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"Lembra teu Criador enquanto és jovem. Levanta-te despreocupado antes do alvorecer, e segue
em busca de aventuras, ndo existem campos mais vastos a percorrer nem jogos mais importantes a
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo estudar a espécie Forsteronia velloziana
(Apocynaceae). Este estudo foi realizado a partir cascas do caule desta espécie, coletadas
na cidade de Curitiba, com os quais foi preparado um extrato etanolico bruto que foi
fracionado em por¢des de acordo com a polaridade dos constituintes. A partir das amostras
obtidas, por meio de colunas cromatograficas, foram encontrados terpenos que foram
identificados por RMN 13C e RMN 1H.

O estudo das bioldgicas com as fragfes da espécie revelaram grande capacidade
antioxidante pelo método da reducdo do complexo do fosfomolibdénio e pelo ensaio de
espécies reativas do acido tiobarbitarico (TBARS), principalmente nas fracdes cloroférmio e
acetato de etila da casca, foi também comprovada a capacidade de reducdo de radicais
livres pelo método do DPPH, principalmente pela fragdo acetato de etila.

Com relacédo & toxicidade, esta foi avaliada sobre o microcustaceo Artemia salina e
larvas de Aedes aegypti, no primeiro o extrato e fragbes ndo se demonstraram toxicos,
porém em relacdo a atividade larvicida a fragdo hexano e o extrato bruto das folhas que foi
realizado paralelamente, apresentaram grande eficiéncia, portanto pode-se inferir que estes
podem atuar como pesticidas no controle de vetores da dengue, sem apresentar toxicidade
ambiental.

A atividade hemolitica em sangue de carneiro também foi avaliada e nenhuma das
doses testadas demonstrou atividade toxica. A baixa toxicidade do extrato também foi
demonstrada em ensaios de atividade antimicrobiana, nas quais foram testadas pelo método
do antibiograma de difusdo em &gar, o extrato e fragBes contra as bactérias Agrobacterium
tumefaciens, Staphyloccocus aureus, Staphyloccocus epidermidis, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium e contra o fungo Candida albicans, ndo havendo atividade sobre
nenhuma das espécies testadas.

Foi avaliada também a atividade alelopatica da espécie, os resultados indicaram a
interagdo do extrato e fracbes com as sementes de Lactuca sativa, reduzindo a velocidade
de germinacgdo, porém sem interferir nas taxas e gerando uma significativa diminuigcdo nas
dimensbes das radiculas, o que torna a espécie de interesse para o desenvolvimento de
métodos de controle para espécies daninhas.

Palavras-chave: Forsteronia velloziana, Apocynaceae, Toxicidade, Alelopatia,

Antioxidante, B-sitosterol.



ABSTRACT

The present work aimed to study the Forsteronia velloziana species belonging to the
family Apocynaceae. This study was carried out from the bark of this specie, collected in the
city of Curitiba, with which they prepared a crude ethanol extract that was fractionated into
portions according to the polarity of the constituents. From the samples obtained through
chromatography columns, terpenes which have been identified by *H NMR and 3C NMR
were found.

The study of some biological activities with the fractions of the species,
showed great antioxidant capacity by reducing the phosphomolybdenum the complex
method and the assay of thiobarbituric acid reactive species (TBARS), mainly in fractions
chloroform and ethyl acetate bark, has also been proven to reduce the ability of free radicals
by the method DPPH, mainly by ethyl acetate fraction.

With respect to toxicity testing, this was assessed on brine shrimp and larvae of
Aedes aegypti, the first extract and fractions not shown toxic, but in relationship to the
larvicidal activity hexane fraction and crude extract of leaves was carried out in parallel
showed great efficiency, so it can be inferred that these can act as pesticides to control
dengue vector, without presenting environmental toxicity.

The hemolytic activity on sheep blood was also evaluated to set a toxicological
endpoint of the species, and none of the tested doses showed toxic activity. The low toxicity
of the extract was also demonstrated in antimicrobial activity assays, in which were tested by
the agar diffusion susceptibility testing method, the extract and fractions against
Agrobacterium tumefaciens bacteria, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium and against the fungus Candida albicans, with no
antimicrobial activity against any of the tested species.

We also evaluated the allelopathic activity of the species, indicated the interaction of
the extract and fractions with the seeds of Lactuca sativa, reducing the germination rate, but
without interfering with the exchange and generating a significant decrease in the dimensions
of rootlets, which makes the species of interest to develop methods for controlling weeds.
Keywords: Forsteronia velloziana, Apocynaceae, Toxicity, Allelopathy, Antioxidant, p—

sitosterol.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais de dimensdes geograficas extensas, ocupa praticamente
metade do territorio sul americano e esta sujeito a uma grande variabilidade
climatica, abrangendo desde areas semiaridas a climas temperados e florestas
tropicais Umidas, o que propiciou a existéncia da mais rica megabiodiversidade do
planeta (MITTERMEIER et al, 2005).

Estima-se que o Brasil detenha entre 15 a 20% do numero total de espécies
do planeta (BRASIL, 1988) contando com mais de 50 mil espécies vegetais
descritas, 0 que representa 22% da flora mundial. Possui dois hot spots de
biodiversidade — A Mata Atlantica e o Cerrado, além de seis reservas da biosfera
reconhecidas pela UNESCO (BRASIL, 2011a).

Ao lado de toda esta riqueza, os problemas se apresentam em magnitude
proporcional. Um exemplo drastico pode ser observado no dominio da Mata
Atlantica - uma das areas florestais mais ricas em diversidade bioldgica do planeta,
que h& 500 anos se estendia por cerca de um milhdo de km2 ao longo 17 estados,
ao final da década de 1980 estava reduzida a menos de 9% de sua area original
(BRASIL,1988) e atualmente a 7,3% (BRASIL, 2011b).

A perda de diversidade biolégica tem ocorrido de forma alarmante,
principalmente pelo fato de que, ao contrario de outras catastrofes ambientais, a
perda da biodiversidade é irreversivel (MITTERMEIER et al, 1998). Neste contexto, a
degradacdo ambiental leva a perdas irrecuperaveis de patriménios bioldgicos, dos
quais, frequentemente hé escassez de informacdes e conhecimentos a respeito das
espécies.

PRIMACK e RODRIGUES (2002) sugerem que, para que o patrimdnio natural
seja protegido, é necessario que a sociedade mude sua percepcao, passando a
considera-lo como um conjunto de recursos de propriedade comum que possui
valores diretos, ou seja, valor produtivo e de consumo. Esta valorizacdo sO sera
possivel a partir do desenvolvimento de estudos sobre o potencial da flora nativa
gue permitird o aproveitamento de toda uma gama de possibilidades proporcionadas

pela biodiversidade.



Entre as perspectivas de estudos em biodiversidade, substancias
provenientes do metabolismo secundéario dos vegetais despertam grande interesse,
isto porque as plantas fornecem nédo somente modelos para uma posterior sintese
guimica de seus principios ativos como também direcionam a domesticacao e cultivo
de espécies com propriedades medicinais.

A obtencéo dos principios ativos vegetais teve seu inicio do século XIX, com o
isolamento da morfina a partir de Papaver somniferum pelo farmacéutico Friedrich
Wilhelm Adam Serttirner em 1803, subsequentemente foram isoladas a quinina e a
atropina, entre outras substancias, o que desencadeou a substituicdo dos extratos
vegetais, utilizados pela humanidade desde os seus primérdios, por substancias
isoladas (SCHULZ et al, 2001).

O desenvolvimento da sintese quimica e a auséncia de estudos cientificos
que comprovassem a eficacia das substancias de origem vegetal impulsionaram a
substituicdo destes por farmacos sintéticos a partir da década de 1960, o que foi
reforcado pelas dificuldades de controle quimico, fisico-quimico, farmacoldgico e
toxicoldgico dos extratos vegetais até entdo utilizados (SCHENKEL et al, 2000).

Entretanto, a partir dos anos 1980, os avangos técnicos e o desenvolvimento
de novos métodos de isolamento de substancias ativas a partir de fontes naturais,
permitiram maior rapidez na identificagdo de substdncias em amostras complexas
como 0s extratos vegetais, ressurgindo o0 interesse pela pesquisa destas
substancias como protétipos para o0 desenvolvimento de novos farmacos
(TUROLLA, 20086).

Consideradas a importancia do conhecimento sobre a biodiversidade vegetal
brasileira e a relevancia do estudo fitoquimico para o desenvolvimento de novos
farmacos e substancias para as mais diversas aplicacfes, faz-se necessario o
estudo de plantas nativas, entre elas a Forsteronia velloziana, uma liana endémica
do Brasil.

O posicionamento taxondmico desta espécie fornece a perspectiva de
resultados promissores, considerando que esta planta pertence & familia
Apocynaceae, produtora de diversos grupos de substancias de interesse

farmacologico.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar analises da composicédo fitoquimica, das atividades biolégicas e
toxicoldgicas dos extratos e fracBes obtidos do caule de Forsteronia velloziana
(A.DC.) Woodson.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste estudo sao:

e Efetuar a andlise da composicdo fitoquimica do caule de Forsteronia
velloziana (A.DC.) através de métodos cromatograficos e espectroscopicos,
buscando isolar componentes fitoquimicos.

e Avaliar as atividades bioldgicas do extrato e fracdes.

e Avaliar a toxicidade.

e Avaliar a atividade larvicida de caule e folha.

e Avaliar a atividade antimicrobiana.

e Avaliar o perfil de atividade antioxidante.

e Avaliar a acéo alelopatica.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Forsteronia velloziana

3.1.1 Aspectos gerais

A espécie Forsteronia velloziana (A.DC.) Woodson, teve sua classificacdo e
descricdo botanica realizada no ano de 1934, porém apresentou ao longo do tempo
alguns sindnimos aceitos, sendo eles, Forsteronia microphylla (Mull.Arg.) Hand.-
Mazz., Forsteronia multinervia var. microphylla Mull.Arg., Echites vellozianus A.DC.
e como sindnimos ilegitimos Forsteronia bracteata Mull.Arg., Echites bracteatus Vell
e Thyrsanthus bracteatus (Mill.Arg.) Miers.(RAPINI, 2010).

Sua hierarquia taxondémica encontra-se na TABELA 1:

TABELA 1: Taxonomia geral da espécie Forsteronia velloziana (A.DC.) Woodson.
FONTE: RAPINI, 2010.

Taxonomia de Forsteronia velloziana

Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia Apocynaceae

Tribo Mesechiteae
Género Forsteronia G. Mey
Espécie Forsteronia velloziana




Forsteronia velloziana tem como habito liana, sendo uma trepadeira ou cipo
lenhoso, seus habitats sdo campos e capbes, seu porte atinge o dossel destes
capbes e florestas, € nativa e endémica do Brasil, distribuindo-se nas regides
Centro-Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias), Sudeste (Minas Gerais,
Sao Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Parand e Santa Catarina) pertencendo aos
dominios fitogeograficos Mata Atlantica e Cerrado. Na floresta Atlantica encontra-se
tanto em florestas ombrofilas densas como em florestas ombrofilas mistas.

Sua fenologia aponta para o inicio do ciclo reprodutivo, com floragdo em

novembro, sendo a sua dispersdo de sementes anemocdrica.

3.1.2 Morfologia e Morfoanatomia

Esta espécie é caracterizada como uma trepadeira com ramos pubérculos
(FIGURA 1), apresentando folhas curto-pecioladas a subsésseis, oblongo-elipticas a
largamente ovais, oblongo-elipticas a ovaladas com @&pice curtamente acuminado
(FIGURA 2), base subcordada, membranaceas, curtamente pilosas na face superior,
curta e esparsamente hirtelas na face inferior, com glandulas inconspicuas na base
na nervura central, com 2,5-4,5 cm de comprimento e 1,5-1,8 cm de largura. Suas
inflorescéncias séo terminais congestas, subcorimbosas, curtamente hirsutas.

Os frutos de Forsteronia velloziana sdo foliculares alongados deiscentes
(FIGURA 3), que variam de 6 a 10 cm de comprimento, com sementes truncadas,
com tufo apical de pelos (FIGURA 4) (VASCONCELLOS e GOUVEA, 1993).

As flores sao pequenas, verde amareladas, com bracteas linear-lanceoladas,
calice com lobos lanceolados e esquamelas alternas, a corola apresenta tubo
puberulento internamente. Os estames sao inseridos na fauce da corola séo glabros

e 0 ovario ovoide, curtamente hirsuto (FIGURA 5).



FIGURA 1. CIPO, EXEMPLAR DA ESPECIE Forsteronia velloziana COLETADO NO INTERIOR DO
BOSQUE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA EM 29/05/2012. FONTE: A AUTORA.

FIGURA 2. RAMO DE Forsteronia velloziana, OBSERVANDO-SE A MORFOLOGIA E DISPOSICAO DAS
FOLHAS. FONTE: A AUTORA



FIGURA 3. Forsteronia velloziana, APRESENTANDO FRUTOS ALONGADOS, DEISCENTES,
LIBERANDO AS SEMENTES. FONTE: A AUTORA.

FIGURA 4. FRUTO E SEMENTES DE Forsteronia velloziana. OS FRUTOS APRESENTAM 8 cm DE
COMPRIMENTO, AS SEMENTES CERCA DE 0,5 CM COM TUFOS APICAIS DE PELOS COM 1,5
cm. FONTE: A AUTORA
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FIGURA 5. MORFOLOGIA DE Forsteronia velloziana. (A) RAMO FLORiFERO, (B) FACE INTERNA
DE SEPALA COM ESQUAMELAS, (C) ESTIGMA, (D) ANTERA, (E) OVARIO COM NECTARIO.
FONTE: VASCONCELOS e GOLVEIA, 2003.



Estudos morfoanatdmicos e morfoquimicos das flores desta espécie foram
realizados por RIO e colaboradores (2006), caracterizaram a anatomia das
domacias e os coléteres sésseis e ramificados, sendo estes descritos pela primeira
vez para Orgados vegetativos de Apocynaceae. Estruturas secretoras florais e
vegetativa estudadas em F. velloziana foram: idioblastos; hipoderme e epiderme,
laticiferos; apéndices apicais e epiderme da cabeca do estilete; coléteres calicinais e

nectarios.

3.2 O GENERO Forsteronia

3.2.1 Aspectos gerais

Incluido na subfamilia Apocynoideae Burnett (Endress e Bruyns 2000),
Forsteronia G. Mey., tendo como sindnimos heteronimos Aptotheca Miers, Parsonsia
P.Beauv., Syringosma Mart. ex Rchb.., Thenardia Kunth., Thyrsanthus Benth., € um
género constituido por 46 espécies de distribuicAo neotropical, encontradas
praticamente em toda América do Sul, desde o México até o Uruguai.

Estudos realizados por SIMOES e colaboradores (2004), avaliaram genotipos
e realizaram a caracterizacao genética de diversos grupos dentro de Apocynaceae,
incluindo o género Forsteronia, no qual se concluiu que o taxon é monofilético, ou
seja, todo ele tem a mesma origem evolutiva. No Brasil, existem 25 espécies nativas,
sendo destas 10 endémicas (TABELA 2) distribuidas nos dominios fitogeogréaficos
Cerrado, Caatinga, Amazonia e Mata Atlantica, sendo encontradas em todas as
regides do pais (RAPINI et al, 2010).
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TABELA 2: Espécies do género Forsteronia no Brasil, subdivididas em endémicas e
nao endémicas (RAPINI, 2010).

Espécies Nativas do Género Forsteronia

Forsteronia amazonica Monach.
Forsteronia australis Mull.Arg.
Forsteronia cordata (Mull.Arg.) Woodson
Forsteronia leptocarpa (Hook. & Arn.) A.DC.

Espécies Forsteronia linearis (Vell.) Mull.Arg.
Endémicas Forsteronia montana Mull.Arg.
do Forsteronia paludosa Woodson

Brasil Forsteronia pilosa (Vell.) Mull.Arg.

Forsteronia rufa Mull.Arg.
Forsteronia velloziana (A.DC.) Woodson

Forsteronia acouci (Aubl.) A.DC.

Forsteronia affinis Mull.Arg.

Forsteronia brevifolia Markgr.

Forsteronia duckei Markgr.

Forsteronia glabrescens Mull.Arg.
Forsteronia gracilis (Benth.) Mall.Arg.

Forsteronia guyanensis Mull.Arg.

Espécies Forsteronia laurifolia (Benth.) A.DC.
Nao Forsteronia lucida Markgr.
Endémicas Forsteronia mollis Rusby
do Forsteronia pubescens A.DC.
Brasil Forsteronia refracta Mull.Arg.

Forsteronia tarapotensis K.Schum. ex Woodson
Forsteronia thyrsoidea (Vell.) Mill.Arg.
Forsteronia umbellata (Aubl.) Woodson

3.2.2 Morfologia e morfoanatémia

Os representantes do género Forsteronia sdo predominantemente lianas e
raramente arbustos. Morfologicamente, este género tem como caracteristicas gerais

as folhas opostas, as inflorescéncias terminais multiflora, racemosa a cimosa,


javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33640&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4592&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4593&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4595&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4596&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33649&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4597&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4600&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4602&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=21905&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=21906&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33641&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33642&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4594&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33643&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33644&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33645&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33647&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=80262&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4598&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4599&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33653&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=4601&splink=','detalhe');
javascript:makeRequest('index','mode=3&tid=33654&splink=','detalhe');

11

bracteada com flores pequenas apresentando corola dextrorsa, tubo curto com
comprimento inferior a 3 mm, fauce sem reforgo e lobos estendidos, estames com
anteras parcialmente férteis, de apice excluso, sagitadas e firmemente aderidas ao
estigma.

O gineceu é apocarpico e o ovario € circundado por cinco nectéarios, os frutos
sao foliculares e alongados com sementes truncadas, caracterizadas por apicais de
funcdo anemocorica (VASCONCELLOS e GOUVEA, 1993).

Estudos realizados por RIO e colaboradores (2005) apontam para a
possibilidade da identificacdo e diferenciacdo de espécies nativas de Forsteronia
encontradas no Cerrado (F. australis Mull.Arg.,, F. glabrescens Miull.Arg., F.
pubescens A.DC. e F. thyrsoidea (Vell.) Mill.Arg.) através da morfoanatomia de seus
peciolos e folhas, variando também quanto aos feixes vasculares e a distribuicdo de
dioblastos secretores. Em todas as espécies a presenca dos estbmatos € restrita a
face superior das folhas e € observada a presenca de coléteres ativos embora haja
variacao entre estas (coletéres padréo, séssil e ramificado).

LARROSA e DUARTE (2005) caracterizaram morfoanatomicamente folhas e
caule de F. glabrescens Mull.Arg. A folha desta espécie é anfiestomatica, o que
corrobora com o estudo de RIO et al (2005), a avaliacdo histoquimica desta planta
mostrou idioblastos com substancias fendlicas, prismas de oxalato de calcio e
laticiferos ramificados encontrados na folha e no caule, a epiderme desta planta é
unisseriada e o mesofilo é dorsiventral a nervura central tem seccao plano-convexa

e é percorrida por um feixe vascular bicolateral em arco aberto.

3.2.3 Importancia Etnofarmacolo6gica e Estudos

Diversos estudos tém sido realizados com espécies do género Forsteronia
principalmente na América Central. No Brasil boa parte dos estudos estédo
direcionados a questdes de morfologia, morfoanatbmia e levantamentos de
biodiversidade.

Levantamentos etnofarmacoldgicos apontam para o uso de diversas espécies
deste género, no Brasil, Forsteronia floribunda (Sw.) G. Mey. e Forsteronia

glabrescens Miill. Arg. sdo utilizadas na medicina tradicional como febrifugo (PENA,
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1941), embora estudos posteriores coloquem a espécie F. floribunda, no Index de
espécies toxicas de animais, plantas e bactérias (GILBOA et al, 1978).

No interior o estado de Goias, Forsteronia refracta, planta chamada pela
populacao tradicional de “cip6 leiteiro”, tem o uso do latex para o combate a tumores
(SILVA e PROENCA, 2008) efeito que pode ser explicado experimentalmente pelo
trabalho de XU e colaboradores (2006), que demonstrou a inibicdo da sintese da
MAPK (mitogen-activated protein kinases) pelo extrato bruto e por seus glicosideos
acetilados isolados, estas enzimas desempenham um papel importante no processo
da traducdo genica em organismos eucariéticos, e € diretamente envolvida nos
processos de crescimento e sobrevivéncia de tumores (SMITH et al, 2005).

Forsteronia gracilis (Benth.) Miull.Arg., € utilizada por comunidades
tradicionais da Guiana contra doencas de pele e como inibidor de veneno de sapo
(DE FILLIPS et al, 2004).

Nos paises da América Central, o uso de plantas do género Forsteronia nao é
s6 medicinal, mas também esta relacionado a usos e costumes de populacdes da
regido amazoénica. Em Chazuta, na Amazoénia peruana, faz parte da cultura popular
0 uso de dietas restritivas a produtos da floresta associado ao retiro e ao isolamento
individual, com o objetivo da melhoria geral das condi¢cfes de salde.

Segundo os Quechuas de San Martin e Lama, populagbes que habitam a
regido, as dietas restritivas promovem atividade depurativa, anti-inflamatéria, anti-
infecciosa, psicoativa e de melhoria das condicbes mentais. As cascas de
Forsteronia graciloides Woodson, conhecida como “Sapo waska”, sao utilizadas
nestas dietas através da sua decoccdo, para o tratamento de fraturas désseas
(SANZ-BISET et al, 2011).

Na mesma regido, o latex desta planta é utilizado para hérnia inguinal,
preparado misturando-se uma colher do material vegetal com agua morna, para
dores articulares, contusdes e injurias, o tratamento é realizado através de um
emplastro feito do latex aquecido e como tbnico pds-parto e para prolapso de
ovarios e utero, o latex é preparado diluido em rum (SANZ-BISET et al, 2009).

Diversas plantas nativas da Amazonia venezuelana foram testadas quanto as
suas atividades bioldgicas, considerando-se a toxicidade, que foi avaliada frente ao
microcrustaceo Artemia salina e os efeitos sobre a atividade cardiovascular. Uma

das espécies testadas é a Forsteronia laurifolia (Benth.) A. DC.
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Desta planta foram avaliados folhas e caules, que em ensaios prévios
apresentaram triterpenos e flavonoides. Os estudos apontaram a diminuicdo da
pressao arterial induzida pelos extratos, demonstraram letalidade & Artemia salina
(JIMENEZ et al, 2001).

