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1. INTRODUCAO

As plantas contém milhares de congtituintes com consideravels diferencas em suas
propriedades biolégicas (Hostettmann et al., 1997). Por milénios, drogas de plantas superiores
(Gimnospermas e Angiospermas) tém sido usadas para curar ou aiviar doengas humanas e, até
recentemente, foram a maior fonte de remédios. Durante os dois Ultimos séculos, muitos
metabodlitos secundérios foram purificados e caracterizados estruturamente, fornecendo
numerosos compostos de importancia medicinal (Bruneton, 1995).

Os produtos vegetais derivados do metabolismo secundério das plantas tém sido
historicamente definidos como congtituintes quimicos que parecem ndo ter um papel bioquimico
vital no processo de construcdo e manutencdo das células vegetais, mas pesguisas recentes
mostraram gue eles tém uma fungdo pivo na ecofisiologia das plantas. Embora eles possam ter
uma variedade de funcbes nas plantas, é provavel que sua principal funcéo seja a ecoldgica e que
sgjam estes o0s congtituintes que apresentam potenciais efeitos medicinais para humanos. Por
exemplo, produtos secundarios envolvidos na defesa da planta através da citotoxicidade contra
patdgenos microbianos podem ser Uteis como remédios antimicrobianos em humanos, se néo
forem muito toxicos, da mesma forma, produtos secundérios envolvidos em defesa contra
herbivoros, através de atividade neurotoxica, podem ter efeitos benéficos no ser humano como
antidepressivos, sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos (Brinskin, 2000).

Muitas das drogas naturais usadas atualmente foram obtidas de plantas e usadas como
toxinas nos seus habitats nativos, como a fisostigmina, d-tubocurarina e alguns glicosidios
cardiacos. Outras drogas de origem vegetal tém sido obtidas como resultado do uso folclérico
para propésitos medicinais, por exemplo a digitoxina, morfina, pilocarpina e quinina.
Metabdlitos secundarios de plantas tém duas importantes funcdes adicionais, uma servindo de
modelo para a estrutura e sintese de drogas inteiramente novas, e a outra servindo de fonte de
material para semi-sintese de agentes medicinais (Kinghorn & Seo, 1996). Talvez os melhores

exemplos para 0 primeiro caso sejam a cocaina e a morfina, as quais, por sua vez, tém servido
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como modelos para a sintese de novos anestésicos e analgésicos locais. Outros exemplos sdo a
atropina, fisostigmina e a quinina, as quais tém sido utilizadas como modelos quimicos para o
design e a sintese de anticolinérgicos, anticolinesterésicos e antimaléricos, respectivamente. No
segundo caso, congtituintes de plantas podem ser empregados como matéria bruta para a
producdo comercial de drogas pela sintese parcial, como exemplificado pela producéo de
hormonios de diosgenina, hecogenina e estigmasterol, para o uso em formulagbes de
contraceptivos orais (Kinghorn & Seo, 1996).

Entre os produtos naturais encontrados em plantas, os flavondides e seus glicosideos sao
comuns em todas as plantas terrestres e constituem uma das maiores classes de compostos
naturais conhecidos. Os flavondides sdo difenilpropanos (CsC3sCs) com variagBes nos nimeros
de hidroxilas fixadas aos anéis. Eles ocorrem primariamente em forma conjugada, com um ou
mais residuos de acUcar ligados a grupos hidroxilicos, embora ligagdes diretas de uma unidade
de aglicar com um carbono aromético também ocorram. Associa¢des com outros Compostos, tais
como é&cidos organicos e carboxilicos, aminas e lipidios e ligagdes com outros fenois sdo também
comuns. S&o atribuidas aos flavondides das plantas, entre outras, as fungbes de protecdo dos
vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus
e bactérias e atracdo de animais com finalidade de polinizagdo (Harborne & Williams, 2000). Os
flavondides podem agir como agentes redutores, doadores de hidrogénio e antioxidantes
(Hvattum & Ekeberg, 2002) e podem proteger o corpo humano de radicais livres (Peng et al.,
2003).

Nas plantas, os flavondides ocorrem na forma gliocosilada e sdo aguns dos compostos
gue possuem melhor estabilidade quimica e hidrofilicidade. Sdo considerados ingredientes ativos
num grande nimero de plantas medicinais, inclusive nas utilizadas na medicina tradicional
chinesa (Peng et al., 2003). Quercitrina, um flavonol glicosilado, comum em muitas familias de

plantas, inclusive Euphorbiaceae (Penna et al., 2001), Polygonaceae (Peng et al., 2003),
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Leeaceae (Beck et al., 2003), Leguminosae (Kang et al., 2000), apresenta atividade antioxidante
(Peng et al., 2003), sedativa em ratos (Kang et al., 2000) e antimicrobiana (Penna et al., 2001).

Alguns sulfetos e polissulfetos foram descritos na literatura como fortes agentes
antimicrobianos. Exemplos ja consagrados sdo os di e trissulfetos de dialila presentes no alho
(Allium sativum, Liliaceae) e na cebola (Allium cepa) (McElmay, 1991 apud Benevides, 2001);
substéncias como o g oeno e 2-vinil 1, 3-ditiina sdo fortes inibidores de agregacéo de plagquetas e
apresentam atividade antitrombética potente (Lawson, 1993 apud Benevides, 2001 & Benevides
et al., 2001).

Os sesquiterpenos tem importantes atividades bioldgicas. Nos 6leos essenciais das folhas
de Annona cherimola (Annonaceae) ha presenca de sesquiterpenos de esqueleto cariofileno,
aém de a-amorfeno e a-humuleno, entre outras substancias. Estes 6leos apresentaram atividade
antimicrobiana fraca apds bioensaio contra 0s microorganismos Staphylococus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Shigella sonel e Candida albicans
(Rios et al., 2003). Flores frescas e secas de Pelargonium endlicherianum (Geraniaceae) sdo
usadas como anti-helmintico na medicina popular da Turquia. Apés estudo do 6leo essencial das
flores verificou se a presenca de varias substancias entre elas a -humuleno e b-cariofileno (Bozan
et al., 1999). Rauter et al. (2001) isolaram do extrato cloroférmico da parte aérea de Asteriscus
vogelii (Compositae), derivados bioativos de humuleno. Foram observadas atividades fitotdxicas
e antitumorais em ratos e em humanos.

Podemos destacar também a importéancia dos taninos e suas atividades biol égicas. Plantas
ricas em taninos sdo empregadas ra medicina tradicional no tratamento de diversas moléstias,
tais como diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo, queimaduras entre outros. Possuem
atividades antimicrobianas, antiviral e antioxidante. Acredita-se que nas plantas eles estejam
envolvidos na defesa quimica contra o ataque de herbivoros vertebrados ou invertebrados e
contra microorganismos patogénicos. Os taninos das plantas, tornamas indigestas ao

complexarem com as proteinas salivares dos herbivoros, interferindo na digestdo. Eles também
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s80 utilizados no curtimento do couro desde a antiguidade (Santos & Mello, 1999 apud Simdes
et al., 1999; Raven et al., 1999).

Apenas uma pequena porcao, provavelmente cerca de 10-15% das 250.000 ou mais
espécies de angiospermas, foram investigadas de forma sistematica quanto a quimica e a
atividade biol6gica de seus metabdlitos secundarios (Kinghorn et al., 1996). Isto é especialmente
verdadeiro quando se refere a plantas dos ecossistemas brasileiros como o cerrado e as florestas
equatoriais e tropicais onde se encontra metade de toda biodiversidade de plantas superiores
(aproximadamente 125.000 espécies). Estima-se que apenas um oitavo (cerca de 375) das
substancias potencialmente ativas foram descobertas (Mendelsohn, et al., 1995; Kinghorn, 1996)
e que as plantas de ambientes tropicais constituem um mercado bastante valioso.

A prospeccédo para a descoberta de novos agentes antimicrobianos a partir de plantas vem
atraindo a atencdo de laboratérios ligados as universidades e as industrias (Adelson, 1990). Este
interesse crescente deve-se a véarios fatores, dentre os mais significantes: a indiscutivel efjcécia
de derivados de plantas, a diversidade de mecanismos de agéo bioldgica destas substanci as, a
descoberta de novos bioensaios eficientes e rgpidos e os métodos cada vez mais sensiveis de
elucidacéo estrutural. Além disso, a pesguisa por novos compostos antimicrobianos a partir de
plantas superiores tem sido estimulada tendo em vista, 0 aumento da ocorréncia de micoses
oportunistas e sistémicas, aresisténcia de diversos patdgenos a agdo dos antimicrobianos em uso
atualmente e a necessidade de novos agentes antifungicos para agricultura (Hufford et al., 1988;
Mitscher et al., 1987; Rahalison et al., 1993).

1.1 FITOQUIMICA BIOMONITORADA

Como em muitas éreas da ciéncia, o enfoque da fitoquimica também segue a tendéncia da
época. Assim, até poucos anos atras, o foco principal da fitoquimica era a quimiotaxonomia,
sendo gradativamente substituida pela busca de produtos biologicamente ativos (Grayer &

Harborne, 1994). Assim, o trabalho fitoquimico guiado por bioensaios, conhecido como
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fitoguimica biomonitorada se estabeleceu como um dos mais importantes ramos da quimica de
produtos naturais.

Gragas a0 desenvolvimento de técnicas analiticas mais precisas para isolamento,
purificacdo e elucidacdo estrutural, nas Ultimas trés décadas, conhecem se hoje cerca de 50.000
metabdlitos secundérios isolados de angiospermas. No contexto da evolucdo das plantas
terrestres, estima-se atualmente que, cerca de 400.000 espécies ocupem todo o planeta, sendo
gue mais de 50% (250.000) sdo congtituidas pelas angiospermas (Brito, 1986 apud Benevides,
2001). Analisando-se as plantas neste contexto evolutivo, as angiospermas sdo consideradas o
grupo mais desenvolvido e, sem davida, desempenham papel fundamental para o equilibrio dos
ecossistemas, dada a ocorréncia de grupos de micromol éculas distintos e de estruturas complexas
com inlmeras finalidades aelopéticas e bioldgicas (Rosentha et al., 1979 apud Benevides,
2001). Assim, podemos considerar as plantas como uma enorme “biblioteca” viva de moléculas
e modelos bioativos, fruto de milhdes de anos de evolugéo e adaptagéo.

