medicinais, no entanto, as informacdes sobre a
seguranca de utilizagcdo destes produtos durante a gravidez sao escassas (CLARKE et
al., 2007).

3.5.2 Toxicidade sobre Artemia salina Leach

A avaliagdo de toxicidade geral é considerada fundamental no estudo
de substancias com propriedades bioldégicas (MAHLE, 2008). O organismos simples
tém sido utilizados para um rapido e relativamente simples monitoramento da resposta
biolégica, onde existe apenas um parametro envolvido: morte ou vida (CAVALCANTE et
al., 2000).

O microcrustaceo Artemia salina L (Artemiidae), um invertebrado que
compdbe a fauna de ecosistemas de agua salgada, pode ser empregado em bioensaios
laboratoriais para determinar a toxicidade. Este método, que determina a concentracéo
letal de 50% (LC50) de substancias ativas e extratos de plantas em meio salino em ug
mL™, tem sido usado em pesquisas com plantas medicinais em diferentes paises para
avaliar a toxicidade (KANWAR, 2007).

O ensaio com microcrustaceos € um método seguro, econdémico e
pratico para determinar a bioatividade de substancias sintéticas ou naturais (SILVA et
al., 2007). Os primeiros trabalhos empregando Artemia salina datam de 1956 e desde
entdo inumeras pesquisas tém empregado esta metodologia para diversos fins, tais
como, detectar toxicidade preliminar de algas marinhas, triagem de toxinas fungicas,
avaliar efeitos de exposicdo a metais pesados e pesticidas, testes de toxicidade em
materiais dentarios, toxicidade de extratos de plantas (CAVALCANTE et al., 2000;
CARBALLO et al., 2002; LHULLER et al., 2006).
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O metabolismo oxidativo €& essencial a sobrevivéncia das células,
porém apresenta um efeito colateral, a produgao de radicais livres e outras "espécies
reativas de oxigénio = EROs" (ROS, reactive oxygen species). Existem evidéncias do
envolvimento destas espécies no sistema regulatério normal in vivo. Além disso, os
ROS aparentemente estdo envolvidos com sistemas de sinalizagdo celular. Porém,
quando um excesso de radicais livres é formado, eles podem acarretar efeitos
destrutivos ou até letais a célula (ex. apoptose). A oxidagao também afeta alimentos,
onde é uma das maiores causas de desperdicio, acredita-se que metade das lavouras
de frutas e vegetais mundiais sao perdidas devido a deterioragdao (ANTOLOVICH, et al.,
2002).

Os antioxidantes naturais protegem o corpo humano de radicais livres,
prevenindo o estresse oxidativo que estd associado a diversas doengas. Evidéncias
epidemioldgicas indicam que o consumo de alimentos contendo antioxidantes naturais €
vantajoso para a saude (AMAROWICZ, et al., 2004).

Os carotendides, flavonodides, e outros derivados fendlicos, tais como
acidos fendlicos, taninos, lignanas e ligninas sdo comumente encontrados nos
diferentes 6rgéos vegetais. A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se
principalmente as suas propriedades redutoras e a estrutura quimica. Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de
radicais livres e quelagdo de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciagao
como na propagacao do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acédo de
antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (AMAROWICZ, et al.,, 2004;
LOPEZ, et al., 2007). Um antioxidante por definicdo é uma substancia que retarda ou
previne a oxidagcao de um substrato oxidavel quando presente em baixa concentracao
em relacdo a este substrato. O termo "substrato oxidavel" inclui praticamente tudo que
pode ser encontrado em um tecido vivo, principalmente proteinas, lipidios, carboidratos
e DNA (DAN, 2008).
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Uma das técnicas para a determinacéo da atividade antioxidante utiliza
o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), método amplamente difundido e relativamente
rapido. Esta técnica é baseada na capacidade do radical livre estavel a temperatura
ambiente reagir com substancias doadoras de hidrogénio incluindo derivados fendlicos
(SANCHEZ-MORENQO, et al.,1998; ROGINSKY:; LISSI, 2005). O consumo do DPPH ¢é
caracterizado pela alteracdo da cor roxa para amarelo indicando a formacao da
molécula estavel DPPH-H (Figura 24).

NO, NO,
O;N NO, O.N NO,
? -+ R—H —
MNe NH
N : N :
DFFH DPFH-H
) ) molécula
radical livre doadora forma reduzida

Figura 24 - Representacdo da reagao entre o DPPH e a molécula doadora de hidrogénios,
formando a molécula estavel reduzida DPPH-H

O 2,6-di-t-butil-4-methil-fenol ou butil hidroxi tolueno (BHT) é um
antioxidante sintético usado, principalmente, como aditivo para alimentos, mas também
€ usado em cosméticos, farmacos, combustiveis para jatos, borrachas e derivados de
petréleo (TURNER; KORKMAZ, 2007). O BHT diminui a taxa de auto-oxidagdo de
alimentos e previne alteragbes na coloragéo, odor e sabor dos alimentos reagindo com

os radicais livre, podendo ser adicionado diretamente aos alimentos ou as embalagens.
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Fujisawa e colaboradores (2004) sugerem que o BHT é eficiente para quebrar a cadeia
oxidativa.

A busca de antioxidantes naturais para a industria alimenticia e
farmacéutica aumentou consideravelmente a partir dos anos 80 devido ao potencial de
carcinogénese e diversos outros males atribuidos aos antioxidantes sintéticos
(DEGASPARI et al., 2004; LOPEZ, et al., 2007), entre os quais se encontra o BHT
(FUJISAWA et al.,, 2004) embora esta substédncia apresente alguns estudos
contraditérios como Slaga (1995) que atribui a inibicdo da indugdo de cancer por alguns

agentes carcinogénicos ao BHT.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As substancias antimicrobianas tém se tornado menos efetivas contra
muitos agentes infecciosos e a incidéncia de infecgdes oportunistas continua crescendo
rapidamente devido ao aumento do numero de pacientes imunodeficientes e isto tem
criado a necessidade de procurar novas terapias mais eficazes contra estes patdgenos.
Desta forma, a pesquisa com extratos de plantas representa um ponto de partida para a
descoberta de novos farmacos com atividade antimicrobiana (SETZER; VOGLER,
2006).

A resisténcia bacteriana certamente ndo representa um fato novo.
Desde a introducdo da benzilpeniciina em 1943 observa-se que as bactérias
desenvolverao resisténcia a qualquer virtual antibiético introduzido na pratica clinica.

Apesar do surgimento de vacinas e agentes antimicrobianos eficazes
na medicina humana, a multipla resisténcia bacteriana aos antibiéticos € um problema
mundial. O surgimento de Haemophilus, Klebsiella, Escherichia coli e muitos outros
produtores de J3-lactamase tornaram-se um dos maiores problemas na terapéutica. As
cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes (SAMR) estdo largamente
distribuidas em hospitais. Infelizmente a classe dos antibidticos Blactamicos de uso

corrente sdo ineficazes para o tratamento das infec¢des do tipo SAMR.
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Em virtude do seu mecanismo de agao diferenciado na parede celular,
a vancomicina um preeminente glicopeptidio tornou-se o antibiético de "ultimo recurso"
contra as bactérias Gram-positivas resistentes. O Enterococcus spp tornou-se
problematico em consequéncia de sua resisténcia frequente a vancomicina originando a
sigla VRE (vancomicina resistente Enterococcus). Os Enterococci e Enterobacter spp
vancomicina-resistentes, resistem a maioria dos antibacterianos conhecidos incluindo
as quinolonas, macrolidos e inibidores da parede celular. (FERREIRA, et al 2004,
PEREZ et al., 2008 ).

No mundo mais de 25% das mortes que estao diretamente relacionadas
a doencas infecciosas, e muito desta mortalidade € devido a infecgbes por organismos
resistentes e, obviamente, existe uma urgéncia na descoberta de novos agentes anti-
infecciosos com novos mecanismos de acgao e perfil de acdo ampliado. No entanto, nas
ultimas trés décadas apenas duas novas classes de antibiéticos foram introduzidas,
representadas pelo produto natural daptomicina (ciclopeptidio) e o linezolida
oxazolidinona (KOEHN, 2008).

Na agricultura a procura por novos agentes antimicrobianos € intensa
devido a crescente resisténcia dos microorganismos fitopatogénicos frente aos produtos
sintéticos utilizados e outra preocupacéo é o impacto ambiental do uso de pesticidas a
longo prazo. Frente a este problema, uma estratégia atual da agricultura vem sendo
buscar métodos alternativos para o controle de doengas e pestes, que visem causar
menos danos ao ambiente e a saude humana (AMARAL et al., 2005). Devido a grande
diversidade de constituintes presentes nas plantas elas se tornam fontes potenciais de
substancias que possam ser utilizadas como defensivos agricolas contra os
fitopatogenos (RODRIGUES et al., 2006).

A busca de produtos naturais que sejam eficazes no controle de
doengas de plantas tem crescido nos ultimos anos visando alternativas aos fungicidas
sintéticos e que ndo apresentem efeitos negativos a saude humana e ao meio
ambiente. Estudos tém demonstrado a eficiéncia de alguns 6leos e extratos de algumas
espécies vegetais no controle de doengas de plantas, seja pela acédo fungitdxica direta
ou pelo aumento da resisténcia frente as doencgas da cultura tratada (CARNEIRO et al.,
2007).



59

As bactérias do género Bacillus apresentam grande importancia
econbmica sendo empregadas em diversos processos industriais, e o Bacillus subtilis é
empregado na identificagdo e validacao de novos agentes antibacterianos, onde é
empregado para identificar mecanismos e potencias alvos para novos farmacos
(ZEIGLER; PERKINS, 2008).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um patdégeno nosocomial
frequente, responsavel por infecgbes em diversas partes do corpo humano,
principalmente em pacientes imunocomprometidos. Ela esta amplamente distribuida no
ambiente e é capaz de persistir por longos periodos em ambientes adversos
desenvolvendo resisténcia aos agentes antimicrobianos (FUENTEFRIA et al., 2008).