Além da importancia etnofarmacolégica e das pesquisas que apontam para o
uso de substancias extraidas destas Apocynaceae, outros usos e aplicacdes destas
plantas também tem sido estudados, na Argentina, existem estudos para a obtencéo
do latex para uso industrial (EZCURRA,1981).

Considerados os estudos j4 existentes sobre o uso popular de espécies de
Forsteronia, a auséncia de avaliacdes de atividade antioxidante e de alelopatia, e os
escassos estudos fitoquimicos do género, € necessario que exista o

desenvolvimento de novos trabalhos sobre as demais espécies deste género.

3.3 A FAMILIA APOCYNACEAE

3.3.1 Taxonomia e distribuicéo

A familia Apocynaceae pertence a ordem Gentianales que compreende, além
desta, outras quatro familias: Gelseminaceae, Gentianaceae, Loganiaceae e
Rubiaceae (APG IIl 2009).

Em 1789, Jussieu descreveu Apocynaceae (“Apocineae”) com 24 géneros
subdivididos em trés grupos, diferenciados apenas pelas caracteristicas dos frutos e
sementes, no ano de 1810 estudos taxonémicos de Brown contribuiram para que o
namero de géneros aumentasse para 53, e atualmente engloba aproximadamente
300 géneros (RAPINI, 2012).

Atualmente cinco subfamilias estdo incluidas em Apocynaceae:
Rauvolfioideae (cosmopolita; contando com 10 tribos e 83 géneros), Apocynoideae
(cosmopolita; contando com 8 tribos e 80 géneros), Periplocoideae (Origem
europeia; contando com 33 géneros), Secamonoideae (Origem européia; 8 géneros)

e Asclepiadoideae (cosmopolita; contando com 4 tribos e 172 géneros); as duas
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primeiras sdo subfamilias parafiléticas , enquanto as outras trés sdo monofiléticas.
(ENDRESS e BRUYNS 2000; ENDRESS et al, 2007).

Nos ultimos anos, Apocynaceae foi alvo de uma controvérsia quanto a sua
circunscricdo, culminando na proposicdo de uma nova classificacdo, baseada em
caracteres morfologicos e apoiada por dados moleculares, que incluiu
Asclepiadaceae (ENDRESS e BRUYNIS, 2000, RAPINI, 2012).

Apocynaceae possui distribuicdo pantropical, com representantes também em
regides temperadas. A familia inclui aproximadamente 300 géneros e 5000
espécies, no Brasil ocorrem 95 géneros e 850 espécies (RAPINI, 2010; RAPINI,
2012; LORENZI, 2009).

3.3.2 Morfologia

As espécies taxonomicamente enquadradas na familia Apocynaceae sao
herbaceas, arbustivas, subarbustivas, arbéreas, frequentemente lianas ou cipos,
geralmente latescentes.

As folhas sdo geralmente opostas, menos frequentemente alternas como no
género Aspidosperma, que tende a ser separado do agrupamento ou verticiladas,
como em Allamanda. Ndo apresentam estipulas, estas ocorrem raramente em
algumas espécies de Odontadenia, a margem de suas folhas € inteira.

Apocynaceae apresenta inflorescéncias, racemosa ou cimosa, as vezes
reduzida a uma unica flor, flores geralmente vistosas, bissexuadas, raramente
dioicas ou ginodidicas, estas encontradas em algumas espécies de Rauwolfia.

Morfologicamente as flores sdo actinomorfas ou raramente ligeiramente
zigomorfas, diclamideas, o calice € pentamero podendo ser dialissépalo ou
gamosseépalo, a prefloracdo € imbricada valvar; a corola é pentamera, gamopétala,
com a prefloragdo semelhante ao calice, apresenta estames em numero igual ao das
pétalas, epipétalos, com anteras rimosas, com poélen muitas vezes agrupado em
polinias.

O gineceu € bicarpelar, dialicarpelar, mas com os estiletes unidos, ou menos
frequentemente gamocarpelar sendo neste caso ovario 1-2-locular, o ovario € na

maioria das veze supero, sendo infero apenas nos géneros Himathantus e Plumeria,
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a placentagdo pode ser axial ou parietal, o ovario é geralmente pluriovulado e,
dispostas ao redor deste, frequentemente sdo encontradas glandulas nectiferas.

As Apocynaceae apresentam fruto do tipo foliculo, seco ou raramente
carnoso, ocasionalmente capsula, drupa e baga, as sementes sdo geralmente
comosas, as vezes aladas, como no género Forsteronia, ou envolvidas por arilo
carnoso (LORENZI, 2009; MARTINS et al, 2000).

3.3.3 Aspectos econdmicos

A familia Apocynaceae, além da significativa biodiversidade, da importancia
ecolégica e farmacoldgica, apresenta um importante potencial econémico. Entre os
seus representantes ha espécies que sao fornecedoras de latex para a producéo de
borracha, como as de Landolphia Beauv., e as que fornecem latex para o preparo da
goma de mascar, Macoubea guianensis Aubl. (piquid), Lacmellea pauciflora (Kuhim.)
Monac. (chamarrdo) e Couma rigida Mull. Arg. (mucugé), cujo suco lateo adocicado
também é usado como leite vegetal e Hancornia speciosa Mull. Arg. (mangabeira)
que produz um fruto utilizado na alimentacao, servindo também para o preparo de
sucos e sorvete (QUINET e ANDREATA, 2005).

Diversas espécies tém recebido destaque no Brasil, especialmente por
fazerem parte do projeto “Extrativismo nao-madeireiro e desenvolvimento
sustentavel na Amazonia" (ITTO — PD 31/99 Ver. 3)”, que visa a protecao das
florestas tropicais através do uso racional dos recursos proporcionados pela
biodiversidade, através do extrativismo vegetal.

Algumas das espécies protegidas por este projeto sdo a Asclepias
curassavica L., que pode ser utilizada para a producdo de fibras para tecidos, a
Cascabela thevetia, para a alimentacdo animal, artesanato, a extracdo do 6leo das
sementes para fins cosméticos e de saboaria, a Aspidosperma excelsum Benth., que
apresenta substancias adstringentes podendo ser utilizadas para fins cosméticos, a
Himatanthus sucuuba, a Hancornia speciosa e a Parahancornia fasciculata (Poir.)
Benoist, utilizada para obtencéo de fibras de celulose para producéo de papel e para

alimentacao, por apresentar frutos carnosos e adocicados.
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Aspidosperma é um género pertencente a4 Apocynaceae que compreende
cerca de 43 espécies de distribuicdo neotropical, apresentando importancia como
fornecedoras de madeira nobre (GOMES e CAVALCANTI, 2001), entre elas
destaca-se as Perobas como a Peroba rosa, Aspidosperma polyneuron uso para
moveis pela sua resisténcia e durabilidade e a Peroba mica, Aspidosperma
populifolium A. DC., também a Araracanga, Aspidosperma desmanthum de
coloracdo amarelo- avermelhada e o Piguia Marfim Roxo, Aspidosperma
desmanthum Benth. ex Muell. Arg. (LOGSDON, 2008; IBAMA, 2012)

Também sdo madeiras importantes economicamente obtidas de
Apocynaceas: a Aquaricara branca, Geissospermum sericeum Bth. & Hook, o
Amapa Amargoso, ou Mogno dourado, Parahancornia amapa e a Gogoé-de-guariba,
Rauwolfia paraensis (SINDMASP, 2012; IBAMA, 2012).

O latex caracteristico das plantas desta familia é utilizado ndo somente para
fins medicinais, como o do Amapa, Parahancornia fasciculata (Poir) Benoist, estes
serdo discutidos no proximo tépico, onde serdo consideradas as drogas vegetais
oriundas de Apocynaceae, quanto ao uso industrial, podemos considerar a Sorva ou
Sovinha, Couma utilis (Mart.) Muell. Arg., uma espécie amazonica de valor
econdmico por ser produtora de um latex branco ndo elastico que possui valor
comercial como matéria-prima para goma-de-mascar.

Esta planta apresenta também o fruto comestivel, e por ser uma belissima
arvore, apresenta com potencial ornamental (FALCAO et al, 2003), as espécies mais
utilizadas para obtencédo de latex para producdo de borracha sdo Aspidosperma
australe Miull. Arg; Blepharodon bicuspidatum Fourn e Hancornia speciosa
(EMBRAPA, 2004).

3.3.4 Importancia farmacologica

Apocynaceae apresenta grande importancia medicinal devido a presenca de
diversas classes de metabdlitos secundarios isolados a partir de folhas e cascas de
seus representantes, como glicosideos cardioténicos e alcaloides (RIZZINI e MORS
1976; MOURA e AGRA, 1989).
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A producédo de alguns desses compostos do metabolismo secundario esta
relacionada a presenca de estruturas secretoras, dentre as quais varios tipos ja
foram mencionados para a familia: tricomas, coléteres, idioblastos, cavidades,
nectarios, laticiferos e osmoéforos (RIO, 2005; TORRES e GALLETO, 1998;
SENNBLAD et al, 1998).

As principais drogas vegetais classicas, provenientes de espécies da familia
Apocynaceae sdo os alcaloides das raizes de Rauvdlfia (Rauwolfia serpentina (L.)
Benth. Ex Kurz) e das partes aéreas da Vinca (Catharanthus roseus (L.) G. Don.)
(SCHRIPSEMA et al, 2000).

Catharanthus roseus (L.) G. Don. é um sub arbusto muito utilizado para fins
ornamentais, originaria da ilha de Madagascar. No caule desta planta existe uma
mistura complexa de alcaloides indolicos de ampla utilizacdo terapéutica
(SCHRIPSEMA et al, 2000; LORENZI, 2009); entre eles a vincristina, a vimblastina
e a vinorrelbina, sendo o ultimo um derivado semissintético, todos estes compostos
tém atividades farmacoldgicas comprovadas, como agentes um antineoplasicos,
agindo através da inibicdo da divisdo celular na metafase, pela ligagdo com a
tubulina, o que impede a polimerizacado dos microtubulos (PRATT et al, 1994).

Rauwolfia serpentina (L.) Benth. Ex Kurz, € uma planta popularmente utilizada
na medicina hindu para o tratamento de hipertenséo, psicoses, epilepsia, doencas
mentais e nas mordidas de serpentes. A gquantidade de alcaloides presentes neste
vegetal pode alcancar 2,5% e cerca de 50 substancias desta classe de metabdlito
secundario ja foram isolados deste género. Estes alcaloides podem ser derivados da
iombina, como a reserpina e a rescinamina, das iombinas heterociclicas, como a
serpentina ou derivados inddlicos como a ajmalina (ABHIJIT, 2011; PANWAR et al,
2011; SCHRIPSEMA et al, 2000 ).

O uso de Apocynaceae para fins medicinais ndo se limita somente as drogas
classicas, diversos estudos etnofarmacolégicos relatam a utilizacdo de plantas desta
familia, que no Brasil, esta distribuida em todos os dominios fitogeograficos, sendo
utilizados por populacdes de todas as regides.

Plantas indicadas por caboclos do Parque Nacional do Jau (Amazonas) foram
avaliadas fitoquimicamente e farmacologicamente por RODRIGUES e colaboradores
(2010). Uma das espécies estudadas foi Himathantus sucuuba (Spruce ex Miill.
Arg.) Woodson, conhecida localmente como sucuuba, uma arvore da qual foram

utilizados caules e folhas, os resultados validaram a utilizagcdo popular da planta
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como analgésica. A mesma planta é citada por SANZ-BISET et al (2009) como
vermifuga, depurativa e antirreumatica.

O Amapé (Parahancornia fasciculata (Poir) Benoist) € uma planta cujo latex é
comumente utilizado nos estados do Pard e Amazonas, sendo O seu USO
popularmente reconhecido para enfermidades estomacais e do sistema respiratorio,
é vendido em centros urbanos, em feiras livres, e até mesmo em farmacias, sendo
economicamente significativo dentro do conjunto de produtos de origem extrativista
(SILVA et al, 2011).

MOURA e AGRA (1989) realizaram um levantamento das Apocynaceas
toxicas e medicinais do nordeste brasileiro e encontraram 37 espécies com uso
conhecido, a maioria destas sendo utilizado o latex para os preparados. Destas 26 ja
tem o principio ativo isolado.

Na regido nordeste é popular o uso da Secondatia floribunda DC., que no
Ceard é chamada de catuaba, planta utilizada como afrodisiaco, da Allamanda
violacea Gardn, espécie que apresenta propriedades antimicrobianas e de
Geissospermum laeve (Vell.) Miers, com propriedades tonicas e antifebris, sendo os
alcaloides de sua casca eficientes hipotensores, confirmados em experimentos
laboratoriais (QUINET e ANDREATA, 2005).

Mandevilla velutina (Mart.) Woodson, € nativa e endémica do bioma Cerrado,
popularmente conhecida como “batata-infalivel”’, é utilizada como anti-inflamatoria,
antibiotica e também pelas suas propriedades antiofidicas (BIONDO et al, 2007).

Devido a sua larga escala de distribuicdo e o grande nimero de espécies
incluidas neste taxon, plantas do género Apocynaceae tém o uso medicinal
difundido por toda a regido tropical e subtropical, e varios estudos tem sido
realizados desde a década de 1970 sobre os usos etnofarmacoldgicos destas
espécies, como também sobre a sua fitoquimica e atividades biolégicas.

Em Guiné-Bissau plantas do género Lindolphia além de servirem com recurso
alimentar, visto que este género apresenta frutos carnosos e adocicados, tém uso
medicinal bastante difundido. Raspas do caule de Lindolphia heldelotii sao
misturadas em agua e administradas para facilitar o processo do parto e também
para prisdo de ventre, ja a infusdo das folhas é utilizada como antidiarreico, as folhas
cozidas de Lindolphia owariensis sédo utilizadas como cataplasmas sobre torcdes e
ramos jovens, cascas e raizes de Lindolphia dulcis também sao utilizadas
medicinalmente (MARTINS et al, 2000).
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OMINOA e KOKWARO (1993) realizaram um levantamento das espécies da
familia Apocynaceae utilizadas pelas populacdes no Quénia, foram catalogadas 25
espécies de 16 géneros com uso medicinal, além disso, foram encontradas espécies
para usos diversos como Saba comorensis, cujos frutos sdo comestiveis, Curissa
edulis, cujas raizes sao utilizadas na culinaria, a Acokanthera schimperi utilizada
como veneno para caca, Strophanthus mirabilis como alimento para animais
forrageiros, Funtumia africana para obtencdo de madeira e Wrightia demartiniana
para perfumaria.

Na América Central, além das espécies do género Forsteronia ja citadas,
outras Apocynaceae sao utilizadas para fins medicinais, entre elas Aspidosperma
myristicifolium (Markgr.) Wood. cujo nome popular € Remo kaspi e Aspidosperma
rigidum Rusby, conhecida como Tashkum remo kaspi, ambas com o uso para
reumatismo, sendo preparados os caules em decocg¢éo (SANZ-BISET et al, 2009).

Outras plantas sdo utilizadas com atividade antirreumatica, entre elas
Rauwolfia praecox K. Schum. ex Mark., que apresenta também atividade emética
sendo util no tratamento de parasitoses, Tabernaemontana pandacaqui Lam e
Tabernaemontana vanheurckii Mill. Arg. Espécies deste mesmo género,
Tabernaemontana sananho Ruiz Pav. e Tabernaemontana undulata Vahl) sé&o
utilizados pelas suas propriedades antiofidicas. Para infeccbes dermatoldgicas é
utilizado o latex de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum. (SANZ-BISET et al, 2009).

Um fator relevante quando abordadas as propriedades farmacolbgicas e
fitoquimicas desta familia botanica € a presenca de substancias com toxicidade,
como exemplo, a Asclepias curassavica L., uma planta herbacea que tém ampla
distribuicdo na América do Sul, e embora tenha usos medicinais descritos, seu latex
pode cegar, causar paralisia, dentre outros efeitos se for ingerida em doses elevadas
(DUKE e VASQUEZ, 1994), efeitos que sdo atribuidos a um glicosideo toxico
chamado asclepiadina, que tem acéo sobre a musculatura lisa e sistema nervoso
central (SCHVARTRSMAN, 1979).

Cascabela thevetia ( L.) Lippold, € outra planta tropical, de porte arbéreo, que
apresenta usos farmacologicos, porém com grande toxicidade, exceto a polpa do
fruto, por conter glicosideos toxicos, principalmente tevetina e peruvosideo
(MORTON, 1971), o que a torna util como inseticida, fungicida e bactericida.

Outras plantas citadas como toxicas sdo a Allamanda catartica L., que

ocasiona disturbios gastrointestinais severos, Thevetia peruviana (Pers.) Schum.
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popularmente chamada de “Chapéu de Napoledo”, que ocasiona efeitos
neuroldgicos, arritmias cardiacas e nauseas, assim como a espécie Nerium oleander
L., conhecida como Espirradeira (SCHENKEL, 2004).

Considerada a relevancia da familia Apocynaceae e do género Forsteronia
para a farmacoboténica, a medicina tradicional como também para o isolamento e
obtencdo de drogas vegetais, faz-se necessario um aprofundamento no
conhecimento sobre os principais grupos de metabdlitos secundarios aos quais

pertencem os principios ativos destas plantas: Os Alcaloides, esteroides e terpenos.

3.4 ALCALOIDES

3.4.1 Aspectos gerais

Além do metabolismo primario, que origina todos 0S compostos necessarios
para manter as funcgdes vitais do vegetal, as plantas produzem também substancias
resultantes do metabolismo secundéario, que se diferencia do primario por nao
apresentar reacdes e produtos comuns a todas as plantas, sendo especificos em
determinados grupos. Os metabdlitos secundarios podem apresentar efeitos
medicinais ou téxicos, além de exercerem fun¢des como protecdo contra predadores
e atracdo de agentes polinizadores (SANTOS et al, 2004).

Alcaloides sdo compostos nitrogenados oriundos do metabolismo secundario
vegetal, principalmente nas angiospermas, mas podendo também ser derivados de
animais e fungos (EVANS, 1996). Geralmente s&o farmacologicamente ativos,
gerando respostas fisiolégicas bastante importantes, apresentam grande diversidade
estrutural e vias metabdlicas complexas.

Esta classe de substancias tem papel importante neste estudo, principalmente
pelo seu papel quimiotaxdbnomico e nos estudos filogenéticos, considerando-se que
alcaloides indolicos sdo marcadores quimicos para Apocynaceae (BOLZANI et al,
1984; BOLZANI et al, 1987; PEREIRA et al, 2007).

O termo alcaloide pode ter duas origens, na palavra arabe al-quali, planta que

foi utilizada para a primeira obtencdo da soda ou na palavra alcalina (alkali-like),
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ambas apontam para o fato de que grande parte destes compostos possuem carater
bésico que depende da disponibilidade de elétrons do nitrogénio (HENRIQUES et al,
2004; CORDELL, 1981).

PELLETIER (1983) definiu os alcaloides com o seguinte conceito: “Um
alcaloide seria uma substancia organica ciclica contendo um nitrogénio em estado
de oxidagao negativo e cuja a distribuicdo € limitada entre os organismos vivos”,
esta definicdo € importante pois exclui demais compostos organicos nitrogenados e
substancias sintéticas.

Os alcaloides encontram-se nas plantas sob a forma de sais &cidos organicos
ou em estado livre, solubilizados nos vacuolos, por isso extrai-se em solucao
aguosa, mas preferencialmente em diluicdo em acidos minerais fortes, o que torna
0s sais mais sollveis e a extracdo mais eficiente (COSTA, 2001). Para a pesquisa
qualitativa rapida, sao utilizados os reagentes gerais para alcaloides: Reagente de
Dragendorff (tetraiodeto bismuto de potassio), Reagente de Mayer (tetraiodeto de
potassio), Reativo de Bertrand (&cido silicotingstico) e &cido fosfomolibidico
(MOREIRA, 1979; COSTA, 2001).

Este metabdlito secundario € de suma importdncia para 0s vegetais,
principalmente por apresentar notaveis atividades na fisiologia dos seres humanos e
dos outros animais, além de muitas vezes apresentarem toxicidade e sabor
desagradavel o que proporciona as plantas que o sintetizam um mecanismo efetivo
de defesa contra predadores. Podem ser também utilizados pelas plantas para
protecdo contra radiacdo solar, detoxificacdo e como reserva de nitrogénio
(LARSON et al, 1984; LEVIN et al, 1978).

Estes compostos sdo encontrados em todas as partes dos vegetais, porém
com o acumulo preferencialmente em tecidos de crescimento ativo, células
epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos (HENRIQUES et
al, 2004).

3.4.2 Estrutura e Biossintese

A classificacdo dos alcaloides decorre da estrutura ciclica presente em sua

molécula, podendo ser divididos entre alcaloides verdadeiros, que apresentam
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apenas um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico. As substancias que néo
se enquadram neste padrdo sdo chamadas de protoalcaloides. Os esqueletos
estruturais dos alcaloides pode ser observada na FIGURA 6, basicamente estes
alcaloides constituem trés grupos principais: os alcaloides tropanicos, inddélicos e
esteroidais, podendo ser classificados também como ndo heterociclicos (hordenina,
mescalina, efedrina, colchicina, eritromicina, jurubina, paquisandrina e taxol) e

heterociclicos, que compreendem todos os demais.
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FIGURA 6. ESTRUTURA DO ESQUELETO DOS ALCALOIDES VERDADEIROS. FONTE: EVAN'S,
1996.

Outra forma de classificar este grupo de compostos é segundo o aminoacido
gue o origina. Porém como as vias metabdlicas sdo complexas e ndo se sabe
exatamente qual é a origem do alcaloide, a primeira classificacdo torna-se a mais
usual (EVAN’S, 1996).

De acordo com a literatura pode-se classifica-los segundo sua origem
metabdlica em quatro grupos, devido as limitagbes ja mencionadas, sdo eles os

alcaloides derivados de aminoéacidos, do &acido nicotinico e do &cido antranilico,
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alcaloides derivados do metabolismo do acetato ou terpénicos e os alcaloides
derivados peptidicos.