O estudo fitoquimico biomonitorado envolve o fracionamento e purificagdo de compostos
guiados por bioensaios. Para que uma triagem fitogquimica biomonitorada tenha sucesso, é
imprescindivel a escolha de um bioensaio simples, seletivo, eficaz e passivel de ser incorporado
como metodologia de rotina para 0 monitoramento das etapas de trabalho fitoquimico. As
técnicas de triagem répida de substancias antimicrobianas podem ser classificadas em trés
grupos. métodos de difusdo, diluicdo e bioautogréficos (Rios et al., 1988). No entanto, alguns
autores consideram as técnicas de bioautogafia as mais importantes técnicas de deteccdo de

substancias antimicrobianas novas (Betina, 1973).



1.1.1 TECNICAS DE DIFUSAO EM MEIO SOLIDO

Este tipo de técnica ndo requer dispersdo homogénea dos extratos ou substancias em
agua, o que facilita o trabalho com substancias e/ou extratos menos polares. Consiste em semear
num meio de cultura solido (geralmente em Placas de Petri) os organismos avos (fungos,
leveduras ou bactérias) e colocar as substancias a serem testadas em contato com este meio, por
meio de um disco de papel impregnado, ou diretamente em uma cavidade cilindrica escavada no
proprio meio. Apds um periodo de incubagdo, o halo de inibicdo € medido, e normamente o seu
didmetro esta relacionado com a atividade da substéncia ou extrato testado.
1.1.2 TECNICASDE DILUICAO

Estas técnicas requerem dispersdo homogénea das substancias a serem testadas em agua.
S80 usadas para se determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM). Neste tipo de ensaio
pode ser necessario 0 uso de agentes dispersores como polissorbatos tipo Tween 20 ou 80. A
turbidez do meio liquido, apds incubacdo (maior ou menor desenvolvimento de colbnias de
leveduras ou bactérias-alvo) € o parémetro utilizado para se determinar a atividade da substancia
ou extrato testado. Aparelhos como leitor de placas tipo ELISA facilitam bastante o trabalho,
reduzindo a quantidade de amostra a ser ensaiada e possibilitando a leitura rapida de inUmeras
amostras.
1.1.3 TECNICAS DE BIOAUTOGRAFIA

Em um procedimento de bioautografia direta, extratos ou fracBes contendo as substancias
a serem testadas sdo cromatografadas em CCD (cromatografia em camada delgada) e apos
remocdo completa do solvente de eluicdo e marcagdo das substancias fluorescentes por
exposicdo a luz UV (ultra-violeta) a cromatoplaca é borrifada com o agente revelador (esporos
de um fungo, uma substancia facilmente oxidavel, um antigeno fluorescente, etc.). Apoés
incubagdo, pode-se observar ou ndo zonas de inibi¢do onde se encontram as substancias ativas.

1.2 LOCAL DE COLETA
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A Reserva Biologica do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga é representada por
cobertura vegetal do tipo Floresta Estacional Sempre-verde Sub-montana (Mueller-Dombois &
Ellenberg, 1974), que se apresenta bastante degradada, com diminui¢cdo de vigor e rarefacdo da
maior parte das espécies arbustivas e arboreas de um lado, e proliferagdo anormal de trepadeiras
do outro (Struffaldi de Vuono et al., 1984).

O Parque Estadua das Fontes do Ipiranga, conhecido como PEFI (23°39'S e 46°37' W),
compreende uma area de aproximadamente 549 ha, estando localizado na regido sudeste do
municipio de S&o Paulo (Fig. 1), fazendo divisa com o municipio de Diadema e com diversos
bairros do municipio de Sdo Paulo (Reis, 1998). No PEFI encontra-se o Ingtituto de Boténica
(IBt), no qual este projeto foi desenvolvido. A sua vegetacdo nativa pode ser caracterizada como
uma extensdo da floresta atlantica de encosta, sem predominio de qualquer familia (Struffaldi de
Vuono, 1985). O seu relevo é suave e 0 solo predominantemente do tipo latossolo vermelho-
amarel o fase rasa (Comissdo de Solos, 1960). Destaca-se por abrigar as nascentes do “Riacho do
Ipiranga’, que tem um papel histrico impar para o Brasil. Outro aspecto muito importante € o
fato de haver aproximadamente 300 ha de Mata Atlantica nativa, ro seio de uma area altamente
urbanizada do municipio de Sdo Paulo, sendo um dos Ultimos remanescentes de Mata Atlantica

dentro do municipio .

Fig.1l: Vista aérea do Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga (PEFI). Foto: www.ibot.sp.gov.br



1.3 A FAMILIA EUPHORBIACEAE E SUA REPRESENTAC}AO NO PEFI

A familia Euphorbiaceae consiste de aproximadamente 300 géneros e 7.500 espécies, de
distribuicéo cosmopolita, mas ocorrendo em maior profusdo em regides tropicais e subtropicais
(Cronquist, 1981). No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies difundidas em todos
os tipos de vegetacdo (Barroso, 1984). A familia, bem representada na flora brasileira (Joly,
1976), é rica em espécies Uteis a0 homem como alimento (Manihot utilissima), como produtora
de dleo (Ricinus communis), como produtora de borracha (Hevea brasiliensis) (Mors & Rizzini,
1966), como fitoterapico (Phyllanthus niruri) (Sousa et al., 1991) e também como ornamentais
(algumas espécies de Euphorbia, Acalypha) (Joly, 1976).

Euphorbiaceae € representada no PEFI principalmente por espécies ndo conhecidas
popularmente. S&0 excegdo 0 quebra-pedra (Phyllanthus niruri e Phyllanthus tenellus), muito
utilizado na medicina popular e a mamona (Ricinus communis), de cujas sementes é obtido um
Oleo utilizado na producdo de dleos lubrificantes para motores de alta rotacdo (Sousa e al.,
1991).

S0 descritos 16 géneros e 28 espécies para o PEFI. Alguns, como Phyllanthus, Ricinus e
Croton, sd0 géneros mais conhecidos e suas espécies, com algumas excegdes, S80 invasoras.
Euphorbiaceae € especialmente bem representada na farmacopéa indigena sul-americana, com
um amplo leque de usos, incluindo o tratamento de feridas, infecgdes de pele, inflamagdes, sendo
também utilizada como ténico e afrodisiaco (Macrae et al., 1988). Em oposicdo ao grande
nimero de espécies usadas empiricamente na medicina popular, apenas um nimero reduzido
delas teve 0s seus congtituintes biologicamente ativos examinados. Espécies conhecidas
popularmente como quebra-pedra sdo muito estudadas fitoquimica e farmacologicamente. O
género Phyllanthus é representado no Brasil, principalmente por cinco espécies, sendo P. niruri
a mais comum no sul do Brasil e também a mais citada para fins terapéuticos (Sousa et al.,
1991). Como o nome sugere, ela é usada como desobstruente de célculos renais, aém de ser

ativa como diurética, sudorifera, entre vérias outras indicagdes (Lorenzi, 1991). Fazendo jus ao
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conhecimento empirico, sdo inlmeras as referéncias de resultados de ensaios para espécies de
Phyllanthus (Unander et al., 1991) e Croton (Pereset al., 1997; Hiruma-Limaet al., 2000), entre
outros exempl os.

Quimicamente, a familia Euphorbiaceae é muito diversificada (Cronquist, 1981) e muitos
de seus metabdlitos secundarios sdo téxicos (Kinghorn, 1979), o que pode ser o fator que
contribui para 0 amplo uso desta familia na ethomedicina amazonica (Macrae et al., 1988). A
familia € uma rica fonte de terpendides, com muitas espécies do género Euphorbia apresentando
esses compostos, seguidas de Phyllanthus e Croton, entre outras (Mukherjee et al., 1990). Numa
revisdo feita entre 1980 a 1989, estes autores levartaram 107 diferentes esqueletos de
triterpendides na familia.

O género Alchornea (Euphorbiaceae), incluido na subfamilia Acalyphoideae, tribo
Alchorneage, subtribo Alchorneinae e préximo de Aparisthmium Endl. € um taxon de distribuicéo
pantropical, com 41 espécies encontradas na Asia, Africa, Malésia, Madagascar, Antilhas,
México, América Central e América do Sul (exceto no Chile e Uruguai). Das 22 espécies
neotropicais de Alchornea, 16 ocorrem na Coldmbia, centro da diversidade do género (Secco,
1997).

A. ddifolia (Fig.2), uma das espécies representantes do género no PEFI, apresenta
distribuicéo restrita as orlas e interiores dos seguintes tipos de matas: Mata Atlantica, mata ciliar,
mata serrana (plubio-nebulares), capoeirdes e mata de araucéria. Ocorre do sudeste ao sul do
Brasil, incluindo os Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul, estendendo-se até a Argentina (Secco, 1997). Seu nome popular é tapia
guacUl.

Esta espécie é arborea, de 3-40 m de atura, didica e facilmente reconhecivel, pela
aparéncia sempre murcha de suas folhas (Fig.3), devido a posicéo deflexa do limbo em relacéo

ao peciolo (Cordeiro, 1989).
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Fig.2: Aspecto geral de uma planta adulta de A. sidifolia
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Fig.3: Aspecto das folhas de A. sidifolia

A floracdo desta planta ocorre de julho a hovembro, enquanto a frutificacdo ocorre de
julho a dezembro. Entre os meses de fevereiro a julho, verifica-se um periodo de queda de folhas
e rebrotamento caracteristico desta espécie, dando-se nos meses seguintes um reinicio da
floracéo (Secco, 1997).

1.4 USOS POPULARES E ATIVIDADES FARMACOL OGICAS DE Alchornea

Espécies do género Alchornea tém sido usadas popularmente como agente antidiarréico,
antiinflamatorio, anti-reumatico e no tratamento de lepra e de doengas cuténeas. Estudos
farmacol6gicos realizados com extratos brutos e compostos isolados revelaram atividades
antibacteriana, antiiflamatéria, antiespamodica, antitripanossdmica e antidiarréica bem como
inibidora de células cancerosas Hep-G2 (carcinoma hepatocelular), MDA-MB-231
(adenocarcinoma mamario) e A-431 (carcinoma epidermoide) (Tona et al., 1999; Setzer et al.,

2000 apud Conegero, 2003).
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Alchornea cordifolia é usada na medicina tradicional para o tratamento de doencas
infecciosas, tendo apresentado resultado bastante promissor em uma triagem do extrato etandlico
50 % contra 74 microorganismos (Okeke et al., 1999). Alchornea triplinervia também
apresentou atividade positiva contra alguns fungos e virus (Macrae et al., 1988) e Miles et al.,
1985, isolaram aguns constituintes com atividade antiherbivoria nesta espécie.

