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RESUMO

A dificuldade de acesso aos servigos de saude publica e o surgimento de novas doencas
tém incentivado o uso dos conhecimentos da medicina tradicional assim como
aumentado o interesse pelas terapias alternativas e pelo uso terapéutico de produtos
naturais, especialmente naqueles derivados de vegetais. A Angélica do mato (Guettarda
platypoda) é arbusto presente flora do estado de Pernambuco utilizado na medicina
popular como antifebrifuga, porém a validacdo de suas propriedades terapéuticas e o
estudo quimico da espéecie ainda se encontram em aberto. O objetivo do presente
trabalho foi realizar um estudo de fracionamento biomonitorado das folhas de G.
platypoda, assim avaliando a atividade bioldgica (Citotdxica, antioxidante e
antimicrobiana) de seus metabolitos secundarios majoritarios e/ou fragdes de
polaridades diferentes. A purificacdo guiada por bioatividade iniciou-se particionando o
extrato bruto metandlico das folhas de G. platypoda (EBMFG) em coluna
cromatogréfica liquida tradicional (CLT) em gel de silica com solventes de polaridade
crescente (n-hexano, n-hexano/AcOEt 1:1, AcOEt e MeOH), e apds evaporacao total do
solvente das fracbes foram avaliadas suas atividades citotoxica, antioxidante e
antimicrobiana. As fracbes ativas foram selecionadas e passaram novamente por
fracionamento em CLT até o isolamento de uma provavel molécula ativa. A prospeccao
fitoquimica foi feita atraves de cromatografia em camada delgada, utilizando as fases
moveis e reveladores especificos descritos em literatura para cada grupo de metabolitos,
detectando a presenca de flavondides, taninos, monoterpenoides, sesquiterpenoides,
diterpendides, triterpendides, esteroides, saponinas e acucares redutores. Para a
determinagdo do potencial citotdxico, foi empregada a metodologia de acordo com o
método do MTT {Brometo de [3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difeniltetrazolium]}, método
colorimétrico in vitro, baseado na formacdo de sais de formazan, testando o extrato
bruto e suas fragdes na dose de 50 mg/mL frente a duas diferentes linhagens tumorais
(HEP-2 e HT29), evidenciando inibicdo da proliferacdo celular superior a 75% nas
fracbes F2.2 e F3. A atividade antioxidante foi determinada com base na capacidade de
sequestro de radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Os resultados
demonstraram que tanto o extrato bruto das folhas de Guettarda platypoda quanto F3 e
F4 possuem alta atividade antioxidante, superando a atividade do padrdo Vitamina C. A
analise antimicrobiana foi feita inicialmente com EBMFG através da técnica pogos
difusdo em agar, substancia essa que se demonstrou ativa frente a trés das cepas gram
positivas testadas, Staphylococcus aureus AM 103, Staphylococcus aureus AM 1210 e
Staphylococcus epidermidis AM 235. Os ensaios antimicrobianos tiveram continuidade
com as fragdes do EBMFG através metodo de CMI (concentracdo minima inibitdria)
diluicdo em Agar, entretanto todas a fracbes demonstraram-se inativas, com CMI>1
mg/mL. A partir do fracionamento biomonitorado uma substancia, 1ISO-5, foi isolada da
fracdo F3 e seus espectros de Ressonancia Magnética Nuclear e Infravermelho
revelaram se tratar da feofitina a, uma porfirina, pela primeira vez relatada no género
Guettarda.

Palavras-chave: Guettarda platypoda; Fitoquimica; Fracionamento Biomonitorado;

Atividade Citotéxica; Atividade Antioxidante; Feofitina a.
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ABSTRACT

The difficulty of access to public health services and appearance of new diseases have
been encouraged the use of the traditional medicine knowledge as well increased the
interest in alternative therapies and the use of natural therapeutic products, especially
those derived from plants. Angelica do mato (Guettarda platypoda) is a bush present on
Pernambuco’s flora and it is used in popular medicine as antipyretic, but their
therapeutic properties validation and the chemical study of the species are still
unfinished.The aim of this study was to conduct a bioassay-guided fractionation study
of the leaves of G. platypoda, thus evaluating the biological activity (Cytotoxic,
antioxidant and antimicrobial) of their secondary metabolites and / or fractions of
different polarities. The bioactivity-guided purification began partitioning the crude
methanol extract of the leaves of G. platypoda (EBMFG) in a traditional liquid
chromatography column (TLC) on silica gel, using solvents of increasing polarity (n-
hexane n-hexane/AcOEt 1:1, EtOAc and MeOH), and after the solvent evaporation
completed, the fractions were evaluated by their cytotoxic, antioxidant and
antimicrobial activities. The active fractions were selected and passed again by
fractionation on TLC to the isolation of a probable active molecule. The phytochemical
screening was performed using thin layer chromatography, using specific mobile phase
and revealing described in the literature for each group of metabolites, detecting the
presence of flavonoids, tannins, monoterpenoids, sesquiterpenoids, diterpenes,
triterpenoids, steroids, saponins and reducing sugars . To determine the cytotoxic
potential the methodology according to the MTT {Bromide [3 - (4,5-dimethyl-2-
thiazole) -2,5-difeniltetrazolium]} method was applied, in vitro colorimetric method
based on the formation of formazan salts, testing the crude extract and its fractions at a
dose of 50 mg / mL against two different strains tumor (HEp-2 and HT29), showing
inhibition of cell proliferation in greater than 75% in F2.2 and F3 fractions.The
antioxidant activity was determined based on the ability of takeover free radicals of
DPPH(2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazila). The results showed that EBMFG, F4 and F5
have high antioxidant activity, overcoming the activity of the standard vitamin C. The
antimicrobial analysis was carried out initially with EBMFG by agar wells diffusion
technique, and it has been demonstrated active against three Gram positive strains,
Staphylococcus aureus AM 103, Staphylococcus aureus AM 1210 and Staphylococcus
epidermidis AM 235. Antimicrobial assays were continued with the fractions from
EBMFG using MIC (minimal inhibitory concentration) agar dilution technique,
however all the fractions proved to be inactive, with MIC> 1 mg / mL. On fractionation
bioassay-guided do isolated a substance(ISO-5) from F3 fraction and their spectra
Nuclear Magnetic Resonance (1D and 2D) and Infrared showed to be the pheophytin a,
a porphyrin, unprecedented in the Guettarda genre .

Keywords: Guettarda platypoda; Phytochemistry; bioassay-guided fractionation;
Cytotoxic Activity, Antioxidant Activity, pheophytin a.
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1. Introdug¢do

A quimica é uma ciéncia central, assumindo em muitos aspectos as caracteristicas
de uma ciéncia interdisciplinar, que fornece os meios essenciais para a correta
compreensdo de outras disciplinas cientificas (BRESLOW, 1997).

E a vida estd de fato envolvida com a quimica. Nascimento, crescimento,
reproducdo, doengas e morte dependem de transformagdes quimicas executadas pelos
metabolismos primérios e secundarios de organismos vivos. A bioquimica investiga a
quimica de produtos naturais do metabolismo priméario, que produz: aminoacidos,
proteinas, lipideos, carboidratos, &cidos nucléicos. Enquanto que a quimica de produtos
naturais do metabolismo secundério é estudada pelos quimicos organicos. Os caminhos
biossintéticos do metabolismo secundario envolvem um numero relativamente pequeno
de bioreacGes conhecidas pelos quimicos organicos (chiquimato, policetideo e
mevalonato) e os produtos desses sdo frequentemente caracteristicas de grupos
biologicos, como familia ou género. (TORSELL, 1997; DEWICK, 1998).

Durante a década de 90 houve um crescente interesse pelas terapias alternativas e
pelo uso terapéutico de produtos naturais, especialmente naqueles derivados de vegetais
(MENTZ e SCHENKEL, 1989). Este fato encontra-se associado ao crescimento do
interesse da industria farmacéutica pelo uso da biodiversidade como fonte de novos
medicamentos (CORDELL, 1995).

A grande extensao territorial do Brasil e o dificil acesso decorrente dela tém
promovido o isolamento geografico de muitas comunidades, dificultando a implantacao
servicos de saude publica, levando ao surgimento de novas doencas nessas
comunidades. Esses transtornos tém incentivado o uso dos conhecimentos da medicina
tradicional como também tem sido adicionado novos conhecimentos e usos medicinais
da flora (RODRIGUES e CARLINI, 2002).