O principal agente etiolégico de infecgdes do trato urinario, uma das
infeccdes mais comuns, € a bactéria Escherichia coli, responsavel por 65%-90% dos
casos (GUIDONI et al., 2008), e estudos indicam alta taxa de resisténcia desse
microrganismo a amoxacilina/ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprima e cefalotina
(KOCH et al., 2008).

A intoxicacdo estafilococica € a causa mais frequente de surtos de
doencas microbianas transmitidas por alimentos em diversos paises. Sendo a espécie
Staphylococcus aureus a mais freqientemente associada a casos e surtos de
intoxicacao alimentar, devido a sua habilidade de produzir varios tipos de enterotoxinas
(BORGES et al., 2008).

Na microbiota normal da boca a Candida albicans € o comensal
evidenciado com maior frequéncia atingindo até 70% do total de isolamentos
apresentando um papel relevante no desencadeamento de infec¢gdes bucais, porém
espécies consideradas patogénicas como C. kefir, C. krusei, C. tropicalis, C.
stelatoidea, entre outras tém sido detectadas em casos de candidose bucal,
principalmente naqueles relacionados a imunossupressdo (ALVES et al., 2006).
Espécies de Candida sdo encontradas no tubo gastrointestinal em 20 a 80 % da
populagdo adulta saudavel. Estes microorganismos comensais tornam-se patogénicos
caso ocorram alteracbes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou se ocorre o
comprometimento de barreiras anatdmicas em funcdo de queimaduras ou de

procedimentos meédicos invasivos. As alteragbes dos mecanismos de defesa do
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hospedeiro podem ser decorrentes de mudancas fisioldgicas caracteristicas da infancia
(prematuridade) e envelhecimento ou mais frequentemente, associadas a doencgas
degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e
imunodepresséo induzida por atos médicos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Os fungos patogénicos do género Botryosphaeria causam prejuizos a
uma diversidade de hospedeiros incluindo varias culturas economicamente importantes
tais como macas, mangas, uvas e eucalipto embora, eles estejam presentes como
endofiticos em plantas saudaveis (BURGESS et al.,, 2005; TAYLOR et al., 2005).
Algumas espécies apresentam os primeiros registros como fungos patogénicos entre
eles o B ribis esta sendo associado a manchas nas folhas de Magnolia aff. Candollei
(MACEDO; BARRETO, 2008), e Botryosphaeria rhodina associado a manchas brancas
em Pistacia vera L. (MICHAILIDES ET al., 2002).

O Lasiodiplodia theobromae € um fungo cosmopolita, polifago e
oportunista vem se constituindo em um sério problema para os agricultores brasileiros.
Ele apresenta uma gama de mais de 500 hospedeiros ja catalogados em regides
tropicais e temperadas incluindo diversas plantas com interesse econdmico entre as
quais destacam-se as mangueiras, coqueiros e cajueiros, podendo causar diferentes
sintomas nas plantas infectadas, incluindo seca-descendente (die-back), cancro em
ramos, caules e raizes, lesdes em estacas, folhas, frutos e sementes, além de incitar a
morte de mudas e enxertos. A sua capacidade de infectar frutos coloca-o dentre os
patdgenos de maior poder de causar problemas de pos-colheita disseminados por meio
de sementes. Em virtude da grande variedade de hospedeiros apresentada pelo o L.
theobromae o controle quimico por si s6 nao oferece protecdo nem controle efetivo das
culturas sendo entdo indispensavel a ado¢gédo de medidas adicionais como o controle
biolégico e manejo de culturas (FREIRE et al., 2004, PEREIRA et al., 2006).
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3.8 AVALIACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO

Alelopatia como relata Chon e colaboradores (2005), foi definida por
Molish em 1937 como a interacdo quimica entre as plantas, incluindo influéncias
inibitérias e estimulantes. A alelopatia desempenha um papel importante tanto em
ecosistemas naturais quanto agricolas. A maioria das plantas apresenta efeitos
alelopaticos na germinacao, crescimento e desenvolvimento de outras plantas liberando
substancias no solo. Os aleloquimicos, como sdo chamados os compostos alelopaticos,
estdo presentes em praticamente todas as plantas e nos seus tecidos, tais como folhas,
galhos, raizes, flores, sementes, etc. (MUTLU; ATICI, 2008).

Os compostos alelopaticos identificados pertencem a varias classes
quimicas como terpenos, alcalbéides, compostos fendlicos, esterdides, acidos graxos de
cadeia longa e lactonas insaturadas. Estes constituintes apresentam ag¢des como
herbicidas naturais, sem apresentar os efeitos prejudiciais dos herbicidas sintéticos
(DIAS et al., 2005).

Para a escolha de uma planta teste para atividade alelopatica, a
espécie deve apresentar germinagao rapida e uniforme, e um grau de sensibilidade que
permita expressar os resultados sob baixas concentracbes de aleloquimicos. A
resisténcia a metabdlitos secundarios € uma caracteristica espécie-especifica, existindo
aquelas plantas mais sensiveis como a alface (Lactuca sativa L.), o tomate
(Lycopersicon esculentum Miller) e o pepino (Cucumis sativus L.), que sdo espécies
consideradas indicadoras de atividade alelopatica (ALVES et al., 2004).

No ambito da ecologia, o fenbmeno da alelopatia pode explicar os
mecanismos da sucessao vegetal, onde espécies invasoras podem excluir espécies
nativas a partir de aleloquimicos (HIERRO; CALLAWAY, 2003). Logo, a presenga
dessas espeécies numa area de plantio pode apresentar significativa influéncia no
desenvolvimento de culturas (BATISH et al., 2001; SINGH et al., 2001).

Os aleloquimicos se mantém nos tecidos das plantas mesmo depois de
mortas, de onde sao liberadas por volatilizagado ou lixiviagdo, sendo arrastadas para o

solo, onde, ao atingirem a concentragdo necessaria, podem influenciar o
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desenvolvimento das plantas que nele se encontram desta forma o efeito alelopatico
pode se pronunciar, tanto durante o ciclo de cultivo, quanto nos cultivos subseqlentes
(TEIXEIRA et al., 2004). A vegetacdo de uma area pode ter um modelo de sucesséao
condicionado as plantas pré-existentes e desta forma, no manejo agricola, florestal e na
horticultura, a ocupacéao prévia da area pode ter significativa influéncia sobre os cultivos
que estdo sendo implantados (FERREIRA; AQUILA, 2000).

A atividade alelopatica envolve fatores bidticos (densidade vegetal,
estagios de crescimento e microrganismos) e fatores abidticos (disponibilidade de agua,
temperatura e incidéncia de raios UV), dentre outros. Tais fatores podem afetar a
liberagao, a disponibilidade, a composicdo quimica e 0 modo de agao das substancias
alelopaticas (INDERJIT, 1996).



63

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas e as raizes de Coccoloba mollis foram coletadas em Natingui
e Briolandia, distritos de Ortigueira-Parana e no campus da Universidade Estadual de
Londrina. O material foi desidratado a sombra e moido. A identificacdo botanica da
espécie vegetal foi realizada pela professora Dra. Ana Odete Santos Vieira e uma
exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Londrina - Parana
(BARROS, I. B de 001).

4.2 QUIMIOPROSPECCAO

Realizou-se a identificagao dos principais grupos quimicos presentes na
espécie Coccoloba mollis. As partes dos materiais vegetais selecionadas para
execucgao das técnicas neste trabalho foram as folhas e as raizes da C. mollis. Todos os
testes realizados foram conduzidos em duplicatas e seguindo metodologias descritas na

Farmacopéia Brasileira (1977 e 1997) com pequenas modificagdes.

4.2.1 Pesquisa de Heterosideos Fendlicos Simples

Aproximadamente 1g da droga vegetal foi acondicionada em uma
camara de microssublimacéo, e na sequéncia foram adicionadas seis gotas de acido
cloridrico 6 N. Em seguida a camara foi coberta com uma lamina de vidro (1). A camara

de microssublimacédo foi submetida a acdo de uma chapa quente (100 °C). A
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sublimagao ocorre entre os primeiros dez minutos. A primeira lamina (1) foi descartada
e substituida por duas outras laminas (2 e 3) devidamente identificadas. O descarte é
necessario, pois a primeira lamina apresenta alto teor de agua, o que interferiria nas
reagdes subsequentes. Ao sublimado formado na lamina (2) foram adicionadas trés
gotas de AgNO; (1 % em amédnia). A formagao de precipitado preto indica reagao
positiva. Ao sublimado presente na lamina (3) foram adicionadas trés gotas de FeCls (1
% em agua). O desenvolvimento de coloragéo verde representa uma reacgao positiva. A
presenca de heterosideos fendlicos simples na amostra sé é confirmada quando as

duas reagdes, com AgNO3; e FeCl;, apresentarem resultados positivos.

4.2.2 Pesquisa de Flavonoides

Uma solucédo a 10 % da droga vegetal foi preparada, (etanol a 75 %
v/v), seguida de filtragdo com algoddo em um baldo volumétrico de 100 mL,
completando o volume com alcool etilico. 2 mL da solugado a 10 % foi transferida para
uma capsula de porcelana e submetida a banho-maria (45 °C) até secura. O residuo
obtido na capsula foi submetido a tratamento com 0,2 mL de cloroférmio, para
eliminacdo da clorofila. A capsula foi retirada do banho-maria, o residuo obtido foi
redissolvido com 1 mL de alcool etilico a 70 % v/v e transferido para um tubo de ensaio.
Ao tubo de ensaio foram adicionados 200 mg de magnésio metalico em pé e 1 mL de
acido cloridrico concentrado, cuidadosamente pelas paredes do tubo. O

desenvolvimento de coloragao réseo-avermelhada representa resultado positivo.

