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RESUMO

O género Dorstenia (Moraceae) é representado por aproximadamente 170 espécies
conhecidas mundialmente, das quais muitas possuem significante valor medicinal na
pratica médica de muitos paises da Africa, América Central e do Sul. No Brasil
existem varias espécies conhecidas popularmente como “carapids” ou “caiapias”
utilizadas popularmente para diminuicao da febre, disturbios intestinais, sintomas da
menopausa, além de uso como antiofidico e para o tratamento do vitiligo. O estudo
fitoquimico da fragdo soluvel do extrato etandlico bruto de Dorstenia multiformis
Miquel levou a identificagdo de duas cumarinas (psoraleno e bergapteno), dois
terpenos (acetato de a-amirina e B-amirina) e um esterdide (B-sitosterol). A estrutura
destes compostos foi identificada por analise espectral de CG/MS, RMN de 'H e '*C
e comparagao com os dados da literatura. Ao avaliar a atividade antibacteriana pelo
método de difusdo em gel, as fragdes hexano e cloroférmio inibiram o crescimento
de Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermides. A mistura psoraleno e bergapteno, foi capaz de inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermides na
concentracdo de 204 pg. Na avaliacdo da concentracdo inibitéria minima pelo
método da diluicido em caldo, somente a fracdo hexano demonstrou atividade. Nos
ensaios alelopaticos, o indice de velocidade de germinacdo das sementes de
Lactuca sativa foi alterado pelas fracdes hexano e acetato de etila, além da mistura
de psoraleno e bergapteno, acetato de a-amirina e B-amirina. O crescimento da
radicula e do hipocétilo foi influenciado pelas cumarinas isoladas. Todas as amostras
testadas foram consideradas bioativas frente a Artemia salina.

Palavras-chaves: Dorstenia multiformis Miquel; atividade antimicrobiana, alelopatia,
Artemia salina, furanocumarinas, terpenos, esteroéides.



ABSTRACT

The genus Dorstenia (Moraceae) is represented by about 170 known species
worldwide and has significant medicinal values in many countries of Africa, Central
and South America. In Brazil there are many popular species known as “carapias” or
“caiapias”, used in local traditional medicines such as febrifuge, intestinal troubles,
menopause disorders, as well as treatment of snake-bites and vitiligo. The
phytochemical investigation of soluble fraction of extract of Dorstenia multiformis
Miquel lead to the isolation of two coumarins (psoralen and bergapten), two
terpenoids (a-amyrin acetate and B-amyrin acetate) and one steroid (B-sitosterol).
The structure of these compounds was identified by CG/MS, 'H and *C NMR
spectral analysis and comparison with literature dates. The antimicrobial activity was
determined by the Agar Hole Diffusion test, and hexane and cloroformic fractions
inhibited the growth of Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermides. The compounds psoralen
and bergapten, in a concentration of 204 ug inhibited Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermides growing. The liquid dilution method was used to
determine the minimal inhibition concentrations, and only the hexane fraction showed
activity. In allelopatic tests, the index of germination velocity for Lactuca sativa seeds
was affected by hexane and etil acetate fractions, psoralen, bergapten, a-amyrin
acetate and [(-amyrin acetate. The isolated coumarins inhibited radicle and
hypocotyls growing. All of samples tested were bioactive in Brine Shrimp Lethality
test.

Palavras-chaves: Dorstenia multiformis Miquel; antimicrobial activity, allelopathy,
Artemia salina, furanocoumarins, terpens, steroids.
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1 INTRODUCAO

Ao longo do tempo a humanidade tem recorrido a natureza para sanar suas
necessidades basicas como alimentagdo, abrigo, vestuario, meios de transporte,
fertilizantes, fragrancias e aromatizantes, além de medicamentos. As plantas tém
formado a base para os sofisticados sistemas da medicina moderna e desde sua
existéncia, por milhares de anos continuam dando origem a novos medicamentos.
Os primeiros relatos de uso de plantas medicinais sdo da Mesopotamia e datam de
2600 a.C. As espécies relatadas ainda sao utilizadas atualmente para tosse, febre e
inflamacdes (GURIB-FAKIM, 2006).

Um dos assuntos mais intrigantes e fascinantes da pesquisa com plantas
medicinais reside na origem desse conhecimento, nas formas e nos procedimentos
que o homem utilizou para descobrir as virtudes terapéuticas das espécies vegetais
(DISTASI, 1995). O homem primitivo, ao procurar plantas para seu sustento, com
observacao constante e sistematica dos fendbmenos e caracteristicas da natureza, foi
descobrindo algumas com acado téxica ou medicinal, dando inicio a uma
sistematizacao empirica dos seres vivos (DISTASI, 1995; POSER et al., 2000).

As estimativas sdo que o Brasil tenha entre 15 e 20% de toda a diversidade
bioldgica mundial e o maior numero de espécies endémicas do globo, um importante
recurso, seja pelos servicos ambientais mantidos por esta biodiversidade, seja pelas
oportunidades de desenvolvimento e uso sustentavel gerados por ela (LEWINSON;
PRADO, 2002).

O contexto social e econé6mico moderno visualizando os servicos de saude,
percebe a necessidade do mercado farmacéutico e o reconhecimento da pesquisa
de plantas medicinais utilizadas na medicina tradicional para o desenvolvimento de
novas drogas. Para isso tem-se necessidade do aumento de publicacées cientificas
nesta area, com programas de financiamento privado e governamental (RATES,
2001).

Os tratamentos com plantas medicinais tém aumentado em ambito global.
Na China, 30-50% do consumo total de medicamentos corresponde a plantas. Na
Europa, América do Norte e outros paises industrializados mais de 50% da
populagdo ja utilizou pelo menos uma vez um fitoterapico. Em Sao Francisco,
Londres e Africa do Sul 75% dos portadores de AIDS usam terapias alternativas.
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Cerca de 90% da populagéo alema ja utilizou algum medicamento de origem natural
(WHO, 2003).

O mercado europeu e americano faturou respectivamente em torno de US $
7 bilhdes e US $5 bilhdes em 1999, concomitante ao aumento do interesse das
industrias farmacéuticas pela area (CALIXTO, 2000). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (2003) o mercado global de plantas medicinais fatura mais de US
$ 60 bilhdes anualmente (WHO, 2003).

Entre as varias razbes que propiciam o rapido crescimento do mercado
internacional, pode-se citar a preferéncia dos consumidores pelas terapias naturais,
a crenca errénea de que os fitoterapicos ndo possuem efeitos colaterais, além da
idéia que os medicamentos fitoterapicos podem ser efetivos nos tratamentos quando
os medicamentos sintéticos falham. A tendéncia cultural para a automedicacao e os
tratamentos preventivos, aliado aos menores custos para o consumidor dos
medicamentos fitoterapicos, também sao fatores associados (CALIXTO, 2001).

Pouco tempo apdés a humanidade descobrir a existéncia dos
microorganismos surgiu a idéia que certas plantas tinham potencial de cura. Desde a
antiguidade, o homem tem usado as plantas para tratamento de infec¢gdes comuns e
alguns destes ainda estdo inclusos como parte do tratamento habitual de varias
enfermidades (RIOS; RECIO, 2005).

O aumento do numero de investigacbes das interacdes quimicas plantas-
insetos nas Ultimas décadas desvendou o potencial da utilizacdo dos metabdlitos
secundarios como agentes de controle de pestes. O interesse por inseticidas
botanicos resulta da necessidade da substituicdo dos inseticidas sintéticos, cujos
efeitos adversos em sistemas agro-ecolégicos sao bastante conhecidos (PAVELA,
2004).