O Brasil é o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000
(DIAS, 1996). Com esse grande namero de espécies, torna-se um forte candidato ao
descobrimento de novos farmacos com acdo terapéutica. Entretanto, no Brasil, as
plantas medicinais da flora nativa s&o consumidas com pouca ou nenhuma comprovagéo

de suas propriedades farmacoldgicas. Muitas vezes, sdo empregadas para fins



medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. E as pesquisas realizadas para
avaliacdo do uso seguro ainda sdo incipientes (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) divulgou
que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (AKERELE,
1993). Atualmente, de acordo com a OMS, a estimativa é de que cerca de 40% dos
farmacos empregados na terapéutica, sdo provenientes de fontes naturais, sendo 25% de
plantas. Este percentual aumenta ainda mais se nos restringirmos apenas aos farmacos
anticancerigenos e antibioticos (YUE-ZHONG SHU, 1998). Das 252 drogas,
consideradas basicas pela OMS, 11% sdo exclusivamente de origem natural e um
nimero significante destes sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais
(RATES, 2001).

A familia Rubiaceae esta distribuida nos principais ecossistemas brasileiros
(amazobnia, cerrado, mata atlantica). Essa familia € bem conhecida devido a importancia
econdmica e terapéutica das suas espécies, especialmente Coffea ardbica e Cinchona
ledgeriana (BOLZANI et al., 2001). Sdo inimeros os relatos da utilizacdo de plantas da
familia Rubiaceae com fins medicinais, entre as atividades encontradas estdo: atividade
antitumoral (MOURA et al., 2006), atividade alelopatica (FUGII et al., 2003),
citoxicidade (FALCAO et al, 2005, HEITZMAN, et al 2005), atividade
antiinflamatéria (FALCAO et al.,2005; LUCENA et al., 2005), atividade antiviral,
atividade imunoestimulante, atividade antioxidante, atividade hipotensiva, atividade
antimutagénica e atividade antimicrobiana (HEITZMAN, et al., 2005).

De acordo com Gazda (2004), esta familia engloba 637 géneros e aproximadamente
10.700 espécies. A maioria de seus representantes ocorre em regiGes tropical e
subtropical

Como parte de um programa de trabalho na Universidade Federal de Pernambuco
na area de fitoquimica e relevando os aspectos acima apontados junto a importancia dos
produtos naturais para a sociedade como um todo, estudamos a espécie Guettarda
platypoda D.C. (Rubiaceae). A escolha desta planta, cujo estudo quimico ainda esta em
aberto, se deve ao fato de ser a mesma utilizada na medicina popular, como febrifuga e

também utilizada durante o periodo puerperal (AGRA, 1980).



2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

Realizar um estudo biomonitorado para a investigacdo fitoquimica das folhasda
espécie Guettarda platypoda e avaliar a atividade biol6gica (microbiologica e
farmacoldgica) de seus metabdlitos secundarios majoritarios e/ou fracdes de polaridades

diferentes.

2.2.0Dbjetivos especificos

e Fracionar o extrato bruto metandlico das folhas de G. platypoda (EMBFG) com
solventes de diferentes polaridades (n-hexénico, de acetato de etila e
metandlico).

e Submeter o extrato e suas fracGes aos ensaios de citotoxicidade, antimicrobiano
e antioxidante.

e Realizar a triagem fitoquimica do EBMFG e de suas fracGes visando detectar os
principais metabolitos secundarios presentes no objeto de estudo.

e Realizar fracionamento cromatografico em silica gel, sephadex LH-20, das
fracdes ativas.

e Caracterizar as substancias bioativas puras via métodos fisicos de analise

espectrometrica.



3. Revisdo Bibliogrdfica

3.1.Produtos naturais

As plantas tem sido uma rica fonte de obtencdo de moléculas com aplicacdo na
terapéutica. O homem sempre buscou na natureza 0S suprimentos para suas
necessidades basicas retirando dela tudo que lhe era necessario a sobrevivéncia,
inclusive solucGes para combater suas enfermidades (NEWMAN et al., 2000).

Durante a antiguidade Egipcia, Grega e Romana conhecimentos empiricos sobre
plantas e seus poderes de cura foram acumulados e transmitidos principalmente pelos
arabes aos descendentes destas civilizagdes. Demonstrando assim que desde as mais
remotas civilizagfes as plantas eram utilizadas com finalidades terapéuticas. E assim
com o passar do tempo os lacos entre as plantas medicinais e o avango da ciéncia se
estreitaram, principalmente com o advento da sintese quimica, iniciando-se uma fase de
crescimento vertiginoso. Além disso, o incentivo ao resgate da sabedoria popular do uso
das plantas medicinais ofereceu um suporte cientifico para o desenvolvimento de novos
medicamentos (SILVA et al., 2004; HOSTETTMANN et al., 2003; GROVER, 2004;).

A utilizacdo de produtos naturais como matéria-prima para a producdo de
substancias com atividade biologica, especialmente os farmacos, tem sido extensamente
relatada ao longo dos anos (SIMOES et al., 1999). Desta forma, as plantas medicinais
constituem uma fonte renovavel de onde podem ser obtidos novos e eficazes
medicamentos (DI STASI, 1995).

A fitoterapia brasileira, assim como a de todo mundo, encontra-se em processo de
ampla expansdo. A utilizacdo de plantas, no Brasil, com propdsitos curativos teve sua
origem inicialmente na cultura indigena, posteriormente através dos conhecimentos
trazidos da Africa pelos negros e, finalmente, por meio dos imigrantes. Em todas as
regibes, o uso de plantas medicinais nas suas mais diversas formas, tornou-se uma
pratica comum, desenvolvida por todas as camadas da sociedade, especialmente pelas
populacdes submetidas a privacdes sociais e econdémicas (MELO, 1991).

Com isso, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ao fim da década de 1970,
criou o Programa de Medicina Tradicional, com objetivos de proteger e promover a
salde, incentivando a preservacdo da cultura popular sobre os conhecimentos da
utilizacdo de plantas medicinais (BRASIL, 2006; WHO, 2002). Neste programa, a OMS

recomenda aos estados-membros o desenvolvimento de politicas publicas para facilitar



a integragdo da medicina tradicional e da medicina complementar alternativa nos
sistemas nacionais de atencdo a salde, assim como promover o0 uso racional dessa
integracdo (BRASIL, 2006).

No Brasil, em 2006, foi criado a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos tendo como objetivo de garantir & populacéo brasileira o acesso seguro e o
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006), aprovada pelo
Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006. Neste mesmo ano, a Portaria GM/MS n° 971,
de 3 de maio de 2006, aprovou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS). Estes corroboraram,
juntamente com a Portaria Interministerial n® 2.960, de 09 de dezembro de 2008 (a qual
aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e cria o Comité
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos), para criar a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 10, de 09 de marco de 2010, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). A RDC n° 10 se propde a contribuir para a constru¢do do marco
regulatorio para producdo, distribuicdo e uso de plantas medicinais, particularmente sob
a forma de drogas vegetais, a partir da experiéncia da sociedade civil nas suas diferentes
formas de organizacdo, de modo a garantir e promover a seguranca, a eficacia e a
qualidade no acesso a esses produtos (ANVISA, 2010).

Antioxidantes naturais tem ganhado crescente interesse da populagdo por estarem
intimamente relacionados a baixas incidéncias de doencas degenerativas incluindo
cancer, doencas cardiovasculares entre outras (Oliveira et al., 2011)

Diversas substancias presentes naturalmente nos alimentos de origem vegetal
apresentam potencial para atuar como antioxidante em meio biolégico. Nas frutas, por
exemplo, os principais compostos antioxidantes sdo a vitamina C, os carotenoides e 0s
compostos fendlicos, tais como os flavonoides. (Oliveira et al., 2011)

A terapia contra o cancer provavelmente ¢é a area de maior enfoque para os estudos
com produtos naturais. Novas aplicacdes clinicas de metabdlitos secundéarios oriundos
de plantas e seus derivados tém sido direcionados para o combate ao cancer
(NEWMAN et al., 2003; BUTLER, 2004).