A via metabdlica para a sintese dos alcaloides é bastante complexa, estes
compostos tem em comum sua origem na sintese do acido chiguimico através da
degradacdo da glicose. O &cido chiquimico pode ser convertido em triptofano, que
daré origem aos alcaloides inddlicos (FIGURA 7) e quinolinicos, ou em fenilalanina
ou em tirosina que serdo substrato para sintese dos protoalcaloides, alcaloides

isoquinolinicos e benzilquinolinicos.
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FIGURA 7. ORIGEM DOS ALCALOIDES INDOLICOS A PARTIR DO TRIPTOFANO FONTE:
SANTOS, 2004.

A glicose por sua vez, pode ser degradada em acetil-CoA, que participara do
ciclo do acido citrico, processo do qual derivardo dois aminoacidos: a ornitina e a
lisina. Esses aminoacidos serdo precursores dos alcaloides pirrolidinicos, tropanicos,
pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos (FIGURA 8) (SANTOS, 2004).
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FIGURA 8. ESQUEMATIZACAO DA ORIGEM METABOLICA DOS ALCALOIDES. FONTE: SANTOS,
2004.
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3.4.3 Farmacologia e Atividades Bioldgicas

Os alcaloides sdo substancias que apresentam um grande potencial para o
desenvolvimento de novas drogas, assim como para a descoberta de novas
moléculas para fins terapéuticos, considerando-se que s&o estruturalmente muito
diversificados, com cadeias lineares planares, sistemas policiclicos, moléculas
globulares e diversos padrbes de conformacao, rigidez e flexibilidade, o que confere
a estas substancias uma enorme gama de possibilidades de acao.

Outras vantagens do estudo dos alcaloides consistem na rara possibilidade
da existéncia de misturas racémicas, o que facilita significativamente a elucidacao
estrutural, além do peso molecular moderado e da facilidade da extracdo promovida
pela sua basicidade, que os tornam facilmente solGveis em agua quando na forma
de sal (CORDELL et al, 2001).

Para este trabalho €& importante enfatizar as atividades biolégicas dos
alcaloides inddlicos, grupo marcador para Apocynaceae.

Biologicamente os alcaloides inddlicos, que sdo marcadores para a familia em
estudo, agem nos sistemas neurotransmissores opiaceos, GABAEérgicos,
colinérgicos, muscarinicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos, por isso Sao
empregados largamente como hipotensor arterial, simpatolitico, diurético,
vasoconstrictor periférico, estimulante respiratorio, anestésico, agente bloqueador
adrenérgico, espasmogénico intestinal, sedativo e relaxante do masculo esquelético
(PEREIRA et al, 2007).

Alcaloides inddlicos sdo também responsaveis pelos efeitos do tabaco, de
bebidas como a ayahuasca e rapés utilizados por nativos da Amazénia, bem como
pelas propriedades sedativas do maracuja (PEREIRA et al, 2007; PIRES et al,
2010).

Outros grupos de alcaloides podem também ligar-se ao DNA afetando a
transcricdo, o que explica o efeito antitumoral de algumas drogas vegetais obtidas
de Clotalaria spectabilis (Fabaceae) da qual é extraida a monocrotalina, uma
pirrolizidina, a Cephaelis acumminata (Rubiaceae) da qual é extraida a Emetina,
uma isoquinolina, e o género Bouvardia (Rubiaceae) do qual sédo extraidos a
bouvardina e a desoxibouvardina (CORDELL, 2001; EVANS, 1996).
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3.5 TERPENOS E ESTEROIDES

3.5.1 Aspectos gerais e estrutura

Terpenos e esteroides compde um grupo de substéncias originarias do
metabolismo secundério. Amplamente distribuidas nos vegetais, apresentam as
mais variadas funcdes, desde a atracdo de polinizadores, exercida prioritariamente
pelos 6leos essenciais, a composicdo de hormoénios responsaveis pelo
desenvolvimento das plantas, protecdo contra fitopatbgenos e na competicao pela
ocupacdo do ambiente pelo através da acéo alelopética inibitéria em outras plantas
(VALLILLO et al, 2006; TOSCAN, 2010; ARAUJO-MARCO et al, 2012).

A classe dos terpenos e terpenoides agrupa uma grande variedade de
metabdlitos secundérios pela sua biossintese, sendo estes derivados de unidades
isoprénicas, unidades pentacarbonadas, originarias do metabolismo do &cido
mevalobnico.

Os esqueletos carbdnicos dos terpenos e dos esteroides podem ser formados
pela condensacdo de um numero variavel de unidades de isopreno (5C), e a
qguantidade de isoprenos determina a sua classificagdo: monoterpenos (10C) séo
formados pela condensacdo de dois isoprenos, sesquiterpenos por trés (15C),
diterpenos (20C) por quatro, sesterpenos (25C) por cinco, triterpenos por seis (30C),
tetraterpenos (40C) por oito unidades isoprenicas, acima disso sdo chamados
polisoprenoides (MANN, 1987; SIMOES, 2007).

A via metabdlica acetato-mevalonato, que da origem aos terpenos é a mesma
qgue origina subsequentemente os acidos graxos, estes divergem pela presenca de
ramificacdes e de estruturas ciclicas (SIMOES, 1994; SIMOES, 2007), a biossintese

e 0 metabolismo dos terpenos sera tratada no proximo topico.
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3.5.2 Biossintese

A rota biossintética dos terpenos e dos esteroides a partir do metabolismo
primario iniciado pela via do acetato-mevalonato e suas ramificacdes para as

diferentes classes de compostos encontra-se esquematizada na FIGURA 9.
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O mevalonato é formado a partir de uma reacao irreversivel de hidrolise do 3-
hidréxi-3- metilglutaril CoA, este é derivado da condensacdo de duas moléculas: o
acetoacetil CoA e o acetil CoA. Ele também é precursor, ndo somente na via
metabdlica dos terpenos, mas também dos esteroides, saponinas e dos
heterosideos cardiotdnicos. A condensacao de acetil CoA por outras vias, da origem
aos acidos graxos, acetogeninas e heterosideos (SIMOES et al, 2007).

Pela via do malevonato, é formado o isopreno ativo (isopentenil pirofosfato),
que se polimeriza dando origem a moléculas que aumentam de cinco em cinco
carbonos.

O isopreno e seu isébmero ligam-se formado moléculas de geranil pirofosfato,
que sdo ligadas a outra molécula de isopreno, dando origem aos diterpenos e aos
sesquiterpenos, o mais simples deste ultimo grupo, o farnesil-pirofosfato quando
condensado origina o esqualeno, que € precursor da maioria dos triterpenos e
esteroides (SIMOES et al, 2007; CAMPOS e CARVALHO, 2007; ARAUJO-MARCO
et al, 2012).

3.5.3 Farmacologia e Atividades Bioldgicas

Agrupando uma grande diversidade de compostos, 0s terpenos apresentam
variadas atividades bioldgicas e farmacoldgicas, sendo importante destacar o fato
dos Oleos essenciais pertencerem a esta classe de metabdlitos secundarios, sendo
compostos prioritariamente de monoterpenos (cerca de 90% dos 6leos volateis) e
sesquiterpenos.

Entre as atividades estudadas e aplicadas de terpenos estédo a pesticida e
inseticida (QUEIROZ-VOLTAN; 1994; VIEGAS JUNIOR, 2003); herbicida, efeito
derivado do seu potencial alelopatico (CANDIDO et al, 2010); antisséptica e
antimicrobiana (SANTURIO et al, 2007; BUENO-SANCHEZ, 2009) além de uma
significativa gama de agbes farmacologicas descritas sobre o sistema nervoso
central e periférico como analgesia e anestesia, acdo antiespasmodica e

carminativa, além de anti-inflamatéria e secretolitica (SIMOES et al, 2007).



29

Destaca-se também entre as atividades biologicas a capacidade antioxidante
(MOON et al, 2006; CARVALHO et al, 2009; SOUZA e MACHADO, 2012)
desempenhada especialmente pelos triterpenos que atuam acao inibindo a acéo de
radicais livres (TOSCAN, 2010; SOUZA e MACHADO, 2012).

Ha uma forte correlacdo da presenca de terpenos em alguns extratos vegetais
e a sua acao antiofidica. Segundo PEREIRA e colaboradores (1994) terpenoides e
fitoesterdis tem acédo sobre a inibicdo do veneno de serpentes, acdo também ligada
a acao anti-inflamatoria destes compostos, dada pela sua atividade antioxidante,
gerando reducdo dos intermediarios reativos do oxigénio gerados pelo processo
inflamatoério.

Efeitos alelopéticos tem sido estudados em diversas espécies vegetais, entre
0s 6leos essenciais que apresentam esta atividade bioldgica pode-se citar o cineol, a
canfora, o campfeno, o limoleno, a a tujona e a isotujona, muitos outros compostos
pertencentes aos grupos de monoterpenos e sesquiterpenos, havendo um papel
relevante desempenhado pelos 6leos volateis (FERREIRA e AQUILA, 2000), entre
0s triterpenos o acetato de a-amirina e -amirina e entre os esteroides o B-sitosterol
(DALL'STELLA, 2008).

Sobre os triterpenos e esteroides, faz-se relevante sobre o presente trabalho
a sua atividade larvicida sobre diversas espécies de Culicideos, entre eles espécies
dos géneros Culex e Aedes, vetores de doencas como a dengue e a febre amarela,
O0leos essenciais também apresentam esta atividade podendo ser citado os
exemplos do mentol e da mentona, que desempenham toxicidade sobre larvas de
diversas espécies de insetos (SIMOES et al, 2007 apud KESLEY, 1984).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Coleta, identificacédo e exsicata
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O material vegetal foi coletado bosque pertencente & Universidade Federal do
Parana, campus Jardim Botanico, cuja coordenada geografica é 25°26'52"S
49°14'21"We a determinacdo da espécie botanica foi realizada no herbario do
Museu Botanico Municipal da cidade de Curitiba, Estado do Parana pelo botanico
curador do acervo, Osmar dos Santos Ribas. A amostra foi comparada com
exsicatas da espécie ja tombadas pelo museu, estando fértil, parte do material
coletado foi herborizado e tombado junto ao acervo, sob o0 numero de registro
353907.

4.1.2 Analises fisico—quimicas

4.1.2.1 Umidade

Para a avaliagdo da umidade, foi utilizada a metodologia proposta pela V
Farmacopeia Brasileira, para isso sete cadinhos de volume 15 mL, foram lavados e
secos em estufa & temperatura de 100 °C por uma hora, posteriormente levados ao
dessecador até alcancarem a temperatura ambiente, pesados e entdo utilizados
para a pesagem de um grama da matéria prima vegetal previamente estabilizada &
sombra, em temperatura ambiente e triturada em moinho de facas. Apos a pesagem
do material este foi mantido em estufa & 105 °C por até peso constante.

Cada um dos cadinhos foi pesado e a relacdo entre a massa inicial da matéria
prima e a massa final desta, subtraindo-se o peso do cadinho foi considerada o teor
de umidade, que é expresso em porcentagem.

4.1.2.2 Cinzas totais

O método utilizado para a avaliacdo do teor de cinzas também €& proposto
pela V Farmacopeia Brasileira. Os cadinhos utilizados para a avaliagdo do teor de
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umidade foram transferidos para a mufla onde permaneceram por 4 horas a 600 °C,
apos retirados e dessecados, foram pesados e o valor obtido em relacdo ao peso
inicial da amostra, subtraindo-se o peso do cadinho é considerado o teor de cinzas,

sendo expresso em porcentagem.

4.1.3 Ensaio Sistematico de Analise Fitoquimica

O ensaio sistematico fitoquimico € de fundamental importancia para o
direcionamento da pesquisa e do isolamento de moléculas de origem vegetal. Esse
ensaio sera realizado segundo MOREIRA (1979), contando com algumas

alteracdes.

4.1.3.1 Extracao dos Metabdlitos Soluveis em Etanol

O extrato etandlico bruto a 20 % foi preparado por maceracédo de 40 g do
caule e folhas de Forsteronia velloziana, previamente secos e triturados, sendo
estabilizado em 200 mL de alcool etilico a 70% v/v, por 1 hora em banho-maria a
70°C, sendo posteriormente filtrado em papel e o volume completado para 200 mL.

O extrato é concentrado até um terco do seu volume e particionado em funil
de separacdo com solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano e
acetato de etila, foram utilizados 20 mL de solvente em cada etapa de extracao,
completando o volume total de 200 mL. O residuo do extrato constitui a fracédo
hidroalcodlica, tendo seu volume completado para 200 mL com etanol 70%.

As fracdes obtidas foram utilizadas para a pesquisa de glicosideos flavonicos,
cumarinicos e antraquinénicos, alcaloides, esteroides e triterpenos.

A quantidade de folhas de Forsteronia velloziana ndo foi suficiente para a
realizacdo de todos 0s ensaios propostos no projeto, porém, considerado o especial
interesse na extracdo e identificacdo de alcaloides desta espécie, 40 g do material
coletado foi destinado a analise sistematica fitoquimica sendo utilizado somente na

extracao etanolica.
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4.1.3.2 Pesquisa de alcaloides

A pesquisa qualitativa de alcaloides foi realizada através do uso dos principais
reagentes conhecidos para alcaloides, o tetraiodeto bismuto de potassio (Reativo de
Dragendorff), mercurio tetraiodeto de potassio (Reativo de Mayer) e &cido silico
tungico (Reativo de Bertrand).

Das fracdes hexano, diclorometano, acetato de etila e hidro alcéolica foram
retiradas amostras de 50 mL, evaporadas em banho-maria a 50°C e ao residuo seco
adicionado 1 mL de etanol e acrescentado 20 mL de HCI 1%.

Para cada amostra foram testados 3 tubos de ensaio, cada um com 1 mL do
respectivo extrato cloridrico, para cada tubo foram adicionadas 2 gotas de cada
reativo. Para o teste foram utilizados tubos somente com o extrato, como controle
negativo.

Serdo consideradas positivas para a presenca de alcaloides, as amostras que
reagirem e apresentarem formacao de precipitado branco ou leve turvacao branca,
com os reagentes de Mayer e Bertrand e precipitado de coloragéo tijolo com o

reagente de Dragendorff.

4.1.3.3 Pesquisa de leucoantocianidinas

Foram levados a secura em banho-maria a 50°C, 10 mL das fracfes e depois
dissolvidos com 5 mL de &lcool etilico, a este extrato adicionados 5 gotas de HCI
concentrado, levando ao aquecimento até ebulicdo. A reacdo é positiva quando ha

desenvolvimento de coloracdo vermelha.

4.1.3.4 Pesquisa de heterosideos flavénicos

De cada fracdo 20 mL foram levados a secura e dissolvidos posteriormente
com 10 mL de etanol. Dessas fracdes 5 mL foram transferidos para cada tubo de

ensaio, a fracdo hidro alcodlica é transferida diretamente ao tubo de ensaio. Em
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cada tubo adiciona-se 200 mg de limalha de ferro e HCI| fumegante lentamente. O
resultado positivo € observado através do desenvolvimento de coloracdo vermelho a

vermelho sangue.

4.1.3.5 Pesquisa de flavonéis

Esta pesquisa é realizada pelo teste do Oxalico Borico ou reacdo de Taubock
no qual 10 mL de cada fracdo sdo levados a secura, posteriormente sdo adicionadas
5 gotas de acetona e 30 mg da mistura de acido bdrico e acido oxalico (1:1), levando
novamente a secura. Ao residuo sdo adicionados 5 mL de éter etilico e a
visualizagao realizada em ultravioleta, havendo fluorescéncia em caso de reagdo

positiva.

4.1.3.6 Pesquisa de dihidroflavonois

A pesquisa de dihidroflavonois foi realizada com a secagem de 10 mL das
fracbes em capsulas de porcelana e o residuo obtido aquecido em fogareiro com
alguns cristais de acetato de sédio, 0,1 mL de anidrido acético e 0,1 mL de HCI
concentrado. O resultado € considerado positivo se houver desenvolvimento de

coloracéo roxa.

4.1.3.7 Pesquisa de cumarinas

Para a pesquisa de cumarinas, 30 mL das fracdes foram concentradas até 5
mL em banho-maria, a 50°C, e recuperadas com 5 mL de acetato de etila.

A fracdo hidro alcodlica foi levada até pH 1 por adicdo de HCI 2N e 5 mL de
HCI concentrado. Esta mistura € resfriada e transferida para um funil de separagéo
para extracdo com éter etilico (2 X 10 mL), sendo posteriormente concentradas em
banho-maria até 5 mL.
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Foram transferidos 3 mL das fragOes para tubos de ensaio, adicionados 2 mL
de NaOH 2 N e levados para a camara de luz ultravioleta em 366 nm por 15
minutos, onde a reacdo positiva € observada através da visualizacdo de
fluorescéncia azul ou verde amarelada.

Em um papel filtro serdo marcados trés pontos, e entdo efetuadas manchas
de aproximadamente 1 cm de didmetro com o restante das fracdes etéreas.

As manchas 1 e 2 séo tratadas com NaOH 1 N e, sobre a mancha 1, coloca-
se uma moeda, o papel filtro € levado a camara de ultravioleta a 365 nm e
novamente deixando em exposi¢éo por 15 minutos.

A reacdo para cumarinas é considerada positiva, ocorrendo o0
desenvolvimento de fluorescéncia, com coloracdo azul ou verde amarelada na

mancha 2.

4.1.3.8 Pesquisa de heterosideos antraquindnicos

A avaliacdo da presenca de heterosideos antraquinbnicos foi realizada
através da reacdo de Borntraeger, para isso, foram transferidos para baldes de
fundo chato 30 mL das fra¢des juntamente com 5 mL de solucédo aquosa de acido
sulfdrico a 10% sendo mantida em refluxo por 1 hora, é feita entdo a filtragem e a
adicao de 30 mL de HO0.

Em um funil de separacéo foram realizadas extracbes com éter (2 X 10 mL),
as fracdes obtidas foram reunidas e concentradas em banho-maria, até um volume
de 5 mL e colocadas em um tubo de ensaio, adicionando-se 5 mL de NH,OH.

Observa-se a alteracdo da coloracdo para vermelho, a reagdo é considerada

positiva.

4.1.3.9 Pesquisa de esteroides e triterpenos

Foram realizadas as rea¢Oes de Liberman-Bouchard e Keller Kelliani, para a

pesquisa de esteroides e triterpenos. Nestes ensaios, 10 mL das fragbes sao
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evaporadas até secura, os residuos redissolvidos em 5 mL de cloroférmio e filtrados
em algodao.

De cada uma das amostras 0,1; 0,5 e 1,0 mL sao transferidos para trés tubos
de ensaio, e 0 volume completado para 2 mL com cloroférmio.

Para a reacdo de Liberman-Bouchard s&o adicionados aos tubos de ensaio
1mL de anidrido acético e lentamente 2 mL de H,SO, concentrado. A coloracéo
poderd ser modificada para rosea, azul, verde ou amarela, as duas primeiras
indicativas da presenca de funcdo carbonila na posicdo 3 e duplo enlace nas
posicoes 5 e 6 ou 7 e 8, a coloracdo verde indica a funcdo hidroxila em 3 e dupla
ligacdo entre 5e 6 ou 7 e 8, e a amarela um grupamento metila no carbono 14.

Para a reacdo de Keller Kelliani, foram levados a secura 2 mL dos extratos
cloroférmicos preparados anteriormente. Os residuos foram dissolvidos com 2 mL de
acido acético glacial e 0,2 mL de solugéo aquosa de cloreto férrico 1%. Transferem-
se entdo as misturas para tubos de ensaio contendo 2 mL de H,SO,.

O desenvolvimento de coloracédo azul ou verde na zona de contato entre as
duas fases indica a presenca de desoxiagUcares, sendo a coloracdo azul indicativa

para esteroides e verde para triterpenos.

4.1.3.10 Extracdo de Metabolitos Sollveis em Agua

O extrato aquoso foi preparado com 40 g do caule de Forsteronia velloziana
previamente seco e triturado e 200 mL de agua, permanecendo em banho-maria
pelo periodo de 1 hora a 70°C, posteriormente o material foi filtrado e o volume
completado com agua até 200 mL.

Este extrato foi utilizado para a pesquisa de glicosideos antocianos e
cianogénicos, saponinas, taninos condensados e hidrolisaveis, amino grupos e

flavonoides.
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4.1.3.11 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Para andlise qualitativa de heterosideos antocianicos foram separados 5mL
do extrato aquoso do caule em 3 tubos de ensaio. No primeiro € adicionado HCI 1%
até pH 4, o surgimento de tons avermelhados € indicativo de reacdo positiva; 0
segundo tubo € alcalinizado com NaOH até pH 10, se positivo, observa-se tons
azulados e o terceiro sera neutralizado a pH 7 com o aparecimento de tons
violaceos.

Posteriormente, 10 mL do extrato foram extraidos com alcool butilico em funil
de separacao por duas vezes. As fracdes foram reunidas e concentradas até 5mL.
Entdo, foi acrescentado 5 gotas de HCI concentrado e a solucdo foi aquecida até
ebulicdo, havendo antocianidinas, deve ocorrer o desenvolvimento de coloracéo

vermelha.

4.1.3.12 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Neste teste sdo utilizados 3 tubos de ensaio com a mesma quantidade de
extrato aquoso, ambos sdo submetidos & agitacdo intensa por cinco minutos, a
espuma formada é medida imediatamente e apds repouso de 30 minutos, sendo
presenca de saponinas confirmada pela formacao de espuma persistente com altura

superior a 1 cm.

4.1.3.13 Pesquisa de heterosideos cianogenicos

Para a pesquisa de heterosideos cianogenéticos, 5 mL do extrato aquoso
foram transferidos para um tubo de ensaio de modo a ndo umedecer suas paredes,
e adicionado 1 mL de H,SO, 10% ou 1 N. Suspende-se no tubo uma tira de papel
picro-sodico, preparado com tiras de papel filtro, embebido em solugdo de &cido

picrico 1% e seco ao abrigo da luz. As tiras picricas secas sdao embebidas em
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solucéo de carbonato de sodio 10%, sendo secas e, posteriormente, armazenadas
em frasco ambar.

Com o auxilio de uma rolha de cortica, o papel foi mantido sobre o tubo que
permaneceu em banho-maria (60°C) por 30 minutos. O resultado positivo é
observado pelo desenvolvimento de coloragdo marrom a vermelho no papel picro-

sadico.