A quimica de produtos naturais € um campo de pesquisa imenso, sendo
especialmente importante em paises de grande biodiversidade como o Brasil
(WILLCOX; ASH; CATIGNANI, 2004). Apesar da existéncia de centenas de milhares
de espécies de plantas, somente uma fracdo destas tém sido investigada. O Brasil,
que possui aproximadamente 55.000 espécies de plantas, tem estudado somente
0,4% de sua flora (GURIB-FAKIM, 2006).

O género Dorstenia € representado por aproximadamente 170 espécies
conhecidas mundialmente, das quais muitas possuem significativo valor medicinal na

pratica médica de muitos paises da Africa, Oriente Médio, América Central e do Sul.
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Os estudos cientificos desse género sao restritos e recentes, tendo como foco a
andlise fitoquimica (ABEGAZ et al., 2000; DUFALL et al., 2003).

No Brasil existem varias espécies conhecidas popularmente como “carapias”
ou “caiapias”, porém nao ha andlises fitoquimicas especificas para a Dorstenia
multiformis Miquel, que é amplamente utilizada. As indicagdes populares para o uso
desta planta relacionam diminuicdo da febre, disturbios intestinais, sintomas da
menopausa, além de uso como antiofidico e para o tratamento do vitiligo.

A referida pesquisa se justifica a medida que se propde elucidar os
componentes presentes na espécie Dorstenia multiformis Miquel, por meio da
fitoquimica aplicada, com a identificacdo de seus compostos, além da pesquisa de
algumas atividades biolégicas in vitro como atividade alelopética, antimicrobiana e
toxicidade frente a Artemia salina,



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar estudo fitoquimico aplicado da fracdo solluvel obtida a partir do
extrato etandlico bruto dos rizomas de Dorstenia multiformis Miquel, visando

identificar a atividade antimicrobiana, alelopatica e toxicolégica.

2.2 Objetivos Especificos

Detectar e isolar compostos quimicos presentes nas fragdes obtidas a partir
da fracao soluvel do extrato etanélico bruto.

Identificar os constituintes quimicos isolados a partir da analise dos dados de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa e Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H e '3C.

Avaliar atividade antibacteriana das fragcoes obtidas a partir da fragéo soluvel
do extrato etandlico e substancias isoladas.

Avaliar atividade alelopatica das fracoes obtidas a partir da fragao soltuvel do
extrato etandlico.

Avaliar a bioatividade das fracbes obtidas a partir da fracdo soluvel do
extrato etandlico e substancias isoladas frente a Artemia salina.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Enquadramento Taxonémico

O enquadramento taxonémico de Dorstenia multiformis Miquel, Moraceae,
segundo CRONQUIST (1981) e JOLY (1998), esta apresentado no Quadro 1.

QUADRO 1 — ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Dorstenia multiformis

TAXONOMIA JOLY (1998) CRONQUIST (1981)
Divisao Angiospermae Magnoliophyta

Classe Dicotyledoneae Magnoliopsida

Subclasse Archichlamydeae Hamamelidae

Ordem Urticales Urticales

Familia Moraceae Moraceae

Género Dorstenia Dorstenia

Espécie Dorstenia multiformis Miquel Dorstenia multiformis Miquel

Fonte: CRONQUIST, 1981; JOLY, 1998

3.2 Consideracdes Sobre a Familia Moraceae

Os representantes da familia Moraceae sao predominantemente arbéreos ou
arbustivos, sendo raros os herbaceos. Quase sem excecao todos tém latex e folhas
inteiras, dispostas alternadamente, simples ou, raramente, compostas, sempre
protegidas no botao por duas estipulas (JOLY, 1998). Freqlentemente, apresentam
as paredes celulares, especialmente da epiderme ou tricomas, mineralizadas com
carbonato de calcio ou silica; estdbmatos anomociticos; presenca de estipulas,
porém, em numero reduzido, como ocorre no género Dorstenia (CRONQUIST,
1981).

As flores sdo muito pequenas, de sexo separado, reunidas em densas
inflorescéncias, protegidas por séries de elementos do perianto (em numero de 2 a
6). Flores masculinas com estames isémeros e opostos aos segmentos do perianto.
Flores femininas com perianto rudimentar ou ausente, constituidas por um ovario
supero composto de 2 carpelos e um so6 léculo (dos 2 carpelos, muitas vezes s6 um
se desenvolve) com um sé 6vulo. Estigmas 2, estiletes 2 (JOLY, 1998).



Fruto drupaceo, com exocarpo descendente, com sementes perenes, 0
receptaculo comum freqientemente amadurece com os ovarios, formando um
sicOnio carnudo. As sementes possuem embrido reto ou curvado, os cotilédones
freqientemente desiguais, algumas vezes um dos cotilédones encontra-se
totalmente suprimido; endosperma carnudo e oleoso (CRONQUIST, 1981).

A familia é composta por 61 géneros, encontrada freqlientemente nas
regides tropicais e subtropicais de todo 0 mundo, sendo menos comum em climas
temperados (JOLY, 1998). Os maiores géneros da familia sdo Ficus, com cerca de
600 espécies; Dorstenia, com aproximadamente 125 espécies, e Cecropia, com
cerca de 50 espécies (CRONQUIST, 1981).

No Brasil, entre os géneros nativos, destacam-se Ficus, Brosimum,
Dorstenia e Cecropia (JOLY, 1998).

3.3 Consideracdes Sobre o Género Dorstenia

Segundo JOLY (1985), o género Dorstenia é caracterizado por
inflorescéncias disciformes resultantes da fusdo dos pedunculos, com flores sésseis
inseridas no lado superior.

Este género é representado por aproximadamente 170 espécies. Muitas
espécies possuem significativo valor medicinal na pratica médica de muitos paises e
curiosamente, diferentes espécies deste género sado utilizadas para tratar mordidas
de cobras em muitas comunidades (ABEGAZ et al., 2000).

Muitas espécies do género Dorstenia sdo utilizadas na Africa, Oriente Médio,
América Central e do Sul (DUFALL et al.,, 2003). As indica¢des populares das
espécies de Dorstenia sao: artrite, reumatismo, gota, desordens estomacais, tosse,
dor de cabeca, doencas de pele, febre tiféide, dentre outros (ABEGAZ et al., 1998).

Além de acidos graxos e esterdis, este género é reconhecido como uma rica
fonte de derivados benzofuranos, cumarinas preniladas e geraniladas, flavonoides
C-prenilados e C-geranilados, estirenos e triterpendides (ABEGAZ et al., 2000).



3.3.1 Cumarinas

Dorstenia brasiliensis Lam. € uma espécie brasileira utilizada popularmente
para tratamento de malaria, mordidas de cobra (ABEGAZ et al., 2000), febre tifdide e
distarbios digestivos (UCHIYAMA et al., 2002).

Psoraleno foi encontrado em D. brasiliensis (KUSTER et al, 1994),
Dorstenia psilurus Velw. (NGADJUI et al., 1998b) e D. lindeniana Bureau, D.
excentrica Moric. (ROJAS-LIMA et al., 1999), D. prorepens Engler (ABEGAZ et al.,
2002) e D. elliptica Bureau (ABEGAZ et al., 2004).

Bergapteno foi isolado em D. brasiliensis (KUSTER et al., 1994), D.
contraverja (CACERES et al.,, 2001), D. prorepens (ABEGAZ et al., 2002) e D.
elliptica (ABEGAZ et al., 2004)

A furanocumarina  5-[3-(4,5-dihidro-5,5-dimetil-4-oxo-2-furanil)butoxi]-7H-
furo[3-2-g][1]benzopiran-7-ona foi detectada nesta espécie e sua estrutura quimica
proposta esta representada na Figura 01 (KUSTER et al., 1994).