Desde 1955, o Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos, realiza
triagens pré-clinicas de compostos e materiais, que incluem extratos de origem natural.
Mais de 400.000 compostos foram testados para avaliar atividade anticancer, incluindo
180.000 derivados de microrganismos e 114.000 extratos vegetais. Entre 0s anos de

1990 e 1996, aproximadamente, vinte agentes anticancer, os quais incluem produtos



naturais puros ou semi-sintéticas, foram aprovados para o mercado (MUKHERJEE et
al., 2001).
De acordo com Cragg e Newman (2000), 50% das drogas em testes clinicos para

atividade anticancer foram isoladas de fonte natural ou estdo relacionadas a elas.

3.2.Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae compreende cerca de 9.000 espécies distribuidas pelo mundo,
sendo mais representada em regibes tropicais, onde ja foram registradas
aproximadamente 5.000 espécies. No Brasil ocorrem cerca de 2.000 espécies de
Rubiaceae distribuidas em 120 géneros, sendo considerada uma das principais familias
da flora brasileira (SOUZA e LORENZI, 2005).

A familia Rubiaceae foi descrita primeiramente pelo boténico francés Antoine
Laurent de Jussieu, em 1789, tem seu nome derivado do género Rubia L., do latim
rubium, relativo a tinta vermelha produzida pelas raizes de algumas plantas deste
género, utilizadas para tingir tecidos (PEREIRA, 2007).

Robbrecht (1988, 1993) publicou a descricdo morfologica desta familia,
reconhecendo quatro subfamilias, Cinchonoideae, Ixoroideae, Rubioideae e
Antirheoideae, somando 44 tribos, concluindo também que as tribos Condamineeae,
Rondeletieae e Sipaneeae, com base na morfologia, sdo consideradas muito proximas
das tribos da subfamilia Cinchonoideae. A implementacdo das técnicas moleculares
contribuiu ainda mais para a compreensao da sistematica da familia Rubiaceae. Estudos
filogenéticos baseados em dados moleculares, como os de Bremer et al. (1995, 1999),
reconheceram apenas trés subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae. Em
2006 Robbrecht e Manen reconhecem apenas duas subfamilias, Cinchonoideae e
Rubioideae, com quatro supertribos (MARGALHO et al., 2009).

A maior parte das espécies da familia Rubiaceae é propria das regides mais quentes,
principalmente dos tropicos. Mais de 95% de todas as espécies crescem nessas regides
diminuindo em direcdo ao sul (DELPRETE, 1998 apud OLIVEIRA, 2009). Para a
regido Nordeste, Barbosa et al. (1996) compilaram 66 géneros e 277 espécies presentes
na flora.

A familia é conhecida devido a importancia econémica (Coffea arabica, café) e

terapéutica de suas espécies, sendo amplamente utilizadas na medicina popular e na



fabricacdo de fitofarmacos e fitoterapicos (Uncaria tomentosa, unha de gato)
(OLIVEIRA, 2009).

3.3.Género Guettarda

O género Guettarda (Rubiaceae) compreende plantas extensamente distribuidas em
areas tropicais. Elas sdo popularmente utilizadas na América do Sul para tratamento de
ferimentos e inflamagdes. (ACHILLE et al., 2006)

O género pertencente a tribo Guettardeae, composta por cerca de 150 espécies
amplamente distribuidas em regides tropicais e neotropicais (ACHILLE et al., 2006),
dentre elas, as espécies brasileiras G. platypoda e G. angelica, encontradas nas regides
nordeste e centro-oeste e utilizadas popularmente como antifebril. (CAPASSO et
al.,1998; AGRA et al., 1985)

Algumas dessas espécies apresentam comprovadas atividades biologicas. Dentre as
quais estdo G. angelica Mart., cujas raizes sao utilizadas no tratamento de tifo, febres e
diarréia e os estudos in vitro demonstraram atividades antibacteriana frente a salmonelas
e hipoglicemiante em ratos (SOUSA et al., 1984), G. spruceana Muell. Arg. usada
como enemagoga e abortiva (QUINTANS-JUNIOR et al., 2001), G. acreana (Krause)
que apresenta atividade antiinflamatdria e antiespasmodica (CAPASSO et al., 1998) e
G. platypoda DC. usada como antifebrifuga e demonstrou atividade antiinflamatoria
(BHATTACHARYYA e ALMEIDA, 1985) e antiviral contra os virus da estomatite
vesicular e rinovirus (AQUINO et al., 1989).

3.4.Guettarda platypoda DC.

Guettarda platypoda DC. (Figura 1 — A), angélica do mato, é uma espécie arbustiva
com ampla distribuicdo no litoral brasileiro, principalmente na regido Nordeste
incluindo restingas, que sdo ecossistemas bastante ameacados pela ocupa¢do humana
(PEREIRA e BARBOSA, 2004; ZICKEL et al., 2007).

Suas folhas (Figura 1 — C) sdo verdes, simples, opostas, de textura membranacea e
possuem tricomas em ambas as faces sempre mais abundantes na face abaxial. Os

tricomas presentes caracterizam-se pela presenca de cristais tipo drusas incrustados em



suas paredes. Esse tipo de cristal esta geralmente associada a defesa da planta contra
herbivoria e ou a manutencdo de nutrientes como reserva de calcio ou oxalato.
(METCALFE e CHALK,1950; CORREA, 2007).

As flores (Figura 1 — B) sdo hermafroditas, actinomorfas, pentdmeras, com sépalas
fundidas, esverdeadas e persistentes no fruto, fase em que adquirem coloragéo
levemente avermelhada; as pétalas sdo fundidas, de cor creme, formando um tubo ereto
e hipocrateriforme. (NOVO, 2010)

Essa espécie apresenta frutos drupdides (Figura 1 — D), epicarpo verde-claro
quando imaturo e branco-amarelado, quando maduro. A superficie externa do fruto
varia de lisa ou com algumas depressdes. Mesocarpo carnoso, formando uma polpa
suculenta, esbranquicado, macio, sabor adocicado e com odor devido a presenca de fla-
vonoides (CORREA, 2007).

Figura 01: A: Guettarda platypoda; B: Flor; C: Folha; D: Fruto.

As sementes de G. platypoda sdo envolvidas totalmente pelo endocarpo lenhoso,
juntos sdo denominados de pirénio, com apenas um pirénio por fruto. O tegumento é
rigido, lenhoso, dificultando sua abertura para observagdo do embrido. Internamente, foi
possivel observar dois léculos curvos. Externamente aos léculos observa-se uma massa
gelatinosa e macia. Os l6culos sdo muito proximos, curvos e muitas vezes distribuidos
de forma aleatoria, (BARROSO et al. 1999; LIMA et al, 2010)



3.5. Porfirinas e Feofitina a

As porfirinas constituem uma classe muito importante de moléculas que estdo
presentes em muitos sistemas bioldgicos, como por exemplo, nos citocromos e
hemoglobinas, os quais sdo responsaveis pela transferéncia de elétrons na cadeia
respiratéria e pelo transporte de oxigénio na corrente sanguinea, respectivamente
(LEHNINGER et al., 2005).

As porfirinas e seus derivados compreendem um grande grupo de diversas
entidades quimicas que sdo constituidas essencialmente de quatro anéis pirrélicos
ligados entre si por uma ponte metinica, formando um grande macrociclo. As diferencas
estruturais na série de porfirinas decorrem do grau de insaturagdo dos anéis, na
composicao das cadeias laterais anexadas aos aneis pirrolicos e nas posicOes axiais do
macrociclo (STERNBERG et al., 1998).

Moléculas de porfirinas podem formar complexos com ions metalicos por
coordenacdo através dos quatro atomos de nitrogénio pirrolicos, no entanto, muitas
existem naturalmente sob a forma desmetalada. Estes compostos possuem uma alta
hidrofobicidade, sobretudo na forma desmetalada (STERNBERG et al, 1998).

Dentro da classificacdo dos derivados porfirinicos, a clorofila pertence a classe das
clorinas. A clorofila a € uma clorina metalada com um ion (Mg2+) e que contém uma
cadeia fitilica (por alusdo ao alcool fitol) anexa ao anel porfirinico (IV). A presenca
desta cadeia longa e apolar confere uma alta hidrofobicidade a molécula. A clorofila a,
bem como os seus derivados que contém a cadeia fitilica s@o insoldveis em meio
aquoso. A desmetalacdo da clorofila a origina a feofitina a (Figura 2) onde o ion
metélico (Mg2+) é substituido por dois atomos de hidrogénio. A obtencdo deste
derivado se d& através da reacdo de hidrdlise acida (SOARES, 2006).