4.2.3 Pesquisa de Cumarinas

Em cémara de microssublimacéo, foi adicionado 1 g da droga vegetal,

aquecida em chapa quente (100 °C, 10 min.). O sublimado formado na lamina superior
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foi dissolvido com 0,5 mL de metanol. Em uma folha de papel filtro foram adicionadas
cinco gotas do material dissolvido, de modo a obter uma mancha de aproximadamente
um centimetro de didmetro. Duas gotas de solu¢cdo de KOH (10 % em etanol) foram

adicionadas sobre a mancha e mantida a temperatura ambiente até secar. As manchas

foram expostas a radiagdes ultravioletas (lampada UV com A de 254 a 366 nm).
Quando a mancha apresenta uma fluorescéncia verde ou azul, ja aparente apds o

primeiro minuto o resultado é considerado positivo.

4.2.4 Pesquisa de Taninos

Uma solucdo a 5 % da droga vegetal foi preparada (5 g da droga foram
adicionadas a 100 mL de agua destilada e aquecida até fervura). A solugado obtida foi
fitrada a quente e mantida em temperatura ambiente até resfriamento. A solugao foi
dividida em quatro tubos de ensaio devidamente identificados. No primeiro tubo de
ensaio foram adicionados 2 mL da solugédo 5 % da droga vegetal duas gotas de acido
cloridrico 6 N e seis gotas de solugdo de gelatina (2,5 % em agua). A formagéo de
precipitado € evidéncia de presencga de taninos. No segundo tubo de ensaio 2 mL da
solucdo 5 % foram acondicionados com 10 mL de agua destilada e quatro gotas de
solucao de FeCI3 (1 % em metanol). O desenvolvimento de coloragcdo azul ou verde
caracteriza reacdo positiva para taninos hidrolisaveis ou condensados,
respectivamente. No terceiro tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de solugéo de
acido acético (10 % em agua), 5 mL de solugéo de acetato de chumbo (10 % em agua)
e 5 mL da solugdo 5 %. A formacéao de precipitado esbranquicado é considerada como
reacao positiva para taninos hidrolisaveis. O ultimo tubo de ensaio foi identificado como
o branco, com adi¢cao apenas de 5 mL da solugado 5 % da droga vegetal. A amostra é
considerada como positiva para taninos, desde que no minimo duas das trés reagdes

acima sejam positivas.
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4.2.5 Pesquisa de Antraquinonas

A técnica divide-se em duas fases. Na primeira, 2 g da droga vegetal
com 4 mL de éter etilico, ou o suficiente para cobrir o p6 da droga vegetal, foram
adicionadas em um tubo de ensaio com agitagdo por dois minutos. A solugcado formada
foi filtrada com algodao e adicionada em outro tubo de ensaio. Ao novo tubo de ensaio
foi adicionado 1 mL de solugdo de NaOH (10 % em &gua). Esta reacéo, conhecida
como reagao de Borntrager direta, o desenvolvimento de coloragao résea-avermelhada
indica resultado positivo. A segunda fase compreende a Reagao de Borntrager indireta
com hidrdlise, 2 g da droga vegetal foram adicionados em um béquer juntamente com
20 mL de alcool etilico 25 % v/v aquecidos até fervura. A solugao obtida foi filtrada a
quente em algodao e acondicionada juntamente com 30 mL de &cido sulfurico (5 % em
agua) em um funil de separagdo, que em seguida foi agitado e mantido em temperatura
ambiente até resfriamento. Apods resfriamento, 20 mL de hexano foram adicionados ao
funil de separagcdo que cuidadosamente, foi agitado e mantido em repouso até
separagao das fases. A fase organica foi recolhida e 5 mL da mesma foram transferidos
para um tubo de ensaio. Ao tubo de ensaio foram adicionados 3 mL de NH4OH (10 %
em agua). O desenvolvimento de coloragao rosea-avermelhada na camada amoniacal é

considerado reagao positiva.

4.2.6 Pesquisa de Saponinas

Em um béquer foram adicionados 5 g da droga vegetal juntamente com
25 mL de agua destilada submetidos a fervura por trés minutos. O decoto obtido foi
filtrado e transferido, em torno de 10 mL, para um tubo de ensaio com agitagéo enérgica
no sentido vertical por 15 min. A presenca de espuma persistente, igual ou maior a um

centimetro, € considerada reagao positiva.



67

4.2.7 Pesquisa de Glicosideos Cardiotonicos

Foram adicionados 5 g da droga vegetal em um saché feito de papel de
filtro seguida da adicdo de 30 mL de alcool etilico 50 % v/v ou quantidade suficiente
para cobrir o saché, aquecidos sob refluxo até ferver. A solugdo obtida, foi filtrada a
quente por meio de algodao e adicionada com 30 mL de acetato de chumbo (10 % em
agua). A mistura permaneceu em temperatura ambiente até resfriamento e seguida de
nova filtracdo. Ao filtrado foram adicionados 20 mL de agua destilada e particionado em
um funil de separacédo com trés porcdes de 10 mL de cloroférmio. Apds repouso a fase
organica foi coletada, filtrada e dividida em volumes iguais para trés capsulas de
porcelana devidamente identificadas. As capsulas de porcelana foram aquecidas em
chapa quente (100 °C) até obtencdo de residuo seco. Na primeira capsula foi
adicionado 1 mL de anidrido acético, transferido para tubo de ensaio, e em seguida
adicionado, cuidadosamente pelas paredes do tubo, 1 mL de acido sulfurico
concentrado, sem agitar. Essa reacdo, conhecida como reagdo de Liebermann-
Burchard, é considerada positiva através do desenvolvimento de coloracdo azul ou
verde, vermelha-résea-purpura ou violacea para provavel presencga de nucleo esteroidal
e de triterpenos policiclicos. Na segunda capsula foram adicionadas seis gotas do
reativo de Kedde, preparado imediatamente antes do uso. A reacdo de Kedde é
utilizada para identificacdo do anel lacténico, caracterizada como positiva através do
desenvolvimento de coloragdo castanho-avermelhada a vermelho-violeta. Na terceira
capsula, o residuo seco foi dissolvido com 1 mL de acido acético glacial, adicionado de
duas gotas de solucédo de FeCI3 (2 % em agua) e transferido para um tubo de ensaio.
Ao tubo de ensaio foi adicionado, cuidadosamente pelas paredes do tubo, 1 mL de
acido sulfurico concentrado, de modo que os dois liquidos ndo se misturassem. A
metodologia utilizada, conhecida como reagdo de Keller-Killiani é utilizada para
identificacdo de acucares (desoxioses em extremidades livres), evidenciada pela
formacgédo de anel vermelho-acastanhada. A presenca de glicosideos cardiotonicos na

droga vegetal ndo pode ser confirmada apenas por resultados positivos para as reacdes
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de Liebermann-Buchard, Kedde e Keller-Kiliani, sendo necessaria a realizagdo de uma

metodologia adicional.

4.2.7.1 Reagente de Kedde

A uma solucdo metandlica de acido 3,5-dinitrobenzoico a 2% (4 mL ,

recente) foram adicionados 6 mL de solugao metandlica de KOH 1N.

4.2.8 Pesquisa de Alcalbides

Dois testes sdo preconizados, um preliminar e um decisivo. No teste
preliminar, em um béquer, 10 g da droga vegetal juntamente com 30 mL de acido
cloridrico 2 N foram aquecidos e submetidos a fervura por trés minutos. A solucao
resfriada foi filtrada e dividida em quatro tubos de ensaio devidamente identificados.
Aos tubos um, dois e trés, foram adicionadas trés gotas do reagente de Dragendorff,
Mayer e Bertrand, respectivamente em cada tubo. O tubo quatro foi o branco. A reagéo
positiva € caracterizada pela formacéo de turvagao e/ou precipitado. Para confirmagao
dos resultados o teste decisivo foi realizado adicionando-se em um béquer, 10 g da
droga vegetal com 50 mL de acido cloridrico 2 N e aquecidos até fervura. A solugéo
obtida foi mantida em temperatura ambiente até resfriamento e entéo filtrada. Ao filtrado
foi adicionado uma solugao de NH40H (40 % em agua) até pH 9. A solucao alcalinizada
foi transferida para funil de separagdo e particionada com a adicdo de 50 mL de
cloroférmio. Apds repouso, a fase organica foi recolhida, transferida a outro funil de
separacao, que foi adicionado de 20 mL de acido cloridrico 2 N. Apds os processos de
agitacao, repouso e separacdo de fases, a porgdo aquosa foi recolhida e dividida em
quatro tubos de ensaio devidamente identificados. Aos tubos um, dois e trés, foram

adicionadas trés gotas dos reagentes de Dragendorff, Mayer e Bertrand,
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respectivamente. O tubo quatro foi o branco. A reagédo positiva € caracterizada pela
formacao de turvacdo e/ou precipitado. A pesquisa de alcaldides s6 € considerada

positiva, quando os resultados sao positivos para o teste preliminar e para o decisivo.

4.2.8.1 Reagente de Dragendorff

Para preparar a Solugédo A, 0,6 g de nitrato de bismuto foram
dissolvidos em 2,5 mL de acido cloridrico concentrado seguida da adi¢cado de 2,5 mL de
agua destilada. Para preparar a Solugdo B, 1,5 g de iodeto de potassio foram
dissolvidos em 10 mL de agua destilada. As Solu¢des A e B foram misturadas em

volumes iguais para assim formar o reagente de Dragendorff.

4.2.8.2 Reagente de Mayer

Em um béquer foram adiconados cloreto de mercurio (2,72 g), a iodeto
de potassio (10 g) dissolvidos em 20 mL de agua, Dilui-se a solugéo final para 200 mL

com auxilio de um balao volumétrico.