FIGURA 01 — FURANOCUMARINA DE Dorstenia brasiliensis

CH,

2 0o 0
FONTE: KUSTER et al., 1994

Esta furanocumarina também foi encontrada em Dorstenia contrajerva,
Dorstenia cayapiaa Vell. , Dorstenia bahiensis Klotzsch (VILEGAS et al., 1997), D.
excentrica e D. drakena (ROJAS-LIMA et al., 1999).

Dorstenia contrajerva € uma planta herbacea utilizada pelos indios do
Panama como antitérmico, antiofidico e para tratamento de dores musculares
(TERREAUX et al., 1995), além de tratamento especifico para mordidas de cobra
cascavel no México (ABEGAZ et al., 2000).



Ao estudar esta planta, SWAIN et al. (1991) isolaram e identificaram o 5-
[3,4-epoxi-2,7-dimetil-6,7-octenoil]psoraleno, o qual esta representado na Figura 02.

FIGURA 02 — FURANOCUMARINA DE Dorstenia contrajerva

FONTE: SWAIN et al., 1991

Pesquisas posteriores de D. contraverja levaram a uma nova estrutura, uma
diidrofuranocumarina denominada dorsteniol (Figura 03). Neste trabalho a estrutura
e relativa estereoquimica do dorsteniol foram confirmadas por sintese total e dados
de raio-X da forma acetato (TOVAR-MIRANDA et al., 1998).

FIGURA 03 — DORSTENIOL

FONTE: TOVAR-MIRANDA et al., 1998

Na Figura 04 esta representada a furanocumarina glicosilada isolada do
extrato metandlico das partes aéreas da D. contrajerva, que foi denominada o-L-

ramnopiranosil-(1—6)- B-D-glucopiranosil-bergaptol (CACERES et al., 2001).

FIGURA 04 — FURANOCUMARINA GLICOSILADA DE Dorstenia contrajerva

FONTE: CACERES et al., 2001
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Na espécie brasileira Dorstenia bryoniifolia foram isoladas quatro

furanocumarinas, sendo bergapteno anteriormente descrita, isobergapteno (Figura
05a), pimpinelina (Figura 05b) e isopimpinelina (Figura 05c) (VILEGAS et al., 1997).

FIGURA 05 — CUMARINAS DE Dorstenia bryoniifolia

FONTE: VILEGAS et al., 1997

Trés espécies de Dorstenia de origem mexicana foram estudadas por
ROJAS-LIMA at al.(1999). A partir dos rizomas de Dorstenia excentrica foram
isolados psoraleno, 7-hidroxicumarina e uma diidrofuranocumarina. Esta foi obtida
apds acetilacdo do extrato cloroférmico, sendo identificado como um novo
diastereoisdbmero do acetato de prandiol, com a configuracao (2’S,1’'S)-2,3-diidro-
2(2-acetoxi-1-hidroxi-metiletil)-7H-furo[3,2-g][1]benzopirano-7-ona, representada na

Figura 06.

FIGURA 06 — DIASTEREOISOMERO DO ACETATO DE PRANDIOL

FONTE: ROJAS-LIMA et al., 1999
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Dorstenia poinsettifolia Engler é uma pequena erva rasteira da floresta

tropical da Africa ocidental, utilizada para tratamento de feridas infectadas, de onde

uma nova diidro-4-fenilcumarina foi obtida, a Poinsettifolactona (Figura 07)
(NGADJUI et al., 1999Db).
FIGURA 07 - POINSETTIFOLACTONA

FONTE: NGADJUI et al., 1999B

Dorstenia gigas Schweinfurth € um arbusto de crescimento endémico em
pedras calcareas ingremes e penhascos de granito do arquipélago de Socotra. No
extrato etilacetato de Dorstenia gigas foram identificados as ja conhecidas
oxipeucedaninhidrato, byakangelicina, swietenocumarina F e sete novas substancias
incluindo trés isémeros estruturais da swietenocumarina F (FRANKE et al., 2001).

A absorcdo no UV e a andlise dos prétons de oxipeucedaninhidrato indicam
uma relacdo estrutural com a isoimperatorina, encontrada no extrato n-heptano
(FRANKE et al., 2001).

Os espectros de massa e RMN de 'H da byakangelina revelaram a
ocorréncia de um grupo metoxi adicional, sendo esta estrutura ja descrita
anteriormente em espécies de Apiaceae e Rutaceae (FRANKE et al., 2001).

As novas substancias encontradas por Franke et al. (2001) no extrato

acetato de etila Dorstenia gigas estao representados no Quadro 2.



QUADRO 2 — SUBSTANCIAS DE Dorstenia gigas (EXTRATO ACETATO DE ETILA)

DENOMINACAO QUIMICA

ESTRUTURA MOLECULAR

5-Met 6xi-3-(3-metil-2,3-dihidroxibutil)-psoraleno

H3C_O

2,8-Dimetdxi-3-(3-metil-2,3-dihidréxibutil)-psoraleng

H;C—0

5-Met 6xi-8-(1,1-dimetil-2,3-dihidréxipropil )psoraleno

6-Met 6xi-5- (3-metil-2,3-dihidroxibutil)-angelicina

6-Met 6xi-5-[ 3-Bglucopiranosiloxi)-2-hidroxi
-3-metil-butillangelicina

3-Met 6xi-5- (3-hidréxi-2-ox0-3-metil-butil)-angelicina

6-Met éxi-5-(4-hidroxi-3-metil-but-2-enil)-angelicina

FONTE: FRANKE et al.. 2001
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A separacdo cromatografica do extrato n-heptano originou as
furanocumarinas  lineares  anteriormente  descritas  dimetoxichalepensina,
isoimperatorina, furopinnarina, swietenocumarina B, 5-metoxi-8-geraniloxipsoraleno
e cnidilina (FRANKE et al., 2001).

As novas substancias encontradas no extrato n-heptano de Dorstenia gigas
foram 5-metoxi-3-(3-metil-but-2-enil)-psoraleno (Figura 08a), 5,8-dimetoxi-3-(3-metil-
but-2-enil)-psoraleno (Figura 08b), 6-metoxi-5-(3-metil-but-2-enil)-angelicina (Figura
08c), dorstegina (Figura 08d) e 2-(p-hidroxi-benzil)-6-metoxi-benzofurano (Figura
08e) (FRANKE et al., 2001).

FIGURA 08 — NOVAS SUBSTANCIAS DE Dorstenia gigas (extrato n-heptano)

FONTE: FRANKE et al., 2001

FONTE: FRANKE et al., 2001

FONTE: FRANKE et al., 2001

FONTE: FRANKE et al., 2001
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A atividade biolégica da dorstenina, 5-[3-(4,5-diidro-5,5-dimetil-4-oxo0-2-
furanil)-butoxi]-7H-furo[3, 2-g] [1] benzopiran-7-ona, anadlogo do psoraleno, isolada
de Dorstenia braziliensis foi avaliada. A foto-sensibilizagdo e propriedades
mutacionais foram testadas frente a E. coli e S. cerevisiae e comparada a alta
atividade do psoraleno e bergapteno, e a dorstenina demonstrou menor efeito
genotoxico (LOPES et al., 2001).

CARDOSO et al. (2002) realizaram determinacdo simultdnea de
furanocumarinas de infusdes e decoccdes das espécies encontradas no Brasil
Dorstenia tubicina, D. asaroides Gardner e D. vitifolia Gardner. As composicoes
quimicas de D. tubicina e D. asaroides sao similares, revelando psoraleno e
bergapteno somente nos rizomas. Em D. vitifolia foi encontrado somente
isopimpinelina em rizomas e partes aéreas.