4.1.3.14 Pesquisa de taninos

A presencga de taninos é avaliada através de diversos reagentes, para isso
foram transferidos para 5 tubos de ensaio 1 mL de extrato aquoso. No tubo 1
adiciona-se 3 gotas de cloreto férrico, sendo o resultado positivo observado pela
coloracdo azul ou verde, com ou sem formacdo de precipitado, 0 mesmo resultado
deve ser observado no segundo tubo, ao qual sdo adicionadas 1 a 3 gotas de sulfato
amoniacal.

Nos tubos 3, 4 e 5 o resultado positivo é caracterizado pela formacdo de
precipitado, ao tubo 3 sdo adicionadas de 1 a 3 gotas de cloridrato de emetina, ao
tubo 4,5 mL de acido acético (gota a gota) e 5 mL de acetato de chumbo e ao tubo
5, 3 gotas de dicromato de potassio 1%.

Para a pesquisa de taninos condensados e hidrolisaveis foram transferidos
para um baldo de fundo chato 30 mL do extrato aquoso, ao qual foram adicionados,
6 mL de formaldeido 40% e 4 mL de acido cloridrico 37%. Essa mistura foi aquecida
em refluxo por uma hora, e apoés resfriamento, filtrada.

O residuo do papel de filtro foi lavado com solucéo de &lcool 50% e sobre ele,
gotejada solucdo de KOH a 5%. A coloracao verde é indica a presenca de taninos
condensados.

Ao filtrado foi adicionado excesso de acetato de soédio e gotas de solucao
aguosa de cloreto férrico 1%, a mudanca da colorac&o para azul, indica a presenca

de taninos hidrolisaveis.
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4.1.3.15 Pesquisa de acidos volateis

Esse teste foi realizado da mesma maneira do que o teste para heterosideos
cianogenéticos com uma fita de pH. A presenca desses acidos € indicada pela

coloracao da fita para valores abaixo de pH 7.

4.1.3.16 Pesquisa de &cidos fixos

Foram transferidos para um baldo 20 mL do extrato aquoso, e entdo
acrescentados 2 mL de NaOH 1N. Essa solugéo foi colocada em refluxo por 30
minutos. Apos resfriamento, acidificado com H2SO4 2 N e extraido com éter etilico
em trés repeticdes, utilizando 10 mL para cada repeticao.

Os extratos etéreos foram reunidos e tratados com carvao ativo, sendo em
seguida filtrados e mantidos em banho-maria (50°C) até a secura. O residuo foi
mantido em estufa por 10 minutos, resfriado e adicionados a ele 5 mL de NH,OH 1N.

Em uma tira de papel de filtro concentraram-se duas manchas (3 gotas em
cada mancha) com o residuo amoniacal, deixando na estufa até secar. Sobre uma
das manchas foi gotejado o reativo de Nessler.

A formacéo de coloragdo marrom nessa mancha indica a presenca de acidos
fixos. Os &cidos férmico, propiénico e amino acético ndo formam manchas, pois nédo

fixam a amdnia, apresentando reacdo negativa.

4.2 ANALISE FITOQUIMICA

4.2.1 Obtengéo dos extratos

4.2.1.1Extragéo por Soxhlet
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As amostras de planta seca, estabilizada e moida foram pesadas e extraidas
em aparelho de Soxhlet modificado segundo CARVALHO, 2001.

A um aparelho de Soxhlet foi conectado um condensador, que permite com
gue o solvente seja continuamente reutilizado no processo, o que o torna econdémico
em relagdo a outros métodos de extracdo. Todo o sistema foi levado ao
aguecimento em manta aquecedora e deixado em refluxo por 12 horas, de modo a
obter o extrato alcodlico por extracdo em meio solvatado (CARVALHO, 2001).

Para a utilizacdo deste equipamento foram introduzidos no suporte de vidro
do aparelho um volume adequado do material vegetal (este contém uma placa
porosa e uma camada de algoddo para conter o material vegetal), sobre este
sistema é adicionado cerca de 6000 mL de alcool 96° GL para extracdo. Com o
sistema sob aquecimento, o alcool presente no baldo foi evaporado e posteriormente
condensado no condensador de bolas. Deste modo, o liquido extrator percorre
novamente o material vegetal, permitindo a extracao.

No momento em que 0 menisco do extrato no canal lateral do Soxhlet atinge o
ponto de refluxo, o extrato € descarregado no baldo por sifonamento e o processo
repetido 10 vezes. Este procedimento previne a degradacédo térmica de substancias
no baldo, uma vez que a quantidade de liquido extrator é constante no sistema e é

capaz de solvatar os compostos presentes.

4.2.2 Determinacgéo do teor de sélidos do extrato bruto

A analise do teor de sdlidos foi realizada segundo a V Farmacopeia brasileira.
Foram pipetados volumetricamente em trés placas de petri previamente dessecadas,
10 mL do extrato bruto. A placa foi mantida em estufa a 105°C até peso constante. A
diferenca entre o peso da placa com o residuo do extrato e a placa vazia fornecera o

teor de soélidos em 10 mL do extrato.
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4.2.3 Obtencgéo das Fracoes

As fracdes das espécies vegetais foram obtidas através do sistema liquido-
liquido. Sendo utilizados solventes de diferentes polaridades, em ordem crescente
de polaridade (n-hexano, cloroférmio, acetato de etila). Todos os solventes utilizados
apresentam padrao analitico (PA).

Para o sistema de particdo liquido-liquido foi utilizado o aparelho soxhlet
modificado conectado ao condensador de bolas e a um baldo de fundo chato com
pérolas de vidro. Todo o sistema foi levado ao aquecimento em manta aquecedora

e deixado sob refluxo por cerca de 6 horas.

4.2.4 Purificacdo das fracdes

A purificacdo das fracGes foi efetuada através de cromatografia em coluna.
Cada uma das fracdes obtidas foi incorporada a silica-gel 60, formando a pastilha de
silica. Com estas pastilhas foi realizada cromatografia em coluna das fracGes
hexano e cloroférmio, para eluicdo da amostra por meio de um sistema de
passagem de solventes com gradientes de polaridades crescentes, na qual a
concentracdo do solvente mais polar € iniciada em 90:10 e decresce em 10 mL a
cada 100 mL utilizados. As fracdes recolhidas foram coletadas em frascos de vidro
de 15 mL, e secas em temperatura ambiente pela evaporacéo do solvente.

As caracteristicas das fracbes recolhidas foram analisadas através de
cromatografia em camada delgada, utilizando-se cromatoplacas de Silica-gel 60

F254 Merck® e visualizadas com lampada UV no comprimento de onda de 360 nm.

4.2.5 Isolamento das substancias

Os cristais precipitados nos frascos obtidos da separacéo das fracdes atraves
da cromatografia em coluna foram purificados através da lavagem das paredes do

frasco com éter de petrdleo gelado, posteriormente foi adicionado metanol, contando
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gue os compostos em forma de cristais eram de baixa polaridade, entdo o material
foi centrifugado, e o sobrenadante descartado, sendo repetida a lavagem trés vezes
para que os cristais ficassem livres de misturas.

Foram obtidas 4 amostras, a amostra J1 obtida da fracdo cloroférmio no faixa
de polaridade acetato- hexano (40:60), frascos 53 a 60, a amostras J2 e J3 também
foram obtidas nesta fragédo, respectivamente nas faixas de polaridade acetato-
hexano (65:35 e 70:30), frascos 110 a 117 e (80:20) frascos 120 a 127.

A amostra J4 foi obtida da fracdo hexano, na faixa de polaridade hexano-
acetato (35:65), frasco 48.

4.2.6 Elucidacgéao estrutural

As substéancias isoladas foram submetidas as anéalises espectrométricas para
elucidacdo de sua estrutura, para isso, foram realizadas no setor de Quimica da
UFPR.

Todos os experimentos de RMN foram realizados em um espectrometro
Bruker DPX 200 NMR, operando a 4,7 T, observando os ntcleos de *H e *3C a
200,13 e 50,32 MHz, respectivamente. O espectrémetro estava equipado com uma
sonda quadrinuclear de 5 mm. Todos os deslocamentos quimicos foram observados
em relacdo ao sinal do TMS, em 0,00 ppm, como referencia interna.

O solvente utilizado para a solubilizacdo das amostras foi cloroférmio

deuterado.

4.3 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.3.1 Atividade Antioxidante

Para a avaliagcdo das possiveis atividades antioxidantes apresentadas pelo

extrato bruto de Forsteronia velloziana e por suas fracdes, foram utilizados trés
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diferentes métodos: a formacdo do complexo fosfomolibdénio, técnica descrita por
PRIETO, PINEDA e AGUILAR (1999), que permite avaliar a capacidade antioxidante
tanto de componentes lipofilicos quanto hidrofilicos, o teste com espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) que permite a avaliacdo da acdo protetora do
extrato e fracbes contra a peroxidagdo lipidica e a avaliagdo da atividade
antioxidante pela reducdo do radical DPPH, que quantifica a capacidade destes

reduzirem radicais livres.

4.3.1.1 Formacédo do Complexo Fosfomolibdénio

Este ensaio tem como principio a avaliagdo da oxidacdo corrida no reativo,
utilizando como padrbes comparativos a rutina e o acido ascorbico.

O reativo foi preparado através da mistura de uma solucéo de fosfato de sédio
0,1 M (28 mL), com uma solucdo de molibdato de aménio 0,03 M (12 mL), acido
sulfarico 3 M (20 mL) e agua g.s.p. para 100 mL, sendo este preparado no momento
do uso. As amostras testadas e as solucdes padrées de acido ascorbico e rutina,
foram preparadas na concentracao de 200 yg/mL em metanol (BIANCO, 2003).

Em triplicatas, foram adicionados 3 mL de reativo e 0,3 mL da amostra em
tubo de ensaio, 0 mesmo procedimento foi realizado para os padrbes e para o
branco, que contém apenas metanol.

Os tubos foram fechados e levados ao banho-maria a 95°C por 90 min. Apds
o resfriamento, foram obtidas as absorbancias, através da leitura em
espectrofotometro UV-1601 Shimadzu, no comprimento de onda de 695 nm. A
capacidade antioxidante das amostras sera expressa em atividade antioxidante
relativa (AAR%), em relacdo a rutina e acido ascérbico, usadas como padréo, os

resultados séo calculados da seguinte maneira:

AAR% EM RELACAO A VITAMINA C = ABS (amostra) — ABS (brance) X 100

ADS (vitamina ) — ABS (pranco)
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AAR% EM RELACAO A RUTINA = ADS (amostra) — ADS (pranco) X 100

Abs (rutina) — Abs (branco)

A variancia dos resultados obtidos foi avaliada pelo teste ANOVA e a
diferenca entre as médias verificada pelo teste (t) de Tukey, sendo que valores de

p<0,05 foram considerados significativos.

4.3.1.2 Avaliacéo da Atividade Antioxidante pela Reducao do Radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila)

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) € um radical livre e estavel com o qual
compostos vegetais que apresentam potencial atividade antioxidante interagem,
permutando os elétrons ou atomos de hidrogénio para o radical livre reduzindo-o. E
um método facil, rapido e muito utilizado para a avaliacdo da capacidade
antioxidante de extratos vegetais.

Para a avaliagdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH, séo
preparadas cinco solucbes metandlicas das amostras em diferentes concentragoes,
adiciona-se 2,5 mL e 1 mL de uma solugdo metandlica de DPPH (0,03 mmol/mL).
Para cada amostra séo utilizadas cinco solu¢cdes com concentracfes diferentes, séo
preparados 2,5 mL da solucdo e 1 mL de metanol, também é realizado um controle
com 2,5 mL de metanol e 1mL de solugéo de DPPH.

O potencial de reducao do radical DPPH pelas amostras € avaliado através
da analise espectrofotométrica (MENSOR et al, 2001). Apds trinta minutos de
reacao foram realizadas as leituras em espectrofotbmetro a 518 nm, correspondente
a absorcdo méaxima do radical em estudo. Como padrbes foram utilizados rutina e
vitamina C. Os resultados foram expressos como meédia = desvio padrdo dos
resultados obtidos nos experimentos e as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o teste ANOVA para avaliagdo da variancia e verificando a diferenca entre
as meédias, o teste (t) de Tukey, sendo que valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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A capacidade dos extratos em reduzir o radical € calculada da seguinte forma,
onde na férmula, (Abs) corresponde ao valor da absorbancia:

(AbS controle ~ Abs branco)

4.3.1.3 Teste com Espécies Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A avaliacdo de atividade antioxidante com espécies reativas do &cido
tiobarbitlrico foi realizada pelo método proposto por MORAIS et al (2006) com
adaptacodes.

Foram adicionados 0,1 mL dos extratos e fracdes secas na concentracao de
70 pg/mL, 0,4 mL de H20, 0,5 mL de solucdo de gema de ovo a 5% (p/v) em
solucéo de SDS 0,55% (dodecil sulfato de sédio), 50 uL de ABAP 0,035M (cloreto de
2,2’-azo-bis-2-amidinopropano), 1,5 mL de acido acético 20% (pH 3,5) e 1,5 mL de
uma solucdo de TBA 0,4% (acido tiobarbitlrico) preparada em solucdo de SDS
0,55%, e como branco é utilizado o 1-butanol, e entdo levado a banho-maria a 95°C
por 1 hora.

Apos o resfriamento da solucdo foram adicionados 1,5 mL de 1-butanol, para
extracdo da fase organica. Os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos e
em seguida, foi lida a absorbancia do sobrenadante a 532 nm. Como controle
negativo € utilizada a mesma solucdo, sendo nesta a amostra substituida por 0,1 mL
de etanol. O teste deve foi realizado em quintuplicata.

O célculo das espécies reativas do acido tiobarbitirico foram realizadas

utilizando a seguinte formula onde Abs corresponde a absorbancia:

IA%= (1-Abs Amostra / Abs Controle Negativo )x100
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Assim como nos demais estudos de atividade antioxidantes, os resultados
foram expressos como meédia + desvio padrdo e as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o teste ANOVA para a variancia e o teste (t) de Tukey, sendo
gue valores de p<0,05 foram considerados significativos, para verificar a diferenca

entre os resultados.

4.3.2 Avaliagdo da Toxicidade

Dentro das atividades biologicas, o estudo da toxicidade dos extratos é
fundamental para o direcionamento do trabalho e das possiveis aplicacdes dos
compostos investigados na pesquisa fitoquimica de uma determinada espécie. A
toxicidade dos extratos de caule de Forsteronia velloziana foi avaliada frente ao
microcrustaceo Artemia salina, através de testes de atividade hemolitica em sangue
de carneiro e contra larvas do mosquito Aedes aegypti, vetor da dengue e da febre

amarela.

4.3.2.1 Avaliacédo da Toxicidade Frente ao Microcrustaceo Artemia salina

A avaliacdo da toxicidade utilizando o micro crustaceo Artemia salina é
realizada através de um método rapido, simples, por ndo haver a necessidade de
um ambiente asséptico e de baixo custo, além de n&o requerer equipamentos
sofisticados e utilizar amostras em pouca quantidade, o que atribui viabilidade e
eficacia (MEYER et al, 1982; DALL'STELLA, 2008).

Os ovos de Artemia salina na concentracao 0,5 mg/ mL foram incubados para
a obtencéo das larvas deste micro crustaceo, cujo habitat € em agua salgada, para
isso, o cultivo do invertebrado é efetuado em agua do mar artificial, preparada pela
adicdo de 38 g de sal marinho (23 g NaCl; 11 g MgCl,*6H,0; 4 g Na,SOq4; 1,3 ¢
CaCl,*2H,0 ou CaCl,*6H,0; 0,7 g KCI) em 1000 mL de agua purificada.

O pH foi ajustado para 9,0, utilizando-se Na,COg3, com a finalidade de reduzir
variacbes durante a incubac&o. O pH ideal para o crescimento de Artemia salina
deve ser superior a 6,0 e inferior a 10,5 (LEWAN et al,1992).
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A eclosdo dos ovos do micro crustaceo, é estimulada através da sua
incubacdo em agua salgada por 48 horas, sob aeracdo continua e exposicao a luz
diurna. A temperatura foi mantida entre 27 e 30°C e o pH entre 8,0 — 9,0. Na primeira
hora do processo a iluminacdo (20W) € mantida sobre o recipiente.

As amostras foram preparadas em uma solu¢cdo com concentragao de 10 mg/
mL (solucéo 1), através da diluicdo 1:10 em solvente compativel, que foi diluida até
as concentracgdes de 10, 100 e 1000 pg/mL, em um volume final de 5 mL em solugao
salina, com a qual as larvar foram tratadas.

Como controle, foram utilizados o mesmo solvente no qual as amostras sao
diluidas e 4gua do mar artificial. Como controle positivo foi utilizada uma solucéo de
dicromato de potassio. ApGs o preparo dos tubos, estes foram mantidos em estufa a
50° C por 24 horas para evaporacao completa do solvente.

Para cada tubo de ensaio contendo as amostras e 0s controles, séo
transferidas 30 larvas de Artemia salina e o volume ajustado com agua do mar
artificial para 2,5 mL, apdés 24 horas de contato com as amostras, foi realizada a
contagem das larvas mortas e vivas.

Os dados foram submetidos a andlise pelo método estatistico Probitos para a
determinacdo dos valores de DL50 e 95% de intervalos de confianca. As fracdes
foram consideradas téxicas quando os valores de DL50 forem menores que 1000
pg/mL (MEYER et al, 1982).

4.3.2.2 Atividade Larvicida Contra Aedes aegypti

4.3.2.2.1 Avaliacao da Toxicidade

O Aedes aegypti, um mosquito da familia Culicidae, é o vetor que transmite
as arboviroses responsaveis pela febre amarela, dengue e dengue hemorragica,
doencas consideradas um importante problema de saude publica mundial.

Uma das principais estratégias para a diminuicdo a incidéncia dessas
doencas consiste em reduzir as popula¢cées do mosquito e para isso 0 controle das

larvas é uma das alternativas mais relevantes. Desta forma torna-se importante a



47

busca de substéncias de origem natural que efetuem esse controle, considerando
que substancias sintéticas podem gerar sérios problemas ambientais (GARCEZ et
al, 2013).

A atividade larvicida sobre Aedes aegypti de extratos e fracbes do caule de
Forsteronia velloziana e do extrato bruto das folhas foi realizada segundo
metodologia do World Health Organization (1981a) com algumas modificacdes.

Os ovos de Aedes aegypti da linhagem Rockfeller foram fornecidos pela
Fundacdo Oswaldo Cruz - RJ; sendo utilizada como padrdo de susceptibidade a
inseticida para a espécie Aedes aegypti (HARTBERG e CRAIG, 1970). Para a
eclosdo dos ovos, estes foram colocados em bandeja de pléstico e adicionados 500
mL de agua sem cloro, e em seguida levada para estufa BOD (marca Novatechica
modelo NT 704) com temperatura a 27 + 2 °C e umidade relativa de 80 * 5%.

A dieta das larvas consistiu de ragdo de peixe (aldon basic, MEP 200
complex) do periodo de ecloséo até o 3° estagio larval. Foram preparadas solu¢fes
de concentragdo de 1000 ug/mL dos extratos e fragdes, solubilizando as amostras
com 0,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidas com agua sem cloro em
concentracgdes distintas de 1000, 500 e 250 pg/mL.

Para a realizacdo dos ensaios 15 larvas do 3° estagio foram colocadas em
triplicatas em copo de plastico contendo as amostras e o volume foi completado para
5 mL. A solu¢do aquosa de DMSO 0,5% foi utilizada também em triplicata como
controle negativo.

O inseticida utilizado como controle positivo (que causa a mortalidade das
larvas) foi o temefés grau técnico 90% (lote 005/2011) fabricado pelo laboratério
“Fersol Mairinque”, Sa&o Paulo, e feita a calibragdo segundo o protocolo
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude descrito ( Who, 1981 a,b ; LIMA
et al, 2003; BRAGA et al, 2004) utilizando como concentragdo diagndstico (CD)
0,060 mg/mL (duas vezes a concentracdo letal que causa mortalidade de 99% de
uma cepa susceptivel, como definido pela WHO (1981 a,b).

A atividade larvicida foi avaliada apés 24 horas por meio da contagem do
namero de larvas mortas em cada amostra. Larvas incapazes de atingir a superficie
da agua quando tocadas, foram consideradas como mortas (WHO,1981b). Os
valores da concentracao letal (DL50) em pg/mL foram determinados utilizando a
analise de Probit, pelo método de Finney (FINNEY, 1971).
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4.3.2.2.2 Avaliacdo na Morfologia Interna das Larvas

Larvas no 4° estagio foram selecionadas para 0os ensaios, por apresentarem
tecidos mais desenvolvidos. As larvas coletadas foram imediatamente fixadas em
2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido, 3% sacarose em tampao cacodilato de sodio
0,1 M pH 7,2, e armazenadas em temperatura ambiente até o0 momento das analises
(ARRUDA et al, 2003). As laminas contendo as larvas foram preparadas e
fotografadas usando uma cé&mera de video digital (Leica) conectado a um

microscopio invertido Zeis (500 pm).

4.3.2.2.3 Preparo do homogeneizado de larvas de A. aegypti tratadas com 0s
extratos e fracoes

Homogeneizados das larvas de A. aegypti tratadas com o extrato bruto das
folhas (BRF) e fracBes hexano e acetato de etila das cascas, durante 6 horas foram
preparadas de acordo com MACEDO e colaboradores (1993) com modificacdes. As
larvas foram homogeneizadas manualmente em gral de porcelana em 1,0 mL de
tampao Tris/HClI em 0,05 M (pH 8,0) e centrifugadas a 17.000 rpm durante 20
minutos a 4° C, e os sobrenadantes foram recolhidos, sendo adicionados mais 1,0
mL de tampao Tris/HCI. O extrato bruto das folhas e fracBes hexéanica e acetato de
etila das cascas foram selecionados para estes ensaios por apresentarem alta
mortalidade das larvas.