Da clorofila a também se originam biossinteticamente as demais, sendo este

fendmeno conhecido como feofitinizacdo (STREIT et al., 2005).
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Figura 02: Reacdo de desmetalacdo da clorofila a a feofitina a. (FILHO, 2011)
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4. Material e Métodos

4.1.Coleta e Identificacéo.

O material boténico (folhas de Guettarda platypoda) foi coletado no municipio de
Itamaraca, Pernambuco a cerca de 50 km do Recife. Apds coleta, exemplares
dessecados da planta foram depositados no Herbario do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) e identificados sob o nimero 86565.

4.2.Secagem e Trituragéo.

O material vegetal (folhas) foi seco em estufa a 48 °c por 48 horas, triturado em

moinho de facas e pesado.

4.3.Extracao.

A extracdo de componentes foi feita através de maceracdo por sete dias, usando
metanol (10%). A solucdo obtida entdo foi concentrada a pressdo reduzida em

evaporador rotativo ate retirada total do solvente.

4.4 Perfil fitoquimico

A prospeccao fitoquimica do EBMFG e de suas fracGes foi feita através de
cromatografia em camada delgada, utilizando as fases mdveis e reveladores especificos
descritos na literatura para cada grupo de metabdlitos (Tabela 01) e como fase
estacionaria placas de Gel Silica (ALUGRAM® SIL G/UV254, Ref: 818133).

Para a identificacdo de Saponosideos foi utilizado o teste de afrogenicidade. O teste
consistiu na diluicdo em tubos de ensaio com agua destilada do extrato bruto, agitacdo
manual por aproximadamente trinta segundos e em seguida observada a consisténcia e a
persisténcia da espuma produzida. O critério usado para avaliar a presenca de

saponosideos foi a formacgdo de uma espuma abundante e persistente por mais de 2h.
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Tabela 01. Fases mdveis e reagentes diversos consoantes ao grupo de metabdlitos a ser investigado

METABOLITOS
Alcaloides

Monoterpenoides e
Sesquiterpendides
Diterpenoides
Triterpendides e Esterdides
Iridéides

Acucares

Glicosideos cardiacos
Cumarinas

Derivados cinamicos
Flavondides
Proantocianidinas condensadas e

Leucoantocianidinas
Taninos hidrolizaveis

FASE MOVEL
AcOEt-AF-AcOH-H20
(100:11:11:26)
Benzeno-AcOEt

(97:03)

Benzeno-AcOEt

(93:07)
AcOEt-AF-AcOH-H20
(100:0,5:0,5:0,5)
AcOEt-AF-AcOH-H20
(100:11:11:26)
n-BuOH-Me2CO-TPPO4
(40:50:10)
AcOEt-MeOH-H20 (100:13,5:10)
Et20-Tolueno-AcOH 10%
(50:50:50)
AcOEt-AF-AcOH-H20
(100:11:11:26)
AcOEt-AF-AcOH-H20
(100:11:11:26)
AcOEt-AF-AcOH-H20
(100:11:11:26)
n-BuOH-Me2CO-TPPO4
(40:50:10)

REVELADOR
Dragendorff

Vanilina sulfurica
Vanilina sulfurica
Lieberman/ Burchard
Vanilina sulfurica

Cloreto de trifeniltetrazélio

Kedde
u.v.

NEU
NEU
Vanilina cloridrica

Difenilboriloxietilamina
Alumem de ferro

REFERENCIA
WAGNER, 1996

WAGNER, 1996
WAGNER, 1996
HARBONE, 1998
SA BARRETO, 2005
METZ, 1961

WAGNER, 1996
WAGNER, 1996

XAVIER, 1988
XAVIER, 1988
ROBERTSON, 1957

XAVIER, 2002
STIASNY, 1912

Legenda: AcOEt-AF-AcOH-H20 = Acetato de etila/Acido formico/ Acido acético/Agua; Benzeno-AcOEt = Benzeno/ Acetato de etila; n-
BuOH-Me2CO-TPPO4 = n-Butanol/Acetona/Tampdo fosfato, pH 5,0; AcOEt-MeOH-H20 = Acetato de etila/Metanol/Agua; Et20-Tolueno-
AcOH = Etéxi etano/Tolueno/Acido acético; NEU = solucdo de 1% difenilboriloxietilamina



4.5.Fracionamento biomonitorado

O Fracionamento Biomonitorado consiste na obtencdo de fragbes, as quais s&o
monitoradas através de ensaio de atividade farmacoldgica com o objetivo detectar quais
delas apresentam compostos bioativos (HOUGTHON, 2000).

O extrato bruto metandlico das folhas de G. platypoda foi submetida a
fracionamento em coluna cromatografica liquida tradicional com solventes de
polaridade crescente (n-hexano, n-hexano/AcOEt 1:1, AcOEt e MeOH), em seguida as
fragdes foram concentradas a pressdo reduzida em evaporador rotativo e submetidas a
avaliacdo das atividades citotoxica e antioxidante. As fracdes com atividade foram

selecionadas e foram submetidas novamente ao fracionamento em silica gel.

PURIFICACAO GUIADA POR BIOATIVIDADE

EXTRATO FRACIONAMENTO (POLARIDADE)
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Figura 03: Fluxograma da Purificagdo guiada por bioatividade.
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4.6.1dentificacdo das substancias.

As substéncias isoladas foram analisadas através de métodos espectrométricos
[Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 1H e 13C) em uma e duas dimens@es; Espectro
de Infravermelho (1V)].

4.7 . Testes de atividade citotoxica

Os testes de atividade citotoxica foram realizados in vitro através do método do
MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium), este método é uma
analise colorimétrica baseada na conversao do sal MTT em azul de formazan, a partir de
enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. Ou seja, a
solugdo amarela de MTT é reduzida pela atividade mitocondrial nas ceélulas
metabolicamente ativas em um cristal roxo, sendo um método rapido, sensivel e barato.

As linhagens de células utilizadas foram, HEP-2 (Human Epidermoide Cancer
Cells) e HT29 (Carcinoma de Colon), avaliando o EBMFG e suas fracGes e as linhagens
MCF-7 e HL-60 (leucemias) para o composto isolado, todos na concentragdo de 50
pg/mL. E, por intermedio da leitura dptica em leitor automatico de placas a 595 nm, foi
determinada a inibicdo da proliferacdo celular através da comparacdo da densidade

Optica (DO) média dos pocgos testes e dos pocos controles.

4.8.Determinacdo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada com base na capacidade de seqiestro de
radicais livres, semelhante ao descrito por Hegazi et al., (2002), utilizando o DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila) na concentracdo de 60 upmol.L™. Solugdes em
concentraces de 1; 5; 10; 50; 100 e 1000 pg/mL foram preparadas pela dissolucédo das
amostras em metanol, e 1,0 mL de cada solucdo foi misturada a outra solucdo
metandlica de DPPH (1,0 mL), na concentracéo de 60 pmol.L™. Apés 30 minutos foram
realizadas medidas da absorbancia em espectrofotbmetro UV-VIS a 520 nm. A
percentagem de inibicdo foi obtida por comparagdo da absor¢do da solugdo contendo

amostra, em relacdo a uma solugdo controle de DPPH sem amostra. O célculo da
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atividade antioxidante foi feito utilizando o programa GraphPad Prism 4 for Windows e
no célculo da C150 a equacgdo dose-resposta sigmoidal.

e Percentagem de Inibi¢do = (1-Abs. Da amostra/ Abs. Do DPPH) x 100

O teste foi realizado em triplicata, utilizando como padrdes positivos o Trolox e a

vitamina C.

4.9. Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

4.9.1. Determinacdo do halo de inibi¢éo por técnica de pocos

Esta técnica foi utilizada preliminarmente para avaliar se 0 extrato bruto metanolico
de folhas de G. platypoda possuia alguma atividade antimicrobiana e para selecionar
quais microorganismos (Tabela 2) seriam testadas frente as fracbes do EBMFG por

técnica de Concentracdo minima inibitoria (CMI).

Tabela 02: Microorganismos utilizados no teste de atividade antimicrobiana por técnica

de pocos.