A espécie africana Dorstenia elliptica é utilizada para muitas doencas,
especialmente para infeccoes oculares. As folhas desta planta originaram duas
novas furanocumarinas, 0O-[3-(2,2-dimetil-3-ox0-2H-furan-5-il)-3-hidroxibutil]-
bergaptol (Figura 09a) e O-[2-(5-hidroxi-2,6,6-trimetil-3-oxo0-2H-piran-2-
iletillbergaptol (Figura 09b) (ABEGAZ et al., 2004).

FIGURA 09 — CUMARINAS DE Dorstenia elliptica

FONTE: ABEGAZ et al., 2004 FONTE: ABEGAZ et al., 2004
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3.3.2 Flavondbides

Dorstenia manni Hooker é um planta herbacea com altura de até 2 metros
de altura e que cresce na floresta Umida tropical da Africa Ocidental. A decoccdo de
suas folhas € utilizada para o tratamento de diversas doencas, principalmente
reumatismo e dores estomacais (NGADJUI et al., 1998a; NGADJUI et al., 1999b).

Dos ramos desta planta foram isolados os flavon6ides anteriormente
descritos  3’-4’-(2,2-dimetilcromeno)2’,4-diidroxichalcona; 6-(3,3-dimetilalil)-5,7,4’-
triildroxi-3’-metoxiflavona e  3,8-bis-(3,3-dimetilalil)-5,7,3’,4’-tetraidroxiflavanona.
Também foram identificadas as novas estruturas: trés flavonéides prenilados e um
flavonéide geranilado, denominadas dorsmanina A, B, C e D e estado representadas
nas Figuras 10, 11, 12 e 13 respectivamente (NGADJUI et al., 1998a).

FIGURA 10 — DORSMANINA A

FONTE: NGADJUI et al., 1998a

FIGURA 11 - DORSMANINA B

FONTE: NGADJUI et al., 1998a
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FIGURA 12 - DORSMANINA C

FONTE: NGADJUI et al., 1998a

FIGURA 13 — DORSMANINA D

FONTE: NGADJUI et al., 1998a

Posteriormente, ao continuar pesquisando a D. mannii foram isoladas quatro
novas flavanonas preniladas e a ja conhecida 6,8-diprenil-5,7,3",4’-
tetraidroxiflavanona. As novas estruturas foram denominadas dorsmaninas E, F, G e

H; sendo caracterizadas como 5,6-7,8-bis-(2,2-dimetilcromano)-3’,4’-
diidroxiflavanona; 7,8-[2”-1-hidroxi-1-metiletil-)diidrofurano]-6-prenil-5,3’,4’-
triildroxiflavanona; 6,7-[2”-(1-hidroxi-1-metiletil)diidrofurano]-8-prenil-5,3’,4’-

triildroxiflavano e 6-prenil-8-(2-hidroxi-3-metilbut-3-enil)-5,7,3’,4’-tetraidroxiflavanona,

respectivamente e representadas nas Figuras 14 a 17 (NGADJUI et al., 1999a).



FIGURA 14 — DORSMANINA E

FONTE: NGADJUI et al., 1999a

FIGURA 15 — DORSMANINA F

HO CHj OH

FONTE: NGADJUI et al., 1999a

FIGURA 16 — DORSMANINA G

FONTE: NGADJUI et al., 1999a
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FIGURA 17 — DORSMANINA H

FONTE: NGADJUI et al., 1999a

Em estudos posteriores desta espécie, foram identificadas quatro novas
flavanonas preniladas denominadas dorsmaninas I, J e epi-dorsmaninas F.G. A
estrutura dorsmanina | foi caracterizada como 6,7-(2,2-dimetilpirano)-8-prenil-5’,3’,4’-
triildroxiflavanona e a dorsmanina J como 6,7-(2,2-dimetildiidropirano)-8-prenil-
5’,3’,4’-triidroxiflavanona (NGADJUI et al., 2000).

Detalhes da analise de RMN indicaram que as dorsmaninas F e G consistem
de dois pares de diastereoisbmeros resultantes da epimerizacdo do centro
assimétrico no ataque da cadeia lateral ciclica (NGADJUI et al., 2000).

Dorstenia psilurus é uma planta herbacea de até 80 cm de altura,
encontrada na floresta Umida tropical africana. Foram isoladas duas novas flavonas
em suas raizes, denominadas como dorsilurina A e B e visualizadas
respectivamente nas Figuras 18 e 19 (NGADJUI et al., 1998b)

FIGURA 18 — DORSILURINA A

FONTE: NGADJUI et al.. 1998b
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FIGURA 19 — DORSILURINA B

FONTE: NGADJUI et al., 1998b

As dorsilurinas A e B sdo substancias labeis. A analise da dorsilurina A por
RMN de sua solugao cloroférmica apés poucos dias mostrou pelo menos quatro
compostos, presumindo-se serem produtos ciclizados (NGADJUI et al., 1998Db).

Em estudo posterior foram isolados mais trés flavondides triprenilados de D.
psilurus; 6,8-diprenil-3'[0],4'-(2,2-dimetilpirano)-3,5,7-triidroxiflavona; 3,6-diprenil-8-
(2-hidroxi-3-metilbut-3-emil)-5,7,2’,4’-tetraidroxiflavona e derivados flavondides
modificados denominados dorsilurinas C, D e E (Figuras 20 a 22 respectivamente)
(NGADJUI et al., 1999c).

FIGURA 20 — DORSILURINA C

FONTE: NGADJUI et al., 1999¢c
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FIGURA 21 — DORSILURINA D

FONTE: NGADJUI et al., 1999¢c

FIGURA 22 — DORSILURINA E

0] OH

FONTE: NGADJUI et al., 1999¢c

Dorstenia kameruniana Engler € uma pequena planta herbacea na qual
foram identificados dois novos flavondides: 6,7-(2,2-dimetilcromano)-5,4’-
hidroxiflavona (Figura 23a) e 3,4-4’,5'-bis-(2,2-dimetilcromano)-2’-hidroxichalcona
(Figura 23b) (ABEGAZ et al., 1998).



FIGURA 23 — FLAVONOIDES DE Dorstenia kameruniana

OH 0

FONTE: ABEGAZ et al.. 1998

FONTE: ABEGAZ et al.. 1998

Estudos de ramos de Dorstenia poinsettifolia Engler levaram a estrutura de
dois novos flavonodides, poinsettifolina A (Figura 24) e poinsettifolina B (Figura 25).
Estes compostos pertencem ao pequeno grupo de flavonoides ciclicos C-geranilados
reportados em espécies da familia Moraceae (TSOPMO et al., 1998)

FIGURA 24 — POINSETTIFOLINA A

0]

FONTE: TSOPMO et al., 1998
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FIGURA 25 — POINSETTIFOLINA B

FONTE: TSOPMO et al., 1998

Além destes dois compostos foi isolada a flavona licoflavona C e as
chalconas isobavachalcona e isobavacromena (TSOPMO et al., 1998).

A dorspoinsettifolina, representada na Figura 26 foi isolada nos ramos de
Dorstenia poinsettifolia (NGADJUI et al., 1999b).

FIGURA 26 — DORSPOINSETTIFOLINA

FONTE: NGADJUI et al., 1999b

Uma nova chalcona bis-geranilada, prorepensina (5,3’-digeranil-3,4,2’,4’-
tetraidroxilchalcona), estrutura representada na Figura 27, foi isolada em ramos de
D. prorepens, além da conhecida 4-hidroxilonchocarpina (ABEGAZ et al., 2002).



FIGURA 27 — PROREPENSINA

FONTE: ABEGAZ et al., 2002

No extrato de folhas de D. kenkeri foram descobertos um derivado Diels-
Alder e um derivado hidroxidimetildiidropirano; além dos conhecidos 4,2’,4’-
triidroxichalcona e a 4,2’,4’-triidroxi-3’-prenilchalcona (ABEGAZ et al., 2002).