4.3.2.2.4 Determinacgéo do Teor de Tripsina e Quimiotripsina

A atividade total de tripsina foi determinada utilizando o reagente BAPNA (N-
benzoil-D, L-arginina-p-nitroanilida) como substrato. Cerca de 500 pL do
homogeneizado de larvas foi adicionado a 1 mL de BAPNA e deixados em repouso

por 20 minutos a 37 °C, em seguida a reac¢do foi parada pela adicdo de acido acético
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a 30% (v/v). A atividade da tripsina foi mensurada em leitor de microplacas a 410 nm
(g, 10.0 mM-1 cm-1) conforme SILVA e colaboradores (2009).

A atividade da quimiotripsina foi determinada usando SAAP (N-succinil-Ala-
Ala-PRO-PHE-p Nitranilida) como substrato. Cerca de 50 ul dos homogeneizados
foram incubadas em 450 uL de tampéo Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0) durante 10 minutos.
Em seguida, foram adicionados 1,0 mL de substrato SAAP 2 Mm, dissolvidos em
DMSO puro (dimetilsulfoxido). A mistura de reacao foi incubada a 37 °C durante 20
minutos, e em seguida a reacao foi finalizada pela adicdo de acido acético 30% (v/v).
A absorbancia foi lida a 405 nm (g, 8,8 mM-1 cm-1) (SILVA et al, 2009).

4.3.2.3 Avaliacao da Atividade Hemolitica

Para o ensaio de atividade hemolitica in vitro foi utilizada a técnica proposta
BERENJEE, 2008 adaptada por HENNENBERG (2013). Para esta avaliacdo foi
preparada uma solucdo de sangue de carneiro a 10% em PBS (tampéao fosfato),
para isso, 2 mL de sangue de carneiro (Newprov®) previamente homogeneizado,
lavado com tampédo fosfato gelado e centrifugado trés vezes a 3000 rpm por 5
minutos para a remocéo de residuos de hemdlise.

A tubos contendo 200 pl da solucdo de eritrécitos homogeneizados foram
adicionados o0 mesmo volume de amostras preparadas através da suspensdo do
extrato bruto e das fracdes com a solucdo tampéo fosfato, nas concentracdes: 100,
200, 500 e 1000 pg/mL. Para a realizacdo dos controles as amostras foram
substituidas por PBS para um controle negativo e por agua destilada para o controle
positivo respectivamente. Todos os tubos foram preparados em triplicatas.

Apbs o preparo dos tubos, estes foram cuidadosamente agitados e mantidos
em repouso por 3 horas, em estufa com temperatura controlada & 37°C. Apds o
tempo de incubacgéo, foram centrifugados por 5 minutos, a 3000 rpm.

Os sobrenadantes foram observados para verificacdo da ocorréncia ou nao
da formacdo de hemolise total (solucdo limpida, vermelha e sem depdsito de
eritrocitos).

Para a quantificagdo da hemdlise, os sobrenadantes foram transferidos para

uma placa de ELISA, e a absorbéancia lida em 540 nm. A hemdlise foi calculada com
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base nos valores de absorbancia do tubo de hemdlise total, cujo valor é considerado
100%. Os valores obtidos foram submetidos aos testes estatisticos de variancia
avaliada pelo teste ANOVA e a diferenca entre as médias pelo teste (t) de Tukey,
sendo que valores de p<0,05 foram considerados significativos. A taxa de hemolise

foi calculada da seguinte forma:

Heméllse (%) = AbS (teste)‘ AbS (branco)‘ AbS (PBS)_ X 100
Abs (HzO)‘ AbS(PBS)' Abs (branco)

4.3.3 Analise da Atividade Antimicrobiana

Para a avaliacdo da potencial atividade antimicrobiana do extrato bruto e
fracOes de F. velloziana foi empregada a metodologia de difusdo em &agar, adaptada
de ROMEIRO (2001), para encontrar a acéo inibitéria do desenvolvimento de cepas
de Agrobacterium tumefaciens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

Salmonella thyphimuriu, Escherichia coli (bactérias) e Candida albicans (fungos).

4.3.3.1 Preparo das Amostras

As amostras foram diluidas em metanol e sonicadas até a completa
solubilizacdo. Em placas de petri estéris, foram distribuidos os discos de papel
identificados, dentro do fluxo laminar foram aplicados nos discos 10 pyL da solugao
para se obter a concentragao de 1000 pg por disco.

Prepararam-se também discos controles apenas com metanol, utilizados na
dissolucédo dos extratos e discos comerciais contendo cloranfenicol (50 ug) para o
controle das cepas bacterianas e cetoconazol para a cepa de Candida albicans. As

placas foram deixadas abertas para secagem das amostras impregnadas.
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4.3.3.2 Meio de Cultura

Os meios de cultura agar Mueller-Hinton e Saboraud foram preparados de
acordo com o procedimento do fabricante, esterilizados e colocado nas placas de
petri esterilizadas. Estes foram escolhidos por serem meios ndo enriquecido, porém
suficientemente nutritivo para permitir o desenvolvimento das colbnias bacterianas, é

o0 mais utilizado para testes de bactérias aerdbicas e anaerobicas facultativas.

4.3.3.3 Preparo do Inéculo e Teste

Foram utilizadas cepas de Agrobacterium tumefaciens (Smith &amp;
Townsend,1907) Conn1942,donor: R. E .Stall from: 1994, EUA (=1050 LBA), sendo
de numero 11095 da colecdo do Instituto Agronbmico do Parana (IAPAR)
gentilmente cedida pelo pesquisador, Dr. Rui Pereira Leite Junior, Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella thyphimurium
(ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), as quais foram repicadas em caldo triptico de soja e incubadas a
35°C, 24 horas antes do teste.

As culturas jovens de cada bactéria foram diluidas em 5 mL de salina estéril
comparando-se com a turbidez do tubo nimero 0,5 da escala de Mac Farland (0,5
mL de cloreto de béario a 1% em 9,5 mL de acido sulfarico a 1%) a fim de se obter a
concentracdo de um milhdo e quinhentos mil bactérias por mL. Realizou-se a
inoculagéo com auxilio de swab estéril e dentro de camara de fluxo laminar.

Em cada placa inoculada foram distribuidos cinco discos de papel
impregnados, trés discos de cada amostra (1000 ug), além de um disco impregnado
apenas com o solvente e um disco de controle positivo com cloranfenicol (30 pg).
Incubaram-se as placas inoculadas em estufa a 35°C, durante 24 horas. Apés este
periodo, retirou-se as placas da estufa e entdo avaliada a formagdo de halos de

inibic&o.
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4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

O estudo alelopatico procura determinar o efeito de uma planta doadora sobre
uma planta receptora, ou seja, o efeito de um individuo sobre outro prejudicando ou
favorecendo seu desenvolvimento (MALHEIROS e PERES, 2001). Compostos de
origem natural com atividade alelopéatica surgem como uma alternativa ao uso de
herbicidas sintéticos que podem ser nocivos ndo somente ao consumidor de um
produto como também para o meio ambiente. Considerados estes problemas, faz-se

necessaria a avaliacdo da alelopatia exercida pelo extrato e fracdes de F. velloziana.

4.4.1 Preparo do Teste

A potencial atividade alelopatica dos extratos e fragcbes de Forsteronia
velloziana foi avaliada pela metodologia estabelecida pelo Ministério da Agricultura
(BRASIL,1992), sendo o efeito considerado sobre a espécie Lactuca sativa L.,
espécie amplamente utilizada para este tipo de avaliacao (DIAS, 2005).

Para os bioensaios, uma solugcédo-estoque na concentracdo de 1000 mg L-1
em &gua foi preparada com o extrato e fracdes dissolvidos em DMSO
(Dimetilsulféxido) a 0,1%, e tamponadas com solugdo de MES (acido 2
morfolinoetanosulfénico) 10 mM, e o pH foi ajustado para 6,0 com solucao de KOH
0,1 N.

Um procedimento similar foi utilizado como controle, porém com auséncia dos
extratos e fragcdes. Para a realizagao do teste de germinacao, placas de petri (9,0 cm
de diametro) contendo papel filtro Whatman n° 1,0, foram autoclavadas e receberam
5,0 mL da solucdo dos tratamentos preparadas nas concentracfes de 250, 500 e
1,000 mg L-1. Em seguida, semearam-se sobre cada disco de papel filtro, 50
sementes de Lactuca sativa L. distribuidos aleatoriamente, com quatro repeticdes
para cada solucao (BRASIL, 1992).

O material preparado e os controles foram colocados em germinador
Mangelsdorf (Biomatic), com limites de temperatura entre 17 e 20°C. Para cada
concentracéo prepararam-se duas caixas, uma para o estudo da germinacgéo e outra

para o estudo do crescimento.
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4.4.2 Teste de Germinacao

Durante a germinacdo fez-se leituras diarias por cinco dias, no mesmo
horario. As sementes que germinaram foram retiradas da caixa diariamente. As
sementes foram consideradas germinadas quando se tornou visivel a protrusdo da
radicula através do tegumento.

O indice de velocidade de germinacao (IVG) foi calculado para cada repeticao
de cada tratamento. Este indice é calculado utilizando-se a quantidade de sementes
germinadas, dividindo-se pelo dia da germinacdo e somando-se até o ultimo dia de
germinacdo. As médias dos indices de velocidade de germinagcédo tiveram a
variancia avaliada pelo teste ANOVA e verificando a diferenca entre as médias pelo

teste (t) de Tukey, sendo que valores de p<0,05 foram considerados significativos.

4.4.3 Teste de Crescimento

A leitura do crescimento foi realizada com o material que foi mantido no
germinador por 5 dias, os quais foram abertos somente no dia da leitura, ultimo dia
do teste. Para cada semente mediu-se, com auxilio de papel milimetrado, o tamanho
da radicula, que posteriormente origina a raiz, e do hipocétilo, que origina o caule.
Os resultados foram submetidos as mesmas analises estatisticas utilizadas para o
teste de germinacdo. Todos os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo, a avaliacdo da variancia foi realizada utilizando o teste ANOVA e a
verificacdo da diferenca entre as médias pelo teste (t) de Tukey, sendo que valores
de p<0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MATERIAL VEGETAL

5.1.1 Coleta, identificagcéo e exsicata

Foram realizadas duas coletas, nos meses de marco e maio do ano de 2012,
na segunda coleta a planta apresentava frutos bem desenvolvidos, ja4 deiscentes, 0
que possibilitou o depdsito de uma exsicata no Museu Botanico Municipal de
Curitiba, sob o numero de registro 353907.

Na primeira coleta foram obtidos 4,58 kg de caule e 123 g de folhas, sendo o
caule integralmente utilizado para a producédo do extrato bruto etandlico e as folhas
reservadas. A segunda coleta permitiu a obtencéo de 172 g de folhas que somados
as folhas da primeira coleta totalizaram 395 g de material vegetal. A massa de caule
obtida foi de 2,34 kg, que foram reservados em funcédo da necessidade de novas
extragoes.

As folhas de Forsteronia velloziana foram coletadas em quantidade
insuficiente para a realizacdo de todos os estudos propostos, mas considerado o
especial interesse nos alcaloides presentes nesta estrutura vegetal, foi realizada
uma extracdo etandlica em aparelho de Sohxlet para 0 uso em algumas das
atividades bioldgicas e caracterizagdo quimica.

5.1.2 Andlises Fisico- Quimicas

5.1.2.1 Umidade

O teor de umidade encontrado nas amostras de caule de Forsteronia

velloziana esta expresso na média + DPR em porcentagem da massa de vegetal
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perdida ao longo da dessecacgéo. Os valores obtidos estdo expressos na TABELA 3,
em presentam o valor de p pelo teste (t) de Tukey, inferior a 0,05.

TABELA 3. Teor de umidade do caule de F. velloziana. A tabela mostra os valores
obtidos nas pesagens das amostras, o valor calculado de perda e a perda em
porcentagem, sua meédia e o desvio padrdo da amostra, que apresentam
estatisticamente p > 0,05.

Amostra (Q) Perda (g) Perda (%)
1,0437 0,0874 8,37%
1,0197 0,0817 8,01%
1,0142 0,0822 8,11%
1,0135 0,0789 7,78%
1,0259 0,0824 8,03%
1,0090 0,0819 8,11%
1,0020 0,0813 8,11%

Média = DPR =8,07% + 2,169%

O valor médio encontrado de 8,07% * 2,169% encontra-se de acordo com
valores apontados para caules de plantas medicinais segundo a quinta edicdo da
Farmacopeia Brasileira e torna-se a principio, um padrao para o desenvolvimento de

um controle da qualidade da matéria prima vegetal.

5.1.1.2 Teor de Cinzas

O teor de cinzas quantifica 0s compostos inorganicos em um vegetal e € um
importante parametro de controle de qualidade, tendo como finalidade detectar
possiveis adulteracdes de matéria prima. Esta avaliagdo apontou para um teor de
cinzas médio de 4,35% + 1,121% nas amostras coletadas de Forsteronia velloziana,
este valor podera ser utilizado como referéncia para futuros testes, este valor
encontra-se em conformidade com os valores apontados pela Farmacopeia
Brasileira para caules com uso medicinal.

Os valores obtidos apresentam, e encontram-se na TABELA 4.
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TABELA 4. Teor de cinzas totais do caule de F. velloziana. A tabela mostra os
valores obtidos nas pesagens das amostras, o valor da massa vegetal seca, das
cinzas totais em gramas e em porcentagem, sua média e o desvio padrdo da
amostra.

Amostra (Q) Seco (9) Cinzas (9) Cinzas (%)
1,0437 0,9563 0,0393 4,11%
1,0197 0,9380 0,0382 4,07%
1,0142 0,9321 0,0403 4,32%
1,0135 0,9342 0,0447 4,78%
1,0259 0,9430 0,0406 4,30%
1,009 0,9271 0,0435 4,69%
1,002 0,9207 0,0386 4,19%

Média = DPR =4,35% + 1,121%

5.2 ENSAIO SISTEMATICO EM FITOQUIMICA

5.2.1 Pesquisa de metabdlitos sollveis em etanol

Os resultados dos ensaios realizados com os extratos etandlicos de caule e
folhas de Forsteronia velloziana encontram-se na TABELA 5.

A prospeccéo fitoquimica corroborou com os estudos que apontam para a
presenca de alcaloides como marcadores quimicos para a familia Apocynaceae
(RIZZINI e MORS 1976; MOURA e AGRA, 1989; SENNBLAD et al, 1998). O
resultado, ndo s6 para alcaloides como também para os demais compostos
indicados pelos ensaios, sdo fundamentais para um direcionamento na execucao
nas demais etapas do trabalho, tanto na perspectiva fitoquimica quanto para pautar
0S ensaios biologicos e toxicolégicos subsequentes.

Leucoantocianidinas, heterosideos flavonicos e antocianicos sao
compostos polifendlicos biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides e do
acetato,0s mesmos precursores de substancias como aminoacidos alifaticos, que
sao precursores de alcaloides, acidos graxos, e terpenoides, também encontrados
no screening fitoquimico (DORNAS, et al 2008 apud MANN, 1987)
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TABELA 5. Resultado da analise sistematica fitoquimica do extrato etanodlico de
caule e folhas particionados de Forsteronia velloziana.

Fracdes
Metabolito/ Teste HeF HeC | DF DC | AF AC | HAF HAC

Alcaloide (Dragendorff) ) ) () D] 6] ()
Alcaloide (Bouchardt) H O E) O 6E®H 06
Alcaloide (Mayer) H OEH O 6 H 06
Leucoantocianidina ) ) OO RECGO NG/ G (+)
Cumarina () OO E=HE®H B EH @
Heterosideo Flavonico ) lE Ol 6™ G

Heterosideo Flavénico (Pacheco) -) 1 OO B EH o

Heterosideo Flavonico( Znem HCl) | (- OO ONNCOEENO! ) )

Iridoides (Floroglucinol) B 6 ®H 60760 60760 6
Iridéides (Acido Sulfurico) B O OO0 6060 6
Iridoides (Vanilina) B 6 0760 60760 6
Heterosideo Antraquindnico G OO O] 6O]6 6
Esteroides/Triterpenos B O H B 60760 6

As legendas para as fragGes do extrato sdo HeF (fracdo hexano de folha), HeC (fracdo hexano de caule),
DF(fracao diclorometano de folha), DC(fracédo diclorometano de caule), AF (fracdo acetato de folha), AC (fracao
acetato de caule), HAF (fracédo hidro alcoolica de folha) e HAC (fragdo hidroalcodlica de caule). Os resultados
sdo expressos em (-) negativo, (+/-) levemente positivo, (+) positivo e (++) muito positivo. No teste para
heterosideos flavénicos, o resultado (-) aponta para a presenga de chalconas, auronas, isoflavonas, flavononas e

isoflavononas; (+)* derivados antocianicos e (+)** flavonas.
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Os compostos fendlicos encontrados no estudo preliminar, bem como alguns
grupos de terpenos apresentam importante atividade na captura de radicais livres 0
gue torna o extrato e fracdes desta planta potencialmente antioxidantes (DORNAS et
al, 2008; YOSHIDA e NIKI, 2003).

O resultado negativo para a presenca de antraquinonas ja era aguardado,
considerando a presenca de alcaloides na planta, iSso porque as quinonas
sintetizadas em plantas superiores apresentam 0S mMesmMOS precursores que sao
destinados a rotas metabdlicas completamente distintas. O acido chiquimico que da
origem aos alcaloides pelas vias do triptofano e da fenilalanina/tirosina e o acetil-
CoA, que da origem aos alcaloides originarios da ornitina e da lisina através do clico
do &cido citrico sdo os mesmos precursores das antraquinonas, o direcionamento
metabdlico para a sintese de um determinado grupo de compostos faz com que
ambos 0s grupos nao coexistam em um mesmo vegetal (SANTOS, 2007).

Além de alcaloides, foram detectadas também a presenca de cumarinas e
iridoides, classes de metabdlitos secundarios também interessantes do ponto de

vista farmacoldgico.

5.2.2 Pesquisa de metabdlitos sollveis em agua

Os grupos de metabdlitos secundarios sollveis em agua detectados no
ensaio encontram-se na TABELA 6.

E importante considerar o resultado positivo para heterosideos saponinicos
ou saponinas, o que é um forte indicativo de atividade hemolitica, o que sera
avaliado juntamente &s demais atividades bioldgicas.

A auséncia de resultados positivos nos testes para taninos, compostos
geralmente presentes nas cascas, pode ser analisado considerando a equivaléncia
entre casca e cortex no caule do vegetal (SANTOS e MELLO, 2007) Sendo baixa a
concentracdo destes taninos, o teste, que se baseando em precipitacdo, néo teria
sensibilidade suficiente para indicar o composto; o que também justificaria o
resultado negativo para a presenca destes, € o complexo insolavel formado entre
eles e os alcaloides o que inibiria a sua ligacdo com a gelatina e outras proteinas,

bem como com o cloreto férrico e o sulfato de amonia (SANTOS e MELLO, 2007).
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TABELA 6. Resultado da analise sistematica fitoquimica para compostos soluveis
em agua do caule de Forsteronia velloziana. Resultados positivos sao indicados por
(+) e negativos por (-).

Extrato Aquoso (Caule)

Metabalito Resultado
Hetesodideos Antocianicos )
Heterosideos Saponinicos (+)

Heterosideos Cianogenéticos )
Taninos (Cloreto Férrico) )
Taninos (Gelatina) )
Taninos (Sulfato Amoniacal) )
Aminogrupos (+)

Acidos Fixos (+)

Acidos Volateis (+)

A auséncia de heterosideos antocianicos ja era esperada, pelo fato de que
estes compostos oriundos da mesma rota metabolica dos flavonoides (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2007; LOPES et al, 2007) sao encontrados prioritariamente nas flores,
frutos e em algumas folhas, sendo os principais responsaveis por inumeras
tonalidades de cores (LOPES et al 2007 apud BOBBIO e BOBBIO, 1995; MAZZA e
MINIATI, 1993) como também por aspectos importantes da biologia vegetal como a,
protecdo contra a acdo da luz e a oxidacdo, mecanismo de defesa e varios
mecanismos reprodutores das plantas, tais como a polinizacdo e a dispersdo de
sementes (LOPES et al, 2007), portanto praticamente ndo sdo encontrados em
caules.

Acidos fixos, acidos volateis e aminogrupos s&o grupamentos metabolicos
pertencentes diversos vegetais, destacando-se o fato de que aminogrupos sao

precursores na rota metabdlica dos alcaloides (HENRIQUES et al, 2004).
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6.3 ANALISE FITOQUIMICA

6.3.1 Determinacao do teor de soélidos do extrato bruto e fracdes

A partir do caule coletado foram obtidos 4,5 L de extrato etandlico bruto, com
rendimento total médio de 34,8 g/kg £+ 0,8 de material vegetal, o que corresponde a
3,48% da massa seca inicial.

As fragdes obtidas pelo particionamento liquido-liquido, com solventes de
polaridade crescente tiveram o rendimento de 0,37% para a fragdo hexano, 0,29%
para a fracao cloroférmio, 0,11% para a fracdo acetato de etila e 2,7% para a fracédo

hidro alcoolica, em relacéo a planta seca.

6.3.2 Purificacdo das fracdes e elucidagéo estrutural

Foram isolados quatro compostos, os quais foram nomeados J1, J2, J3 e J4,
todos foram submetidos a andlise por RMN de *H (400 MHz em CDCI3), sendo as
amostras J1 e J2 puras, estas foram submetidas & analise por RMN de 13C (400 MHz
em CDCI3).

A identificagdo desta amostra foi realizada baseada nos dados espectrais e
comparacao com a literatura, sendo identificada a substancia B-sitosterol (FIGURA
9). O espectro RMN de 'H (200 MHz em CDCI3) da amostra J1 esta demonstrado na
FIGURA 10, sinais intensos entre 0,5 e 1,4 ppm, sugerindo um esqueleto esteroidal.

Os singletes, em 0,68 ppm e 0,93 ppm referem-se aos hidrogénios dos
grupos metila dos carbonos 18 e 19, respectivamente. Por outro lado, o0s
grupamentos metila dos carbonos 26, 27, 21 e 29 estdo representados pelos sinais
0,85, 0,91, 1,01 e 0,83 ppm, respectivamente. O singleto centrado em 3,52 ppm,
refere-se ao hidrogénio do carbono 3. O espectro de RMN 13C da amostra J1 esta
ilustrado na FIGURA 11, e sugere uma estrutura com um esqueleto carbdnico
bastante extenso.