Microorganismo Gram Codigo
Staphylococcus aureus G+ AM103
Staphylococcus aureus G+ AM 1272
Staphylococcus aureus G+ AM 1210

Staphylococcus epidermidis G+ AM235

Bacillus subitilis G+ AM 04

Enterococcus faecalis G+ AM 1056
Staphylococcus saprophyticus G+ AM 245
Pseuddmonas aeruginosa G- AM 206

Escherichia coli G- AM 1050

Klebsiella pneumoniae G- AM 410
Salmonella G- AM 1046

Shigella flexneri G- AM 992

Candida albicans AM1140

Candida Krusei AM 1168

Candida tropicalis AM 1181
Legenda: AM - Colecdo do Laboratério de Analises Microbiologicas —

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE.
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4.9.1.1. Preparacao dos inoculos

As culturas bacterianas inoculadas em &gar Muller-Hinton ap6s 24 horas de
incubacdo a 37 °C + 1 °C foram suspendidas em 5 ml solugdo fisioldgica estéril e
comparadas as turvaces do tubo 0,5 da escala McFarland (10 UFC.mlI™) (NCCLS,
2003).

4.9.1.2. Técnica de Pocos

O semeio dos indculos foi realizado com swab de algoddo estéril na superficie de
placas de Petri contendo 20 ml de &gar Muller-Hinton, procedendo subseqlientemente a
perfuragdo asseptica dos pogos (perfurador de 6 mm de didmetro) e aplicando as amostras
(testes, controle e padrdo) com pipeta automatica na razdo de 100 pL por pogo. As amostras
teste do screening de atividade antimicrobiana foram extrato metandlico das folhas da
Guettarda platypoda, nas concentragdes de 50 mg.mL e 100 mg.mL™, diluidos em solugéo
de DMSO 20%. No ensaio, 0 antibiético Padréo foi a tetraciclina (300 pug. mL™) e a amostra

controle do diluente foi DMSO 50%, como demonstrado na Figura 4.

Tetraciclina
300 pg/mL

Extrato metandlico
Folha G. platypoda
50 mg/mL

Extrato metanolico
Folha G. platypoda
100 mg/mL

Figura 04: Disposicao das amostras na placa de petri durante o ensaio de pocos.
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4.9.2. Determinacao da concentragdo minima inibitéria (CMI)

A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo, seguindo as recomendagOes estabelecidas pela Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010), com algumas modifica¢es. Os ensaios
foram realizados em microplacas estéreis de 96 orificios com fundo em forma de “U”,
com adicdo da resazurina para revelar o crescimento bacteriano. A dilui¢cdo das drogas
foi realizada primariamente em tubos a fim de obter a concentracdo adequada para
iniciar a diluicdo na microplaca, de acordo com as especificac6es da Figura 05.

Inicialmente as solugdes estoque dos extratos foram esterilizadas por filtracéo
através de membranas de porosidade de 0,22 um milipore ®, em seguida um volume de
180 uL foi inoculado nos orificios de A e B, para o padrdo e de C a H para as amostras,
todos da coluna 1. Os demais orificios foram preenchidos inicialmente apenas com 100
uL de caldo Mueller-Hinton.

Logo apds, foi realizada transferéncia de 90uL do contetido dos orificios da coluna
1 para a 2 e assim sucessivamente até a 12(padréo) e 8(amostras), sendo desprezados 0s
altimos 90 uL, obtendo-se assim concentragdes decrescentes dos extratos (1000 pug/mL,
500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,625 pug/mL, 7,81
ug/mL e 3,9 ug/mL) ¢ do padrao (64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL,
2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,125 pg/mL, 0,0625 pug/mL e 0,03125
pg/mL) (Figura 5).

Apos a diluicdo dos extratos, foi acrescido em todos os orificios, exceto nos
controles das amostras, diluentes e do meio, um volume de 10 pL dos indculos
microbianos padronizados, obtendo-se por orificio, uma concentracdo final de 10*
UFC/mL. As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24

horas.
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Figura 05: Descricdo da distribuicdo das drogas na microplaca de 96 pocos durante
analise antimicrobiana por determinacdo da CMI.
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5. Resultados e discussao

5.1.Estudo Fitoquimico

A prospeccéo fitoquimica foi feita baseada na metodologia anteriormente descrita,
realizada tanto no extrato bruto das folhas de Guettarda platypoda, quanto em suas
principais fragdes (Tabela 03).

Flavonoides (Figura 06), Taninos (Figura 07), monoterpendides, sesquiterpendides e
diterpendides, triterpenoides (Figura 09 - D), esterdides, saponinas e acUcares redutores
(Figura 09 - C) foram observados no EBMFG. Os demais metabdlitos, como
leucoantocianidinas (Figura 07), alcaldides e derivados antracénicos ndo foram detectados
nos ensaios realizados.

Foi constatada via teste de afrogenicidade a presenca de abundante de espuma, no
EBMFG e em F4, que perdurou por mais de 24h, tambem constatado por Corréa (2007).
Vaérios autores relatam, na raiz, a presenca de diversas saponinas triterpénicas derivados
do é&cido quindvico (AQUINO et al, 1988a, 1989a; ALMEIDA, 1982;
BHATTACHARYYA; ALMEIDA, 1985; FERRARI et al., 1986; MELO et al., 2008).
Triterpenos, esteroides, evidenciados nas folhas por Corréa (2007), também estdo
presentes nas raizes (PINA, 2011).

Em contrapartida nos nossos testes foi constatada a presenca de acido clorogénico
no extrato metanolico das folhas de Guettarda platypoda, diferente do evidenciado por
Corréa (2007) (Figura 09).

Assim como nas raizes (PINA, 2011) também foi constatada a presenca de agucares
nas folhas de G. platypoda, detectando sacarose em grande concentracdo na fracdo F4
(Figura 10). Proantocianidinas foram identificados no extrato etandlico das raizes
(ALMEIDA, 1982) e metandlico das folhas (CORREA, 2007), assim como por nos ,
Confirmado pela presenca da coloracdo avermelhada e alta polaridade, como observado
na Figura 10. Assim como em Corréa (2007) também ndo notamos a presenca de
alcaloides, mas Ferrari et al. (1986) localizou no extrato metandlico da raiz a presenca
do alcaloide  5Sa-carboxistrictosidina  (precurssor  dos alcaldides  inddlicos

monoterpendides), sendo também relatado por Melo et al. (2008).
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Tabela 03: Avaliacdo Fitoquimica do EBMFG e de suas fracdes.

Grupo de Metabdlitos EBM Fracéo Fracéo n- Fracdo Fracgdo
Secundarios FG N- hexano/AcOEt AcOEt Metanolica
Hexanica (1:2) (F3) (F4)
(F1) (F2)
Taninos + - - - +
Alcalbides - - - - -
Acucares Redutores + - + + +
Derivados - - - - -

Antracénicos

Flavondides + - - + +
Triterpenos + + + + +
Saponinas + - - - +

Mono/Sesc/Diterpeno

+ + + - -

Legenda: (+) confirmada a presencga; (-) confirmada a auséncia,;

Figura 06: Cromatograma  Figura 07: Cromatograma  Figura 08: Cromatograma -

Al

NEU/UV (360nm) vanilina cloridrica/VIS 1- NEU/UV/Eluente n-BuOH-
EBMFG evidenciando a EBMFG Me,CO-TPPO, (40:50:10)
presenca de flavonoides (proantocianidinas); (360nm) 1- EBMFG; 2-

através da coloracédo 2 — Padrédo de Iridéides; ~ Padréo Acido Clorogénico.
alaranjada e amarelada. 3 — Padrao de

Leucoantocianidinas.
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F1 F2.1 F2.2 F3

— R

SA F1 F21 F2.2 F3 F4
AGUCAR F1 F2.1 F2.2 F3 F4 B-Sit

Figura 09: Cromatogramas (A) NEU/UV (360nm) Evidenciada a presenca de
flavonoides através da coloracdo alaranjada e amarelada nas fracdes F3 e F4.; (B)
vanilina cloridrica/VIS Evidenciada a presenca de taninos condensados pela coloracdo
avermelhada e alta polaridade em F4.; (C) timol/VIS Evidenciada a presenca de
acucares pela coloracdo avermelhada e baixa polaridade em F2, F3 e F4. Além de
confirmar a presenca de sacarose (SA) em F4; (D) Lieberman/ UV (360nm),
Evidenciada a presenca de terpenos em todas as fracoes.

5.2.Fracionamento Biomonitorado

A partir do fracionamento cromatografico do EBMFG foram obtidas quatro
fracdes: n-hexano (F1); n-hexano/AcOEt [1:1] (F2); AcOEt (F3); MeOH (F4).