NGADJUI et al. (2002) indicam que as espécies africanas do género
Dorstenia produzem uma variedade de chalconas, flavanonas e flavonas mono, di e
tripreniladas; além de geraniladas com modificagées nos grupos prenil e geranil.
Sugerem que em espécies da América Central e do Sul estes compostos ainda néo
foram isolados.

O estudo do extrato diclorometano/metanol das folhas de Dorstenia dinklagei
Engler gerou os compostos ja conhecidos 6-prenil-apigenina, 4-hidroxilonchocarpina,
stipulina e 5,4’-diidroxi-6”,6”-dimetilcromano-(7,6,2”,3”)-flavona. Além destes, 3
novos flavondides prenilados foram identificados: Dinklagina A, B e C; cujas
estruturas estao representadas respectivamente nas Figuras 28 , 29 e 30 (NGADJUI
et al., 2002).

FIGURA 28 — DINKLAGINA A

FONTE: NGADJUI et al., 2002



FIGURA 29 — DINKLAGINA B
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FONTE: NGADJUI et al., 2002
FIGURA 30 — DINKLAGINA C
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FONTE: NGADJUI et al., 2002

Os ramos de Dorstenia barteri Bureau sdo utilizados na medicina popular
para tratamento de doencas de pele e feridas infectadas. O extrato metanol-
diclorometano (1:1) foi submetido a particio seqlencial em n-hexano e
diclorometano e ap6s purificagdo resultou no isolamento de quatro compostos,
sendo 4,2’,4’-triidroxi-3’-prenilchalcona; 4,2’,4’-triidroxi-3,3’-diprenilchalcona; 5,7, 4’-
triidroxi-8-prenilflavona e um novo flavonoide Diels-Alder, o qual foi denominado
dorstenona. A formagédo da dorstenona ocorre entre a chalcona 4,2’,4’-triidroxi-3’-
prenilchalcona e seu derivado deidro com trés centros quirais no anel
metilciclohexeno. A reacao de formacao da dorstenona esta demonstrada na Figura
31 (TSOPMO et al., 1999).
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FIGURA 31 — REACAO DE FORMACAO DA DORSTENONA
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FONTE: TSOPMO et al., 1999

O estudo dos ramos de Dorstenia barteri var. subtriangularis levou ao
isolamento de trés chalconas dipreniladas: Bartericina A, (-)-3-(3,3-dimetilalil)-5’-(2-
hidroxi-3-metilbut-3-enil)-4,2’,4’-triidroxichalcona (Figura 32); Bactericina B, (+)-3-
(3,3-dimetilalil)-4’,5’-[2-(1-hidroxi-1-metiletil)-diidrofurano]-4,2’-diidroxichalcona
(Figura 33) e Bactericina C, 3,4-(6”,6”-dimetildiidropirano)-4’,5’-[2"",-(1-hidroxi-1-
metiletil)-diidrofurano]-2’-hidroxichalcona (Figura 34) (NGAMENI et al., 2004).



FIGURA 32 — BARTERICINA A

FONTE: NGAMENI et al., 2004

FIGURA 33 — BARTERICINA B

FONTE: NGAMENI et al., 2004

FIGURA 34 — BARTERICINA C

FONTE: NGAMENI et al., 2004
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Em estudo posterior desta mesma planta, foi isolada a estrutura considerada
inicialmente como isémero da bartericina A, segundo dados de RMN de 'H e '3C.
Comparando os pontos de fusdo das duas substancias a bartericina A apresentou
valores de 138-140°C e a nova estrutura isolada, 169-170°C. A estrutura deste novo
composto foi estabelecida como 3-(2-hidroxi-3-metil-but-3-enil)-5’-(3,3-dimetilalil)-
4,2’ 4-triidroxichalcona, denominada bartericina D, representada na Figura 35
(NGADJUI et al., 2005).

FIGURA 35 - BARTERICINA D

Ho OH CH,
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FONTE: NGADJUI et al., 2005

Em folhas de Dorstenia elliptica foi identificada uma nova estrutura, 6-(1,1-
dimetilalil)-7,4’-diidroxiflavano, representada na Figura 36; assim como a ja
conhecida 3-(3,3-dimetilalil-4,2’,4’-triidroxichalcona (ABEGAZ et al., 2004).

FIGURA 36 — NOVO FLAVONOIDE DE Dorstenia elliptica

FONTE: ABEGAZ et al., 2004
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Na andlise dos ramos de Dorstenia angusticornis Engler, foram identificadas
as novas estruturas: angusticornina A (3,4-(2,2-dimetilpirano)-3’-(2-hidroxi-3-metilbut-
3-enil)-2’,4’-diidroxichalcona), representada na Figura 37 e angusticonina B (5’-di-(2-
hidroxi-3-metilbur-3-enil)4,2’,4’-triidroxichalcona), representada na Figura 38
(NGADJUI et al., 2005).

FIGURA 37 — ANGUSTICORNINA A

FONTE: NGADJUI et al., 2005

FIGURA 38 — ANGUSTICORNINA B

FONTE: NGADJUI et al., 2005

Estudo posterior desta mesma espécie levou ao isolamento da
angusticornina C, a qual foi caracterizada como 6,6 ’-dimetilpirano[2’”,3"":3,4]-
6”,6”-dimetildiidropirano[2”,3":3’,4’]-2",5”-diidroxichalcona  (Figura 39) (SIMO;
NGADJUI; ABEGAZ, 2005).



FIGURA 39 — ANGUSTOCORNINA C

FONTE: SIMO; NGADJUI & ABEGAZ , 2005

3.3.3 Benzofuranos e derivados fenilpropandides

No trabalho de WOLDU et al. (1988) foram isolados 3 novos compostos, 6-
metoxi-5-vinilbenzofurano (Figura 40a), 4,6-dimetoxi-5-vinilbenzofurano (Figura 40b)
e 2,4-dimetoxiestireno (Figura 40c).

FIGURA 40 — ESTIRENOS DE Dorstenia barnimiana
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FONTE: WOLDU et al.,1988

Em D. psilurus, foram identificados os derivados fenilpropandides: estearil-p-
cumarato[octadecanil 3-(4-hidroxifenil)prop-2-enoato], estearil ferulato[octadecanil 3-
(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoato]; além de novo derivado benzofurano,
representado na Figura 41 (NGADJUI et al., 1998b).

FIGURA 41 — DERIVADO BENZOFURANO DE D. psilurus
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FONTE: NGADJUI et al., 1998b
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3.3.4 Esterdides e triterpenos

A utilizacdo de algumas plantas medicinais brasileiras como antiofidicas
pode estar associada a presencga de terpendides (triterpendides e fitoesterdis) com a
inativacdo do veneno (PEREIRA et al., 1994)

As fragOes soluveis em hexano dos rizomas ou das folhas de cinco espécies
do género Dorstenia coletados no Brasil foram analisadas por Cromatografia Gasosa
de Alta Resolucdo acoplada a Espectrometria de Massa (CGAR-EM). As
substéancias identificadas estao listadas no Quadro 3 (VILEGAS et al., 1997).