Na medicina popular nigeriana, folhas novas e frescas de Alchornea cordifolia séo
maceradas com agua fria e 0 suco extraido é usado para promover cicatrizacdo de feridas (Agbe
& Oguntimein, 1987). Ebi (2000) relata também que as folhas e os caules da espécie acima
citada sdo utilizados para o tratamento de hemorrdidas. O decocto das folhas é usado para lavar
os olhos, como banho frio em estado febril e dores reuméticas, para lavar feridas, para o
tratamento de infec¢Bes urindrias e disenteria.

1.5 PERFIL QUIMICO DE Alchornea

Os estudos quimicos com espécies do género Alchornea descrevem o isolamento e a
identificacdo de acaldides hexaidroimidazo-pirimidinicos e guanidinicos, como principais
constituintes, além de triterpenos, flavonoides e outros compostos fendlicos (Hart et al., 1970
apud Conegero, 2003). O fracionamento do extrato metandlico das folhas de A. glandulosa
resultou no isolamento de uma mistura dos esteréides b-sitosterol (1) e estigmasterol (2), do
alcaldide guanidinico N-1, N-2, N-3- triisopentenilguanidina (3), da loliolida (4) (Fig.4) e da
corilagina (5) (Fig.5). Setzer et al. (2000) isolaram do extrato cloroférmico de folhas de A.
latifolia triterpenos como: seco-3,4-Friedelina (6) e seco-3,4-Taraxerona (7) (Fig.5). Outros
triterpenos como: taraxerona, epifriedelinol e taraxerol também ja haviam sido isolados desta
planta

Alchornea sidifolia apresenta em sua constitui¢do quimica 3- sitosterol e pentatronol (8)
(Fig.5) (Barbo et al., 2002). O pentatronol é um triterpendide relativamente raro, tendo sido
encontrado anteriormente apenas em Pentatropis spiralis, uma Asclepiadaceae (Rasool et al.,

1992).
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Fig.4: (1) b-stosteral, (2) estigmasterol, (3) N-1, N-2, N-3- triisopentenilguaniding, (4) loliolida
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Fig.5: (5) corilagina, (6) seco-3,4-Friedeling, (7) seco-3,4-Taraxerona e (8) pentatronol
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1.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O arsenal de armas de defesa contra microorganimos e herbivoros inclui barreiras fisicas
e quimicas como cuticula espessa e a presenca ou acumulo de metabdlitos secundarios
respectivamente. Quando esses metabdlitos sdo antifingicos préformados, sdo chamados de
substéncias antifungicas congtitutivas. Existem também as substancias induzidas (fitoalexinas)
apos a infeccdo e que envolvem a sintese de novo de enzimas para a sua formagdo. Essas
substéncias também podem ser induzidas em plantas pela acdo de fatores abidticos, como
radiacéo UV, congelamento, etc. (Grayer & Harborne, 1994).

O fungo deuteromiceto, Cladosporium sphaerospermum Penzig (Fig.6) é uma espécie
saprobia, comum e cosmopolita, ocorrendo como invasor secundério em diversas partes das
plantas, como a rizosfera do feijdo e as sementes de arroz e milho. Ocasionalmente é isolado de
homens e animais, principalmente em doencas da cérnea (Shukla et al., 1985, Hoog & Garro,
1995), podendo ser considerado potencia mente patogénico. E encontrado também em ambientes
como ar, solo, comidas e tinturas (Hoog & Garro, 1995). As coldnias, cuja cor varia de verde-
escura para marrom-oliva, medem 1.2 cm a 2.0 cm de diametro e tem aspecto aveludado ou
pulverulento. Os conidiéforos medem até 300 pum, mas sdo geralmente mais curtos e 3-5 um de
largura com vérias cadeias de conidios (Domsch et al., 1993). Um resultado positivo no
bioensaio fungitdxico com C. sphaerospermum pode ser uma indicacdo de possivel atividade da
amostra contra fungos patogénicos humanos, uma vez que espécies do género Cladosporium sao
sensiveis a substancias quimicamente diversas e, por essa razdo, muito utilizadas na triagem de
compostos antifingicos.

Agentes fungitdxicos provenientes de plantas superiores sdo utilizados tanto na clinica
humana quanto na veterinaria, e para avaliacdo das atividades, realiza-se um ensaio para
deteccdo do efeito inibitério das substancias sobre o crescimento de fungos (Hoog & Garro,

1995).
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Fig.6: C. sphaerospermum, conidios e conidioforos X 650.
Site: www.micrologylab.com/cladosporium_sphaerospermum.htm

1.7ATIVIDADE ANTITUMORAL

O isolamento de metabdlitos secundérios ativos tem sido de grande importéncia para o
descobrimento de substancias que apresentam atividade antineoplésica. Estas substéncias podem
servir como modelo para a obtencéo de medicamentos semi-sintéticos ou sintéticos utilizados em
quimioterapia, caso dos sintéticos derivados dos alcal Gides bisinddlicos, vincristina e vimblastina
(Fig.7: 9) constituintes das folhas de Catharantheus roseus e do diterpeno nitrogenado,
paclitaxel ou Taxol (Fig.7: 10), que é utilizado no tratamento de cancer de ovario. Este composto
€ obtido da casca de Taxus brevifolia e sua acdo € antimitética (Kinghorn & Seo, 1996). Para
detectar possiveis agentes antitumorais em extratos vegetais, € utilizado o bioensaio com
linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisae, que foram desenvolvidas através de engenharia
genética por pesquisadores da Smithkline and Beecham Pharmaceutical Co. dos Estados Unidos
da América e que sdo deficientes em uma via de reparacéo do DNA (Jonnson et al., 1986) €

utilizado para detectar possiveis agentes antitumorais em extratos vegetais (Meda, 1998).
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Fig.7: Substancias anticarcinogénicas de origem vegetal: (9) vincristri
e vimblastina e (10) taxol

O principio do bioensaio com linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae esta
fundamentado no fato que células tumorais sdo deficientes nas vias de reparacéo e/ou
recombinacéo do DNA danificado. Baseado nesta constatagcdo, agentes ou drogas com toxidez
seletiva dirigida para células deficientes em uma das vias de reparacdo do DNA podem agir
como agentes antitumorais (Jonnson et al., 1986).

Dentre as espécies de Euphorbiaceae, A. sidifolia foi escolhida para estudo quimico por
apresentar atividade antifungica, pela disponibilidade de material vegetal no PEFI, aém da
escassez de estudos quimicos e da necessidade de estabelecer relagdes quimicas comparativas
entre espécies do mesmo grupo taxondmico.

2. OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo o estudo quimico biomonitorado de Alchornea

sidifolia com ensaios antiflngicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Foram feitas 5 coletas de folhas e caules de A. sidifolia no Instituto de Boténica (1Bt),
localizado no PEFI, no més de dezembro de 2002. Para extracdo de 6leo essencial foram
coletadas flores (masculinas e femininas) e folhas frescas nos meses de agosto a outubro de
2003. As raizes foram coletadas em maio de 2004 e janeiro de 2005 para extracdo de Oleo
essencia. A identificacdo desta espécie foi feita pela Dra. Inés Cordeiro e um voucher, Silvestre,
M.S.F. 227 (SP 169388), encontra-se depositado no Herbario Maria Eneida P. K. Fidalgo (SP)
do Ingtituto de Botanica.
3.20BTENCAO DOSEXTRATOSBRUTOS

O material vegetal seco a 40 °C em estufa por sete dias, foi moido e extraido com etanol
até exaustdo. O extrato obtido foi concentrado em evaporador rotatério fornecendo o
concentrado etandlico. Este concentrado foi supenso em MeOH: H,O e particionado
sucessivamente com hexano, cloroférmio e acetato de etila. As fases resultantes foram
concentradas a véacuo fornecendo os respectivos extratos (Fig.8).

Material

vegetal
seco e moido

1) Extrag&o com EtOH

2) Filtracdo
3) Concentragédo

Extrato Etandlico
(EEtOH)

Particdo Hexano/(MeOH/H20 8:2)

( 3
al Fase hidroalcoolica
Fase hexanica

(EHex)
l Parti¢do Cloroférmio/(MeOH/H20 6:4)

( A

( Fase CHCI3 (ECHCl3) ) C Fase hidroalcoolica )

Particao
Acetato de etila / (MeOH/H,0 1:1)

C |
Fase hidroalcoolica
Fase AcOEt.(EACOEt) (EHid)

Fig.8: Esquemagera de obtencéo dos extratos brutos
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3.3 TRIAGEM FITOQUIMICA DE A. sidifolia
3.3.1 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD), COM
REVELADORES ESPECIFICOS PARA CARACTERIZAQAO DE CLASSES DE
SUBSTANCIAS

Para a cromatografia em camada delgada analitica (CCD), foram utilizadas placas de gel
de silica (Sthal, 1969). Os cromatogramas obtidos foram observados sob luz ultravioleta de
comprimentos de onda 254 e 366 nm e fotografados com equipamento Camag Reprostar. Foram

empregados também, os seguintes reveladores:

Reagente de Liebermann-Burchard: para a deteccdo de triterpenos e esterdides (saponinas
e principios amargos) (Costa, 1972). Preparo do revelador: 1 mL de anidrido acético e 1
mL de acido sulfarico foram adicionados cuidadosamente a 10 mL de etanol absoluto,
resfriado em banho de gelo. A placa borrifada com o reagente e aquecida a 100°C por 5 a
10 minutos é entdo observada na luz visivel; o aparecimento de mancha roxa indica o

presenca de triterpeno e de mancha verde, a de esteroide.

Reagente Dragendorff: para a deteccdo de alcaldides e compostos com nitrogénio
hetrociclico (Wagner & Bladt, 2001). Preparo do material a ser testado: O p6 de folhas
(19) foi misturado completamente com 1 mL de solucéo de aménia 10% e entéo extraido
por 10 minutos com 5 mL de metanol sob refluxo. O filtrado foi concentrado até 500-
1000 L.

Preparo do revelador:

Solugéo A: foram dissolvidos 0,85 g de nitrato basico de bismuto em 10 mL de &cido
acético glacial e 40 mL de &gua destilada sob aguecimento. Para solucdo B foram
dissolvidos 8 g de iodeto de potassio em 30 mL de agua destilada. Para solugdo estoque
foram misturados A + B (1:1). Para o reagente spray 1 mL da solugdo estoque foi
misturado com 2 mL de é&cido acético glacid e 10 mL de agua destilada. As

cromatoplacas ap0ds eluidas com tolueno: acetato de etila: dietilamina (70:20:10) foram
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reveladas com este reagente especifico para alcal 6ides e foram observadas sob luz UV de
comprimento curto e sob luz visivel. O aparecimento de manchas nas cores marrom e
laranja, sob luz visivel, indicam a presenca de alcalGides.