4.2.8.3 Reagente Bertrant

Foi dissolvido 5 g de acido silicotungstico em 100 mL de agua.
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4.3 DESENVOLVIMENTO FITOQUIMICO

4.3.1 Equipamentos

As andlises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) foram realizadas no CG17A acoplado com CGMS-QP5000 Shimadzu
e o software CLASS 5000 com as bibliotecas NIST12 e NIST62. Os dados foram
obtidos por meio de uma coluna capilar DB-1 J&W Scientific (30 m x 0,25 mm,
espessura de filme 0,25 um). As condi¢gbes de analise utilizadas foram: gas de arraste
He; vazdo de 1,5 mL min™"; temperatura do injetor 300 °C; temperatura da coluna
programada, sendo iniciada a 60 °C por 4 min, rampa de 10 °C min™" até 250 °C, 20 °C
min” até 330 °C, permanecendo em 330 °C por 10 min; modo "split" 1:10; faixa de
massa 45 a 700. As analises de cromatografia gasosa com detector de ionizagcéo de
chama (CG-DIC) foram realizadas no CG17A Shimadzu, e uma coluna capilar DB-5
J&W Scientific (30 m x 0,25 mm, espessura de filme 0,25 um). As condi¢gbes de analise
foram: temperatura de injetor e detector 300 °C, gas de arraste N2, vazao de 1,2 mL
min”; programacdo de temperatura : 100 °C por 5 min, 20 °C até 320 °C,
permanecendo a 320 °C por 10 min; modo "split" 1:10. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN 'H e 'C) foram obtidas em um
Bruker DRX-500, espectros de 'H (399,782 MHz) e *C (100,525 MHz) foram obtidos a
27 °C utilizando CDCl3; como solvente.

4.3.2 Obtencéao dos Extratos Brutos e das Fracoes

As raizes e as folhas desidratadas foram trituradas e submetidas a
extracao exaustiva com etanol. As solugdes obtidas foram filtradas e concentradas em

evaporador rotatério sob pressdo reduzida. Partes dos extratos etandlicos foram
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separadas para testes bioldgicos. O extrato obtido das raizes foi submetido a uma
extragdo com hexano resultando em uma fragdo soluvel em hexano (6 g), o extrato
bruto das folhas foi extraido com acetato de etila gerando uma fragdo soluvel em

acetato de etila (30 g).

4.3.3 Isolamento e Purificagdo dos Constituintes

Os fracionamentos cromatograficos foram realizados utilizando-se como
adsorvente a silica-gel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck. As cromatografias em camadas
delgadas (CCD) foram realizadas com silica gel G UV2s4 (Macherey-Nagel). A revelagao
das placas cromatograficas foi realizada por meio de detecgéo na regido do ultravioleta

(254 nm) e com o reagente de vanilina.

4.3.4 Isolamento e Purificacdo de Constituintes do Extrato Hexanico das Raizes

Considerando-se as dificuldades encontradas na solubilizacdo do
extrato em acetato de etila, para contornar este problema iniciou-se o fracionamento
com a fragdo hexanica mais apolar.

A parte soluvel em hexano (4,5 g) foi eluida em coluna cromatografica
de vidro (4,5 cm de diametro) com silica-gel (163,5 g) como fase estacionaria e a
pastiha a ser cromatografada foi preparada com silica gel 60 (5 g). A eluicéo
cromatografica foi realizada por meio de hexano, Hexano:diclorometano, diclorometano,
diclorometano:acetato de etila acetato de etila em polaridades crescentes, 1954 fragdes
(250 mL) foram coletadas. As fragbes foram concentradas em evaporador rotatorio,
analisadas por meio de cromatografia em camada delgada, reveladas com vanilina e
reunidas de acordo com as suas semelhancas. As fracdes 001 a 030, 031 a 060 e 270

a 310 foram reunidas, solubilizadas em diclorometano, precipitadas com metanol e
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submetidas a resfriamento (-5 °C). Os precipitados obtidos CMR-1 e CMR-2 (cores
branca) e CMR-3 (alaranjada), foram separados através de centrifugagcédo. As fragdes
1501 a 1505 foram submetidas a uma extracao acido-base levando e a fracido acida, de
cor alaranjada (CMR-4).

4.3.5 Isolamento e Purificagdo de Constituintes do Extrato em Acetato de Etila das

Folhas

A porcao soluvel em acetato de etila (30 g) foi eluida em coluna
cromatografica (4,5 cm de didmetro) de silica gel 60 G (174,5 g) e a pastilha a ser
cromatografada foi preparada com silica-gel 60 G. O sistema eluente utilizado foi
hexano, Hexano:diclorometano, diclorometano, diclorometano:acetato de etila acetato
de etila em polaridades crescentes. Foram coletadas 352 fragbes de 250 mL cada. As
fracbes foram concentradas em evaporador rotatorio, analisadas por cromatografia em
camada delgada, reveladas com vanilina e reunidas de acordo com as suas
semelhancas. As fracbes 001 a 019 e 021 a 029 foram reunidas, solubilizadas em
diclorometano, seguidas da adicdo de metanol, levadas ao freezer (-5 °C) conduzindo a
formagao de precipitados de cores branca. (CMF-1 e CMF-2). As fragdes 096 a 135 e
248 a 256 foram reunidas e submetidas a Cromatografia de Camada Delgada

Preparativa (CCDP) possibilitando a obtengao das amostras CMF-3 e CMF-4.

4.3.6 Revelador de Vanilina

O reagente revelador vanilina (3 g ) foi dissolvido em 135 mL de
metanol seguido da adicdo de 135 mL de agua destilada. A solucdo foi colocada em
banho de gelo e cuidadosamente foram adicionados 30 mL de acido sulfurico

concentrado. A solugao foi armazenada em frasco ambar a 4 °C.
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4.4 TOXICIDADE MATERNA DOS EXTRATOS DE COCCOLOBA MOLLIS

4.4 1 Animais

Os animais utilizados foram os camundongos Swiss (Mus musculus),
machos e fémeas, adultos, pesando aproximadamente 30 g, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Estadual de Londrina.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com tampa de
arame zincado, contendo maravalha e permaneceram em regime de luminosidade
controlada, ciclo de 12 horas claro / 12 horas escuro, a 22 + 2 °C, com agua e ragao ad
libitum. Todo o experimento foi conduzido de acordo com as normas do Comité de Etica
em Experimentagado Animal da Universidade Estadual de Londrina.

Para obtencdo dos animais dos diferentes grupos experimentais foram
colocados para acasalar no final da tarde, um camundongo macho com dois
camundongos fémeas por gaiola. No dia seguinte, com um intervalo de 12 horas, , as
vaginas das fémeas foram examinadas para verificar a presenga do "plug vaginal" o

qual determinou o dia zero gestacional.

4.4.2 Grupos Experimentais para Avaliagdo da Toxicidade Materna

As fémeas foram distribuidas em oito grupos experimentais. Elas foram
tratadas via gavagem com o extrato etandlico das folhas e das raizes de Coccoloba
mollis do quinto ao décimo sétimo dia gestacional. O grupo 1 foi tratado com PBS
(Phosphate Buffered Saline, tampéao de fosfato pH =7) como controle negativo, o grupo
2 foi tratado com uma solugdo de PBS e DMSO (Dimetilsulfoxido, 20 % v/v),

caracterizando o controle do veiculo empregado, os grupos 3, 4 e 5 e 6, 7 e 8 foram



74

tratados com o extrato etandlico das folhas e das raizes de Coccoloba mollis
respectivamente nas concentracdes de 50, 75 e 100 mgKg™' em cada grupo.

Para a avaliagdo do ganho de peso materno, as fémeas foram pesadas
durante todo o periodo de prenhez. No 18° dia, foram eutanasiadas por deslocamento
cervical e, em seguida, foi realizada a laparotomia. O utero com fetos foi pesado e
realizou-se a histerectomia e onfalectomia. A corregcdo do ganho de peso materno foi
realizada considerando-se o ganho de peso materno menos peso do utero gravidico. O
conteudo uterino das fémeas foi analisado, verificando-se a presenga de reabsorgdes,
numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario, comprimento e peso fetal. O
numero de sitios de implantacao foi determinado através do método de Salewisk
(1964). Com estes dados foram calculados: taxa de reabsor¢ao (n° de reabsorgdes x
100 / n° implantagbes); taxa de perdas pos-implantacionais (n° de implantagdes - n°
fetos vivos x 100 / n° de implantagdes); taxa de viabilidade fetal (n° de fetos vivos x 100
/ n° implantagbdes) e indice placentario (peso placentario / peso fetal). As visceras

maternas: coragao, pulmdes, figado e rins foram pesados.

4 4.3 Analise Estatistica

Os dados com distribuicao normal foram analisados através de ANOVA
(analise de variancia) seguido do teste de comparagdo de médias - Teste de Tukey e os
com distribuicdo ndo-normal foram analisados por Mann-Whitney e Dunn através do
programa estatistico INSTAT (Software livre para analise estatistica). O nivel de

significancia considerado foi de 5 %.
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4.5 TESTE DE LETALIDADE DE ARTEMIA SALINA

O teste de letalidade de Artemia salina foi realizado segundo
metodologia descrita por Silva e colaboradores (2007) com pequenas alteragdes.

Os ovos de A. salina foram incubados em agua de mar artificial, a 20-30
°C. Para a eclosao dos ovos no periodo de 48 horas foi utilizada uma caixa de plastico
contendo no seu interior uma diviséria com microperfuragdes de forma que, apenas um
dos lados ficava iluminado para permitir, por fototropismo, a migragao das larvas de um
compartimento da caixa para o outro. Os extratos etandlicos das folhas e das raizes
foram solubilizados e adicionados a um baldo volumétrico de 5 mL com no maximo 3
gotas de Tween 80 e 2 mL de DMSO e o volume foi aferido com agua marinha artificial.
A solugdo de agua marinha foi empregada para as diluigbes das diferentes
concentragdes de extratos testadas. No teste, foram empregadas cinco diferentes
concentracdes dos extratos entre de 20 a 2000 ug mL™" em tubos de ensaio com 5 mL
de solugdo. A cada tubo foram adicionadas de 10 a 12 larvas de modo que os tubos
ficaram expostos a iluminagédo por 24 h. Apos este periodo procedeu-se a contagem
das larvas verificando quantas permaneceram vivas e quantas morreram. O teste foi
realizado em quadruplicata. O valor de DL50 foi calculado através de regressao linear.
Os resultados séo considerados bioativos se os valores de DLsg forem inferiores a 1000
ug mL™.