QUADRO 03 — SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS EM ESPECIES DE Dorstenia

ESPECIES TRITERPENOS ESTEROIDES OUTROS

D. bahiensis o-Am, B-Am, o-Ac, B-Ac, GIAc Sitosterona

D. bryoniifolia o-Am, B-Am

D. carautae o-Am, B-Am

D. cayapiaa o-Am, B-Am, a-Ac, B-Ac, TxAc, B-Ar | Sitosterol Acidos graxos
D. heringerii o-Ac, B-Ac, LpAc, GlAc Nao identificado | a-tocoferol

FONTE: VILEGAS et al., 1997
NOTA: a-Am: a-amirina, B-Am: B-amirina, a-Ac: acetato de a-amirina, B-Ac: acetato de B-amirina, B-Ar:
B-amirona, GlAc: acetato de glutinol; TxAc: acetato de taraxerol, LpAc: acetato de lupeol

B-sitosterol e seu D-glucopiranosideo foram encontrados em D. prorepens
(ABEGAZ et al., 2002), D. barteri var. subtriangularis (NGAMENI et al., 2004), D.
elliptica (ABEGAZ et al., 2004), D. angusticornis (NGADJUI et al., 2005; SIMO et al.,
2005) Em D. excentrica, foram isolados acetato de B-amirina, acetato de sitosterol e
acetato de 3-O-B-glucosilsitosterol. Em D. drakena foi isolado sitosterol (ROJAS-
LIMA et al., 1999)

O triterpeno butirospermol e o carotendide luteina foram isolados em D.
poinsettifolia (TSOPMO et al., 1998).

Em Dorstenia brasiliensis, foram isolados dois triterpendides tipo seco-
adianane, os quais foram denominados acidos dorsténico A e B e um diterpendide
tipo isopimarane. A denominacado quimica do diterpendide adotada foi acido 14a-
hidroxi-7,15-isopimaradien-18-6ico (UCHIYAMA et al., 2002), e ja havia sido isolada
em Salvia greggii (BRUNO et al., 1986). A representagdo de sua estrutura esta
demonstrada na Figura 42.
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FIGURA 42 - DITERPENOIDE TIPO ISOPIMARANE ISOLADO EM D. brasiliensis

HOOC™ CH,

FONTE: UCHIYAMA et al., 2002

O &cido dorsténico A (Figura 43) foi confirmado como um triterpendide tipo
3,4-seco-adianane, com um grupo carboxil no C2 (UCHIYAMA et al., 2002).

FIGURA 43 — ACIDO DORSTENICO A
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FONTE: UCHIYAMA et al., 2002
O 4&cido dorsténico B (Figura 44) foi considerado como um derivado

deisopropenil do acido dorsténico A, apresentando o grupo carbonil no C5
(UCHIYAMA et al., 2002).

FIGURA 44— ACIDO DORSTENICO B

FONTE: UCHIYAMA et al., 2002
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3.3.5 Aspectos farmacoldgicos do género Dorstenia

3.3.5.1 Atividades antinoceptiva, analgésica e antiinflamatéria

De acordo com RUPPELT et al. (1991), Dorstenia brasiliensis demonstrou
atividade analgésica e/ou antiinflamatéria na forma de infusdo da planta seca a 10%
e 20% da planta fresca.

Foram avaliados os efeitos antinoceptivos e antiinflamatérios de Dorstenia
barteri em ratos. Os efeitos antinoceptivos dos extratos de folhas e ramos desta
espécie foram dose-dependente e significativos, considerando modelos de dor
induzidos quimicamente, mecanicamente e termicamente. Nos modelos para avaliar
analgesia e inflamacao, o extrato dos ramos apresentou poténcia superior ao extrato
das folhas. No modelo de imersédo da cauda, os resultados sugerem similaridade da
atividade analgésica com o medicamento de referéncia, acido acetilsalicilico, com
auséncia de efeitos via mecanismos centrais. Nos modelos de inflamagao aguda, o
extrato de ramos foi mais ativo que a fenilbutazona; mas o extrato das folhas
apresentou baixa significancia em todos os testes (OMISORE et al., 2005).

Bergapteno e os triterpenos B-amirina e sitosterol tém sido associados com a
inativacdo de veneno de cobras de algumas plantas medicinais brasileiras
(PEREIRA et al., 1994). A utilizacao das plantas do género Dorstenia como
antiofidicas pode estar relacionada com a inativacdo do veneno em funcdo das
propriedades analgésicas e antiinflamatérias de varios terpenos (VILEGAS et al.,
1997).

Sugere-se que as atividades antiinflamatérias das plantas podem ser
explicadas pelo menos em parte por suas atividades antioxidantes (MONGELLI et
al., 1997; WANG et al., 1999; MONTORO et al., 2005); parecem inibir a acdo de
alguns dos oxidantes gerados na inflamacao (AMES; SHIGENARA; HAGEN, 1993).

A atividade anti-radicais livres de Dorstenia psilurus, D. ciliata e um
composto fendlico, 6-fenilapigenina de D. ciliata foram avaliados com o teste do
DPPH. Os extratos cloroférmio de D. psilurus e acetato de etila de D. ciliata Engler
demonstraram exibir atividade anti-radicais livres, enquanto a atividade da 6-
fenilapigenina foi considerada fraca em comparacao com os extratos (KANSCI et al.,
2003).
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Os flavonoides prenilados 6,8-diprenileriodictiol, dormanina C e F isolados
de Dorstenia manni tiveram a capacidade antioxidante avaliada. Todos o0s
compostos atuaram com eficiéncia frente a radicais livres, mas a atividade foi similar
ao flavonoide nao prenilado quercitina. Os resultados também indicam que somente
o0 composto com grupo hidroxila no anel C (dorsmanina C) demostrou alguma
interacao com ions cobre (DUFALL et al., 2003).

Ao avaliar a atividade antioxidante de Dorstenia multiformis, foi observada
atividade antioxidante da fracdo cloroférmio superior ao padrao rutina. O extrato
bruto e as fracbes hexano e acetato de etila também demonstraram possuir esta
atividade (BALESTRIN, 2006).

3.3.5.2 Atividade anti-hipertensiva

O extrato de folhas de D. psilurus é largamente utilizado na regido de savana
da Republica de Camardes para tratamento de artralgia e desordens
cardiovasculares, principalmente hipertensdo. Apds extracdo em metanol-
diclorometano (1:1) e remocdo dos solventes, foi preparado um extrato de
concentracdo de 50 mg/mL em &gua destilada e administrada por entubacao
gastrica em ratos que tiveram hipertensao induzida por frutose. O tratamento com D.
psirilus reduziu significativamente a pressdo sanguinea sistélica e o0s niveis
plasmaticos de insulina e colesterol, mas nao preveniu o desenvolvimento de
hipertrigliceridemia (DIMO et al., 2001).

3.3.5.3 Peptideos anti-virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

A partir de Dorstenia contrajerva foi isolado um novo peptideo que inibe a
ligacdo da proteina Cyanovirina-N (CV-N) ao gp41 e gp120, inibindo efeitos
citopaticos, com consequiientemente atividade anti-HIV. O peptideo de 5 kDa foi
denominado Contrajervina e os dados do estudo sugerem que este composto atua
por dois mecanismos o0 que contribui com a atividade de citoprotecao (BOKESCH et
al., 2004).
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3.3.5.4 Atividade contra células leucémicas

O extrato metandlico de Dorstenia brasiliensis inibiu em 79% o crescimento
de células leucémicas (L-1210), na concetracdo de 50 pg/mL. Os compostos
isolados desta planta, &cido dorsténico A e B na concentragdo de 40 pM,
demostraram moderada citotoxicidade. O valor de IC 50 para células L-1210 na
presenca de acido dorsténico A foi de 5 e para células HL-60, na presenca de acido
dorsténico B, 10 (UCHIYAMA et al., 2002).

A inibicdo da secrecdo de matriz metaloprotease 2 (MMP-2) por células de
tumores cerebrais pela acdo de uma furanocumarina glicosilada denominada
turbinatocumarina isolada de folhas de Dorstenia turbinata sugerem propriedades
quimiopreventivas (NGAMENI et al., 2006). Em estudo posterior, chalconas isoladas
de folhas de Dorstenia barteri apresentaram atividade semelhante (NGAMENI et al.,
2007).