Os deslocamentos encontrados para 3C estdo demonstrados na TABELA 7.
Os valores obtidos sao similares aos encontrados por DE-EKNAMKUL E
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POTDUANG (2003) e DALL’ STELLA (2008) respectivamente nas espécies Croton
sublyratus e Dorstenia multiformis (FIGURA 11).

HO

FIGURA 10. ESTRUTURA QUIMICA DO B- SITOSTEROL (DALL STELLA, 2008).

As amostras J3 e J4 apresentaram o mesmos sinais dos espectros de RMN
de 'H, com um grande numero de sinais entre 0,5 e 1,4 ppm, indicativo de esqueleto
terpénico, porém a amostra estava misturada ndo sendo possivel a confirmacédo da
estrutura devido aos sinais sobrepostos, porém € possivel sugerir que a amostra
contenha em conjunto com o B-sitosterol e estigmasterol, que segundo a literatura
sdo substancias que geralmente sdo encontradas como mistura e sao diferenciadas
apenas pelos carbonos 22 e 23. No estigmasterol, ha uma dupla ligacao,
evidenciada pelos sinais em 138, 31 ppm (C22) e 129, 25 (C23) (DE-EKNAMKUL e
POTDUANG, 2003). Nas amostras J1 e J2 ndo foram visualizados estes sinais,

indicando a presenga apenas do -sitosterol.
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FIGURA 11. ESPECTRO DE RMN DE *H (400 MHZ EM CDCL3) DA AMOSTRA J1 OBTIDA
DA FRACAO CLOROFORMIO DO EXTRATO DE Forsteronia velloziana.
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FIGURA 12. ESPECTRO DE RMN DE **C (400 MHZ EM CDCL3) DA AMOSTRA J1
OBTIDA DA FRACAO CLOROFORMIO DO EXTRATO DE Forsteronia velloziana.
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TABELA 7. Sinais apresentados nos espectros de RMN de 13C (400 MHz em CDCI3)
da amostra J1, e de B—sitosterol obtidos por DE-EKNAMKUL E POTDUANG (2003)
e DALL" STELLA (2008), obtidos de Croton sublyratus e Dorstenia multiformis
respectivamente.

DE-EKNAMKUL E DALL’ STELLA
C TIPO AMOSTRAJ1  POTDUANG (2003) (2008)
1 CH, 37.30 37.22 37.26
2 CH, 31.59 31.63 31.68
3 CH 71.88 71.80 71.81
4 CH, 42.15 42.19 42.21
5 C 140.76 140.72 140.75
6 CH 121.77 121.71 121.71
7 CH, 31.93 31.87 31.92
8 CH 31.5 31.87 31.92
9 CH 50.11 50.10 50.14
10 C 36.56 36.48 36.51
11 CH, 21.10 21.07 21.09
12 CH, 39,81 39.74 39.78
13 C 42.37 42.26 42.32
14 CH 56.80 56.73 56.78
15 CH, 24.34 24.29 24.31
16 CH, 28.29 28.22 28.26
17 CH 56.11 56.02 56.06
18 CHs 11.89 11.84 11.87
19 CHs 19.41 19.39 19.40
20 CH 36.19 36.12 36.15
21 CHs 11.81 18.76 18.79
22 CH, 34.00 33.91 33.95
23 CH, 26.12 26.02 26.08
24 CH 45.90 45.81 45.84
25 CH 29.19 29.11 29.15
26 CHs 19.84 19.80 19.83
27 CHs 19.05 19.01 19.04
28 CH, 23.11 23.04 23.07
29 CHs 12 11.97 11.99




6.4 ANALISE DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

6.4.1 Avaliacdo da toxicidade

6.4.1.1 Avaliacdo da toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina
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O resultado do ensaio de toxicidade do extrato bruto e fracbes de F.

velloziana frente ao microcrustaceo Artemia salina esta apresentado na TABELA 8.

TABELA 8. Resultado do estudo de toxicidade pelo extrato alcodlico bruto do caule
(BR), e das fracBes hexano (HX), cloroférmio (CL), acetato de etila (AC) ao solvente
metanol e ao controle sulfato de quinidina sobre Artemia salina.

Mortalidade/ Concentracao

Intervalo de
Amost Plso Confianca d
mostra onfianca de
100 1000
10 (pg/mL) (hg/mL) 95%
(vg/mL) (vg/mL)
BR 0 0 0 > 1000 —
HX 0 0 0 > 1000 —
CL 0 0 0 > 1000 —
AC 0 0 0 > 1000 —
HA 0 0 0 > 1000 —
ETANOL 1 0 0 > 1000 —
SULFATO
3 10 18 50,12 35,80-70,16
QUINIDINA

Considerando a possibilidade de que os extratos desta planta apresentar

outras atividades biologicas e farmacoldgicas interessantes torna-se importante o

carater ndo toxico deste vegetal como um indicativo favoravel & sua utilizagéo.
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O resultado corrobora com os dados de toxicidade frente a Artemia salina
realizado com a espécie Forsteronia laurifolia (Benth.) A. DC, por JIMENEZ e
colaboradores (2001), onde o extrato do caule e suas fracbes ndo demonstraram
toxicidade ao micro crustdceo em nenhuma das doses testadas, porém as folhas se
mostraram significativamente toxicas, até mesmo nas mais baixas doses testadas
(50 pg/mL).

Outros estudos toxicolégicos deverdo ser realizados ainda, pelo fato deste
teste ser aplicado especificamente a toxicidade ambiental (PIMENTEL et al, 2010)
embora alguns autores correlacionem a atividade bioldégica de extratos contra a
Artemia salina como indicativo de atividade antitumoral (ANDERSON et al, 1991,
ARCANJO et al, 2012).

O resultado apresentado neste teste torna a ndo toxicidade da planta bastante
interessante se foram consideradas as atividades alelopatica e téxica ao Aedes
aegypti, que colocariam o extrato e substancias obtidas a partir desta planta
diretamente em contato com o meio ambiente, 0 que gera uma preocupacao tanto
em relacdo ao ser humano, quanto em relacdo os demais organismos presentes no
ambiente onde esta serd aplicado, tanto para o controle de pragas no meio agricola,
guanto no controle do vetor da dengue e da febre amarela.

Para PIMENTEL e colaboradores (2010) as atividades humanas, bem como o
desenvolvimento de novas tecnologias que facilitam a execucao destas precisam ser
monitoradas de forma efetiva para que sejam evitados impactos negativos ao
ambiente.

Nas linhas de pesquisa em produtos naturais, tem ficado cada vez mais
evidente que analises quimicas isoladas ndo sdo suficientes para se alcancar boas
avaliacdes de risco em amostras ambientais, pois estas ndo informam a fracao de
contaminantes disponivel para organismos vivos nem o potencial efeito deles
quando misturados (AIT-AISSA et al, 2003) e para que seja obtido um retrato
confiavel do impacto gerado, sdo necesséarias caracterizacbes ecotoxicolégicas
avaliadas em conjunto com as analises quimicas (SVENSSON et al, 2005), o que
faz dos entre as metodologias de monitoramento ambiental utilizando
microcrustaceos facilmente aplicaveis, e esta linha de o0s estudos torna-se
importante.

O teste realizado com a Artemia salina é muito utilizado, justamente por

fornecer dados relevantes em relagéo ao impacto de extratos ou substancias sobre a
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biota, sendo uma metodologia simples, que demanda um baixo custo e € flexivel a
estruturas fisicas de laboratérios de estudo fitoquimico (LUHLLIER et al, 2006)

A indicacdo da presenca de grupos de metabdlitos secundarios que
abrangem um grande namero de substancias potencialmente toxicas como algumas
cumarinas, saponinas e alcaloides, pela andlise sistematica fitoquimica, faz
necesséria a avaliacdo do extrato e fragBes por parametros que indiguem sua agao
sobre sistemas fisiolégicos animais, sendo a metodologia escolhida para este
trabalho o teste de atividade hemolitica in vitro, outro método simples, mas
fornecedor de um panorama bastante claro para o desenvolvimento de estudos

posteriores.

6.4.1.2 Avaliacdo da atividade hemolitica

As porcentagens de hemdlise em tubo foram obtidas através da relacdo entre
a média das absorbancias dos tubos contendo extrato, dos brancos contendo PBS e
da sua relacdo com o tubo total, o resultado do teste foi negativo para todas as
fracbes em todas as concentracbes, nestes tubos formou-se durante a
centrifugacédo, um pellet bem definido, e o sobrenadante permaneceu com um
aspecto limpido e incolor, tal qual o PBS utilizado no teste. No tubo de teste utilizado
como comparativo, formou-se uma solucdo vermelha opaca e homogénea.

Os resultados obtidos através da absorbancia sdo expressos na TABELA 9.

TABELA 9. Atividade hemolitica do extrato bruto e frac6es de Forsteronia velloziana,
expresso pela média da porcentagem + DPR.

Hexano Cloroférmio Acetato Hidro alcéolico Bruto
Amostra | Média Média Média Média Média
(ug/mL) | (%) |DPR®)| (%) |DPR(%)| (%) |DPR(®%)| (%) | DPR(%) | (%) |DPR(®%)
1000 | 2.4 257 g3 186 166 | 0,0250 | -1.99 | 00091 | 1.46 | 0,0186
500 | 1,96 117 374 238\ 981 | 00233 |-1,75| 00155 | 06 | 00159
200 1 972| 951 | 1035 584 | 00180 | 232 | 00062 | 251 | 00115
100 2.09 7,451 397 2421 511 | 00161 | 24 | 00176 | 2,9 | 0,0025
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O resultado obtido neste ensaio pode parecer controverso, considerada a
prospeccao fitoquimica realizada, que apontou a presenca de alcaloides e
saponinas, metabdlitos conhecidos respectivamente pela sua toxicidade e
capacidade hemolitica.

Pode-se justificar a auséncia de atividade hemolitica apesar da presenca
destes grupos de compostos como um indicativo de que os alcaloides presentes no
caule apresentam baixa toxicidade.

Quanto as saponinas, entre as diversas atividades bioldgicas relatadas para
este grupo de substancias, merecem destaque aquelas relacionadas ao aumento da
resposta imune e a ruptura das membranas dos eritrécitos (KAISER et al, 2010),
estas interagem fortemente com os lipideos constituintes das membranas celulares
(ALBERTS et al, 2006), por serem caracteristica estruturalmente glucosideos de
esteroides ou de terpenos policiclicos, moléculas de carater anfipatico, apresentando
uma porcdo da molécula lipofilica e outra hidrofilica, o que confere a estas
substéancias a propriedade tensoativa (SCHENKEL et al, 2007).

Sendo essas detectadas na prospeccao fitoquimica através da observacéo da
formacdo de espuma persistente em tubos, era presumivel uma capacidade
hemolitica, principalmente nas fracdes menos polares testadas, considerando que
as saponinas apresentam geralmente alta massa molecular, a ndo ocorréncia de
atividade hemolitica poderia explicar a auséncia desta atividade pela existéncia de
classes destas substancias que ndo ocasionam tal dano aos eritrocitos, chamadas
saponinas nao hemoliticas (SUN e PAN, 2006; FLECK et al, 2006).

Porém se correlacionado o resultado do estudo de hemodlise ao resultado
obtido no estudo de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina € possivel
concluir que a presenga de saponinas € negativa, embora o resultado presentado na
analise sistematica fitoquimica tenha demonstrado o contrario.

Deve-se considerar que crustaceos sdo invertebrados predominantemente
aguaticos, estes respiram através de branquias, estruturas responsaveis por retirar o
oxigénio difuso na agua (RUPPERT, FOX e BARNES, 2006) e as saponinas
interferem diretamente sobre a reducdo da tensdo superficial da &agua, néo
permitindo assim sua oxigenacédo (SCHENKEL et al, 2007), o que levaria a uma alta

mortalidade dos animais, logo o que podemos supor € que tal resultado seja
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decorrente da presenca de outros compostos de carater tensoativo, como agucares,
terpenos e até mesmo as cumarinas, que gerariam o efeito de espuma persistente.

Dados os resultados, ainda se faz necessaria a realizacdo de ensaios de
toxicidade mais especificos e acurados, considerando que estudos de toxicidade in
vivo foram realizados e apontaram para a toxicidade dos caules de F. floribunda em
camundongos e porcos (WORTHLEY e SCHOTT, 1967).

6.4.1.3 Avaliacdo da atividade toxica sobre larvas de Aedes aegypti

6.4.1.3.1 Toxicidade do extrato e fracdes

A andlise dos resultados de toxicidade sobre as larvas de Aedes aegypti
demonstrou uma significativa toxicidade da fracdo hexano do caule, com a DL50 de
107,039 pg/mL e do extrato bruto das folhas com a DL50 de 428,73 pg/mL. As
demais fragbes ndo apresentaram toxicidade expressiva sendo a DL50 destes, 2,8
mg/mL para a fracdo acetato de etila, 5,6mg/mL para a fracdo cloroférmio, 10,5
mg/mL para a fracdo hidroalcodlica e o extrato bruto do caule se demonstrou igual
ao controle, em conjunto com 0s respectivos desvios padrdes e limites superiores e
inferiores.

Para a dose de 1 mg/ mL, a efetividade maxima é de 70% para o extrato bruto
das folhas, sendo menos eficiente apenas que a fracdo hexano do caule com a
efetividade de 90% na mesma dose. As demais amostras foram pouco toxicas, com
a taxa de mortalidade méaxima de 10% na fracdo cloroférmio, 40% na fracéo acetato
de etila e 20% no remanescente hidroalcodlico, na dose de 1 mg/mL.

A relacdo dose-estimulo dos extratos e fracdes sobre A. aegypti estdo
apresentados na FIGURA 13 sendo (a) relativo ao extrato bruto das folhas, (b)
fracdo hexano, (c) para a fracéo cloroférmio, (d) fracdo acetato de etila e (f) a fracéao
hidroalcoolica.
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FIGURA 13. GRAFICOS DA RELACAO DOSE- ESTIMULO DA TOXICIDADE DO EXTRATO BRUTO
DAS FOLHAS (a), FRACAO HEXANO (b), PARA A FRACAO CLOROFORMIO (c), FRACAO
ACETATO DE ETILA (d) E A FRACAO HIDROALCOOLICA (f), DE F. velloziana EM A. aegypti,
APRESENTADA PELA ANALISE DE PROBIT. A RETA DE REGRESSAO DE DOSE PREVISTA

ESTA MARCADA EM AZUL E A RELACAO DE DOSES TESTADAS E A SUA RESPECTIVA
RESPOSTA TOXICA EM (%).
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O presente resultado demonstra que ainda que o extrato bruto e fracdes de
caule, mesmo ndo exercendo toxicidade sobre o micro crustaceo Artemia salina,
possuem carater toxico, e o extrato bruto das folhas que foram utilizadas somente
para esta avaliagcdo apresentam um potencial tdxico muito superior ao do caule, iSso
pode ser explicado pelo fato da presenca de alcaloides ser maior nas folhas em
relacdo aos caules, dada a funcéo protetora deste grupo de compostos neste 6rgao
vegetal.

LEITE e colaboradores (2009) apresentam em seu trabalho a correlagéo entre
a presencga de B-sitosterol e a toxicidade & larvas de Aedes aegypti. Nesta pesquisa
desenvolvida com Persea americana, o abacate, foram isolados fitoesterois, entre
eles o B-sitosterol a partir do extrato metandlico da semente, que foi particionado
utilizando-se solventes de polaridade crescente de forma similar ao presente
trabalho desenvolvido com F. velloziana. O extrato e fracdes foram testados contra
as larvas de Aedes aegypti, apontando para atividade larvicida de extrato bruto e da
fracdo hexano, da qual foi isolado o terpeno..

RAHUMAN et al (2008) demonstrou que o extrato de Abutilon indicum feito
com éter de petroleo, exerce significativa acdo larvicida contra Aedes aegypti,
Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus e justificou tal atividade devido a
presenca do (-sitosterol neste extrato.

A fracao acetato de etila ndo foi significativamente toxica, porém as larvas
mortas apresentaram alteracdes na morfologia da sua membrana peritréfica, este
resultado demonstrado por esta fragcdo pode ser explicado pela presenca de
cumarinas nesta amostra, segundo GARCEZ (2009), que & partir dos extratos de
Ocotea velloziana (Meisn.) Mez. e Aiouea trinervis (Meisn.) isolou-se cumarinas e
obteve as fracdbes onde foram encontrados estes compostos apresentaram
excelente atividade larvicida, o mesmo perfil é demonstrado em diversas
substancias da mesma classe de metabdlitos secundarios por GARCEZ (2013),
entre elas a pimpinelina, a swietenocumarina B, a marmesina, e a oxipeceudanina.

O resultado apresentado pelo ensaio realizado com esta fragao,
conjuntamente com as larvas provenientes dos testes com a fracdo hexano do caule
e o extrato bruto do caule, foram avaliadas quanto as condi¢cdes do seu sistema

digestério para uma melhor compreenséo da agdo das amostras.
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6.4.1.2.2. Conteudo de tripsina e quimiotripsina

A partir dos resultados apresentados sobre a mortalidade de larvas de A.
aegypti, o extrato bruto das folhas, fracdo hexano e acetato de etila do caule foram
investigados sobre a inibicdo na atividade da tripsina e quimiotripsina. Os ensaios
gue medem a atividade da tripsina e quimiotripsina foram realizadas pelo fato de que
a tripsina e quimotripsina sao as enzimas digestivas mais importantes em A. aegypti
e ocorrem em todas as fases do seu ciclo biolégico, sendo muito expressas nas
fases de larva e pupa (YANG; DAVIES, 1971; VENANCIO et al, 2009).
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FIGURA 14. GRAFICO DO EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE FOLHA E FRACOES HEXANO,
ACETATO DE ETILA DO CAULE de F. velloziana NA ATIVIDADE DA TRIPSINA EM LARVAS DE A.
aegypti. (HX) CORRESPONDE A FRACAO HEXANO, (AC) A FRAGAO ACETATO DE ETILA E
(BRF) AO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS, TODOS SEGUIDOS DAS DOSES TESTADAS: 250,
500 E 1000 mg/mL. MEDIAS SEGUIDAS DO ASTERISCO NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE EM
RELACAO AO CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET (P < 0,05).

Tal como observado para a mortalidade, o extrato bruto de folha, provocaram
diminuicdo acentuada na atividade de tripsina. As larvas foram mais sensiveis a
fragdo hexanica e extrato bruto das folhas. Apenas a concentragédo de 1000 ug/mL
da fracdo acetato diminuiram os niveis de tripsina em A. aegypti (FIGURA 14).
Assim como observado para a atividade da tripsina, o conteddo de quimiotripsina

também se mostraram diminuidos para o extrato e fragbes testados. A menor
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concentracdo da fracdo acetato de etila (250 ug.mL) ndo provocaram alteragdes no
conteudo de quimiotripsina (FIGURA 15).
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FIGURA 15. GRAFICO DO Efeito DOS EXTRATOS BRUTO DE FOLHA E DAS FRACOES HEXANO
E ACETATO DE ETILA DE F. velloziana NA ATIVIDADE DA QUIMIOTRIPSINA EM LARVAS DE A.
aegypti. (HX) CORRESPONDE A FRACAO HEXANO, (AC) A FRAGAO ACETATO DE ETILA E
(BRF) AO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS, TODOS SEGUIDOS DAS DOSES TESTADAS: 250,
500 E 1000 mg/mL. A MEDIA ASSINALADA COM O ASTERISCO NAO DIFERE
ESTATISTICAMENTE EM RELAGAO AO CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET (P < 0,05).

O intestino médio das fémeas do mosquito A. aegypti sintetizam duas formas
de tripsina ap6s a alimentacdo com sangue, a tripsina precoce e tardia. A tripsina
precoce é produzida em pequenas quantidades e aparece no intestino médio cerca
de 1 h apés a alimentacdo e desaparece cerca de 6 a 8 h apds a alimentacdo. A
tripsina tardia é produzida em grandes quantidades e comeca a aparecer de 8 a 10 h
apos a alimentacao (NORIEGA; WELLS, 1990).

Assim € plausivel o uso de extratos de plantas contendo diferentes principios
ativos (metabolitos secundarios, tais como, inibidores de tripsina, quimiotripsina e
acetilcolina) que possam impedir o desenvolvimento da resisténcia larval por uma
variedade de diferentes substancias que possam atuar em varios mecanismos de
acao inseticida (REGNAULT-ROGER et al, 2004).

A inibicdo da atividade destes extratos pode indicar que este ndo tem como
alvo uma unica substancia, o que poderia dificultar a adaptacdo das larvas. Em
larvas de A. aegypti, as proteases sdo mecanismos altamente ativos e regulam
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diferentes atividades, tal como o controle da transducdo do rnam para tripsina,
quimiotripsina e inibidores de proteases endogenas (YANG; DAVIES, 1971;. HO ET
AL, 1992).

De acordo com YANG e DAVIES (1971), a baixa atividade da tripsina é
observada entre a fase de ecdise, larva e pupa de A. aegypti, e que provavelmente
ocorre devido a a falta de alimentacdo durante este periodo. No entanto, a auséncia
de variacdes significativas na atividade da tripsina nas larvas mantidas em agua livre
de cloro (controle) assegura que a diminuicdo da atividade da tripsina apos
incubacéo ndo foi devida a passagem do estégio larval.

Os organofosforados atuam inibindo a Acetilcolinesterase, importante enzima
do sistema nervoso central. Essa enzima € fosforilada pelo inseticida, ficando
irreversivelmente inativada. A inibicdo de acetilcolina resulta no acumulo de
acetilcolina nas jungcbes nervosas (ou sinapses), 0 que impede a interrupcdo da
propagacdo do impulso elétrico. Consequentemente, o sistema nervoso central
continuara sendo estimulado, desencadeando o processo de paralisia que pode
culminar com a morte do inseto.

A utilizagdo do controle quimico continua sendo uma das principais taticas
utilizadas para o combate dos vetores, entretanto, devido a resisténcia adquirida
pelos culicideos e as escassas op¢des de novos inseticidas, a situacao torna-se
critica (CHAMBERS et al, 1995).

O mosquito Aedes aegypti, cuja populacdo se adapta rapidamente as
condicdbes de mudancas ambientais, apresenta répida recuperacdo apoés as
intervencdes de controle (PAUL et al, 2006). Dessa forma, o uso de plantas com
atividade sobre a acetilcolinesterase pode ser utilizado como alternativa para a
resisténcia do mosquito aos pesticidas encontrados no comeércio.