Como controle negativo foi utilizada uma solucéo idéntica a empregada
para solubilizar o extrato e como controle positivo uma solugdo de dicromato de

potassio (10 mg mL™) solubilizada da mesma forma.
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4.5.1 Composigao da Agua do Mar Atrtificial

Os constituintes da agua do mar artificial sdo: 23 g NaCl, 11 g
MgCl,.6H20, 4 g Na2S04, 1,3 g CaCl2.2H20 e 0,7 g de KCI em 1000 mL de agua
destilada (PARRA et al., 2001).

4.6 TESTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade dos extratos de remover o radical estavel 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH) foi monitorado pelo método de Amarowicz e colaboradores (2004)
com pequenas modificacdes. Este método baseia-se na remocédo do radical estavel
DPPH do meio reacional pela agdo dos antioxidantes presentes na amostra.

O grau de descoloragdo do radical DPPH foi medido
espectrofotometricamente em uma solucdo metandlica. Os extratos etandlicos das
folhas e das raizes foram dissolvidos em 4 mL de metanol de forma a obter solugdes de
concentragdes de 0,2 a 500 pg mL™. A cada amostra foram adicionados 500 pL de uma
solugéo de DPPH (0,1 mM). A mistura permaneceu no escuro a temperatura ambiente
por 30 minutos. A absorbancia das solugdes resultantes foram medidas a 517 nm em
um espectrofotdbmetro V-1200 Pré-Analise®. Uma solugdo metandlica de DPPH que
apresentou total decaimento da coloragdo roxa (2 mg de BHT dissolvido em 4 mL de
metanol com 0,5 mL da solugdo de DPPH a 0,01 mM) foi utilizada para correcéo de
"background”. A atividade de sequestro de radicais (%ASR) foi calculada como

porcentagem de descoramento do DPPH usando a seguinte equacgao:

AbsCN — AbsA .
AbsCN

% ASR = 100
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Onde: AbsCN ¢ a absorbancia da solugdo de DPPH sem adigao alguma
e a AbsA é a absorbancia de uma solugdo de DPPH com adi¢cdo de extrato em uma
determinada concentracao.

A concentragdo minima inibitéria de 50 % (CMIlsp) foi calculada através
de regresséao linear em um grafico de dispersdo da concentragdo do extrato versus a
%ASR (r* > 0,98), o teste foi realizado em triplicata e o coeficiente de variagdo maximo

aceito foi de 5 %.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.7.1 Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana Frente a Bactérias e Leveduras

As bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa), as gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e as
leveduras (Candida albicans, C. krusei e C. tropicalis) foram utilizadas nos testes com
os extratos etandlicos das folhas e das raizes de Coccoloba mollis.

Com o auxilio de uma alga de platina os microrganismos foram
inoculados em meio liquido de Mdlller Hinton para as bactérias e Sabouraud para as
leveduras. Os cultivos foram entdo incubados a 37 +2 °C por 24 h até atingir 1 x 10°
UFC mL™" quando comparados & escala de Mac Farland.

Para a avaliagcédo da atividade antimicrobiana foram utilizadas placas de
Petri com os meios Muller Hinton e Sabouraud acrescidos de 2 % de agar-agar, a estas
placas foram inoculadas com 50 pL de suspensao de células e espalhadas com alca de
Drigalski. Em cada placa foram perfurados oito pogos equidistantes e um central com
auxilio de uma ponteira plastica esterilizada e a cada um deles foi adicionado 30 uL das
amostras a serem testadas. As placas foram incubadas a 37 £2 °C e avaliadas apos 24
e 48 h.
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Como controles positivos foram utilizados os antibidticos Tetraciclina
para as bactérias gram-positivas, Penicilina para as bactérias gram-negativas e
Nistatina para as leveduras (0,05 mg em 30 pL). Foi também avaliado o efeito do

solvente DMSO (30 pL) no crescimento dos referidos microrganismos.

4.7.2 Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana Frente a Fungos Filamentosos

Os fungos fitopatogénicos Botryosphaeria rhodina, B.ribis e
Lasiodiplodia theobromae, foram cultivados em Batata Dextrose Agar (BDA) por cinco
dias a 28 +2 °C, apods este periodo foram retiradas esferas com aproximadamente 0,7
cm de didmetro e estas foram utilizadas como inéculo para os testes com as
substancias isoladas (fisciona e emodina) e os extratos das folhas e das raizes de
Cocoloba mollis.

As amostras foram solubilizadas em DMSO nas diferentes
concentragdes analisadas, 0,8 mL de cada uma destas solugcdes foram adicionadas em
17 mL de BDA e entdo o meio foi distribuido em placas de Petri, logo apés foram
inoculadas as esferas contendo hifas distribuidas homogeneamente, as placas foram
incubadas a 28 2 ° C por 5 dias. Apos este periodo o didmetro das colénias foi medido
e foi realizado o calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento. Como controles
foram utilizados os seguintes cultivos, somente em BDA (controle negativo), BDA
contendo DMSO (agao inibitéria do DMSO) e BDA contendo 0,18 % de Captan (controle
positivo).

A porcentagem de inibicao foi calculada através da seguinte formula:

Yonibicdo = % =100

onde, CC é o crescimento micelial no controle, e CE é o crescimento micelial com a
adigdo da amostra teste (QUIROGA et al., 2001).
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4.8 AVALIACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DE EXTRATOS DE COCCOLOBA MOLLIS.

O ensaio foi conduzido segundo metodologia de Ferreira e
colaboradores (2007) com pequenas modificagdes.

A solucao mae foi preparada com 1 g do extrato etandlico de folhas e
de raizes C. mollis respectivamente, 5 mL de acetato de etila, 9 gotas de Tween 80 e
completou-se para o volume para 50 mL com agua destilada em um baldo volumétrico,
obtendo-se uma solugdo a 2 % de cada extrato. A partir da solugdo mae foram feitas
diluicdes de modo que atingissem as seguintes concentragdes: 0,125 %; 0,25 %; 0,50
% e 1,00 %. Para controle do solvente foi utilizada uma solugao idéntica a utilizada para
solubilizar os extratos e a agua destilada como controle negativo.

Para realizar o teste de germinagao foram usadas sementes de Lactuca
sativa, cultivar Simpson, tratadas com Captan 75% a 2%.

Folhas de papel filtro esterilizadas, recortadas em circulos de
aproximadamente 9 cm de didmetro e colocadas em placas de Petri com didametro
semelhante. Cada circulo de papel filtro pesava em média 1,48 g, deste modo
adicionaram-se as solucdes diluidas de cada tratamento na proporcao de 2,5 vezes o
peso do papel. Apés o umedecimento do papel de filtro com os devidos extratos, as
placas foram expostas por cerca de uma hora para a volatilizacdo dos solventes
organicos. Em seguida foram colocadas 50 sementes por placa, e foram mantidas em
estufa B.O.D. (demanda bioquimica de oxigénio) a temperatura de 25 °C + 2 fotofase de
14 horas. O experimento foi conduzido em quadruplicata.

As sementes foram avaliadas diariamente no mesmo horario durante
sete dias, sendo a germinagao considerada efetiva a partir da emissao da radicula com
cerca de 2 mm.

Para cada repeticdo, foi calculado o indice de velocidade de
germinagdo (IVG), somando-se o numero de sementes germinadas a cada dia,
dividindo pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir de semeadura, conforme
Maguire (1962):
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. G, Gy
L+ L4+
N, N, Ny

VG

onde: G1, G2 e GN representam o numero de sementes normais germinadas até o
enésimo dia. N1, N2 e NN representam o numero de dias em que se avaliaram as
germinagdes G1, G2 e GN.

Para a analise dos dados foi determinado o delineamento inteiramente
casualizado, comparando-se as médias por Tukey, a 5 % de probabilidade utilizando o
software SASM-Agri (ALTHAUS; CANTERI; GIGLIOTI, 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 QUIMIOPROSPECCAO

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos avaliar a presenga de classes
quimicas presentes na espécie de interesse, ha necessidade de uma abordagem
quimica, isto €, um exame que fornegca uma avaliagdo geral da composigao quimica da
planta, indicando os grupos de metabdlitos secundarios relevantes da mesma; isto é
realizado por meio da analise fitoquimica preliminar (MATOS, 1997; SIMOES et alL,
2000).

Os ensaios realizados demonstraram a presenca de flavondides e
taninos nas folhas e raizes e antraquinonas somente nas raizes de C. mollis (Tabela 4).

As classes de metabolitos detectados s&o compativeis com as

substancias ja isoladas neste género.

Tabela 4 - Quimioprospeccao de Coccoloba mollis

RESULTADOS
FOLHA RAIZ

Classe de Metabolitos

Heterosideos Fenolicos

Siumples

Flavondides + 1
Cumarinas - -

Taninos + +
Antragquinonas - +
Saponinas - -
Glicosideos Cardiotonicos - -
Alcaloides - -
+ presenca do gnipo quinico; - auséncia do grupo guimico
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5.2 IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS CMF-1 E CMR-1

As amostras CMF-1 e CMR-1 ao serem submetidas a uma analise por
CG-EM mostraram constituir-se de uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos de
cadeias longas (Figura 25). Para a identificagdo utilizou-se a analise por CG-DIC na
qual foram injetadas as amostras e um padrdao composto por hidrocarbonetos (DRH-
004S Luft/Lust) nas mesmas condigdes. A identificagao foi realizada comparando-se os
tempos de retencdo e indices de Kovats obtidos com as amostras e o padrdo
empregado. A Figura 26 apresenta a reta obtida com os padrdes relacionando o tempo

de retencao e o tamanho das cadeias dos hidrocarbonetos respectivamente.
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Figura 25 - A — Cromatograma da amostra CMF-1; B — Cromatograma da amostra CMR-1
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A analise permitiu identificar hidrocarbonetos alifaticos de C-16 a C-31
exceto o C-17 na amostra CMF-1 e C-28 a C-34 excetuando C-30 e 31 na amostra

CMR-1.

45 -
4D -

35 4 v =2,0367x-47713
RZ = 00,9300

30 4
25 4
20 4
15 1

1I:I T T T T T T T 1
8 10 12 18 20 22 24

N* de Carbonos

4 16
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Figura 26 - Numero de carbonos x tempo de retengdo em minutos.