Reagente para a deteccdo de flavondides:

Solucéo de cloreto de aluminio a 1% em etanol: A placafoi borrifada com esta solucéo e

entdo inspecionada em luz UV longo para deteccdo de flavondides.

Reagente NP/PEG: para a deteccéo de acidos carboxilicos, fendis e cumarinas. Preparo:

1% de difenilborico (NP) em metanol e 5% de polietilenoglicol (PEG) em etanol. A placa

foi borrifada com 10 mL de NP e depois 8 mL de PEG e foi observada sob luz UV longo

(366 nm) para deteccdo de flavondides. A cor azul brilhante indica a presenca de écidos

carboxilicos fendlicos e cumarinas. As cores laranja, amarelo, aaranjado e verde

amarelado indicam a presenca de flavona e flavonol (Wagner & Bladt, 2001).
3.3.2DETERMI NACAO DE FENOISTOTAISEM CAULESE FOLHASDE A. sidifolia

500 mg de galhos e folhas secas, moidos, foram extraidos 5 vezes com 25 mL de solucéo
MeOH: H,O (1: 1) em ebulicdo. Os extratos foram filtrados e diluidos em &gua 15 vezes.

Reagente Folin-Denis:

Para 750 mL de agua foram adicionados 100 g de tungstato de sodio. 2H,0, 20 g de &cido
fosfomolibdico e 50 mL de &cido fosférico. A misturafoi refluxada por 2 horas e apés resfriada,
diluida para 1 litro.

Solucdo saturada de carbonato de célcio:

Foram adicionados 35 g de carbonato de célcio anidro a 100 mL de &gua, dissolveuse a
70-80°C e resfriou-se por uma nhoite. A solugdo saturada foi semeada com um cristal carbonato
de célcio. 10 H,O e apds cristalizacado, filtrada com |a de vidro. 100 mg de &cido tanico foram
dissolvidos em um litro de 4gua (1 pgl10 puL?). A solucéo foi recém preparada para obtencéo da
curva padréo.

Curva Padrao:
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Para obtencdo da curva padrdo, 12 aliquotas da solucdo de é&cido tanico, em vérias
concentracdes foram adicionados ao reagente de Folin-Denis a solucéo de carbonato de clcio. A
mistura reacional foi bem homogeneizada e apds 30 minutos, a absorbancia a 730 nm, foi lida
em espectrofotdmetro UV-1201, UV-Vis Shimadzu. Para a determinacdo dos teores de fendis
sollvels nos caules e folhas foram utilizados 100 pL das solucfes hidrometandlicas obtidas e as
absorbancias medidas conforme descrito acima. A curva padréo (Fig.14) foi obtida no programa
Excel em g acido tanico 10 pL! x absorbancia e o resultado expresso em porcentagem (%).
3.3.3 DETERMI NAC}AO QUANTITATIVA DE FLAVONOIDES EM CAULES E
FOLHASDE A. sidifolia

Os flavondides foram quantificados de acordo com Stahl & Schild, 1981 apud Santos et
al., 2002 modificado, em que se utilizou rutina como padrdo em solucéo de cloreto de aluminio.
A curva padréo foi construida a partir de solucfes crescentes de rutina, preparadas com metanol
aquoso 70%. Paratanto, 100 mg de rutina em 500 mL de MeOH foram diluidos para 100 pg mL"
! tomando-se 25 mL da soluc&o estoque, completando-se a seguir para 50 mL com MeOH 70%.
A solucdo de cloreto de aluminio foi preparada colocando-se 5 g de AICk em 100 mL de MeOH.
Aliquotas de 3,5 mL (350 ug) a 7,5 mL (750 pg) com intervalos de 0,5 mL foram utilizadas para
a confeccdo da curva padrdo, acrescidas de 1 mL de cloreto de aluminio e completadas para 50
mL com MeOH 70% em bal&o volumétrico.

As amostras de folhas e caules de A. sidifolia foram preparadas a partir de dois gramas de
p6 com 150 mL de metanol 70% em Soxhlet, por trés horas. O extrato foi filtrado em papel de
filtro e 0 volume completado para 250 mL. Uma aliquota de 15 mL foi colocada em ba&o
volumétrico com 1 mL de cloreto de auminio e o volume completado para 50 mL. A leitura foi
feita a 425 nm em espectrofotdmetro de UV/visivel (Shimadzu). Para se obter a concentracéo de
flavondides nas amostras (g mL ™) as absorbancias foram lidas e estes dados foram inseridos na

curva padrdo de rutina. A analise foi feita em triplicata e os dados expressos em porcentagens.
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3.3.4 EXTRACAO E DETERMINACAO DE TANINOSEM CAULESE FOLHAS DE A.

sidifolia

Segundo Hagerman (1987), foi preparada uma solucdo de agarose 1% em tampédo
contendo &cido acético e acido ascorbico nas concentragdes de 50 mM e 60 M respectivamente,
gjustando-se o pH para 5,0 com NaOH 1N. Deixouse ferver a solucéo até a agarose dissolver
totalmente. Posteriormente, a solucéo foi resfriada a 45°C num banho de &gua e ent&o adicionou
se 0 BSA (Soro de Albumina Bovina) 0,1%, agitando-se até total homogeinizacdo. Foram
colocados 9,5 mL dega solugdo em placas de Petri (8,5 cm de didmetro) pré aquecidas.

Os tecidos vegetais, 500 mg de galhos e folhas secas, moidos, foram extraidos 5 vezes
com 5 mL de solugdo MeOH: HO (1: 1) em ebulicdo. Foram retiradas aliquotas de 3 mL dos
extratos que foram secas e retomadas em 300 nL de MeOH: H,O (1. 1), dos quais foram
utilizados 20 L para arealizacéo do teste.

Com o auxilio de um furador de rolhas de 6 mm de diametro, foram feitas cavidades no
gel de agarose, com espacos de cerca de 1,5 cm entre elas. Os extratos (20 nL) foram entéo
depositados nas cavidades. Paralelamente, fezse uma placa em cujas cavidades depositaram-se
4, 8, 12, 16, 20 e 24 L. de uma solucéo de &cido tanico (25 mg mL™) em metanol 50% para
obtencdo de curva padrdo. Estas placas foram incubadas a 30°C por 48 horas. Os diametros dos
halos (mm), de precipitacdo de proteinas, foram medidos e todos os dados foram obtidos em
triplicata.

3.35 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS, FLORES E RAIZES DE A.
sidifolia

Foram coletadas 250 g de folhas e flores frescas de A. sidifolia e 700 g de raizes frescas.
Estes materiais foram submetidos a arraste por vapor déagua por duas horas em aparelho tipo

Clevenger.
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3.4FITOQUIMICA

341 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)

Como fases estacionarias para cromatografia em coluna foram utilizados Sephadex LH-
20 com o euente metanol; silica (CCSi) gel de 70-230 e 230-400 mesh 60 A (flash) com
eluentes: Eter de Petrdleo, Cloroférmio, Acetona e Metanol; resina Diaion HP-20 com eluentes:
H,O 100%, HO/MeOH 8: 2, HhO/MeOH 6: 4, HO/MeOH 4. 6, HO/MeOH 2: 8 e MeOH
100%. As colunas de vidro utilizadas foram de diferentes diédmetros, variando de acordo com a
quantidade de amostra em relacdo a fase estacionaria (Sthal, 1969).

342 CROMATOGRAFIAS EM CAMADA DELGADA ANALITICA (CCD) E
PREPARATIVA (CCDP)

As cromatografias em camada delgada andlitica e preparativa foram feitas em
cromatoplacas de aluminio e de vidro, recobertas com silica gel 60 Fxy € PRy Merck,
respectivamente. As cromatoplacas foram observadas sob luz ultra-violeta nos comprimentos de
onda(l ) 254 e 366 nm ou reveladas com H,SO4 10% em EtOH.

3.4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Para a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em escala anditica foi utilizado o
cromatografo Varian Pro Star modelo 330, série 00368, equipado com detector de arranjo de
diodo (DAD), coluna C18 Phenomenex 250X 4.60 mm. Para a obtencdo dos cromatogramas, 10
mg de amostra foram ressuspendidos em 1 mL min* de MeOH e uma aiquota de 50 pL foi
diluidacom 1 mL de MeOH/H,0 1: 1. Foram injetados 20 pL e as amostras foram analisadas em
comprimento de onda de 254 nm, fluxo 1 mL minuto. Utilizou-se o gradiente tempo zero: 5%
MeOH e 95% HO com 1% de é&cido acético, tempo 30 até 45 minutos: 100% MeOH. Os
espectros no UV, dos picos registrados nos cromatogramas, foram observados nos comprimentos
de onda 254 nm a 280 nm. Foi utilizado também o equipamento Varian Prostar, modelo 310,
série 252, detector UV- Visivel, coluna analitica C18 Phenomenex 250X 4.60 mm, fluxo 1 mL

min®. As amostras (20 nL) foram analisadas no comprimento de onda 280 nm na condicdo
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tempo 0: 20% MeOH e 80% HO com 1% de &cido acético, tempo 30 minutos até 60 minutos:
70% MeOH e 30% H,O com 1% de &cido acético.

Para a CLAE em escala semipreparativa foi utilizado o equipamento Varian Prostar,
modelo 310, série 252, detector UV-Visivel, coluna semipreparativa Supelcosil LC-18,
250X10mm, fluxo 1 ml min®. As amostras foram filtradas em cartuchos Sep-Pak da marca
Waters e injetados 500 pL de amostra por vez (comprimento de onda foi 280nm, no sistema 11%
acetonitrila e 89% H,O, 30 minutos).

3.4.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSAS
(CG-EM)
O CG-EM utilizado foi o Agilent 5973 Network, Mass Seletive Detector, 6890 series CG

System ionizacao por impacto eletrénico (IE) a 70 eV e coluna HP (5MS). A biblioteca de banco
de dados para comparacéo dos espectros de massas das amostras injetadas foi Wiley 275L. O gas
de arraste utilizado foi o hélio. Foi injetado 1 L de amostra.

As condigoes utilizadas foram:

1) Temperatura da coluna variou de 40°C a 290°C, aumentando 10°C por minuto, temperatura
do injetor 250°C e temperatura do detector 290°C;

2) Temperaturainicia da coluna50°C (um minuto), aumentando até 200°C, com variacdo 11°C
por minuto, permanecendo por um minuto nesta temperatura. A partir dessa temperatura, a
variagéo de 20°C por minuto até 300°C por trés minutos. Temperatura do injetor de 250°C e
do detector de 275°C.