Apos a retirada dos solventes das fracdes as mesmas se apresentavam como: (F1)
coloide amarelo claro; (F2) solido amorfo verde escuro; (F3) solido amorfo verde
escuro; (F4) coloide vermelho ferrugem.

As fracdes supracitadas foram avaliadas quanto a sua atividade bioldgica e a fracéo
F3, que obtive os melhores resultados, foi novamente submetida a fracionamento, como

o disposto na Figura 10.
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Figura 10: Fluxograma do fracionamento biomonitorado do EBMFG.

Além disso, o primeiro fracionamento demonstrou que o EBMFG ¢
predominantemente polar, pois a massa da fracdo metanolica (F4) representou 56,3% da

massa total do extrato (Tabela 04).

Tabela 04: Rendimento do fracionamento de 8,027 g do EBMFG em gel de silica a

VAcuo.
Peso seco (g) Rendimento (%)
Fracdo metanolica (F4) 4,498 56,3
Fracdo acetato de etila (F3) 0,153 1,9
Fracdo n-hexano/acetato de etila (1:1) (F2) 0,55 6,8
Fracdo n-hexano (F1) 0,125 1,5
Total 5,326 66,35

O fracionamento da fracdo de acetato de etila (F3) levou ao isolamento uma
substancias, 1SO-5 (Figura 11), em quantidade e pureza suficiente para analises em C3

e H! RMN.
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Figura 11: Cromatograma - Vanilina perclérica/VIS, 1ISO 4, ISO 5 e ISO 6
respectivamente, obtido na fracdo de acetato de etila.

5.3.Testes de atividade citotéxica

Analise da citotoxicidade pelo método de MTT, que foi descrita pela primeira vez
por Mosman (1983), analisa a viabilidade e do estado metabdlico da célula. E um ensaio
rapido, sensivel e de baixo custo e por isso € utilizada no programa de rastreio do
National Cancer Institute dos EUA (NCI), que testa mais do que 10.000 amostras por
ano (SKEHAN, 1990).

De acordo com Fouche et al, (2008) pode-se afirmar que ha atividade citotdxica em
extratos testados em dose Unica de no maximo 100 ug/ml que inibem a proliferacdo de
duas ou mais linhagens celulares em pelo menos 75%. A partir desses resultados
podemos afirmar que as fracGes F2.2 e F3 apresentam atividade citotoxica (Tabela 05).

A presenca de terpenoides nas duas fracOes ativas pode ser a provavel causa da
acdo citotoxica. Esses metabolitos sdo conhecidos por sua atividade antitumoral, tendo
como principal representante da categoria o paclitaxel, considerado o antitumoral mais
promissor entre 1980 e 2000 (SIMOES, 1999).

Tabela 05: Atividade citotoxica do EBMFG e suas fracoes

Amostras HEP-2 HT29

% de inibicdo  erro % de inibicdo Erro
Fracdo metanolica (F4) 25,2 1,1 31,3 4.8
Fracdo acetato de etila (F3) 92,8 0,3 77,8 35
F2.1 80,5 11 38,4 5,4
F2.2 99,7 0,1 86,7 3,2
Fracdo n-hexano (F1) 40,3 3,2 35,5 8,1
EBMGP 40,7 3,3 53,8 0,6
Amostra MCF-7 HL-60

% de inibic&o % de inibic&do
ISO-5 25,49 26,79

Legenda: F2.1 e F2.2 subfragdes da Fragdo n-hexano/acetato de etila (1:1) (F2)
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5.4.Atividade antioxidante

Nesse teste foram analisados o Extrato bruto metandlico das folhas de Guettarda
platypoda, suas fracGes primarias e as substancias isoladas da fracdo mais ativa (F3). Os
resultados demonstraram que tanto o0 EBMFG quanto F3 e F4 possuem alta atividade
antioxidante, possuindo mais de 99% de inibicdo dos radicais livres na concentracéo de
0,1 mg/ mL, com ICs0 (Concentracdo que inibe 50% dos radicais livres) inferiores ao
padréo Vitamina C que possui alta atividade antioxidante (MENSOR et al., 2001). Esse
fato se deve provavelmente pela presenca de flavonoides (ALMEIDA, 2011) em F3 e
flavonoides, taninos e acucares redutores em F4 e no EBMFG, compostos ja conhecidos
por terem atividade antioxidante (SIMOES, 1999).

Em seus estudos Endo (1984, 1985) relatou que as clorofilas e as feofitinas
possuem atividade pro-oxidantes, quando expostas a luz, entretanto quando estdo sob o
abrigo da luz tornam-se antioxidante. Sendo nosso experimente realizado sob o abriga

da luz, como esperado, ISO- 5 (Feofitina a) apresentou atividade antioxidante.



Tabela 06: Atividade antioxidante do EBMFG e suas fragoes.
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Amostra/conc.  0,00lmg/mL  0,005mg/mL  0,01mg/mL 0,05mg/mL 0,1mg/mL 1mg/mL ICs0(mg/mL)
EBMFG 9,2% 36,5% 70,1% 89,9% 99,3% 99,4% 7,02.10°+2,8.10°
F1 - - - - - - -

F2 - - - - - - -

F3 7,5% 50% 86,2% 93,3% 99,5% 99,6% 5,58.10°+7,0.10
F4 1,2% 29% 64% 82,5% 99,0% 99,1% 8.10°+1,1.10°
ISO -5 0% 5,48% 8,86% 37,4% 44,8% 48,2% 77,9.10°+2,2.10°
Padrdo/Conc.  0,00lmg/mL  0,002mg/mL  0,004mg/mL  0,005mg/mL  0,1mg/mL 1mg/mL ICs0(mg/mL)
Trolox 24,5% 41% 51,8% 86,5% 99,8% 99,9% 2,6.10°+2,3.10™
Padrédo/Conc. 0,0025mg/mL  0,005mg/mL  0,0125mg/mL  0,025mg/mL  0,0375mg/mL 0,050mg/mL 1Cso(mg/mL)
Vitamina C 36% 42,6% 53,9% 91,2% 95,9% 97% 8,14.10°+5,9.10"

Legenda: (EBMFG) Extrato bruto metandlico das folhas de G. platypoda; (F4) Fracdo metandlica; (F3) Fracdo acetato de etila; (F2) N-
hexano/AcOEt (1:1); (F1) Fracdo n-hexano; (ISO-4) composto isolado de F3.



5.5.Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

5.5.1. Determinacdo do halo de inibicéo por técnica de pocos

Como anteriormente citado, o ensaio por técnica de pocos foi feito como selegédo de

cepas para posterior analise via CMI tanto do EBMFG quanto de suas fraces. Os

resultados foram avaliado conforme os pardmetros de Alves (2000) que classifica o

potencial antimicrobiano, sendo halos de inibicdo: < 9 mm, inativo; 9 a 12 mm,

parcialmente ativo; de 13 a 18 mm, ativo; > 18 mm, muito ativo).

Como é possivel verificar no gréfico da Figura 12, o extrato bruto metandélico de G.

platypoda foi ativo para trés cepas: Staphylococcus aureus AM 103, Staphylococcus

aureus AM 1210 e Staphylococcus epidermidis AM 235, todos com halos de inibicdo

igual ou superior a 13 mm em pelo menos uma das doses. (Figuras 13, 14 e 15)

Em relacdo a essa metodologia 0 EBMFG demonstrou-se superior ao extrato bruto

metanolico das raizes de G. platypoda (PINA, 2011), o qual ndo demonstrou-se ativo

frente a nenhuma das cepas.
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Figura 12: Halos de inibicdo do ensaio antimicrobiano por técnica de pogos em

milimetros.
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Controle
DMSO

EBM G. platypoda EBM G.platypoda
10 mg/mL S mg/mL

AM 1210 Rodrigues,G.C.R. (2012)

EBM G. platypoda EBM G.platypoda
10 mg/mL S mg/mL
S. epidermidis
AM 235 odrigues,G.C.R. (2012)

Figura 14: Ensaio antimicrobiano por técnica de pocos frente a S. epidermidis AM 235.
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AM 103 Rodrigues,G.C.R. (2012)

Figura 15: Ensaio antimicrobiano por técnica de pocos frente a S. aureus AM 103.