3.3.5.5 Tratamento de doencas de pele

O relato do uso de plantas com propriedades estimulantes da pigmentacao
para tratamento do vitiligo data desde o periodo histérico (2000 a.C.). A partir de
1930, com estudos direcionados para elucidacdo das estruturas que tinham a
atividade farmacolégica o uso dos psoralenos foi difundido. Em meados de 1970, foi
iniciado o periodo da fotoquimioterapia, onde se utiliza a combinagao de psoralenos,
com administracao oral ou tdpica, e irradiacdo UVA; tratamento este denominado
PUVA (psoraleno+UVA) (HOLMES-Jr. et al., 1992).

PUVA estd indicado para tratamento de um numero grande de doencas
como psoriases, micoses, urticaria pigmentosa, erupgdes, alopécia, vitiligo, dentre
outros (MARZANO et al., 2002; LLANO et al., 2003). Os compostos correntemente
utilizados na PUVA sao 8-metoxipsoraleno (8-MOP), 5-metoxipsoraleno (5-MOP) e
4,5’ 8-trimetilpsoraleno (TMP) (MARZANO et al., 2002); sendo que apés irradiacao
com raios UVA, as furanocumarinas ligam-se ao DNA por meio de duplas ligagdes
carbono-carbono (KITAMURA et al., 2005).

Em varias espécies do género Dorstenia as furanocumarinas sdo os
componentes mais abundantes, dando suporte a sua utilizacdo para as doencas de
pele (VILEGAS et al., 1997).
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No trabalho de CARDOSO et al. (2002) foi realizada analise qualitativa e
quantitativa de infusbes e decoccoes de espécies brasileiras de Dorstenia. Sugere-
se que os rizomas de Dorstenia tubicina e Dorstenia asaroides possam ser utilizados
como alternativa para o tratamento de psoriase e vitiligo, uma vez que foram

encontradas as furanocumarinas psoraleno e bergapteno.

3.3.6 Aspectos toxicol6gicos do género Dorstenia

A aplicacdo ou ingestdo de furanocumarinas pode causar inchaco,
vermelhiddo, queimaduras e lesées na epiderme, ou em alguns casos carcinoma
cuténeo. A reacao fototdxica aparece como eritemas, usualmente manifestada apos
um intervalo latente de varias horas apds exposi¢ao a raios UV (TUREGUN et al,,
1999; AL-QATTAN et al., 2000).

Das furanocumarinas utilizadas no tratamento de doencas de pele, o TMP é
considerado o mais fototéxico, seguido pela xantotoxina, psoraleno e bergapteno
(TRUMBLE et al., 1992), enquanto que a isopimpinelina ndo é considerada toxica,
mas também possui menor bioatividade (CHAUDHARY et al., 1985). Usualmente a
quantidade de psoraleno e bergapteno é utilizada como um indice da atividade
fototoxica da planta (TRUMBLE et al., 1992; DIAWARA et al., 1995).

Extratos de 87 espécies, pertencentes a 8 géneros da familia Moraceae,
foram avaliados para constituintes fototoxicos, utilizando E. coli. As 5 espécies
testadas do género Dorstenia apresentaram graus variados de atividade
antimicrobiana ativada pela luz. Extratos das raizes apresentaram compostos
fotossensibilizantes mais potentes, ou maiores concentracées de fototoxinas, em
comparagéo aos extratos de folhas ou flores. Furanocumarinas (5-metoxipsoraleno e
psoraleno) foram identificados nos extratos de todas as espécies que apresentaram
fototoxicidade (SWAIN; DOWNUM, 1990).

A falta de conhecimento da presenca de psoralenos em fitofarmacos oferece
risco a saude publica, uma vez que existe o risco da potencializacdo dos efeitos
carcinogénicos, mutagénicos e fototéxicos sob exposicdo solar (CARDOSO et al.,
2002; PIRES et al., 2004).
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3.3.7 Aspectos antimicrobianos do género Dorstenia

O extrato metanodlico, fragbes e quatro flavondides denominados
gancaonina, steipulina, angusticornina B e bartericina A, isolados de folhas de
Dorstenia angusticornis, foram testados para avaliar a atividade antimicrobiana. Um
total de 22 culturas incluindo trés espécies de Candida, seis espécies de bactérias
Gram-positivas e treze espécies de bactérias Gram-negativas foram utilizadas no
estudo. O extrato metanodlico e os flavondides angusticornina B e bartericina A
inibiram o crescimento de todos os patdgenos testados, apresentando atividade
antibacteriana e anticandida (KUETE et al., 2007b).

3.3.7.1 Atividade contra Leishmania sp.

Leishmanioses é um grupo de doengas causadas por diferentes espécies do
protozoario Leishmania, que afetam mais de 12 milhdes de pessoas ao redor do
mundo, sendo endémica em 88 paises em 4 continentes (WHO, 1997).

As chalconas possuem um amplo espectro de atividades biolégicas como
antiviral, antibacteriana, antiprotozoario, amebicida, antitlcera, antiviral, inseticida,
anticancer, citotoxica e imunossupressiva (DIMMOCK et al., 1999). A partir dos anos
90, as chalconas emergiram como uma nova classe de agentes antileishmaniose e
resultados promissores tém sido obtidos com chalconas substituidas (LUNARDI et
al., 2003; BOECK et al., 2006).

O extrato metandlico de D. barteri var. multiradiata foi considerado ativo
contra Leishmania no estagio amastigoto (NGAMENI et al., 2004).

No trabalho de IWU et al. (1992) foram avaliados extratos de 11 plantas
utilizados na Nigéria como antiparasitarios, dentre elas Dorstenia multiradiata. Na
concentracéo de 50 pg/mL, 5 das 11 plantas inibiram o catabolismo de dois ou mais
substratos a CO.. Das plantas que foram consideradas ativas contra Leishmania
chagasi, Dorstenia multiradiata foi a Unica que exibiu atividade na concentragéo de 5
ug/ml, inibindo fortemente o catabolismo de L-ornitina, &cido butirico e L-prolina e

apresentando elevado potencial como antileishmania.
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3.3.7.2 Atividade contra Aedes aegypti

A prevaléncia global da dengue tem crescido dramaticamente nas ultimas
décadas. A doenca é endémica em mais de 100 paises da Africa, Américas,
Mediterraneo oriental, sudeste da Asia e oeste do Pacifico (WHO, 2002).

Aedes aegypti foi reintroduzido no Brasil aproximadamente no final da
década de 70, sendo que mais de 2 milhdes de casos de dengue foram reportados
entre 1987 e 2003 (FIGUEIREDO, 2003).

O extrato diclorometano de Dorstenia contraverja exibiu atividade contra
larvas de Aedes aegypti. Na concentracdo deste extrato de 125 ppm, 100% das
larvas morreram em 24 horas. As fracoes obtidas a partir deste extrato também
foram ativas, mas em menor proporcao. As furanocumarinas isoladas foram inativas
(TERREAUX et al., 1995).

3.3.7.3 Atividade contra Trichomonas sp.

Tricomoniase é a mais comum das doencas sexualmente transmitidas, mas
dados sobre prevaléncia e incidéncia sao limitados. A tricomoniase manifesta
sintomas em aproximadamente 50% das mulheres infectadas e tem sido associada
com aumento da soroconversao do virus HIV em mulheres (WHO, 2001).

Os extratos de Dorstenia barteri e Dorstenia convexa foram testados frente a
Trichomonas gallinarum, espécie esta que causa alta morbidade e mortalidade
principalmente em péassaros jovens. A atividade antitrichomonas do extrato de D.
barteri mostrou-se mais ativo que de D. convexa (OMISORE et al., 2005).