3.4.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de RMN H e de 13C foram obtidos em espectrometro Bruker DX 300 e AC

200, operando a 500, 300, 125 e 75 MHz, para hidrogénio e para carbono 13, respectivamente. O

padrdo utilizado como referéncia interna foi TMS, marca Aldrich. Como solvente foi utilizado,

DMSO-d6 e CDs0D, marca Merck. Os deslocamentos quimicos foram expressos em unidades d

e as constantes de acoplamento (J) em Hz.
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3.5FITOQIIMICA BIOMONITORADA

3.5.1ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os extratos de acetato de etila, cloroférmico e hexéanico (2 mg) foram ressuspendidos em
uma mistura de metanol e dimetilsulfoxido (1:1, V/V) para obter uma solugéo de 20 mg mL™.
Como controle positivo das bactérias foi utilizada uma solucdo de Cloranfenicol (Img mL™) no
mesmo solvente das amostras e para as leveduras foi utilizada uma solugdo de Nistatina (1mg
mL™*). A atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli (ATCC 10531), Saphylococcus
aureus (ATCC 9027) e Candida albicans (ATCC 10231) foi avaliada pelo método de difusdo em
&gar em meio Antibitico No 1 (Merck) e Agar Sabouraud (Difco), para a levedura, pela adigdo
de 40 pyL da solugdo dos extratos vegetais em pocgos perfurados nas placas de Petri. As placas
foram incubadas a 35°C e 28°C, para as bactérias e leveduras respectivamente, durante 24 h. Os
resultados foram avaliados medindo-se os halos de inibicdo dos extratos, do controle positivo (20
pL) e do solvente (Japanese Pharmacopoea, 2000). Para a verificac8o de atividade antifingica,
os extratos foram submetidos a bioautografia direta em cromatografia em camada delgada com o
fungo Cladosporium sphaerospermum SPC- 1485, (Homans & Fuchs 1970). Apos
desenvolvimento da cromatografia, secagem e localizagdo dos compostos fluorescentes sob luz
UV, a mesma foi borrifada com uma suspensdo de esporos do fungo revelador e incubada em
ambiente Umido, por 2-4 dias, a temperatura ambiente. Neste teste, a presenca de zona de
inibicdo de crescimento de fungo indica a ocorréncia de compostos com atividade antifungica.
Foram aplicados de 100 a 400 g de amostras nas cromatoplacas.
3.5.2ATIVIDADE ANTITUMORAL

A metodologia basica para avaliagdo dos resultados do bioensaio com as linhagens
mutantes de Saccharomyces cerevisiae estd fundamentada na resposta diferencial entre linhagens
capazes (Rad +) e ndo capazes (Rad52Y e RS321) de recongtituir a sequiéncia do DNA, frente a
uma determinada amostra (extrato bruto, suas fragdes e/ou substancia pura). Uma amostra sera

considerada com atividade antitumoral (potencial), quando apresentar um halo de inibicdo com
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uma diferenca de pelo menos 6 mm a favor de pelo menos uma das linhagens deficientes em
comparacdo com a linhagem selvagem (Rad +) (Jonnson et al., 1986). Para a triagem
antitumoral, foram utilizadas trés linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae, sendo a
linhagem Rad + proficiente e as linhagens Rad 52Y e RS 321 deficientes nas vias de reparagcdo
e/ou recombinacdo do DNA. Estas linhagens foram cedidas pela Profa Dra Vanderlan da Silva
Bolzani (IQ/UNESP-Araraquara) e estédo sendo mantidas na Secéo de Fisiologia e Bioguimica de
Plantas, 1Bt, sob responsabilidade da pesquisadora Dra Maria Claudia Marx Young e da técnica
do projeto BiotalFAPESP, a hidloga Débora Gomes Agripino. As culturas estoques foram
preparadas a partir de leveduras mantidas em erlenmeyers contendo 50 mL de meio liquido YPD
estéril (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de dextrose) e incubadas sob agitacdo
por 48 horas a 30°C. Para o desenvolvimento do bioensaio foram utilizadas suspensdes celulares
da cultura estoque de cada linhagem. Foi feita diluicdo na propor¢éo de 1 mL da cultura de
levedura para 50 mL de agua destilada estéril, acrescida de 50 ng mL* do antibidtico
gentamicina para evitar possiveis contaminagoes por bactérias. As concentragdes das suspensdes
celulares de cada linhagem foram padronizadas pela leitura de densidade Optica em
espectrofotdmetro calibrado em 600 nm. Foram adicionados 30 mL do meio YPD com 2% de
agar em placas de Petri com 9 cm de didmetro. Apés gelificagdo do meio, acrescentourse 2 mL
da suspensdo celular de cada linhagem sobre a syperficie da placa. Apds inoculagdo das
leveduras, sete cavidades de 6 mm de diémetro foram escavadas no meio de cultura e as
amostras (2 mg), dissolvidas em DMSO: MeOH (1:1) foram depositadas. As placas foram
incubadas por 48 horas a 30°C, apods este periodo os didmetros dos halos de inibicdo foram
medidos e comparados com os dos padrfes utilizados para cada linhagem (Camptotecina para
Rad+ e Rad 52Y; Streptonigrina para RS 321). (Bioensaio desenvolvido pela SmithKline
Beecham Pharmaceutica Company, PA, USA. Colaboragdo foi negociada entre Dr D.G.
Kingston, Virginia Polytechnic Institute and State University, VA e Dra Vanderlan da Silva

Bolzani (UNESP/Araraquara).
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4. RESULTADOS

4.1 OBTENCAO DE EXTRATOS BRUTOS DE RAIZ, CAULES E FOLHAS DE A.
sidifolia

O procedimento padréo para obtencdo dos extratos brutos estd descrito na Fig.8. Das
raizes (1000g de po), obteve-se o extrato EEtOH (2,8g), que apods particdo forneceu os EHex
(0,0587g), ECHCk (0,1369), EACOETt (0,0653g) e EHid (1,657g) com os seguintes rendimentos:
0,28%, 0,006%, 0,013%, 0,0065% e 0,165% respectivamente. Das folhas (6000g de pd) obteve-
se 0,94% (56,3g) do EEtOH, que submetido a0 mesmo processo de particdo produziu: 0,21%
(EHex, 12,69g), 0,22% (ECHCk, 13,37g), 0,097% (EACOEt, 5,8g) e 0,41% (EHid, 24,3g). Dos
caules (2000g de pd) obteve-se: 0,68% de EEtOH (13,550) que apos particéo produziu 0,043%
(EHex, 0,869), 0,038% (ECHCE, 0,752g), 0,24% (EACOEt, 4,8g) e 0,32% (EHid, 6,349).
4.2 TRIAGEM FITOQUIMICA DE A. sidifolia
421 ANALISE EM CCD PARA CARACTERIZAC}AO DE CLASSES DE
SUBSTANCIAS COM REVELADORES ESPECIFICOS

Os testes fitoquimicos em CCD realizados com EHex de folhas apresentaram quatro
manchas roxa apoés revelacdo com o Reagente de Liebermann-Burchard, indicando a presenca de
triterpenos (Costa, 1972) (Fig.9). Os outros extratos brutos de A. sidifolia testados com este

reagente nas mesmas condi¢des ndo foram sensiveis ab método.
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Rf=0,81

Rf= 0,39

Rf=0.2

Rf=0,10

EHex

Fig. 9 Cromatoplaca do residuo hexénico (Hex) de folhas de A. sidifolia. Sistema de
eluicdo: CHCL3/MeOH (95: 5). 200ug. Revelador: Reagente de Liebermann-Burchard.

Os extratos brutos de raiz, caules e folhas de A. sidifolia testados para verificar a presenca de
alcal6ides com o Reagente Dragendorff foram todos negativos.

A presenca de flavonoides foi observada nas fragdes obtidas de CC (Diaion HP20) e CC
Sephadex LH-20 do EACOEt de folhas reveladas com Reagente NP/PEG (Fig.10) e com AlCk a
1% em EtOH (Figs.11 e 12). As manchas alaranjadas (Rf = 0,55 e 0,71) e amarelas (Rfs =0,50,

0,61, 0,82) sdo caracteristicas de flavonas e flavonéis (Wagner & Bladt, 2001).



0,61
0,50

FA1FA2 FA3 FA4 FAS5 FAG6

Fig. 10: Cromatogramas das fragcOes obtidas de CC (Diaion HP20) do
EACOEt de folhas de A. sidifolia. Sistema de eluicdo: Acetato de
Etila/A c.Acético/Ac. Formico/H,0 (100: 11: 11: 26). 200pg. Esquema 1.

Revelador: Reagente NP/PEG.
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4.2.2 ESTUDO DE FENOISTOTAIS DE CAULESE FOLHASDE A. sidifolia

0,9 1
0,8 A
0,7
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y = 0,0146x - 0,0014
R? = 0,0886

ABs.730nm
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ug 100uL*de &cido tanico

-0,1

Fia.l: Curva Padréo de écido tanico
As médias das absorcdes, apos leitura em espectrofotdmetro a 730 nm, para folhas foi

0,619 e para caules 0,176. A determinacdo quantitativa de fendis totais em caules foi 9,8% (12

Hg 100 uL) e em folhas foi 32,6% (42 pg 100 pL?). Estas porcentagens foram obtidas com

base nas medidas feitas utilizando a curva padréo (Fig.l).

4.2.3 DETERMI NA(;AO DE FLAVONOIDES DE CAULESE FOLHASDE A. sidifolia
As médias das absorcdes, apos leitura em espectrofotdmetro a 425 nm, para folhas foi

0,690 e para caules 0,187. A determinagdo quantitativa de flavondides totais foi de 22% (531ug

mL™) nas folhas e de 6% (144pg mL™) nos caules de acordo com a curva padrdo de

concentracdo de rutina (Fig.11).
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Fig.ll: Curva padréo de concentracdo de rutina
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4.2.4EXTRACAO E DETERMINACAO DE TANINOSEM A. sidifolia
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Fig.Il1: Curva Padréo de écido tanico

As folhas apresentaram halo de precipitacdo de proteinas (raio) de 0,330 cm e os caules

de 0,2025 cm. A guantidade de taninos nas folhas foi 0,110 mg (2,75%) e nos caules 0,065 mg

(1,62%) (Fig.I11)

4.25 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL

Foram feitas extragBes de 6leo essencial de folhas, flores e raizes de A. sidifolia por

arraste de vapor d agua por duas horas em aparelho Clevenger. N&o foi obtido 6leo essencial de

folhas, flores e raizes.
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4.3.1 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DA QUERCITRINA DO
EACOEt DASFOLHASDE A. sidifolia

O EACOEt das folhas foi submetido ao fracionamento (esquema 1) em CC de Diaion HP-
20. As fracBes obtidas foram monitoradas em CCD e reveladas com NP/PEG (Fig.10) e reunidas
conforme valores de Rf e submetidas a novos fracionamentos em Sephadex LH-20 com MeOH.
As fragfes que apresentaram resposta positiva a revelacdo com cloreto de aluminio em CCD e
fatores de retencéo semelhantes foram reunidas (Figs.11 e 12) em 32 grupos conforme indicado
na Tabela 1. As fracbes FA3.7 e FA4.6, apresentaramse como um sdlido amarelo, com massa
de 196 mg e apos CCD e revelagdo com AICk apresentaram manchas amarelas de Rf=0,85
(Figs.11 e 12). Estas fraces foram submetidas por RMN 'H e de *C e foram identificadas como

o flavondide glicosilado: quercitrina (Fig.13).