5.5.2. Determinacdo da Concentracao Minima Inibitéria (CMI)

Como referido nas metodologias 0os microorganismos utilizados foram aqueles no
qual o EBM de Guettarda platypoda gerou halos de inibi¢do igual ou maior a 13 mm,
excetuando-se o Bacillus subitilis.

Como disposto na Tabela 07, nenhuma das amostras utilizadas apresentou CMI

menor que 1000 pg/mL, sendo entdo consideradas pouco, ou ndo, ativas.

Tabela 07: Resultado do Ensaio de Concentracdo minima Inibitéria (CMI) em pg/mL

Amostras AM-103 AM-1210 AM-04B. AM-235S.
S.aureus S.aureus subitilios  epidermides

Fracdo metandlica (F4) >1000 >1000 >1000 >1000
Fracdo acetato de etila (F3) | >1000 >1000 >1000 >1000
Subfracdo F2.1 >1000 >1000 >1000 >1000
Subfracdo F2.2 >1000 >1000 >1000 >1000
Fracdo n-hexano (F1) >1000 >1000 >1000 >1000
Extrato bruto metandlico >1000 >1000 >1000 >1000
Padrdo (tetraciclina) 0,5 >64 0,25 0,5
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5.6.Determinacéo da estrutura molecular de 1SO 5.

Com o objetivo de deduzir a estrutura quimicas da substancia isoladas 1SO 5,
realizamos estudos de ressonancia magnética nuclear (*H e °C) e de infravermelho.

ISO 5 apresentou-se como um solido amorfo verde escuro. O espectro de 1V
(Figura 18) da substancia mostrou uma banda caracteristica de estiramento de C-H
alifatico em 2926 cm-1 e uma banda sugestiva de estiramento C-H de grupo metoxilico
em 2847 cm™. Em 3434 cm™ observou-se a presenca de uma banda, a qual propds se
tratar de deformacdo axial de N-H de aminas ou de O-H. Em 1613 cm™ uma banda
condizente com a absorcao de ligacdo dupla em sistemas conjugados, levaram a sugerir
que a molécula em andlise pode conter um nucleo porfirinico. AbsorcGes em 1738 e
1698 cm™ condizentes com a deformacéo axial de grupo carbonilico ndo conjugado e
conjugado, respectivamente sugerem a presenca desses grupos em ISO 5
(SILVERSTEIN et al., 2005; FILHO, 2011).

Relativo & RMN *H e '*C, além dos métodos unidimensionais, utilizou-se
também experiéncias 2D: homonuclear *H - *H-COSY e heteronucleares *H —*C -
"Jew [n=1, HSQC; n= 2 e 3, HMBC).

O espectro de RMN *H (Figura 19) de ISO 5 e suas expansdes (Figuras 20 e 21.)
exibiram absor¢6es que corroboram para que 1ISO 5 seja uma substancia com nucleo
porfirinico.

O espectro de RMN *H (500 MHz) (Figura 19) apresentou sinais, singletos,
caracteristicos para prétons de carbonos metinicos que unem aneéis pirrolicos de um
derivado porfirinico (6 9,56; 6 9,35 e 6 8,56), correspondendo aos prétons H-10; H-5 e
H-20, respectivamente. Observam-se também quatro metilas que aparecem como
substituintes nos anés pirrolicos da porfirina com & = 3,69 (Me-12%); & = 3.40 (Me-2%); &
=3.21 (Me-7%) e 5 = 1,82 (Me-18") referentes as metilas dos anéis do nicleo porfirinico
(Tabela 08) (MATSUO et al., 1996).

De acordo com Schwikkard et al.,(1998) a feofitina b possui em C-7* um grupo
aldeido (Figura 17), diferindo do nosso composto por conta do sinal em & 3,21,
fortalecendo a proposta de que ISO 5 se trata da Feofitina a.

Outros dados que corroboram para existéncia do ndcleo porfirinico sdo: Um
tripleto em & 1,69 com J=7,5 Hz supostos hidrogénios do grupo CH3, da posicdo C- 8%
Um singleto largo em & 3,90 (H-13%) com integracdo para trés hidrogénios,

caracteristico de grupo metoxila, fortalecendo a sugestdo dada pelo IV; E outro singleto
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em & = 6,27 (H- 13?) condizente com hidrogénio ligado a anel porfirinico. (Figura 19-
21) (MATSUO et al., 1996)

Os sinais para hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos entre 0,8 ¢ 1,9 6H
(Figura 19) sugerem que a substancia em analise possui em sua estrutura o grupo fitil
éster (MATSUO et al., 1996).

A andlise comparativa de espectros de RMN *C (Figura 24 - 26) totalmente
desacoplado de interacdo com &tomos de hidrogénio (RMN *3C — [*H] e os obtidos
utilizando experiéncia DEPT — 135 (Figura 22 e 23) (CH e CH3; em fase oposta de CH,,
carbonos ndo hidrogenados ndo s&o modelados e, por isto, ndo aparecem) permitiu
identificar 19 sinais correspondentes aos carbonos ndo hidrogenados (C), 22 ligados
carbonos metinicos (CH) e ou carbonos metilicos (CH3,) e 14 ligados a carbonos
metilénicos (CH,).

O espectro de RMN '*C (125 MHz) de 1SO-5 (Figura24), obtido em
CDCl; apresentou 55 linhas espectrais conforme deslocamentos quimicos mostrados nas
Figuras 24, 25 e 26 que correspondem aos carbonos sinalizados na Figura 16 e nas
Tabela 8 e 9 demonstram similaridade com o espectro da Feofitina a em Matsuo, 1996.
Assim entre 6 130 e 173, como destacado na Tabela 8, podem ser atribuidos a carbonos
quaternarios, destacando-se que aqueles que apresentam sinais em campo mais baixo,
como por exemplo os C-16, C-19, C-13%, C-13* e C-173, séo ligados ao heteroatomo
N ou séo carbonos da carbonila.

Observaram-se igualmente os sinais em 6 97,15, 104,63, 51,83, 50,33, 93,33,
129,28 e 64,91 que correspondem, de acordo com a literatura (MATSUO, 1996;
SILVERTEIN, 2005), a carbonos metinicos proximos a sistemas pirrolicos, retiradores
de elétrons, e os sinais em & 32,96, 32,81 e 28,11 que sd3o igualmente carbonos
metinicos, porém no radical fitil, afastados do anel porfirinico. Em adic&o, verificaram-
se também os sinais na regido de & 39,95 a 19, 07, que correspondem aos carbonos
metilénicos sp®, e afastados de grupos retiradores de elétrons, enquanto que os carbonos
metilénicos sp? e sp®  préximo ao oxigénio, retirador de elétrons, apresentaram sinais
a 122,96 e 61,67, respectivamente. Observaram-se ainda os sinais & na regido de o
23,29 — 12,28 que correspondem aos carbonos sp®, com excegio do carbono em & 53,04
(C13%), ligado a metoxila.

Alguns dos sinais de RMN **C (125 MHz) apresentados nas Tabelas 8 e 9 e na

Figura 24 diferiram ligeiramente de Matsuo, 1996, entretanto as analises das interagdes
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apresentadas nos espectros *H - *H-COSY, Jcy HSQC e 2Jcni / *Jcn, HMBC (Figuras 27
a 37 e nas Tabelas 8 e 9) confirmam nossa tese acerca da estrutura sugerida.

Além disso, experimento bidimensional, HSQC, (Figuras 27 a 30), de 1SO-05
permitiu correlacionar os sinais em & 104,63, 97,75 ¢ 93,33 dos carbonos metinicos que
unem os anéis pirrdlicos com os seus hidrogénios em & 9,56; 6 9,35 ¢ o 8,56,
respectivamente. Enquanto que, ainda neste experimento, foi possivel correlacionar o
sinal do carbono metinico C-13% em & 64,91 ao seu 4tomo de hidrogénio em & 6,28 (s),
confirmando se tratar da feofitina a. Este experimento ainda permitiu correlacionar os
demais carbonos metinicos, e os carbonos metilénicos e metilicos com os seus atomos
de hidrogénio, conforme se podem observar na Tabela 8.