Estes resultados justificam as alteragdes observadas no intestino das larvas
visualizadas em microscopio. Larvas tratadas com o controle apresentaram
membrana peritréfica e espaco subperitréfico menos espessos, além de tecido
epitelial espessado. Larvas tratadas com o concentracdgo de 250 pg/mL
apresentaram membrana peritrofica e o epitélio subperitrofico mais espessos
quando comparados ao controle. A concentragdo de 500 pg/mL provocaram um
maior niamero de dobras no tecido epitelial, além do espessamento do lamen

intestinal.
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A concentragdo de 1000 pg/mL provocou espessamento da membrana
peritréfica e o espessamento do limen intestinal também foi observado. O tecido
epitelial também se apresentou mais escuro quando comparado ao controle
(FIGURA 16). Larvas tratadas com a fracdo acetato de etila ndo presentaram
alteracbes na membrana e epitélio peritréficos. Somente o alargamento do tubo
digestivo foi observado (FIGURA 17).

De forma semelhante, a fracdo hexanica, o extrato bruto das folhas provocou
O espessamento e escurecimento da membrana peritrofica em todas as
concentracbes ensaiadas, e os efeitos foram mais intensos para a concentracao de
1000 pg/mL. Nas regides onde o tecido epitelial se torna menos espesso, foi
observado que estes sulcos quase se fundem com a membrana peritréfica nas
concentragbes de 500 e 1000 pg/mL. Isto pode se decorrente de um menor
espessamento na regido do limen externo. A menor concentragdo provocou fissuras
no tecido epitelial (FIGURA 18).

Confrole :

FIGURA 16. EFEITO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DA FRACAO HEXANICA DE F.
velloziana SOBRE ALTERACOES MORFOLOGICAS EM LARVAS DE A. aegypti NOTA: LU=
LUMEN, TE= TECIDO EPITELIAL, ES= ESPACO SUBPERITROFICO, MP= MEMBRANA
PERITROFICA, LI= LUMEM INTESTINAL
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FIGURA 17. EFEITO DAS DIFERENTES CONCENTRAGOES DA FRAGAO ACETATO DE ETILA DE
F. velloziana SOBRE ALTERAGCOES MORFOLOGICAS EM LARVAS DE A. aegypti. NOTA: LU=
LUMEN, TE= TECIDO EPITELIAL, ES= ESPACO SUBPERITROFICO, MP= MEMBRANA
PERITROFICA, LI= LUMEM INTESTINAL.
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FIGURA 18. EFEITO DAS DIFERENTES CONCENTRAGOES DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS
DE F. velloziana SOBRE ALTERACOES MORFOLOGICAS EM LARVAS DE A. aegypti. NOTA: LU=
LUMEN, TE= TECIDO EPITELIAL, ES= ESPACO SUBPERITROFICO, MP= MEMBRANA
PERITROFICA, LI= LUMEM INTESTINAL.



77

Uma vez que os processos de digestdo e de absorcao ocorrem no intestino
médio, a organizacdo espacial da digestdo depende da relacdo de cada um dos
compartimentos (célula, espaco subperitrofico e endoperitréfico e tecido epitelial)
além das diferentes fases da digestdo e enzimas correspondentes (TERRA, 1996).

A diminuicdo no espessamento do epitélio pode ser considerado um
mecanismo de defesa da larva, visto que, uma das principais fungbes desta
membrana é a protecédo das células epiteliais, contra a acdo mecéanica do alimento,
podendo ainda, agir como uma barreira para invasao de microorganismos ingeridos
e patégenos (RICHARDS e RICHARDS, 1977).

Em vertebrados, o muco € secretado proximo a camada primaria, com a
finalidade de proteger o epitélio intestinal, enquanto auxilia no processo de digestédo
(CICCIA; COUSSIO; MONGELLI, 2000). No entanto, os insetos ndo possuem uma
tipica camada de muco no trato digestivo e, em vez disso, este € revestido por uma
estrutura de protecdo Unica, a membrana peritréfica (PETERS, 1992).

A membrana peritrofica se apresenta como uma estrutura mucinosa,
diferente do muco presente nos vertebrados, pela sua incorporacdo de quitina,
resultando na estrutura protéica reforcada por fibras de quitina (WANG e
GRANADO, 1996). Substéancias téxicas interagem especificamente com receptores
da membrana apical do intestino médio, causando sérios danos ao epitélio, que
culminam com a morte da larva (CHARLES, 1981; GILL et al, 1992).

Dessa forma, o uso dos extratos de F. velloziana no controle de larvas é um
método de controle alternativo para minimizar os efeitos nocivos de pesticidas
utilizados no controle do mosquito. Além disso, amostras de locais onde ja houve
uso intensivo de pesticidas pelos programas de controle demonstram que a larva e
mosquito se tornaram resistentes, sendo um destes mecanismos 0 aumento na
sintese de acetilcolinesterase (PINHEIRO e TADEI, 2002). Neste sentido, o extrato e
fracOes testados se mostram uma alternativa para o controle de larvas, uma vez que
atuam como inibidores de enzimas digestivas como a tripsina e quimiotripsina,
demonstrando seu potencial como pesticida fisiolégico.

Novas investigacdes sobre a atuacdo dessas substancias de forma isolada
poderdo melhorar a compreensdo sobre a indicacdo popular dessa espécie como
pesticida, e levar a um possivel desenvolvimento de formulacdes que poderdo ser

utilizadas no controle de larvas e mosquitos.
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6.4.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

6.4.2.1 Formacao do Complexo Fosfomolibdénio

Os resultados da atividade antioxidante do extrato bruto e fragGes do caule de
F. velloziana em relacdo ao acido ascoérbico e a rutina, avaliados pelo método da
formacao do complexo entre molibdénio V, produto da redu¢do do molibdénio IV por
substancias antioxidantes, podem ser observados na FIGURA 19.

Considerando que o acido ascorbico e a rutina sdo padrbes que ja possuem
diversos estudos sobre sua atividade antioxidante, as fracoes acetato de etila
(222,7%) e cloroférmio (272,9%) s@o as que apresentaram maior atividade
antioxidante frente ao padrao rutina, seguidas pela fracdo hidroalcodlica (168,8%), o
extrato bruto (93,8%) e a fracdo hexano (88,6%).

Em relacdo ao &cido ascorbico, considerada 100% de atividade antioxidante,
as fracOes acetato de etila e cloroférmio apresentaram novamente os melhores
resultados, sendo considerado para a fragcdo acetato de etila uma atividade
antioxidante de aproximadamente 60,3% em relacdo ao acido ascérbico, seguido da
fracdo cloroférmio com aproximadamente 49,2%, fracdo hidroalcodlica (37,3%),
extrato bruto etandlico (20,7%) e fracdo hexano (19,6%).

A avaliacdo em relacdo a diferentes padrbes faz-se necesséria, visto que
embora ambos desempenhem o papel de redutores, estes diferenciam-se na sua
velocidade de reducdo e mecanismo de acdo sendo que o acido ascérbico tende a
ser mais rapido, portanto podemos concluir que em termos de reducdo o0s
compostos presentes no extrato e fracdes do vegetal tem seu mecanismo similar ao

da rutina.
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Atividade Antioxidante Relativa (AAR) a Rutina e Acido Ascdrbico
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FIGURA 19. GRAFICO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA DO EXTRATO E FRACOES DE
F. velloziana EM PORCENTAGEM EM RELACAO AOS PADROES RUTINA E ACIDO ASCORBICO,
PELO METODO DA FORMACAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO. A SIGNIFICANCIA DOS
DADOS FOI ANALISADA PELO TESTE ANOVA E A VARIANCIA PELO TESTE T DE TUKEY
APRESENTANDO P = 0,05, SENDO OS VALORES DIFERENTES DO CONTROLE ASSINALADOS
COM UM ASTERISCO. AS FRACOES ESTAO APRESENTADAS NO GRAFICO COMO HEX
(FRACAO HEXANO), CL (FRACAO CLOROFORMIO), AC (FRACAO ACETATO DE ETILA), HA
(FRACAO HIDROALCOOLICA REMANESCENTE) E B (EXTRATO BRUTO).

A similaridade da atividade entre as fracbes que apresentaram capacidade
antioxidante e a rutina da-se pelo fato desta substancia pertencer a classe dos
flavonoides, compostos polifendlicos biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e do acetato, precursores de varios grupos de substancias como
aminoécidos alifaticos, terpendides, acidos graxos dentre outros (MANN, 1987).
estas substancias sao de grande interesse pela sua capacidade de reduzir radicais
livres (DORNAS et al, 2008), e foram detectados no extrato bruto e nas fracdes
cloroférmio, acetato de etila e hidroalcéolica, o que explicaria sua atividade similar
ao padrao utilizado.

A acdo sinérgica entre os compostos fendlicos encontrados na pesquisa
fitoquimica inicial (heterosideos flavonicos, leucoantocianidinas e cumarinas) e os
compostos apolares (esteroides e terpenos), entre eles o triterpeno [-sitosterol
identificado junto a fracdo cloroformio, explicariam a alta atividade antioxidante nas

fracbes, considerados que esteroides e especialmente terpenos também sé&o
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compostos com capacidade antioxidante (MOON et al, 2006) podendo ser citados os
acidos ursdlico, oleandlico (CARVALHO et al, 2009) e betulinico (SOUZA e
MACHADO, 2012), carotenoides como luteina, a zeaxantina e o licopeno (PERES,
2004; KIM et al, 2001), os triterpenos originarios do lupiol (SOUZA e MACHADO,
2012), citral, geraniol, 1,8 cineol , terpineol, citronelal , itronelol e o B-cariofileno
(TOSCAN, 2010).

Substancias antioxidantes sdo compostos que funcionam como inibidores dos
processos oxido redutivos desencadeados pelos radicais livres (TOSCAN, 2010) e
assim tem funcdo de captura-los ndo permitindo assim a peroxidacao lipidica, a
modificacao de proteinas e os danos no DNA (SAITO et al, 2004).

Diferentes metodologias de avaliacdo surgem para que 0s diversos processos
gue envolvem a capacidade antioxidante de uma fracdo ou extrato vegetal possam
ser compreendidos, isso se faz necessario devido ao fato de que produtos de origem
natural geralmente sdo compostos de um conjunto complexo de substancias que
agem de formas diversas (CHOI et al, 2002).

Como foi significativo o efeito exercido pelas fracbes mais polares do extrato
do caule de F. velloziana, na verificacdo da sua capacidade antioxidante na
formacéo do complexo fosfomolibdénio, € importante considerar a sua atividade na
inibicdo da peroxidacdo lipidica e na captura direta de radicais livres, para a

obtencdo de um panorama mais abrangente sobre o seu perfil.

6.4.2.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pela Reducdo do Radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila)

A avaliacdo da atividade antioxidante pela capacidade de reduzir radicais
livres € de grande importancia para que seja tracado um perfil do extrato vegetal e
assim orientar seu estudo, objetivando sua aplicagdo em um produto final.

A FIGURA 20 representa as concentragdes minimas de amostra necessarias
para a Redugdo em 50% da Concentragado Inicial de DPPH (IC50), dos padrbes
comparativos utilizados, do extrato bruto e das fragbes testadas, nenhuma das
amostras testadas demonstrou atividade antioxidante significativa por esta

metodologia.
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Concentracdao de Amostra Necessdria para a Reducgdo

em 50% da Concentracgdo Inicial de DPPH (IC 50)
450 -+
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Concentragdo de amostra (pug/mL)

HA
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FIGURA 20. GRAFICO REPRESENTANDO AS CONCENTRAGCOES DE AMOSTRA DO EXTRATO E
FRACOES DO CAULE DE F. velloziana NECESSARIAS PARA A REDUCAO EM 50% DA
CONCENTRAGCAO INICIAL DE DPPH (IC 50). A SIGNIFICANCIA DOS DADOS FOI ANALISADA
PELO TESTE ANOVA, A VARIANCIA DOS DADOS FOI ANALISADA PELO TESTE T DE TUKEY
APRESENTANDO P > 0,05. AS FRACOES ESTAO APRESENTADAS NO GRAFICO EM A SIGLAS
HEX (FRACAO HEXANO), CL (FRACAO CLOROFORMIO), AC (FRACAO ACETATO DE ETILA), HA
(FRACAO HIDRO ALCOOLICA REMANESCENTE) E BR (EXTRATO BRUTO).

Os resultados obtidos neste experimento ndo foram tdo significativos em
termos de capacidade antioxidante se comparados aos obtidos no ensaio da
formacao do complexo fosfomolibdénio. As doses do IC50 para a reducéo do radical
DPPH se mostraram superiores as doses dos padrdes comparativos acido ascorbico
e rutina, ou seja, neste teste demonstraram-se menos eficientes na reducédo do
radical DPPH.

Através deste ensaio, verificou-se que a fracdo acetato de etila apresentou
um IC50 de 18,965 ug/ml, representando o melhor resultado quando comparado aos
padrdes acido ascorbico (4,503 ug/mL) e rutina (7,330 pg/mL). A fragao cloroférmio
apresentou IC50 de 30,982 pg/mL, a fragédo hidroalcodlica (111,742 pg/mL), seguido
do extrato bruto (127,612 ug/mL) e da fragdo hexano (391,636 ug/mL), indicando
gue essas amostras sdo menos ativas do que os padrdes analisados e do que as
demais amostras, pois € preciso uma quantidade maior destas amostras para
reduzir 50% da concentragéo inicial de DPPH.

Os gréaficos das retas geradas estdo apresentadas no FIGURA 21 (Acido
ascorbico), FIGURA 22 (Rutina), FIGURA 23 (Extrato bruto), FIGURA 24 (Fracdo
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hexano), FIGURA 25 (Fracao cloroférmio), FIGURA 26 (Fracdo acetato de etila) e
FIGURA 27 (Frag&o remanescente hidroalcodlica).

inibicdo da Reducao de DPPH (%)
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FIGURA 21. RETA GERADA PELA REDUCAO DO RADICAL DPPH PELO ACIDO ASCORBICO.
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FIGURA 22. RETA GERADA PELA REDUCAO DO RADICAL DPPH PELO PADRAO RUTINA.
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Extrato Etandlico Bruto - Caule
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FIGURA 23. RETA GERADA PELA REDUQAO DO RADICAL DPPH PELO EXTRATO BRUTO DO
CAULE DE F. velloziana.
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FIGURA 24. RETA GERADA PELA REDUCAO DO RADICAL DPPH PELA FRACAO HEXANO DO
CAULE DE F. velloziana.
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Fragao Cloroférmio - Caule
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FIGURA 25. RETA GERADA PELA REDUCAO DO RADICAL DPPH PELA FRAGAO
CLOROFORMIO DO CAULE DE F. velloziana.
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FIGURA 26. RETA GERADA PELA REDUC}AO DO RADICAL DPPH PELA FRA(;AO ACETATO DE
ETILA DO CAULE DE F. velloziana.
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Fragao hidro alcodlica - Caule
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FIGURA 27. RETA GERADA PELA REDUCAO DO RADICAL DPPH PELA FRACAO
REMANESCENTE HIDRO ALCOOLICA DO CAULE DE F. velloziana.

Embora este resultado seja aparentemente baixo, torna-se complementar as
demais atividades antioxidantes avaliadas, visto que através de diferentes métodos
€ possivel considerar diferentes vias de reducdo e considerar diferentes
mecanismos de acdo ndo somente na prevencdo da oxidacdo como também da

inibicdo de agentes oxidativos.

6.4.2.3 Teste com espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS)

A avaliacdo da peroxidacado lipidica pelo método das espécies reativas ao
acido tiobarbitarico € um dos métodos mais difundidos para a avaliacdo in vitro da
capacidade protetora exercida por substancias e extratos vegetais contra a acao
oxidativa, e surge como um complemento importante para os demais métodos
utilizados.

A avaliacdo da inibicdo da peroxidacéao lipidica pelos extratos de F. velloziana
€ apresentada no FIGURA 28.

Os resultados apontam para a inibicdo lipidica de 20,28% efetuado pelo
controle BHT, a fracdo acetato de etila se demonstrou igual ao controle inibindo

20,82%, a fracdo hidroalcodlica inibiu 30,5% e o extrato bruto apresentou o melhor
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resultado inibindo 46,06%, a fracdo cloroférmio se mostrou menos eficiente com a
inibicdo de 15,64% e a fracdo hexano foi praticamente inativo, com inibicdo de
apenas 0,91%.

As fracOes testadas demonstraram dois diferentes perfis de atividade, as
fracbes de maior polaridade (acetato de etila, remanescente hidroalcodlico) e o
extrato bruto apresentaram atividade antioxidante sendo a fragdo acetato de etila
estatisticamente igual ao padrao BHT, o remanescente hidroalcodlico e o extrato
bruto apresentaram uma atividade protetora superior ao padrdo, isso se deve
especialmente & presenca de compostos fendlicos nestas, e na fragcao cloroférmio a
presenca de terpenos como o [-sitosterol e outros encontrados misturados a este,

conforme previamente indicados na analise sistematica fitoquimica.

Inibicao da Peroxidagao Lipidica (TBARS)

50,0
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0.0 _HTEX_ cL AC HA

BHT BRUT

Inibigao da Peroxidacgao Lipidica (%)

Amostras testadas (70ug/mL)

FIGURA 28. GRAFICO DA INIBICAO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA PROMOVIDA PELO EXTRATO
E FRACOES DE F. velloziana AVALIADA PELO METODO DO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)
EXPRESSO EM PORCENTAGEM E COMPARADAS AO PADRAO BHT. A SIGNIFICANCIA DOS
DADOS FOI ANALISADA PELO TESTE ANOVA, SENDO OS VALORES SIGNIFICATIVOS EM
RELACAO AO CONTROLE ASSINALADOS COM UM ASTERISCO, O VALOR IGUAL AO
CONTROLE ASSINALADO COM UM ASTERISCO E VALORES INFERIORES NAO MARCADOS.
AS FRACOES ESTAO APRESENTADAS NO GRAFICO: HEX (FRACAO HEXANO), CL (FRACAO
CLOROFORMIO), AC (FRACAO ACETATO DE ETILA), HA (FRACAO HIDRO ALCOOLICA
REMANESCENTE) E BR (EXTRATO BRUTO).



87

Pose-se considerar também que no quesito protecdo contra a peroxidacao
lipidica avaliada pelo método do TBARS, as fragdes ricas em compostos fendlicos
como os flavonoides, neste caso as fracdes acetato de etila e hidroalcodlica, sado
mais eficientes que a fracdo rica em terpenos, e de forma sinérgica propiciam o
excelente resultado apresentado pelo extrato bruto.

Os radicais de oxigénio, anion superéxido, e outros radicais livres tém um
papel importante nas reacdes bioquimicas e fisiolégicas (DUARTE- TAYLOR et al,
2005; ALMEIDA et al, 2006; MOSSER e EDWARS, 2008) porém quando se
encontram produzidos em excesso durante os processos patofisioldgicos ou devido
a fatores ambientais adversos, ocasionam cumulativamente danos teciduais,
levando a ocorréncia de doencas e disturbios (MOLYNEUX et al, 2004; HUANG et
al, 2005).

A acdo dos radicais livres ou das espécies reativas do oxigénio esta
diretamente correlacionada com o envelhecimento precoce, carcinogénese,
mutagénese, aterosclerose, trauma, infarto miocardial, artrite e isquemia
(HALLIWELL e GUTTERIDGE,1990; GULCIN et al, 2003; CHANWITHEESUK et al,
2005) e estudos apontam para a sua acao em doencas neurodegenerativas como o
mal de Parkinson e a doenga de Alzheimer (HEO e LEE, 2004).

Um dos meios pelos quais os radicais atacam as biomoléculas é a
peroxidacao lipidica, que atinge constituintes de membrana ocasionando dano
celular (NEGRI et al, 2009; CHOI et al, 2002, ANDRADE et al, 2007), atacam
também outras biomoléculas, gerando dano em &cidos nucléicos, carboidratos e nas
proteinas, através da oxidacdo de grupos sulfidrilas (SIES, 1991).

Considerada a importancia das substancias antioxidantes para a prevencao
de doencas e a melhoria das condi¢cdes de saude humana, € relevante destacar
também seu uso industrial e aplicagbes no desenvolvimento de produtos
nutracéuticos, farmacéuticos e alimenticios.

H& uma tendéncia tanto da industria farmaco-cosmética quanto da industria
alimenticia em buscar novas alternativas quanto o uso de substancias conservantes
(ILHA et al, 2008; ANDREO e JORGE, 2006), que mantenham a qualidade e a
estabilidade dos produtos, porém apresentando reduzido carater toxico,
beneficiando ndo somente o consumidor, mas também facilitando o desenvolvimento
de produtos (CHORILLI et al, 2007; BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN,

2006), para isso substancias de origem natural surgem como um importante
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recurso, principalmente nos processos oxidativos em lipideos (JASWIR, CHE-MAN e
KITTS, 2000).

O resultado positivo para a atividade antioxidante protetora contra a
peroxidacao lipidica tanto do extrato bruto quanto das fracdes acetato de etila e
remanescente do caule de Forsteronia velloziana da a esta espécie e aos seus
subprodutos um potencial uso, especialmente se avaliado conjuntamente com 0s
resultados promissores obtidos no ensaio de formacédo do complexo fosfomolibdénio
e na acao discreta, porém consideravel da capacidade redutora de radicais livres da
fracdo acetato de etila, avaliada pelo método do DPPH. Esses resultados fazem com
que estudos da atividade antioxidante in vivo sejam cogitados, conjuntamente com
demais testes de toxicidade que apontem para a seguranca do uso do extrato e

compostos derivados para o consumo humano.

6.4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O extrato bruto e fragbes de F. vellozinana foram testados em placas contra
as bactérias Agrobacterium tumefaciens [(Smith &amp; Townsend, 1907) Conn
19421 1095 donor: R.E.Stal from: 1994, EUA (=1050 LBA)], Staphyloccocus aureus
(ATCC6538), Staphyloccocus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli
(ATCC11229), Salmonella typhimurium (ATCC14028) e o fungo Candida albicans
(ATCC10231), através do método de difusdo em placa de agar.