5,8 g de extrato
acetato deetila +

65 g%e%?telljgn
H,0 100%
H,O/MeOH 8: 2/2: 8

cC MeOH 100%
Diaion
: 60922 221032 116049 46152 o
,2mg mg mg ,2mg
S (FA2) FA3) (FA%) (FA5) Fryne
a a a a a a

FA1.1-10 FA2.1-11

a=CC Sephadex LH 20 com MEOH -

Esguema 1: Fracionamento do EACOEt de folhas de A. sidifolia. Fragdes reunidas da CC
em Diaion e da CC em sephadex LH-20 eluida com metanol.

FAS5.1-14 FAG6.1-32




Tabela 1: Relagéo das fragdes obtidas por CC em sephadex LH-20 eluidas com MeOH.

FRAGOES GRUPOS DE SUBFRAGOES MASSA (mg)
REUNIDAS

FA1 FAL1(D) 44

FA2 FA2.2(2-3) 97
FA2.3 (4-5) 67
FA2.4 (6-7) 76
FA2.5 (8-13) 288
FA2.6 (14) 18
FA2.7 (15-17) 62
FA2.8 (18) 9

FA3 FA3.1(1-2) 46
FA3.2(3) 32
FA3.3(4) 32
FA3.4 (5-6) 77
FA3.5(7) 89
FA3.6 (8-9) 160
FA3.7 (10-12) 9
FA3.8 (13-14) 170

FA4 FA4.1(1) 40
FA4.2 (2) 46
FA4.3(3) 33
FA4.4 (4-5) 110
FA45 (6) 10
FA4.6 (6-8) 100

FA5 FA5.1 (1) 20
FA5.2(2) 31
FA5.3(3) 18
FA5.4 (4-5) 54
FA5.5 (6-9) 65
FA5.6 (10-19) 268
FA5.7 (20-27) 39

FAG FAG.7 (7-8) 20
FA6.8 (9-12) 23
FA6.9 (13) 17

Hl Flavonoide isolado (Quercitring)
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Fig. 11: Cromatoplaca das subfractes 1 a 16 (fracéo 3) obtidas de CC em sephadex
LH-20 do EACOEt de folhas de A. sidifolia. Sistema de eluigdo: Acetato de
Etila/Ac.Acético/Ac. Formico/H,0 (100: 11: 11: 26). 200ug. Revelador: AlICk

Rf=0,85

20 210 22 23 24 25 26 27 28 29 12 3 4 5 6 7 8

Fig. 12 Cromatoplaca das subfracdes 20 a 29 (fracéo 5) e subfractes 1 a 8 (fragéo 4)
obtidas de CC em sephadex LH-20 do EACOEt de folhas de A. sidifolia. Sistema de
guicdo: Acetato de Etila/Ac.Acético/Ac. Formico/H20. (100: 11: 11: 26). 200ug.
Revelador: AICk



Tabela 2: Dados de RMN de *H para o flavondide isolado (DM SO-dg, 300MHz; d, J em Hz).

POSICAO DESL O(,ZAM ENTO

" QUIMICO
d'H
6,31
6,11

2 7,27; 9

3 _

5 6,83,d,7,4

6 7,22,d,7,4

Ramnose:
1 5,24
2’345 3,1-4
6" 0,79

Tabela 3: Dados de RMN de **C do flavonéide isolado (DM SO-ds, 75 MHZ)

Posicao Flavondide isolado Quercitrina

C Deslocamento quimico (Markhan et al .,
dBc 1978)
d®c
2 156,58 156,4
3 133,99 1344
4 177,35 177,7
5 161,17 161,2
6 99,22 98,6
7 166,32 164,0
8 93,90 93,5
9 156,83 157,0
10 103,25 104,2
r 120,56 121,0
2 115,49 1154
3 145,34 145,1

4 148,76 148,3
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5 115,49 115,8
6 121,01 121,0
17 101,78 101,9
2’ 70,05 70,4
3’ 70,36 70,6
4 71,23 71,5
5 70,51 70,1
Me(6") 17,47 17,3

O espectro de RMN de 'H (Fig.14) do flavonol isolado mostra absorgdes em d 3-4,
sugerindo a presenca de aglcar nesta substancia e absorcdo em d 5,24 sugerindo a presenca
de um hidrogénio anomérico e do sinal a 101,78 atribuido ao carbono anomérico do aglicar
(Tabela 2). Os espectros de RMN *3C PND (Fig.15) mostram um sina de 17,47 (grupo
metilico) e absorgdes em torno de d 70 (4 sinais) e d 100 (carbono anomérico), confirmando
a presenca de ramnose nesta substancia. Estes dados sdo semelhantes aos descritos por

Markhan et al. (1978), para a quercitrina (Tabela 3)

R=a-L -Ramnose

Fig.13: (11) Quercitrina



Fig.14: Espectro de RMN H do flavonéide isolado, DM SO-d6, 300 MHz.
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Fig.15: Espectro de RMN *3C do flavonéide isolado, DMSO-d6, 75 MHz
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4.3.21ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DO DITERPENO ISOLADO

DO ECHCI3; DASFOLHASDE A. sidifolia

O ECHCI; de folhas foi fracionado em coluna de Silica gel de 70-230 Mesh (Esquema 2,
péag. 40). A fragdo 77, eluida com Eter de Petroleo/Me,CO (3:1) apresentou-se na forma de um
precipitado branco (ppb), de massa 5 mg. Anadlise desse precipitado pér CG/EM, utilizando o
método 1 apresentou um constituinte majoritério com o espectro de massas compativel com a de
um diterpeno (C2oHz403), CG/EM (IE) Tr=22.338 min, m/z (%): 304 [M*-H,0] (5), 291(35),
271(33), 230(25), 215(12), 189(23), 153(32), 121(22), 109(38), 91(45), 55(42), 28(55). Para essa
mesma amostra foram obtidos os espectros de massas por |E (injegdo direta) e FAB: IE: 322
(n30 observado), 304[M*-H,0](5), 291[M*-CH,OH] (100), 273(10), 230(37), 215(18), 149(190,
121(19,5), 109(49) (Fig.16) e FAB: 415(5) [M+glicerol+H7, 361[M+K *] (4), 305(10) [M*-
H,O+H"], 287(100) [304-H,0+H"], 269(61) [286-H,0+H"] (Fig.17)

Dados de espectrometria de RMN de H, (Fig.18), *C (Fig.20), DEPT 135° (Figs.21 e
22) e espectrometria bidimensiona de HMQC (Fig.23) e HMBC (Fig.24), foram usados para
atribuicdo dos hidrogénios e carbonos da molécula (Tabela 4). Para estudo de configuracéo
relativa foram usados estudos de correlagéo Je-+ (n=2 e n=3) do espectro de HMBC e medidas de
Ji-+ no espectro de RMN de*H . Com base nestes dados i dentificouse este composto como com
um diterpeno de esqueleto do tipo caurano, de nome corimbol ou ent-6b, 16a, 17-

trihidroxicaurano (Fig.38).



ECHCI3 13,379

CC-Si
Eter de Petréleo/Me,CO/MeOH 9:1:0b
1:1:1p MeOH

1-40 77 141

Precipitado branco
(ppb) Diterpeno

Esguema 2: Fluxograma do fracionamento do ECHCL; de folhas em CCS de A. sidifolia
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Tabela 4: Dados espectrais de ppb (CDz0D) de RMN de *H (500 MHZ) e de *C (125 MHz)
incluindo resultados de experimentos DEPT 135°, HMQC Jcy (n=1) e HMBC Jcy (n=2 € 3) e do

corimbol (DM SO-d6).

C & DEPT (135°) |dy HMQC HMBC(dy) & corimbol
(Elliger et
al., 1992)

1 41.7 (CHy) 1.69 € 0.69 H20(1.00) obscured
2 19.5 (CHp) 134 17.9

3 45.1 (CHy) 121e1.08 H18(1.05),H19(0.92) 435

4 34.7(C) — H5(0,81),H18(1.05), 333

H19(0.92)
5 61.8 (CH) 0.81 H18(1.05),H19(0.92),H20 59.8
(1)

6 69.8 (CH) 375 H5(0.81),H7(1.72 € 1.54) 67.1

7 53.3(CHy) 172e154 52.7

8 459 (C) 4.1

9 57.7 (CH) 0.91 H7(1.54),H11(1.60), 55.9

H20(1)
10 42.2 (C) - H2(1.3),H5(0.81), obscured
H9(0.91),H20(1.00)
11 19.3 (CH,) 154 18.1
2 27.2 (CHp) 158 25.9
13 46.4 (CH) 193 H11(1.54), H16(1.35) 4438
14 38.8 (CH,) 1.82e1.60 H7(1.54) 375
15 54.2 (CH,) 135e1.48 H14(1.82 e 1.60) 53.2
16 826 (C) — H16(1.48),H14(1.82),H17 80.2
(351)

17 66.9 (CHy) 3.51e3.59 H16(1.48) 65.3
18 37.3 (CHa) 1.05 H19(0.92) 36.7
19 22.6 (CHg) 0.92 H18(1.05) 221
20 19.7 (CHy) 1.00 H5(0.81),H9(0.91) 19.0
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Fig.18: Espectro de RMN *H do ppb, CDs0D, 500 MHz
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Fig.20: Espectro de RMN **C do ppb, CD3;0D, 125 MHz



k¥ 3

7| b
[ X
P i
T u
=
"
-
3 T~
o, e A
2 iy = - £
~ + i P
2 = 3 i
|
« |2
- ™ |
= LS
o =
T T — T
| gom = n 85 i} " .1} A5 & 35 0 %

Fig.21: DEPT 135° do ppb, CD;0OD, 125 MHz
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Fig.23: Espectro de HMQC do ppb, CDs0D, 500 MHz



Fig.24: Espectro de HMBC do ppb, CDs0D, 500 MHz
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4.4 FITOQUIMICA BIOMONITORADA