O experimento bidimensional de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras 31 a
34) possibilitou identificar correlacdes a longa distancia (2J e J) dos hidrogénios da
feofitina a com os correspondentes &tomos de carbonos. Assim, podem-se destacar as
correlacdes dos hidrogénios dos grupos metilas substituintes dos anéis pirrélicos, 3H-2",
3H-7' 3H-18"' a duas ligacBes com os carbonos em & 132,06, 136,38 e 50, 33,
respectivamente. Enquanto que o grupo metila 3H-8% do grupo etila substituinte em C-8
de um dos anéis pirrdlicos, apresentou correlagdo a duas ligagdes com o carbono em o
19,07(C-8). Os grupos metilas da unidade fitil 3H-20’, 3H-19°, 3H-18’, 3H-16"/3H-17’
mostraram correlagdes a duas ligagdes com carbonos em 143,02 (C-3), 32,96 (C-7"),
32,81(C-117), 28,11 (C-15"), respectivamente.

Dentre as principais correlacdes a trés ligagdes (*J-HMBC) que complementam
as informacdes obtidas com as correlacdes a duas ligagdes (2J-HMBC) e as informacdes
obtidas com HSQC, podem-se citar: 3H-2*, H-3!, 3H-7!, 2H-8', H-10, H-13%/3H-12"
H-13?, 2H-1°/ 2H-17" com os carbonos em 8142,27 (C-1), 136,74(C-4) 155,85 (C-6),

151,19(C-9), 129,30 (C-12),149,85 (C-14) e 173,17 (C- 17%), respectivamente.
As atribuicdes relatadas somando-se as compara¢Ges com os dados da literatura

(MATSUO, 1996; SCHWIKKARD et al.,1998; FILHO, 2011), nos permitiu identificar
a substancia 1ISO 5 como sendo a Feofitina a (Figura 16) descrita pela primeira vez na

género Guetarda.
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R=H R’'=CH; R’= CyoHao Feofitina a
R=0H R’'=CH; R'= CyHse 13* hidroxifeofitina a

R=H R’'=CH; R""=CH; Feoforbideo a

R=H R’=CHO R’ =CyHse Feofitina b

Figura 17: Diferenca estrutural entre as feofitinas (FILHO, 2011).



Tabela 08: Deslocamento Quimico dos Carbonos do nucleo porfirinico, e suas
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interacoes.
HSQC HMBC MATSUO, 1996
dc OH “JeH *JeH dc OH
C
1 | 142.27 - 3H-2* 142.9 -
2 132.- - 3H-2! | H-2; H-3! 131.8 -
06
3 | 136.45 - H-3! 2H-3° 136.5 -
4 | 136.74 - H-3! 136.7 -
6 | 155.85 - 3H-7* 155.5 -
7 | 136.38 - 3H-7* | H-5; 2H-8' 136.1 -
8 | 145.49 - 2H-8" | H-10; 3H- 145.2 -
7t 3H-82
9 | 151.19 - 2H-8! 151.0 -
11 | 138.14 - H-10 3H-12* 137.9 -
12 | 129.30 - H-10 129.1 -
13 | 129.19 - H-13%; 3H- 129.3 -
12}
14 | 149.85 - H-13° 150.0 -
15 | 105.46 - H-13° 105.2 -
16 | 161.48 - 161.3 -
19 | 172.45 - H-18 3H-18! 172.2 -
13" | 189.87 - H-13° 189.6 -
13° | 169.83 - H-13° | MeO-13* 173.0 -
17° | 173.17 2H - | 2H-1’; 2H- 173.0
17° 17t
CH
5 97.75 | 9.35(s) 97.5 9.36 (s)
10 | 104.63 | 9.56 (s) 104.4 9.50 (s)
17 | 51.83 | 4.25(m) 3H-18! 51.7 4.21 (ddd)
18 | 50.33 4.45 3H-18! 50.1 4.46 (dq)
20 | 93.33 | 8.56(s) 93.1 8.55 (s)
3' | 129.28 | 7.97 (dd, 129.0 6.28 (dd)
17.8,
11.5)
13% | 64.91 | 6.28(s) 64.7 6.26 (S)
CH,
3% | 12296 | 6.29(d,J 122.8 6.17
=17.8
Hz)
6.14 (d, J
=115
Hz)
8" | 19.63 | 3.66(q) | 3H-8° 19.7 3.66 (q)




34

17" | 30.03 | 2.64 (m), 29.8 4.21 (ddd)
2.37 (m)
17° | 31.45 | 2.50 (m), 31.2
2.23 (m)
CH3
2 | 12.28 | 3.40 () 12.1 3.39 (s)
7" | 11.40 | 3.21(9) 11.2 3.21 (s)
8 | 1759 | 1.69(t,J | 2H-8 19.7 1.68 (t)
= 7.5 H2)
12" | 12.28 | 3.69 (s) 12.2 3.88 (s)
13" | 53.04 | 3.90 (s) 53.0 3.68 (5)
18" | 2329 | 1.82(d,J | H-18 22.7 1.80 (d)
= 7.3 Hz)

Legenda: (s) singleto; (d) dupleto; (t) tripleto; (g) quarteto; (dd) duplodupleto; (m)
multipleto.

Tabela 09: Deslocamento Quimico dos Carbonos do radical Fitil, e suas interagoes.

HSQC HMBC MATSUO, 1996
Sc 3 “Jen *Jen dc 3
C
3’ 143.02 - 3H-20°/ 2H-1°/ 139.9 -
2H-4°/ 2H-5°
CH
2’ 117.94 | 5.15(t,J = 2H-1" 3H-20’ 123.4
6.9 Hz)
77 | 3296 | 1.31(m) | 3H-19 32.8
11’ | 3281 | 1.31(m) | 3H-18 32.8
15° 28.11 | 1.51(h,J= 3H- 28.0
6.6 Hz) 16°/3H-
17’
CH,
1’ | 61.67 | 4.52(m), 59.4
4.44 (m)
4’ 39.99 | 189 (t,J= 3H-20’ 399
7.7 H2)
5 | 2519 | 1.61(m) 25.3
6> | 36.83 | 1.02(m) 3H-19° 36.8
8 | 3759 | 1.21(m) 3H-19 37.5
9> | 2461 | 1.12(m) 24.5
10> | 3753 | 1.23(m) 3H-18’ 37.5
12> | 37.46 | 1.23(m) 3H-18’ 37.4
13> | 2498 | 1.27 (m) 24.8
14> | 3955 | 1.12(m) 39.5
CH;
16’ 2291 | 0.86(d,J= H-15° 22.6
6.5 Hz)
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17 | 2281 | 0.86(d,J=| H-15 22.7
6.5 Hz)

18> | 1991 | 0.81(d,J 19.6
=6.6Hz)

19° | 19.63 | 0.80(d,J 19.8
=6.6Hz)

20 | 17.59 1.59 (s) H-2’ 16.2

Legenda: (s) singleto; (d) dupleto; (t) tripleto; (q) quarteto; (h) hepteto; (m) multipleto.
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Figura 18: Espectro de Infravermelho de ISO 5.
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Figura 19: Espectro de RMN 'H (8, CDCls, 500 MHz) de ISO 5.

9.5

ppm

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0

9.0



98919
91619 —

2892'9 ——
§8.2'9
LEDE'D

f

N

8892 L ——

c0S6°L
CELE' L —
8586'L —
88008

92958 ——

98586 ——
£205'6 ——

J‘UW

M

bt

Figura 20: Expansdo 1 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 500 MHz) de 1SO 5.
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: Espectro de RMN C (5, CDCls, 125 MHz) de 1SO 5.
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Conclusoes

O estudo fitoquimico extrato metandlico das folhas de Guettarda platypoda
demonstrou-se de acordo com a literatura e atingiu seu objetivo ao contribuir
com o conhecimento quimico da espécie Guettarda platypoda, além de
contribuir para compreensdo de suas propriedades biolégicas. No EBMFG estédo
presentes derivados cinamicos, flavonoides, proantocianidinas, terpenoides,
saponinas e agucares redutores.

O extrato metanolico das folhas de Guettarda platypoda, F3 e F4 apresentaram
atividade antioxidante superior ao padréo de vitamina C.

As fragdes de Acetato de Etila (F3) e o subderivado da fracdo n-hexano-Acetato
de etila 1:1 F2.2 apresentam atividade citotoxica.

Através de métodos cromatograficos usuais e teécnicas espectroscopicas de 1V,
RMN 1H e 13C uni e bidimensionais e compara¢des com os dados da literatura
foi possivel isolar e identificar uma substancia ndo antes relatada no género
Guettarda: Feofitina a (1SO - 5).
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