N&o havendo halo de inibicdo de crescimento dos microrganismos pelos
extratos impregnados nos discos, ndo sendo formado também nos controles
realizados com o solvente e sendo observado nitidamente nos discos contendo os
antibioticos cloranfenicol e cetoconazol, fica indicado que ndo héa atividade
antimicrobiana exercida pelo extrato e fracfes desta planta contra as cepas testadas
(FIGURA 29).

S&0 escassos os estudos de atividade antimicrobiana de plantas do género
Forsteronia, sendo que apenas a avaliagdo do extrato bruto de Forsteronia
amblybasis Blake (stem) testado contra Mycobacterium tuberculosis na
concentracdo de 50ug/ mL apresentou inibicdo de 50% do crescimento bacteriano
(GRAHAM et al, 2003). Entretanto deve-se considerar dois pontos fundamentais, a
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composi¢cdo quimica diferenciada entre espécies do mesmo género e as diferengas
entre 0s microrganismos testados, o que pode gerar resultados diferentes.

O resultado negativo para a atividade antimicrobiana aponta conjuntamente
com os dados obtidos nos ensaios com Artemia salina, e a atividade hemolitica para
um carater atoxico de produtos obtidos do caule da planta, ainda que a fracdo

hexano do extrato do vegetal tenha demonstrado toxicidade contra o Aedes aegypti.

FIGURA 29. PLACA DE TESTE PARA O CRESCIMENTO DE Agrobacterium tumefaciens,
CONTENDO NAS AMOSTRAS O EXTRATO BRUTO, NA CONCENTRACAO 1000 mg/mL E OS
CONTROLES REALIZADOS COM CLORANFENICOL E METANOL. NA PLACA OBSERVA-SE
HALO DE INIBICAO DE CRESCIMENTO APENAS NO CONTROLE COM CLOANFENICOL. O
MESMO OCORREU COM AS DEMAIS FRACOES TESTADAS EM LINHAGENS BACTERIANAS E
FUNGICA.

Dado o fato de que as bactérias e fungo testados ndo apresentam alta
resisténcia, sendo facilmente combatidos com antibiéticos comuns, e serem os mais
comumente causadores de infeccdes leves, considera-se aqui o extrato da planta
testada como ndo potencial para estudos mais aprofundados para estudos
microbiolégicos, sendo descartada a necessidade de estudo de concentracédo
inibitéria minima.

Neste caso, a resposta ao tratamento com os derivados do caule pode
direcionar futuros estudos da planta, para atividades biologicas bastante
interessantes do ponto de vista farmacologico.

O presente trabalho apresenta avaliacbes de atividade antioxidante in vitro

bastante importantes para que o perfil quimico da planta seja tracado, porém ainda é
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necessario que se realizem testes in vivo, que considerem a acdo dos compostos
presentes no extrato diretamente sobre sistemas biologicos.

A resisténcia dos microrganismos ao extrato e a atividade antioxidante
apontada nos ensaios quimicos, possibilita o uso do extrato e fracbes para testes
antioxidantes in vivo, utilizando cepas de Saccharomices cerevisae, proposto por
SOARES et al, 2005.

Outra possibilidade para a continuidade dos estudos dada pelo resultado
negativo de toxicidade do caule de F. velloziana frente aos microrganismos testados,
é a viabilidade de estudos preliminares de atividade antitumoral, utilizando a bactéria
Agrobacterium tumefaciens, patogénica aos caules de batata (Solanum tuberosum).

Causadora de mutacfBes génicas que geram tumores no 6rgdo do vegetal,
Agrobacterium tumefaciens é utilizada em ensaios onde resultados positivos na
diminuicdo da indugdo tumoral estdo fortemente correlacionados aos resultados
positivos em estudos de atividade antitumoral em células animais, o que torna estes
ensaios preliminares utilizando a espécie bacteriana uma interessante fonte de
informacdes para o direcionamento de estudo de extratos e compostos derivados de
vegetais quanto a sua atividade antitumoral (FERRIGNI et al, 1982; COKER et al,
2003).

Estudos preliminares de atividade antitumoral sdo uma direcdo importante
para o desenvolvimento de uma sequencia para os estudos de aplicacdo biologica
desta espécie, considerando que tanto a sua familia quanto o seu género
apresentam um significativo uso medicinal para o tratamento deste tipo de
enfermidades, assim como é discutido no préximo tépico, no qual sdo apresentados

os resultados da atividade alelopatica.

6.4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

6.4.4.1 Teste de Germinacao

A avaliacdo da taxa de germinagédo das sementes de Lactuca sativa expostas
a diferentes concentragcbes do extrato bruto Forsteronia velloziana e suas fracoes,

durante o periodo de 120 horas, e esta apresentada no FIGURA 30 (Extrato bruto),
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FIGURA 31 (Fracdo hexano), FIGURA 32 (Fracédo cloroférmio), FIGURA 33 (Fragéo
acetato de etila) e FIGURA 34 (Fracao remanescente hidroalcodlico), expressas em
porcentagem.

O IVG (indice de velocidade de Germinacdo) dos tratamentos testados é
encontrado na TABELA 10, sendo possivel observar a reducdo da velocidade de
germinacao dos tratamentos em relacdo ao controle.

Nas sementes submetidas ao tratamento com as fracGes acetato de etila e
remanescente hidro alcoolica, observou-se um efeito similar, porém menos
pronunciado nas primeiras 72 horas, mas gradativo ao longo do periodo observado,
Isso independentemente da dose testada.

Ao final das 120 horas, tempo inferior ao previsto para o término do
experimento as taxas de germinacgao alcancaram sua totalidade tanto nas placas de
teste quanto nos controles, o que indica que o efeito alelopéatico do extrato sobre a
planta, ndo inibindo a germinacdo, mas aumentando o periodo de tempo nos

estagios iniciais.

TABELA 10. indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) das sementes de L. sativa
expostas ao tratamento com extrato e fracdes de F. velloziana por 120 horas, as
doses testadas foram de 0,25, 0,5 e 1 mg/mL de solucdo de MES.

INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG)

Concentragao
(mg/mL) BR  HEX CLORO ACE HA CTRL
0,25 109,2 100,38 111,63 133,50 116,63
0,5 113,7 108,50 113,21 110,75 108,21
1 107,4 107,16 113,83 117,63 125,25* 123,6

O indice é calculado pela divisédo do nimero de sementes germinadas em cada tratamento divididas pelo niamero
de dias de teste somadas ao final. Na tabela (BR) indica o resultado do extrato bruto, (HEX) da fracdo hexano,
(CLORO) da fracéo cloroférmio, (ACE) da fragdo acetato de etila, (HA) do hidroalcodlico e (CTRL), o controle
negativo realizado apenas com a solu¢do do tampao MES em agua destilada. O resultado que se demonstrou
igual ao controle esté assinalado com um asterisco, os demais IVGs foram diferentes.
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Extrato Bruto
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FIGURA 30. GRAFICO DA TAXA DE GERMINAGCAO DAS SEMENTES DE Lactuca sativa
EXPOSTAS AO EXTRATO BRUTO DE F. velloziana EM DIFERENTES CONCENTRAGOES
DURANTE O PERIODO DE 120 HORAS, EXPRESSO EM PORCENTAGEM. OS RESULTADOS
FORAM SUBMETIDOS AOS TESTES DE ANOVA E TUKEY COM (P<0,05) PARA A
DETERMINACAO DA SIGNIFICANCIA. OS RESULTADOS SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES
DO CONTROLE ESTAO ASSINALADOS COM UM ASTERISCO.
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FIGURA 31. GRAFICO DA TAXA DE GERMINACAO DAS SEMENTES DE L. sativa EXPOSTAS A
FRACAO HEXANO DO EXTRATO DE F. velloziana EM DIFERENTES CONCENTRACOES,
DURANTE O PERIODO DE 120 HORAS, EXPRESSO EM PORCENTAGEM. . OS RESULTADOS
FORAM SUBMETIDOS AOS TESTES DE ANOVA E TUKEY COM (P<0,05) PARA A
DETERMINACAO DA SIGNIFICANCIA. OS RESULTADOS SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES
DO CONTROLE ESTAO ASSINALADOS COM UM ASTERISCO.
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Fracao Cloroférmio
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FIGURA 32. GRAFICO DA TAXA DE GERMINAGAO DAS SEMENTES DE L. sativa EXPOSTAS A
FRAGCAO CLOROFORMIO DE F. velloziana EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DURANTE O
PERIODO DE 120 HORAS, EXPRESSO EM PORCENTAGEM. OS RESULTADOS FORAM
SUBMETIDOS AOS TESTES DE ANOVA E TUKEY COM (P<0,05) PARA A DETERMINAGAO DA
SIGNIFICANCIA. OS RESULTADOS SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES DO CONTROLE ESTAO
ASSINALADOS COM UM ASTERISCO.
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FIGURA 33. GRAFICO DA TAXA DE GERMINAGAO DAS SEMENTES DE L. sativa EXPOSTAS A
FRACAO ACETATO DE ETILA DE F. velloziana EM DIFERENTES CONCENTRACOES DURANTE
O PERIODO DE 120 HORAS, EXPRESSO EM PORCENTAGEM. OS RESULTADOS FORAM
SUBMETIDOS AOS TESTES DE ANOVA E TUKEY COM (P<0,05) PARA A DETERMINAGAO DA
SIGNIFICANCIA. OS RESULTADOS SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES DO CONTROLE ESTAO
ASSINALADOS COM UM ASTERISCO.
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FIGURA 34. GRAFICO DA TAXA DE GERMINAGCAO DAS SEMENTES DE L. sativa EXPOSTAS A
FRACAO HIDRO ALCOOLICA REMANESCENTE DO EXTRATO DE F. velloziana EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DURANTE O PERIODO DE 120 HORAS, EXPRESSO EM PORCENTAGEM.
OS RESULTADOS FORAM SUBMETIDOS AOS TESTES DE ANOVA E TUKEY COM (P<0,05)
PARA A DETERMINACAO DA SIGNIFICANCIA. OS RESULTADOS SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTES DO CONTROLE ESTAO ASSINALADOS COM UM ASTERISCO.

O processo de germinacdo depende de trés requisitos fundamentais: agua,
oxigénio e temperatura, além disso, em alguns casos como o0 das sementes de
Lactuca sativa utilizadas no teste, sementes de ervas daninhas entre outras
sementes pequenas, exigem a exposicao a luz (RAVEN, 2007).

A inibicdo da taxa de germinacdo nos estagios iniciais nas fracdes mais
apolares pode estar diretamente correlacionada com a reducdo da capacidade de
embebicdo das sementes (TURK e TAWAHA, 2003). Este é o0 processo que permite
com que a semente retenha liquido, o que ativa a enzima a-amilase, responsavel por
disponibilizar o amido que para o vegetal fornecendo recurso energético
fundamental para a germinacdo (TEERARAK et al, 2012).

Considerado o papel da embebicdo neste processo, é possivel supor que com
este ocorrendo de forma lenta e progressiva nas sementes, a a-amilase passaria a
se tornar ativa dependendo de um maior periodo de tempo, o amido passaria a se
tornar livre permitindo a continuacdo da germinacdo até a protusdo radicular e do
hipocétilo, porém de forma mais lenta em relagdo ao controle, onde tais inibidores
nao estariam presentes.
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O efeito alelopético pode ser mediado por diversas substancias presentes nos
vegetais, pertencentes a diferentes categorias de metabdlitos secundarios, entre
eles &acidos graxos de cadeia curta, 6leos essenciais, compostos fendlicos,
alcaloides, esteroides e derivados de cumarinas (ALVES et al, 2004,
WANDSCHEER e PASTORINI, 2008), estes grupos de compostos foram
encontrados na prospeccgdo fitoquimica preliminar, o que fundamenta ndo s6 a
reducado do IGV das sementes de alface expostas ao extrato e fracbes, mas também
as alteracdes diagnosticadas na avaliacdo de crescimento, que serdo apresentadas

no proximo tépico.

6.4.4.2 Teste de Crescimento

A avaliacdo do crescimento das radiculas e hipocétilos das sementes
germinadas de Lactuca sativa submetidas ao tratamento com o extrato bruto e
fracOes do caule de Forsteronia velloziana estdo apresentados respectivamente nas
FIGURAS 35 e 36, sendo expressas em milimetros.

Quanto ao crescimento radicular, € possivel observar uma diminuicdo do seu
crescimento em relagéo ao controle, exceto na fracdo acetato de etila em todos os
tratamentos, na qual na dose de 1 mg/mL apresentou um crescimento superior ao
do controle.

Também é possivel considerar uma dependéncia diretamente proporcional a
concentracdo nos tratamentos testados, considerando que as doses de 0,25mg/mL
inibiu o crescimento radicular de forma menos intensa que a dose de 0,5mg/mL
tratamento efetuado com o extrato bruto e com as fracbes hexano, cloroférmio e
remanescente hidroalcodlico.

O crescimento do hipocotilo ndo recebeu influéncia do extrato e fracbes aos
quais foram expostos, estatisticamente ndo houve diferenca entre o tratamento e 0s
controles. Embora este resultado seja negativo € importante considerar que a fracao
hexanica mais uma vez gerou uma diminuicdo no desenvolvimento, o que pode
também ser explicado pela polaridade dos compostos retidos nesta fragdo, mas
também pela acdo alcaloidica e de outros compostos potencialmente citotoxicos

nesta fracao.
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7

O efeito sobre o crescimento de radicula é correlacionado ndo mais a
embebicdo das sementes, mas as etapas posteriores no processo de germinacgao,
diretamente dependentes da intensa atividade mitdética no embrido da planta
(RAVEN et al, 2007).

Teerarak e colaboradores (2012) descreve a importancia da inibicdo mitotica
nos estagios iniciais de germinacdo, e a correlaciona 4s acdes de herbicidas
comumente utilizados no controle de diversas plantas daninhas a sistemas agricolas
como o 2,4-d pentaclorofenol, o butaclor e a hidrazida maleica (ATEEK et al, 2002;
MARCANO et al, 2004), todos estes agem inibindo a sintese de DNA e de proteinas
nucleares durante o ciclo celular.

A inibicdo do ciclo celular pode estar diretamente correlacionada com a
presenca de alcaloides nesta planta, bem como em ocorre em outras plantas do
mesmo género e familia, sendo este grupo de substancias considerado
potencialmente citotoxico e citostatico. O estudo realizado por MELO (2012) aponta
para a acdo alelopatica do extrato de Tabernaemontana solanifolia A. DC., que
assim como F. velloziana pertencente a familia Apocynaceae, gerando um efeito
similar ao extrato e fragdes desta planta, ndo reduzindo a taxa de germinagao, mas
agindo diretamente sobre o desenvolvimento das radiculas, e neste caso também
dos hipocoétilos de Lactuca sativa.

Este resultado € correlacionado com a presenca dos fitoesteréis, também
encontrados nesta planta, mas principalmente a inibicdo da celular gerada pelos
alcaloides presentes no vegetal: isovoacangina, voacangina, catarantina, 3-hidroxi-

coronaridina e coronaridina.
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FIGURA 35. GRAFICO DA MEDIA DO CRESCIMENTO RADICULAR DE SEMENTES DE L. sativa
EXPOSTAS AO EXTRATO BRUTO E FRACOES DO CAULE DE F. velloziana EXPRESSO EM
MILIMETROS. (HX) REFERE-SE A FRACAO HEXANO, (CL) A FRACAO CLOROFORMIO, (AC) A
FRACAO ACETATO DE ETILA, (HA) A FRACAO HIDRO ALCOOLICA REMANESCENTE, (BRU) AO
EXTRATO BRUTO E (CTRL) AO CONTROLE REALIZADO SOMENTE COM AGUA DESTILADA E
ACIDO MORFOETILSULFONICO. A DOSE ASSINALADA COM DOIS ASTERISCOS
DEMONSTROU-SE SUPERIOR AO CONTROLE REALIZADO, AS DOSES MARCADAS COM DOIS
ASTERISCOS, IGUAIS AO CONTROLE, AS DEMAIS DOSES SE MOSTRARAM INFERIORES. OS
RESULTADOS FORAM SUBMETIDOS AOS TESTES DE ANOVA E TUKEY COM (P<0,05) PARA A
DETERMINACAO DA SIGNIFICANCIA.

Outra planta deste mesmo género também apresenta acdo direta sobre a
divisdo celular, porém neste caso sobre células animais de linhagens tumorais, o
que possibilita uma analise breve sobre correlacdo entre a acdo alelopatica de
determinados compostos e a atividade antitumoral.

O extrato aquoso e fragcdes de Tabernaemontana catharinensis apresenta a
sua atividade antitumoral comprovada experimentalmente por ALMEIDA e
colaboradores (2004), a mesma atividade foi observada em outras Apocynaceas
como Rhazya stricta, que possui alcaloides indolicos (MUKHOPADHYAY et al,
1981), Achrosia acuminata, cujas substancias ativa sao os alcaloides elipticina e 9-
metoxielipticina (GRIMBLE, 1990), Catharanthus roseus (L.) G. Don., cujo alcaloides
apresentam atividade citostatica na metafase, entre muitas outras plantas que
contém compostos com acgéo similar (CRAGG e NEWMANN, 2005; LIU et al, 2013).



98
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FIGURA 36. GRAFICO DA MEDIA DO CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO EM SEMENTES DE L.
sativa EXPOSTAS AO EXTRATO BRUTO E FRACOES DO CAULE DE F. velloziana EXPRESSO EM
MILIMETROS. (HX) REFERE-SE A FRACAO HEXANO, (CL) A FRACAO CLOROFORMIO, (AC) A
FRACAO ACETATO DE ETILA , (HA) A FRACAO HIDROALCOOLICA REMANESCENTE, (BRU) AO
EXTRATO BRUTO E (CTRL) AO CONTROLE REALIZADO SOMENTE COM AGUA DESTILADA E
ACIDO MORFOETILSULFONICO. OS RESULTADOS FORAM SUBMETIDOS AOS TESTES DE
ANOVA E TUKEY COM (P<0,05) PARA A DETERMINACAO DA SIGNIFICANCIA.

Até o presente momento, a Unica espécie do género Forsteronia estudada
guanto a sua capacidade de inibicdo da mitose, € a ja citada F. refracta, que tem uso
popular para o tratamento de tumores (SMITH et al, 2005), e teve sua acao direta
sobre a sintese de proteinas formadoras do fuso mitético foi comprovada por XU-
YA-MING e colaboradores (2006).

Considerada a acdo dos alcaloides sobre a inibicdo da divisdo celular. Em
células vegetais, e a presenca destes em plantas da familia Apocynaceae e do
género Forsteronia é consideravel a sua acao sobre a formacéo do sistema radicular
da Lactuca sativa, tal acdo pode ser comprovada pelo uso da metodologia da
genotoxicidade em Allium cepa, proposta por TEERARAK (2012).

De uma maneira geral, os testes de crescimento e germinacdo apontaram
para a atividade biologica do extrato caule desta planta para com a espécie Lactuca
sativa, agindo tanto no processo de germinacdo, como também influenciando o

desenvolvimento inicial das partes aéreas do vegetal, 0 que possivelmente inibiria as
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fases posteriores de desenvolvimento apontando assim um aspecto competitivo da
espécie no ambiente que ocupa.

Substancias quimicas oriundas do metabolismo secundario funcionam como
um mecanismo natural das plantas em relacbes ecologicas de competicao
ambiental, e o efeito ocasionado por esses compostos podem muitas vezes ser
considerados “herbicidas naturais”. Os aleloquimicos isolados de plantas ou
microrganismos sdo fonte potencial para modelos de novos tipos estruturais de
herbicidas, mais especificos e menos prejudiciais ao meio ambiente (BHOWMIK e
INDERJIT, 2003).

N&o apresentando toxicidade ambiental, como indicaram os resultados
obtidos no ensaio contra o microcrustaceo Artemia salina, o extrato bruto e fracdes
de Forsteronia velloziana surgem como uma nova possibilidade para estudos
preliminares para um novo herbicida, considerando sua acdo nas sementes de
Lactuca sativa, que € uma espécie bastante sensivel por apresentar rapida

germinacao e adequada & estudos preliminares.

7. CONCLUSAO

O presente trabalho torna-se relevante principalmente pela inicial falta de
dados sobre a espécie nativa Forsteronia velloziana, a sua caracterizacao
fitoquimica e seus dados farmacognésticos. A caracterizacao fitoquimica realizada
apontou a presenca de alcaloides, leucoantocianidinas, cumarinas, iridéides,
esteroides, tri terpenos, acidos fixos e volateis.

Os resultados obtidos apontam para algumas possibilidades do uso desta
espécie vegetal, pela capacidade antioxidante do seu extrato bruto, fracédo
cloroférmio, acetato de etila e remanescente dada pela presenca de compostos
fendlicos e terpenos, pelo seu potencial alelopatico observado especialmente nas
fracbes hexano e cloroférmio e pela sua toxicidade ao mosquito vetor da dengue e
da febre amarela, o Aedes aegypti, pela fracdo hexano do caule e extrato bruto das
folhas.

Dados de toxicologia também sdo importantes, considerada a seguranca para

o consumo de produtos originarios da planta. Embora os dados obtidos nos ensaios
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de toxicidade contra Artemia salina e a avaliacdo da atividade hemolitica,
complementados pelo resultado negativo em relagdo a todas as linhagens de
microrganismos testados na avaliacdo da atividade antimicrobiana, ainda sao
necessarios outros testes que garantam o carater atoxico do extrato e fracdes desta
espécie vegetal.

A nao toxicidade demonstrada nos ensaios preliminares abre um leque de
possibilidades de aplicacdo destes produtos de F. velloziana, principalmente para o
uso ambiental no controle de espécies vegetais daninhas, uso indicado pelo ensaio
de alelopatia ou como larvicida, sem apresentar toxicidade ambiental, o que é
sugerido pelo ensaio com a Artemia salina.

O trabalho desenvolvido foi uma pequena contribuicdo para a caracterizacao
de Forsteronia velloziana e do género Forsteronia. Outros passos ainda precisam
dados em direcdo a informacbes mais especificas em relacdo ao seu uso,
principalmente sobre a sua toxicologia, em testes mais acurados e sobre a sua
atividade antitumoral, dado que seria relevante se considerados outros estudos

sobre espécies da mesma familia.
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