5.3 Identificagdo das Amostras CMF-2 E CMR-2

As amostras CMF-2 e CMR-2 ao serem analisados por CG-EM
mostraram-se como misturas de ésteres etilicos de acidos graxos, a Figura 27 traz os
cromatogramas obtidos. Para a identificagdo utilizou-se a analise por CG-EM na qual
foram injetadas as amostras e um padrdo composto por ésteres etilicos de acidos
graxos (FAAES 49454-U) nas mesmas condigdes. A identificacdo foi realizada
comparando-se os tempos de retencéo e indices de Kovats obtidos com as amostras e
o padrdao empregado. A Figura 28 mostra o grafico obtido com os padrdes relacionando
o tempo de retenc¢do e o tamanho das cadeias dos ésteres etilicos de acidos graxos.

Foram identificados os ésteres etilicos de acidos graxos de 12, 15, 18,
22, 25, 26, 27 na mostra CMF-2 e 18, 22, 24, 25 e 27 carbonos na amostra CMR-2.
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Figura 28 - Grafico relacionando o nimero de carbonos dos ésteres etilicos de acidos graxos
vs. o tempo de retencdo em minutos.
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5.4 IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS CMR-3 E CMR-4

A amostra CMR-3 foi submetida a CG-EM e o espectro obtido para o
unico pico que apresentou grande semelhanca ao espectro da fisciona (1,8-dihidroxi-3-
metil-6-metoxi-antraquinona) que consta na biblioteca NIST12 com pico do ion
molecular sendo o pico base em 284 m/z (Figura 29). A Figura 30 traz uma proposta de

fragmentacé&o para a fisciona.
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Figura 29 - Cromatograma da amostra CMR-3 (A), seguida pelo espectro de massas do unico
pico presente no cromatograma (B), que apresenta grande semelhanga com o
espectro de massas da fisciona (C) da biblioteca NIST12 (D).
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mr= 153

Figura 30 - Proposta de fragmentagao para a fisciona.

A amostra CMR-4 apresentou um unico pico quando submetida a CG-
EM, e o espectro de massas obtido para esse pico apresentou grande semelhanga com
o espectro da emodina (1,6,8-trihidroxi-3- metil-antraquinona) presente no banco de
dados NIST12 sendo o pico base e ion molecular em 270 m/z. (Figura 31). A Figura 32

apresenta uma proposta para a fragmentagdo para a emodina.
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Figura 31 - Cromatograma da amostra CMR-4 (A), seguida pelo espectro de massas do Unico
pico presente no cromatograma (B), que apresenta grande semelhanca com o espectro de
massas da emodina (C) da biblioteca NIST12 (D).
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m'z= 185

Figura 32 - Proposta de fragmentagao para a emodina.

A Tabela 5 traz os deslocamentos quimicos observados nos espectros
de ressonancia magnética realizados a fim de confirmar a identificagcdo das amostras
CMR-3 e CMR-4 [RMN de "H (Figura 33 e 34 respectivamente) e de "*C (Figura 35 e 36
respectivamente)],. O espectro de RMN "H revelou para cada antraquinona dois sinais
simples (54 12,06 e 12,19 (CMR-3); 11,96 e 12,04 (CMR-4)) referentes aos
grupamentos hidroxila quelados por ligagbes de hidrogénio e em 84 2,51 (CMR-3) e
2,38 (CMR-4), um sinal integrado para trés hidrogénios referente aos grupamentos

metila e CMR-3 apresentou um sinal referente aos 3H de uma metoxila em 64 3,95.
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Essas informacdes aliadas a analise dos espectros de RMN '®*C e comparacdo com
valores da literatura permitiram confirmar a determinacgao estrutural das amostras CMR-
3 e CMR+4.

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos observados para as amostras CMR-3 e CMR-4 de
referéncia para a fisciona e emodina respectivamente (CHU et al., 2005)

fisciona CMR.-3 emdoina CMR-4
oK ol OH il Ol ol O ile
C 1206 1661 1201 16692 1196 1646 1196 16644
Ca 6.74 106,1 6.62 107.30 6,56 1079 6,54 108.17
Cs 1619 162,48 161.4 162.14
Cy 7.32 107.8 7.21 108,47 7,11 108.8 7,10 10936
Cs 7.64 1240 7.57 12484 742 1240 7.40 12451
Cs 1480 14913 1482 148.76
Cr 7.09 1207 689 121,10 707 1204 7,10 121,23
Cg 1219 1647 1221 16481 1204 164 4 1206 166,17

Co 190,2 190,76 189.6 190 43
C1o 1816 182.11 1812 181,34
Cia 134.7 135,82 135.0 13547
Csa 113.1 114,32 1133 113.90
Coa 1102 110,34 108.7 10936
C10a 132.7 133,25 132.7 133.10

O-Me 392 55,7 395 57.09
Me 242 217 251 2244 2,38 215 2,38

b
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Figura 33 - Espectro de RMN de 'H da amostra CMR-3.
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Figura 34 - Espectro de RMN de '"H da amostra CMR-4.
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Figura 35 - Espectro de RMN de "*C da amostra CMR-3.
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As antraquinonas encontradas apresentam diversas propriedades
farmacologicas relatadas na literatura (IZHAKI, 2002; CHUKWUJEKU et al., 2006).
Entre as pesquisas realizadas destacam-se os resultados obtidos com fisciona que, em
ratos, apresentou efeitos protetores contra acidentes vasculares cerebrais (ZHANG et
al., 2005a; ZHANG et al., 2005b).

5.5 IDENTIFICACAO DA AMOSTRAS CMF-3

O cromatograma obtido por CG-EM para a amostra CMF-3 apresentou
dois picos, porém com grande predominancia do pico 1, que apresentou um espectro
de massas semelhante ao da taraxerona (13a- metil-27-norolean-14-en-3-ona (D-
Friedoolean-14-en-3-ona)), apresentando o pico base em 55 m/z e pico do ion
molecular 424 m/z , além de picos proeminentes em 204 e 200 m/z (Figura 37). A
Figura 38 traz uma proposta para a fragmentagao da taraxerona.

Na série do grupo do taraxerol (triterpeno pentaciclico) tendo como
representante a taraxerona a fragmentagao via retro-Diels-Alder conduz ao ion (m/z
300) no qual os anéis A, B e C permanecem unidos. A presencga deste ion auxilia na
identificagdo com base no espectro de massas se ele pertence a classe do taraxerol ou
a classe dos ursanos e oleananos. Os representantes das a e B-amirinas nao sao
rapidamente diferenciados por meio dos espectros de massas considerando-se que
eles exibem uma fragmentagao principal idéntica que ocorre no processo da retro-Diels-
Alder reagdo que envolve a dupla ligacdo em A'? e que os picos de massas mais
intensos representam os anéis D e E (Figura 39), (DJERASSI, 1963).

Para confirmar a identificacdo, a amostra CMF-3, foi analisada por RMN
de "H (Figura 40) e de '*C (Fi guras 41, 42 e 43), e os resultados comparados aos da

literatura estdo apresentados (Tabela 6). O espectro de RMN de "*C apresentou 30
sinais destacando a presenca de um sinal em 8¢ 217,3 referente ao carbono carbonilico
e dois sinais (EC 157,6 e 117,2) referentes aos carbonos da dupla ligagéo. O espectro

de RMN de "H apresenta oito sinais simples referentes a metilas (E'H 0,82, 0,90, 0,91,
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0,95, 1,06, 1,07, 1,08, 1,13) e um duplo dupleto em E'H 5,55 referente ao hidrogénio

ligado ao carbono 15.
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Figura 37 - Cromatograma da amostra CMF-3 (A), seguida pelo espectro de massas do pico 1
presente no cromatograma (B), que apresenta grande semelhang¢a com o espectro
de massas da taraxerona (C) da biblioteca NIST12 (D).



Figura 38 - Proposta de fragmentacao para a taraxerona
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos observados para a mostra CMF-3 e valores de
referéncia para taraxerona (AHMAD; RAHMAN, 1994).

taraxerona CMF-3
(s]o iz i¢ [
C
3 2173 213,57
4 47.6 47.52
8 389 38.82
10 376 37.68
13 37.7 37.50
14 157.6 157.60
17 37.7 37.73
20 28.8 28.79
CH
5 558 55,7
9 477 43.69
15 1172 556(ddy 11718 555dd)
13 43.8 43.78
CHa
1 384 38.34
2 341 34.13
i 20,0 19.04
7 352 35.00
11 17.5 1743
12 358 3576
16 36.7 36.66
19 40.7 40.62
21 336 33.57
22 331 33.06
CH;

23 262 112(s) 2609  113(s)
24 215 1.06(s) 2147 1.08(s)
25 148  1.06() 1479  1.07(s)
26 209 106() 2991  1.06(s)
27 256 097() 2555  095(s)
28 200  0093(s) 2989  091(s)
20 334 093(s) 3335 090(s)
30 214 083() 2133 082(s)
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Figura 40 - Espectro de RMN de 'H da amostra CMF-3
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5.6 IDENTIFICACAO DA AMOSTRA CMF-4.

A amostra CMF-4, quando submetida a CG-EM, apresentou 4 picos,
porém com grande predominancia do pico 1, o espectro de massas deste pico
apresentou grande semelhancga ao espectro de massas do malato de dietila com o pico
base em 71 m/z e um pico proeminente em 117 m/z (Figura 44), a Figura 45 traz uma

proposta de fragmentacao para esta molécula.
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Figura 44 - Cromatograma da amostra CMF-4 (A), seguida pelo espectro de massas do pico 1
presente no cromatograma (B), que apresenta grande semelhanga com o espectro
de massas do malato de dietila (C) da biblioteca NIST12 (D).
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Figura 45 - Proposta de fragmentacao para o malato de dietila.
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5.7 TOXICIDADE MATERNA DOS EXTRATOS ETANOLICOS DAS FOLHAS E DAS RAIiZES DE

COCCOLOBA MOLLIS

Dentre os parametros analisados para verificar a toxicidade do extrato

etandlico das folhas e das raizes de Coccoloba mollis sobre a performance reprodutiva

das fémeas, nao houve diferenga estatistica entre os grupos experimentais com o grupo

controle em relagcdo a ganho de peso materno corrigido, peso relativo dos 6rgaos

maternos (Tabela 7).