A atividade antifungica contra C. sphaerospermum foi observada nos ECHCE de caules
(Esquema 3) e raizes (Esquema4) de A. sidifolia Esquema 3. O ECHCJ de caules foi fracionado

em CCSi flash e em Sephadex LH-20. Foram detectadas atividades antifungicas em duas fragdes

gue foram analisadas em CG/EM. 752mg
ECHCL3

CCsi flash
99 (8:2 CHCL3/MeOH):
1MeOHIIMeOH 100%

CC sephadex LH-20
HeX/CHchz (l: 4)
CH,CL2Me;CO (3: 2)
CH2CLoMe>CO (1: 4)

MeOH 100%
5 6
1 26,3mg 16,3mg 12
CC sephadex LH-20
Hex/CH,CL2 (1: 4)
CH,CL2MeCO (3: 2) o
CH,CL2/Me>CO (1: 4) 2
4mg
BIOATIVIDADE
2
i 14 mg
CCsi gel flash
CHCIlz/MeOH 99: 10MeOH 100%
1 2 3

Esquema 3: Fluxograma do fracionamento do ECHCL de caules de A. sidifolia
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A fracdo 11, apds submetida a bioautografia com C. sphaerospermum, apresentou dois
halos de inibicéo, halos 1 e 2 (Rfs=0,8 e 0,6) (Fig.26). A fracdo 6 apds submetida a bioautografia
com o mesmo fungo, apresentou um halo de inibicdo, halo 3, (Rf=0,5) (Fig.27). Os materiais
correspondentes a estes halos (59 ng, 83 ngy e 89 ny) foram analisados em CG/EM pelo método
1. Os cromatogramas e 0s espectros de massas (Figs.28, 29 e 30) mostraram que no halo 1, ha
presenca do sesquiterpeno: a-amorfeno e dfenilsulfeto (Fig.31) com 95% de semelhanca no
padrdo de fragmentagdo em comparagdo com a biblioteca do CG/EM. Os haos 2 e 3
apresentaram em sua constituicdo uma mistura de hidrocarbonetos com 90% de semelhanca no
padréo de sua fragmentacdo em comparagéo com a biblioteca do CG/EM.

Dados de CG/EM da fracdo 11 (halo 1, Rf=0,8) difenilsulfeto (C12H10S) IE m/z
(int.rel.): 186(100), 171(8), 160(0,5), 152(10), 145(0,1), 139(1), 128(0,2), 121(0,5), 115(1),
109(6), 102(1), 92(8), 84(1), 77(10), 71(0,5), 65(13), 58(1), 51(31), 45(2), 39(10), 33(0,5), 27(1)
e &amorfeno (CisHa) IE, miz (int.rel.): 204(30), 189(7), 176(2), 161(100), 148(7), 133(33),

127(2), 119(55), 105(72), 91(52), 79(42), 67(13), 55(18), 49(1), 41(35), 32(1).

qe s
, | §
§

14

Fig.31: Substancias com atividade antifingica contra C. sphaerospermum presentes na fracéo
11 (halo 1), (13) difenilsulfeto e (14) a-amorfeno
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Fig.26: Fragdo 11, placas de CCD observadas em luz UV nos comprimentos curto (254 nm) e
longo (366 nm), antes e depois da revelagdo com Cladosporium sphaerospermum. Sistema de
eluicdo: 80 (CHCLs/ Eter de Petroleo 8: 2): 20 MeOH. 200 pg. Halos 1 e 2, Rfs: 0,8 € 0,6.

Fig.27: Fracdo 6. Cromatoplaca revelada com Cladosporium sphaerospermum. Sistema de
eluicdo: Diclorometano/Acetona (3: 2), 200 ug. Halo 3 Rf: 0,5.



Fig.28: Cromatograma de ions totais (TIC) da fragdo 11 (halo 1) do ECHCE de caules analisado
em CG/EM pelo método 1.




Fig.29: Espectro de massas. A-do componente (Tr=24.486min.) da fracdo 11 (halo 1) do
ECHCEL de caules de A. sidifolia feito em CG-EM Agilent 5973 Network e B-do
difenilsulfeto




Fig.30: Espectro de massas A-do componente (Tr=25.875min.) dafragdo 11 (halo 1)
do ECHCL de caules de A. sidifolia feito em CG-EM Agilent 5973 Network, B-do

a-amorfeno
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O ECHC de raizes ativo contra C. sphaerospermum apés submetido a CCDP,
apresentou na fracdo 3 (Fig.32), de massa 7 mg, uma mancha (Rf=0,62) com atividade
antifingica. O esquema 4 mostra o fracionamento deste e a obtencdo da fracdo com

atividade antifungica, que foi analisadaem CG/EM pelo método 2.

136mg
CHCl3
CCDP 64: 36: 8 (CHCls:
MeOH: H,0)
1 2 3 4
40mg
CCDP 64: 36: 8 (CHCls:
MeOH: H,0)
BIOATIVIDADE
3
1 2 7mg
CG/IEM

Esquema 4: Fluxograma do fracionamento do ECHCE de raizes de A. sidifolia



58

Os cromatogramas de ions totais (TIC) e os espectros de massas (Figs.33, 34 e 35)
mostraram gue na fracdo 3, ha presenca de dois sesquiterpenos. a- humuleno e de &cariofileno
(Fig.36) com 97% e 99% de semelhanca no padrdo de fragmentacdo em comparagdo com a
biblitoteca do CG/EM. Dados de GG/EM da fragdo 3: a-humuleno (CisH24) IE m/z (int.rel.):
204(5), 147(22), 121(31), 107(18), 93(100), 80(32), 67(19), 53(12) e &-cariofileno (CisHz4) IE
m/z (int.rel.): 204(5), 189(12), 175(18), 161(28), 147(27), 141(0,5), 133(83), 127(1), 120(42),

111(2), 105(68), 93(100), 85(0,5), 79(85), 69(68), 63(2), 53(35), 41(93).

Rf=0,62

0

Fig.32: Bioautografia da fragdo 3, obtida de CCDP do ECHCk
de raiz revelada com o fungo C. sphaerospermum. Sistema de
eluicdo: CHCL: MeOH (9:1).200my. (7mg).

15 16

Fig.36: Substancias com atividade antifingica contra C. sphaerospermum presentes na fracéo
3 deraizes, (15) & humuleno (C1sH24) € (16) & cariofileno (C1sHz4).
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Fig.33: Cromatograma de ions totais (TIC) da fracéo 3 do ECHCE de raiz analisado
em CG/EM
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Fig.34: Espectro de massas:A-do componente da fragdo 3 do ECHCk de raizes de A. sidifolia
(Tr=11.692min), feito em CG-EM Agilent 5973 Network e B-do b-cariofileno
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Fig.35: Espectro de massas A-do componente da fracdo 3 do ECHCL de raizes de A. sidifolia
(Tr=12.116min), feito em CG-EM Agilent 5973 Network e B-do a -humuleno
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O EACOEt de folhas apresentou atividade antifungica contra C. sphaerospermum. Este

extrato foi fracionado fornecendo o (Esquema 1, pég.33) flavondide glicosilado quercitrina

(Rf=0,63), que também apresentou atividade contra C. sphaerospermum, (Fig.37).

O diterpeno, corimbol, isolado do ECHCk de folhas, quando testado nas mesmas

condicdes, ndo apresentou atividade contra C. sphaerospermum.

Rf=0,63

Fig.37: Bioautografia do flavondide (quercitrina) isolado do EACOEt
de folhas de A. sidifalia, revelada com o fungo C. sphaerosper mum.
Sistema de elui¢do: CHCk:MeOH:H,0 (64:36:8).200my.

Os EEtOH, EHid, EACOEt e EHex de folhas de A. sidifolia apresentaram atividade
antitumoral fraca contra as linhagens mutantes de S. cerevisae Rad 52Y com halo de inibicdo de

8 mm (atividade fraca). Estes mesmos extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana frente

a Escherichia coli, Saphylococcus aureus e Candida albicans.



5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Alchornea sidifolia, planta nativa comum no PEFI, uma reserva de Mata Atlantica, foi
selecionada para estudo quimico biomonitorado, através de uma triagem entre varias espécies de
Euphorbiaceae, com o fungo Cladosporium sphareospermum (Leone et al., 2002).

Para este estudo, raizes, caules, folhas e flores da planta foram coletados no I1Bt. Os
extratos etandlicos (raizes 0,28%, caules 0,68% e folhas 0,94%) obtidos seguindo a mesma
metodol ogia e de acordo com a Fig. 8 (pag.18), foram particionados com solventes de polaridade
crescentes (hexano, cloroférmio e acetato de etila) e os rendimentos de extracdes foram
diferentes. Os extratos de caules e folhas apresentaram massas relativas de 50% da parte menos
polar e 50% da mais polar. A presenca de 6leo essencial ndo foi observada nas raizes, folhas e
flores. Pode-se concluir que em Alchornea sidifolia ndo ha presenca de 6leos essenciais.

Os resultados de bioautografia com o fungo C. sphaerospermum mostraram inibicoes
mais nitidas no ECHCIz dos caules (Figs.26 e 27) e das raizes (Fig.32). O fracionamento do
ECHCL dos caules, forneceu fragfes ativas cuja composicdo quimica é de difenilsulfeto e a-
amorfeno (Fig.31) e hidrocarbonetos. Nas raizes, os componentes majoritérios da fracdo 3 ativa
do ECHCE foram identificados como a-humuleno e b- cariofileno (Fig.36). A quercitrina
isolada do EACOEt das folhas apresentou atividade antifungica fraca contra C. sphaerosper mum.

Como relatado na literatura, sulfetos e polissulfetos sdo agentes antimicrobianos,
inclusive alguns apresentam atividade contra C. sphaerospermum e C. cladosporioides
(Benevides, 2001; Benevides et al., 2001). Da mesma maneira, 0s sesquiterpenos a-amorfeno,
a-humuleno e b- cariofileno, presentes nos 6leos essenciais de Annona cherimola (Annonaceag),
apresentaram atividade antimicrobiana (Rios et al., 2003). A triagem fitoquimica de A. sidifolia
para a caracterizacdo de classes de substancias, detectou a presenca de terpendides e flavondides
nos extratos e fragbes. O isolamento s sesquiterpenos (Figs.31 e 36), corimbol (Fig.38) e
quercitrina (Fig.13) confirmam esses dados de triagem. Neste mesmo estudo, a quantificacéo de

fendis totais nas folhas pelo método de Folin-Denis, foi de 32,6%, sendo que 22% destes fendis
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sdo flavondides e 2,75% sdo taninos. Nos caules a porcentagem de fendis totais foi de 9,8%
sendo que 6% sdo flavondides e 1,62% sdo taninos. Pode-se concluir que nas folhas ha
aproximadamente trés vezes mais fendis totais do que nos caules de A. sidifolia. A presenca de
maiores teores de substéncias fendlicas nas folhas de A. sidifolia pode estar associada a
herbivoria e protegdo contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel (Harborne & Williams,
2000). Com relagdo a quercitrina, um flavonol glicosilado, comum em muitas familias de
plantas inclusive Euphorbiaceae também foi descrita atividade antimicrobiana (Penna et al.
2001). O diterpeno isolado das folhas, apresentou resposta negativa aos ensaios com o fungo C.
sphaer osper mum.