Os parametros relativos ao desenvolvimento intra-uterino da prole séo

apresentados na Tabela 8 e demonstraram que os extratos de Coccoloba mollis ndo

alteraram nenhum parametro analisado quando comparado ao grupo controle.
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Os resultados deste estudo indicam que os extratos etandlicos das
folhnas e das raizes de C. mollis, nas doses administradas, e periodo estudado nao
apresentaram toxicidade materna e também n&o causaram teratogenicidade na prole

das fémeas tratadas. Portanto, podemos considerar que o seu uso é seguro durante o

periodo gestacional.

Tabela 7 — Efeitos do tratamento nos parametros maternos de camundongos

Exirabe etanolico dar raizes de C. meliiz

Controle Contrele do Exbrato etandlico das folwae de C. weflis
negative veiculn 50 mg Kg Timg Kz L0 g Kg'! 5 mag Kz 75 mg Kg' 100 mag Kz
Grupo | Gnapo I rupo 5 Girapa 4 Gongpa 5 Ginapa & Geupo 7 Gnapo 8
T de Eameas 13 13 iz 11 11 11 13 11
”“.“;;3:5'* 1220=149 1747 = 1,88 19,43 =008 2203 =169 17.90£4,50 2206 =130 1998 £ 1,42 2192 =368
Gavhe de Peso = = = o, e sl =% 2o = .
ComeMdo (2) 5582043 421 2075 54T+0,72 4032083 5,10 0,58 5822115 3,790,083 4102083
Lo 'ﬂ‘";;‘ 02 | s63=145 1345=133 13,85 = 1,05 1552 =1,20 1586+132 1624 = 1,50 16,20 1,16 15,12 =1,58
Pasa doc drgdes
Coraglo (@) 01810002  OLET=0000 017T£001F  0,171£0005 D176 L0007  O1&1=0014  DIET£0,007
Pulmio (g} 05=0008 03630013 0,203 +0,008 0J03 0006  0203=0016 0200 0,08
Figada [g) 22570088 196620124 21810008 230+0053 23710103 22080106  2111+0144
Rins () O36EL0012 035520014 036340013 037440007 03610010 03750019  D3T1+0004

Walores apresemados an médiabEFA Tesre: ANOV A Tukey (p<005)

Tabela 8 — Efeitos do tratamento nos parametros relativos ao desenvolvimento intra-
uterino da prole

Comirole Comirole do Estrato etambice das folbme de . mellc Extrate etanolico das rizee de O meflic
nEgative weiculo 30 mg K Timgket LD g Bt 0 g B! TimgEg? 1#0 mg Eg™
Grupe 1 Gape 2 Gnapo 3 Goapo 4 Gnyo § Gnapo & Gampe 7 Grupe &
o de Femmeas 13 13 12 12 ] 14 13 ]
Implancagdiag 1283 =087 1048 = 0LET 1092 +0.73 11,00 +£0.50 1171038 L13T =D 23 1192 =030 1221 +0.64
'TEFI1 23, L1523 2343 =308 1503+ 548 1601 +35.44 LTED =647 L5323 =434 16.63 =491 200+ 3,55
faise L1462 2494eT04 13034588 16514580 LTE0L6S  LS524425 leggeda  oA1E3E
reabrorgio
Indice 00731 =00037T O00EL2=z000I9 O0736=000335 ODESI=0.0070 OOETS-0.0048 OOSElx0D0004 002800031 0,07 BT =0.0042
HPaceniano !
PesoFeal{g) 137003 1274003 135 40,03 136400 134 002 1,54 = 0,04 1354008 13¢&003
; T
Chopeees®  2B1=005 167005 175008 18E=007  IS2:006  276=008  RT6=0@r 00
ViR N 16852625  T4S5=R06  TESTE548  E3A544 BII0L64T  B1A9=425 B3 IRadgm  eoElAd

Funal
Valoras spracans dos e enddia=EFAL Teae: ANO VA Tukay (p=0,05) *TFFL Taxs de pards pée-implann o

5.8 TESTE DE LETALIDADE DE ARTEMIA SALINA

O teste de letalidade de Artemia salina € uma técnica rapida, simples e
de baixo custo além de precisar de uma quantidade pequena de amostra, capaz de
detectar um amplo espectro de bioatividade em extratos brutos. A toxicidade a A. salina
€ um indicativo de citotoxicidade e atividade pesticida, particularmente existindo uma

correlacao positiva entre a letalidade da A. salina e citotoxicidade frente a células 9 KB
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(carcinoma nasofaringeo humano) e outros tumores sélidos, assim como linhagem
celular P388 (leucemia de roedores in vivo) (GHISALBERTI, 2007).

O ensaio realizado permitiu estimar a DLsg para o extrato etandlico das
raizes de C. mollis em 68,5 ug mL™" (Figura 46a) e para o extrato etandlico das folhas
em 1342 yg mL™ (Figura 46b). A maior toxicidade do extrato etandlico das raizes em
comparagao com o das folhas condizem com os resultados obtidos por Tsuboy (2008)
que relata uma maior toxicidade do extrato etandlico das raizes em comparagéo com o
extrato etandlico das folhas em testes citotoxicos.
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Figura 46 - Grafico da % de Artemia salina Lench vivos vs. logaritimo da concentragédo do
extrato etandlico das raizes (A) e folhas (B) da C. mollis.
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A grande diferenga entre a letalidade dos extratos testados, ao menos
em parte, pode ser explicado pela presenca de antraquinonas no extrato das raizes,
Montoya e colaboradores (2003) encontraram resultados semelhantes em estudos com
extratos de Heterophyllae pustulata onde os extratos ricos em antraquinonas eram
significativamente mais toxicos a Artemia salina em comparagdo aos demais extratos,
outro estudo, realizado por Ayo e colaboradores (2007) determinou a DL50 da emodina
como 42,77 ug mL™".

Diversos trabalhos mostram o isolamento de antraquinonas guiado pelo
teste de letalidade de Artemia salina, entre os quais podemos citar o trabalho de Feng e
colaboradores (2005) que a partir de um extrato de Prismatomeris tetrandra que
apresentava toxicidade a Artemia salina e linhagens de células tumorais humanas
foram isolados 3 novas antraquinonas  (1-hidroxi-2,3-dimetoxi-7-metil-9,10-
anthraquinona, 1,3-dihidroxi-5,6-dimetoxi-2-metil-9,10-anthraquinona e 3-hidroxi-1,5,6-

trimetoxi-2-metil-9,10-anthraquinona) além de 5 outras antraquinonas ja conhecidas.

5.9 TESTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O DPPH é um radical organico que apresenta coloragdo roxa, com
absorbancia maxima entre 515 e 528 nm. Moléculas antioxidantes podem suprimir o
radical DPPH (doando um atomo de hidrogénio, um elétron ou via ataque radicalar)
promovendo uma visivel alteragdo na coloragcédo de roxo para amarelo (AMAROWICZ et
al., 2004; GALOTTA et al., 2008)

O extrato etandlico das folhas de C. mollis apresentou uma CMIsy de
10,11 £ 0,12 pg mL™, ja o extrato das raizes apresentaram CMls igual a 15,96 + 0,55
Mg mL"?, ambos os extratos apresentaram um grande potencial antioxidante
destacando-se o das folhas que apresentou resultados melhores que os do BHT (CMisg
= 13,23 + 0,27 pg mL™"), um antioxidante sintético amplamente utilizado como aditivo

alimentar (Tabela 9).
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Tabela 9 - Atividade antioxidante (expressa em CMI50) dos extratos de Coccoloba

mollis.

CMIs; (pg mL ™)
extrato etanodlico das folhas 10,11 =012
extrato etanolico das raizes 1596 £0.35

BHT 13.23+027

A presenga de taninos e flavonoides nas folhas e raizes da C. mollis
contribuem para o bom desempenho dos extratos etandlicos avaliados, pois esses
metabdlitos sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes (WILLIAMS et al.,
2004; MELLO; SANTOS, 2001). O maior potencial antioxidante do extrato etandlico das
folhas em relacdo ao das raizes pode ser explicado, ao menos em parte, pela presenca
das clorofilas e seus derivados que apresentam atividade antioxidante (LANFER-
MARQUEZ et al., 2005; KRAUTLES, 2008) e acdo antimutagénica destacando indicios
de que dietas ricas em clorofila e seus derivados podem ser benéficas a saude
(FERRUZZI et al., 2002). A atividade antioxidante demonstrada pelos derivados de
clorofila aparentemente ndao é relacionada a capacidade de doar hidrogénio, mas
provavelmente na protecdo do acido linoléico contra oxidagdo e/ou decomposi¢ao por
hidroperéxidos (LANFER-MARQUEZ et al., 2005).

5.10 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os extratos etandlicos das folhas e raizes de C. mollis foram
submetidos a uma avaliagdo quanto ao seu potencial antibacteriano empregando-se a
técnica de difusdo em agar, frente as bactérias gram-negativas (Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa), gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis).
O extrato etandlico das folhas apresentou atividade apenas frente a E. coli, enquanto
que o extrato das raizes nao apresentou atividade frente a esse microorganismo mas
apresentou atividade frente a todos as demais bactérias testadas (Tabela 10), o maior

potencial antibacteriano do extrato das raizes em comparagdo com o das folhas pode
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estar associado a presenga das antraquinonas que possuem efeito antibacteriano e

estao ausentes nas folhas.

Tabela 10 - Atividade antibacteriana dos extratos etandlicos de Coccoloba mollis.

Diimetro do halo de inibicdo (cm)

Amostra (mg) Escherichia coli Pji:ff;iz;};m Stap 2} ;‘ngrm Bacillus subtilis
= (ATCC 25922) * {ATCC.‘ 23853)* (ATCC 25923)** (ATCC 8276)~~
exn?c:?hg??gillég)zs 0.9 Negativo Negativo Negatrvo
extrato etanolico das .
raizes (0.210) Negativo 1.2 12 10
Tetraciclina® ({].05% 2.0 1.5 ND ND
Penicilina®** (0,05 ND ND 2.0 2.5

Diversos  microrganismos  patogénicos  comuns  apresentam
sensibilidade a emodina (AYO et al., 2007), a substancia isolada em maior quantidade
das raizes de Coccoloba mollis. Chukwujekwu e colaboradores (2006), em estudos com
emodina isolada de Cassia occidentalis, determinaram sua concentragdo minima
inibitdria como 7,8 x 10™ e 3,9 x 10° mgmL™ respectivamente frente as bactérias gram-
positivas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus e a auséncia de atividade até a
concentragdo de 5 x 10" mg mL™" frente duas bactérias gram-negativas (Klebstella
pneumoniae e Escherichia coli).

Os extratos etanolicos da folhas e raizes de C. mollis foram avaliados
quanto ao seu potencial antifungico através da técnica de difusdo em agar frente as
leveduras Candida tropicalis, C. krusei e C. albicans. O extrato das folhas apresentou
atividade frente as trés leveduras testadas enquanto que o extrato das raizes nao

apresentou atividade frente a Candida tropicalis (Tabela 11).

Tabela 11 - Atividade antifungica dos extratos etandlicos de Coccoloba mollis.

Diiimetro do halo de mibicio (cm)

Amostra (mg) ﬁ;ﬁgﬁi Candida lousei  Candida albicans
extrato etandlico das 1.0 1.1 1.1

folhas (0,189)
extrato etanolico das Negativo 1.3 1.0

raizes (0.210)

Nistatina (0.03) 2.0 Negativo 2.0
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Empregando a técnica de diluigdo em agar além dos extratos das folhas
e raizes as antraquinonas fisciona e emodina isoladas das raizes de C. mollis foram
avaliadas quanto seu potencial antifungico frente aos fitopatégenos Botryosphaeria
rhodina, B. ribis e o Lasiodiplodia theobromae. Os microrganismos testados cresceram
satisfatoriamente nos controles do meio (Controle-1), o solvente empregado, DMSO
(Controle 1), inibiu o crescimento dos trés fungos testados principalmente sobre o
Botryosphaeria ribis, o Captan (Controle lll) inibiu completamente ocrescimento do
Botryosphaeria ribis, enquanto que o Botryosphaeria rhodina e o Lasiodiplodia
theobromae apresentaram uma porcentagem de inibicdio de 60,5 e 494
respectivamente. O extrato etandlico das folhas apresentou atividade antifungica
superior ao das raizes e a substancia que apresentou a maior porcentagem de inibigao
foi a emodina sendo 43,7 para o Botryosphaeria rhodina, 30,3 para o Botryosphaeria
ribis e 31,6 para o Lasiodiplodia theobromae (Tabela 12).

Tabela 12 - Atividade antifungica dos extratos etandlicos de folhas e raizes de C. mollis
e da fisciona e da emodina.

Botrvosphaeria rhoding Botryoesphaeria ribis Lasiodiplodia theobromae
Halo de o Halo de 5 Halo de %
Amostras crescimento Inibigio crescimento Inibicio crescimento Inibicio
(cm) (cm) (cm)
Controle-I
BDA 17l 8.0 0 8.0 0 8.0 0
Controle-I 6.3 50 6.3
(BDA+DMSO 0,8 mL) ; <= 2
Controle-IIT
(BDA+Captan 0.18%) 25 60.5 0.0 100 32 49 4
Emodina =
(1me /17 mL) 3.5 437 35 30.3 43 316
Fizciona
(1mg/17 mL) 4.0 36.1 42 16.7 3.6 11.7
Extrato etanclico das folhas - "
de C. mollis (3mg / 17TmL) 3.3 43.5 4.0 21.1 4.2 332
Extrato etanolico das raizes
de C. mollis (3 mg / 17ml ) 4.1 349 43 144 6.9 0

Os triterpenos lupeol, acido betulinico, acido ursalico, e acido 2-hydroxi-
ursolico isolados de Curtisia dentata demonstraram atividade antifungica frente aos
fungos Sporothrix schenckii, Microsporum canis, Aspergillus fumigatus, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Candida guilliermondi e Candida spicata com

concentracdo minima inibitoria entre 8 a 65 ug mL™" (SHAI, et al., 2008) estes mesmos
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triterpenos foram relatados no género Coccoloba, excetuando o acido 2-hydroxi-ursolico
(DAN; DAN, 1986; COTA et al.,, 2003) sendo que a betulina isolada de Coccoloba
acrostichoides mostrou atividade frente ao fungo Fusarium oxysporum (COTA et al.,
2003) esses dados coadunam com os resultados obtidos com os extratos das folhas de
C. mollis que apresentam os triterpenos simiarenol (OLIVEIRA et al., 2008a) e
taraxerona.

Estudos recentes demonstram que diversos extratos e 6leos essenciais
de plantas além de algumas substancias isoladas destes, inibem o crescimento de
varios fungos e o uso de tais matérias no combate a fitopatdgenos tem crescido
(ACHARYA et al., 2006).

5.11 AVALIACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO

Todos os tratamentos utilizando-se dos extratos de C. mollis atingiram
germinagdo superior a germinacdo nominal das sementes empregadas (95%) no
segundo dia do experimento mostrando auséncia de atividade alelopatica dos extratos

nas concentragdes analisadas (Tabela 13).

Tabela 13 - Atividade alelopatica dos extratos etandlicos das raizes e das folhas de C.

mollis.
Controle Extrato etanclico das raizes C. mollis Exrato etanolico das folhas de C. mollis
negative  solvenmte  0125%  023% 0.5% 1% 0 125% 025% 0.5% 1%
Vi 474 46.6 46.0 46,1 469 48.5 455 455 464 453
G*“;,‘;%"“” 97.5 96.0 96.5 96.0 96.0 97,0 96,5 95.5 96.5 95,0

IVG — indice de velocidade de germinacgao
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Este resultado é contraditorio aos registrados na literatura, que indicam
atividade alelopatica a taninos que estdo presentes nos dois extratos avaliados, outro
grupo de metabdlitos comuns aos dois extratos avaliados sédo os flavondides, e entre
estes alguns também sao considerados aleloquimicos (EINHELLIG, 2003).

Um numero relativamente grande de aleloquimicos fitotoxicos é
proveniente da rota dos terpendides (DUKES; OLIVA, 2003) e o triterpeno taraxerona,
que foi isolado nas folhas de C. molis, inibe o crescimento de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill. (Solanaceae) var. Pomodoro) e capim-arroz [Echinochloa crus-galli L.
(Beauv.) (Poaceae)] (MACIAS-RUBALCAVA et al., 2007). As antraquinonas também
apresentam atividade alelopatica, inclusive a emodina, que foi isolada em quantidade
consideravel a partir das raizes de C. mollis, inibe fortemente o crescimento de alface
(IZHAKI, 2002), a planta teste empregada, que € uma planta conhecidamente sensivel
(ALVES et al., 2004).
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6 CONCLUSOES

A politica nacional de plantas medicinais inserida no decreto n 5.813, de
22 de junho de 2006 tem como objetivo: "Garantir & populacdo brasileira 0 acesso
seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional. " Desta forma o presente estudo coaduna com os objetivos do decreto supra
citado. O conhecimento de constituintes quimicos e os testes bioldgicos realizados
contribuem para a utilizagdo mais segura da espécie Coccoloba mollis que esta sendo
empregada como fitoterapico no municipio de Londrina - PR.

O isolamento de antraquinonas nesta espécie indica a sua importancia
na area de fitoterapicos uma vez que elas apresentam atividades diversas
(antineoplasica, anti-mutacdo, antibacteriana, antifungica, ativas contra o Schistosoma
mansoni, antiinflamatéria, laxante, efeito inibitério na lipoperoxidagdo e da
monoaminoxidase e como ativador da lipase). A identificacdo da fisciona € altamente
promissora considerando-se o numero elevado de pesquisas cientificas que estao
sendo realizadas com este principio ativo em que ela apresenta muitas das atividades
descritas para as antraquinonas e destacam-se os resultados obtidos em ratos em que
a fisciona apresentou efeitos protetores em acidentes vasculares cerebrais (AVC
isquémico). O numero de farmacos utilizados no tratamento desta patologia € restrito,
dessa forma, esta antraquinona e a planta C. mollis representam um novo agente
terapéutico para o AVC em que 30 % das vezes conduz a morte do paciente.

Os extratos etandlicos das folhas e das raizes demonstraram atividade
antimicrobiana destacando a atividade antibacteriana das raizes e antifungica das
folhas. As antraquinonas isoladas também apresentaram atividade antifungica com
destaque para a emodina.

Os ensaios de quimioprospecc¢ao realizados demonstraram a presenca
de flavondides e taninos nas folhas e raizes e antraquinonas somente nas raizes desta
espécie. Enquanto nos processos de isolamento, purificagdo e determinacao estrutural

realizados somente as antraquinonas foram identificadas, novos fracionamentos com
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solventes mais polares deverdo ser direcionados para a pesquisa de flavondides e
taninos.

O ensaio de atividade antioxidante (DPPH) mostrou que os extratos
etandlicos das folhas (IMC50 = 10,11 + 0,12 yg mL™) e das raizes (IMC50 = 15,96 +
0,55 ug mL™") apresentam capacidade de capturar radicais comparaveis ao BHT (IMCs
= 13,23 + 0,27 ug mL'1), um antioxidante amplamente empregado pela industria,
principalmente alimenticia e farmacéutica.

O teste de letalidade de Artemia salina apresentou resultados de
toxicidade condizentes com os resultados obtidos em testes de citoxicidade onde as
raizes se mostraram mais téxicas que folhas.

Os resultados dos testes de toxicidade materna indicam que os extratos
etandlicos das folhas e das raizes de C. mollis, nas doses administradas, e periodo
estudado nao apresentaram toxicidade materna ou nem causaram teratogenicidade na
prole das fémeas tratadas. Portanto, podemos considerar que o seu uso é seguro

durante o periodo gestacional.
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