Os EEtOH, EHid, EACOEt e EHex de folhas de A. sidifolia apresentaram atividade
seletiva contra a linhagem mutante de S cerevisae Rad 52Y. Os halos de inibi¢des observados
para os extratos estudados foram de aproximadamente 8 mm (atividade fraca) uma vez que na
concentragdo testada, o halo deveria ser de cerca de 12 mm para o0 extrato ser considerado ativo.
Os extratos EEtOH, EHid, EACOEt e EHex de folhas de A. sidifolia ndo foram ativos frente a
Escherichia coli, Saphylococcus aureus e Candida albicans.

O diterpeno isolado e identificado como corimbol, por métodos espectrométricos, inédito
nesta espécie vegetal e que ndo apresentou atividade antifungica, esta sendo discutido porque
alguns dados novos de espectrometria e complementares foram obtidos e auxiliaram na
confirmac&o da estrutura proposta para o corimbol. Este diterpeno foi isolado primeiramente em
Turbina corymbosa (Convolvulaceae) (Pérezamador et al., 1965) e posteriormente em
Calibrachoa parviflora (Solanaceae) (Elliger et al., 1992). Em espécies de Euphorbiaceae esta
substéncia néo havia sido isolada.

Com relacdo aos carbonos metilénicos C2 e C11 com deslocamentos quimicos proximos
19.5 e 19.3 d, respectivamente, as atribui¢gdes sugeridas foram feitas com base nas correlagdes
(JCH e n=3) observadas no espectro de HMBC do C13 @6.4) com o H do C11 (1.54) como

mostrado abaixo:



s
S
S
N

CoH3403

Fig.38: (12) Corimbol (ent-6b, 16a, 17- trihidroxicaurano)

A estereoquimica relativa para o carbono G6, semelhante ao corimbol, foi corroborada
pelas medidas de constante de acoplamento do triplo dubleto (d 3.75) com Jax-ax= 11.0 Hz e
Jax-eq=3.5 Hz do hidrogénio carbindlico, observado no espectro de hidrogénio ampliado
(Fig.19) (Elliger et al., 1992). Com estes dados pode-se confirmar que a estrutura proposta para o
ppb € semelhante do corimbol (Fig.38-12). Na tabela 6 (pag.41) os carbonos C1 (CH,) e C10
(C), que estavam obscuros no espectro feito em DM SO-d6, foram atribuidos com base nos dados
de RMN de 3C, DEPT 135° (Figs.21 e 22) e HMQC (Fig.23) cujos espectros foram feitos em
CD30D. Nesta tabela onde séo comparados os valores de deslocamentos quimicos do corimbol
(d) e do ppb observa-se pequenas variagdes de d que podem ser atribuidas ao efeito do solvente.

O estudo quimico de A. sidifolia, contribuiu para um melhor conhecimento do taxon e
mostrou a importancia da preservagao e conservagao da Mata Atlantica e seus remanescentes,
gue abrigam uma enorme “biblioteca’” viva de moléculas e modelos bioativos, fruto de milhdes

de anos de evolucdo e adaptacéo (Rosentha et al., 1979).



6. RESUMO

Alchornea sidifolia, planta nativa da Mata Atlantica, foi selecionada para este estudo por
meio de uma triagem com vérias espécies de Euphorbiaceae, coletadas na Reserva do PEFI, por
apresentar atividade contra o fungo filamentoso Cladosporium sphaerospermum. Os objetivos
deste trabalho foram: 1) o estudo quimico monitorado por ensaios de atividade antifungica com
C. sphaerospermum como fungo revelador, paraidentificacgo tanto de substancias com potencial
atividade como de outros constituintes; 2) estabelecer relacBes quimicas comparativas entre
espécies do mesmo grupo taxondmico.

Para tanto, raizes, caules, folhas e flores da planta foram coletados no I1Bt. Os extratos
etandlicos (raizes 0,28%, caules 0,68% e folhas 0,94%), obtidos do p6 da planta foram
particionados com solventes de polaridades crescentes (hexano, cloroformio e acetato de etila)
fornecendo os residuos seguintes. caules 0,043% (EHex, 0,86g), 0,038% (ECHCE, 0,7520),
0,24% (EACOEY, 4,8g) e 0,32% (EHid, 6,34g); folhas 0,21% (EHex, 12,69g), 0,22% (ECHCE,
13,37g), 0,097% (EACOEt, 5,8g) e 0,41% (EHid, 24,3g): raizes 0,006% (EHex, 0,0587g),
0,013% (ECHC},0,136g), 0,0065% (EACOE, 0,0653g) e 0,165% (EHid,1,657g). A utilizag3o
do método de Clevenger para a obtencdo de 6leos essenciais de raizes, folhas e flores mostrou-se
ineficaz. A extracdo especifica para alcaldides seguida de revelacBo com o reagente de
Dragendorff apresentou resultados negativos para estes compostos.

A triagem fitoquimica de A. sidifolia para a caracterizagcdo de classes de substancias,
revelou a presenca de terpendides e de flavondides nos extratos hexanico e de acetato de etila de
folhas, respectivamente. O isolamento de sesquiterpenos, corimbol e quercitrina confirmam os
dados da triagem fitoquimica. Neste mesmo estudo, a quantificagdo de fendis totais nas folhas,
pelo método de Folin-Denis, foi de 32,6%, sendo 22% de flavondides e 2,75% de taninos. Nos
caules, a porcentagem de fendis totais foi de 9,8% sendo 6% de flavondides e 1,62% de taninos.
Estes dados sugerem que em A. sidifolia a presenca de altos teores de fenois nas folhas pode

estar associada a herbivoria e proteco contra aincidéncia de raios ultravioleta e visivel.
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Os extratos EEtOH, EHid, EACOEt e EHex de folhas de A. sidifolia apresentaram

atividade seletiva contra a linhagem mutante de S. cerevisae Rad 52Y em comparacdo com a
linhagem selvagem Rad+. Os halos de inibigdes observados para os extratos estudados foram de
aproximadamente 8mm, atividade considerada muito fraca, uma vez que na concentracéo testada
0 halo deveria ser de pelo menos 12 mm, para o extrato ser considerado ativo. Os mesmos
extratos acima citados, quando testados frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e

Candida albicans néo apresentaram atividade antimicrobiana.

Os resultados de bioautografia com o fungo C. sphaerospermum mostraram inibicoes
mais nitidas nos extratos em CHCk dos caules e das raizes. O fracionamento do extrato CHCk
dos caules, forneceu duas fragbes ativas, nas quais foram identificados por CG/EM
difenilsulfeto, a-amorfeno e hidrocarbonetos. Nas raizes, os componentes magjoritérios da fracéo
ativa foram identificados por CG/EM como a-humuleno e b- cariofileno. A quercitrina, isolada
do residuo AcOEt das folhas apresentou atividade antifungica fraca contra C. sphaerospermum.
O diterpeno ent-6b, 16a, 17- trihidroxicaurano, conhecido como corimbol, isolado do extrato
cloroformico de folhas e identificado, por métodos espectrométricos, € inédito nesta espécie

vegetal e ndo apresentou atividade antifangica



7. ABSTRACT

Alchornea sidifolia, a native plant from the Rain Fored, was selected from a screening
for biological activities of Euphorbiaceae plants, collected in the Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga (PEFI), S8o Paulo, SP due to its activity against the filamentous fungus Cladosporium
sphaerospermum. This work describes the activity- guided fractionation of A. sidifolia extracts
using the C. sphaerospermum TLC bioautography.

The roots, stems and leaf crude ethanolic extracts were partitioned with hexane,
chloroform, and ethyl acetate, respectively. The resulting solutions were concentrated in vacuo to
afford the following extracts: stem 0,043% (EHex, 0,86g), 0,038% (ECHCk, 0,752g), 0,24%
(EACOE, 4,87) and 0,32% (EHid, 6,34g); leaves 0,21% (EHex, 12,69g), 0,22% (ECHC,
13,379), 0,097% (EACOEt, 5,8g) and 0,41% (EHid, 24,3g) and roots 0,006% (EHex, 0,05879),
0,013% (ECHCk,0,136g), 0,0065% (EACOEt, 0,0653g) and 0,165% (EHid,1,657g).

Phytochemical screening with different detection methods reveled the presence of
terpenes and flavonoids in both hexane and ethyl acetate extracts from the leaves of A. sidifolia.
The isolation of sesguiterpenes, kaurenoid diterpene (corymbol) and quercitrin proved the nature
of the constituents detected in the preliminary information. The amount of total phenol on the
leaves according to the Folin-Denis method was 32,6%, from which 22% are flavonoids and
2,75% are tanins. For the stems, the percentage of total phenol was 9,8%, from which 6% are
flavonoids and 1,62% are tanins. It has been admitted for a long time that phenols can act as a
chemical barrier against herbivorous and protection against the ultraviolet rays. The high amount
of phenolsin A. sidifolia, may be associated to the ecological roles of these compounds.

EEtOH, EHid, EAcOEt and EHex extracts of the leaves of A. sidifolia had weak effect on
DNA, as deduced by the selective inhibition zone (8mm) of the mutant strain Rad 52Y, relative
to the wild strain Rad+. These extracts were evaluated for their activity against Escherichia coli,

Saphyl ococcus aureus and Candida albicans and did not show antimicrobial activity.
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The CHCk extracts of the stems and roots gave a positive response in the C.
sphaerospermum TLC biossay. Fractionation of the CHCE extract of stems was performed by a
combination of silica gel CC and TLC to give two active fractions. CG/MS analysis of these
fractions showed the presence of diphenylsulfide, a-amorfene and hydrocarbons. Analysis of the
CHCls extract of the roots by CG/MS showed the presence of two maor components identified
as a-humulene and b- cariophyilene. The flavonoid quercitrin isolated from the AcCOEt extract of
the leaves presented weak antifungal activity against C. sphaerospermum. The diterpene ent-6b,
16a, 17- trihydroxykaurane, isolated from the chloroform extract of the leaves and identified by
spectrometric methods as corymbol, did not show antifungal activity. This is e first report of

corymbol in Euphorbiaceae.
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