Alguns compostos isolados de D. barteri D. manni, D. convexa, D.
kameruniana foram avaliados. Bartericina B (D. barteri) apresentou atividade
superior ao metronidazol. Bartericina A, isobavachalcona e stigmasterol (isolados de
D. barteri); 6,8-diprenileridictiol e dorsmanina F (isolados de D. manni) também
demostraram atividade antitrichomonas (OMISORE et al., 2005).

3.3.7.4 Atividade contra Giardia lamblia

O extrato metandlico de Dorstenia contraverja foi ativo frente a trofozoitos de

Giardia lamblia com inibicdo de concentracdo de 50% (ICso) de 23,3ug/mL. Dentre
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os extratos de 26 plantas coletadas, utilizadas na medicina tradicional mexicana, foi
uma das trés plantas com maior atividade, em comparacdo com emetina (0,42
Mg/mL) e metronidazol (0,21 ug/mL) (CALZADA et al., 2006).

3.3.7.5 Atividade contra Bacillus sp.

No trabalho de TERREAUX et al. (1995), o ensaio para verificacdo da
atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis foi realizado por bioautografia. O
extrato diclorometano de Dorstenia contraverja foi ativo com 30 ug de amostra

depositada em placa de Cromatografia de Camada Delgada (CCD).

3.4 Considerac¢des Sobre Dorstenia Multiformis Miquel

3.4.1 Sinonimia vulgar

Os sinbnimos citados por SILVA (1926) sao carapia, caapia e contra-erva.

Caiapia, carapa, conta-de-cobra, liga-osso, taporé e til sdo sinénimos
utilizados no Brasil. Sinbnimos estrangeiros: Em espanhol, contrayerba; em italiano,
contraierva; em francés, contrayerve e em alemdo, widergift, peruvianische e
gilfwurzel (COIMBRA, 1942).

Os nomes vulgares carapa e capia sao descritos por CRUZ (1985).

3.4.2 Sinonimia cientifica

BUREAU (1873) descreveu os sinbnimos Dorstenia multiformis var. arifolia
(Lam.), Dorstenia multiformis var. ceratosanthes (Lodd.), Dorstenia multiformis var.
ficifolia (Fisch. & C.A. Mey.) e Dorstenia multiformis var. ramosa (Desv.). PECKOLT
(1890) denominou Dorstenia multiformis var. pinnatifida (Miq.) (MISSOURI BOTANIC
GARDEN, 2006).
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3.4.3 Distribuicao geografica

Segundo CRUZ (1985), é uma espécie originaria do Brasil, habitando em
Sao Paulo, Goias, Mato Grosso, Bahia, Pernambuco e Minas Gerais.

3.4.4 Usos populares

As principais indicagdes dos rizomas da Dorstenia multiformis sao: ténico,
antifebril, antianémico, antidiarréico, tratamento da febre tiféide e atonia do aparelho
digestivo (COIMBRA, 1942; CRUZ, 1985). Outros usos farmacoterapéuticos citados
sao: estimulante, diaforético, diurético, emenagogo, (COIMBRA, 1942), perturbacdes
do estbmago, gastrite, clorose, desarranjos do Utero, supressdo das regras,
afeccdes do aparelho respiratorio, cistites (CRUZ, 1985).

Também é indicada nas menstruacdes doloridas e tardias, para aumentar o
volume da urina, tornando-a clara e como antidoto contra 0 veneno de cobras
(COIMBRA, 1942). Os rizomas de Dorstenia multiformis, associados ao taiuia, sao
usados empiricamente, com a denominacdo de “liga-osso”, para a reparacdo de
fraturas, na forma de cozimento e tintura (CRUZ, 1985). Cataplasmas preparados
a partir dos rizomas, sao indicados também para apressar a solidificacdo de 0ssos
fraturados (COIMBRA, 1942).

As formas farmacéuticas habituais sado: infuso, decocto, extrato fluido, po,
tintura, elixir, vinho, xarope (COIMBRA, 1942) e capsulas.

3.4.5 Descricao botéanica

Segundo SILVA (1926), o rizoma de Dorstenia multiformis apresenta forma
cilindrica, irregular, tortuoso, mais dilatado na parte inferior e medindo de 5 a 10cm
de comprimento por 10 a 20mm de largura na sua parte mais dilatada.

A superficie externa é de cor pardo-esverdeada, apresentando bracteas
carnosas folidceas lanceoladas em quase toda a extensdo, de 4 a 6 mm de
comprimento, e algumas cicatrizes oval-triangulares, salientes, produzidas pela
queda dos peciolos; bem como numerosas radiculas delgadas e longas. A secéo
transversal apresenta uma zona externa de cor esbranquicada, zona média

descontinua e zona interna de cor rosa (SILVA, 1926).



39

FIGURA 45 — ILUSTRAGCAO DE Dorstenia multiformis Miquel

DORSTENIA - multiformis

FONTE: FLORA BRASILIENSIS, 1853

A espécie Dorstenia multiformis Miquel, cuja ilustragdo encontra-se na
Figura 45, apresenta-se como uma planta herbacea, sem caule, com folhas
pecioladas, compridas, sem brilho, com recortes arredondados nas bordas. Esta
planta nasce préximo ao solo, suas flores sdo pequenas, situadas num receptaculo e
dispondo-se em forma de pendao. A raiz ndo € muito grossa, aromatica e de gosto
amargo, ostentando na extremidade inferior, numerosos filamentos ou radiculas
(CRUZ, 1985).

3.4.6 Aspectos fitoquimicos
Segundo COIMBRA (1942), os principais constituintes quimicos encontrados

em Dorstenia multiformis sao dorstenina, acido dorsténico, 6leo essencial, sais,

matérias gordurosas e pépticas.
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PIRES et al. (2004) desenvolveram um método que foi considerado sensivel,
rapido e reprodutivel para determinacdo de psoralenos em solucbes orais de
fitofarmacos utilizando cromatografia liquida. A Dorstenia multiformis era uma das
plantas que continha nas formulacdes, e foram detectados psoraleno e bergapteno
em todas as amostras analisadas.

BALESTRIN (2006), em pesquisa fitoquimica preliminar evidenciou no
extrato alcodlico a presenca de cumarinas, flavonodides da classe dos flavondis,
triterpenos, esterdides. No extrato aquoso foram encontrados taninos condensados,
aminogrupos e acidos fixos. Foram identificados dois compostos cumarinicos,
psoraleno e bergapteno, e dois compostos terpendides, acetato de a-amirina e

acetato de B-amirina, a partir do residuo do extrato bruto.

3.5 Consideracdes Sobre Alelopatia

O termo alelopatia foi cunhado por MOLISCH (1937) e significa do grego
allelon (matuo) e pathos (prejuizo). Descreve a influéncia de um individuo sobre o
outro através de interacbes bioquimicas benéficas ou maléficas entre todas as
classes de plantas, incluindo os microorganismos. Sugere-se que o efeito seja
realizado por biomoléculas, denominadas aleloquimicos, produzidas por uma planta
e langadas no ambiente influenciando no crescimento e desenvolvimento de plantas
vizinhas (RIZVI et al., 1992).

Posteriormente, em 1974, RICE redefiniu o termo em seu livro “Allelopathy”
e considerou somente os aspectos deletérios da interagdao. Na segunda edicdo do
livio em 1984 ele retornou a definicdo original (MACIAS; GALINDO; MOLINILLO,
1999).

Em 1977, SZCZEPANSKI diferenciou as interferéncias entre os individuos
em alelospolia, alelopatia e alelomediacédo. Alelospolia ou competicdo foi definida
como a interferéncia causada pelos organismos ao retirarem do ambiente agua,
nutrientes e luz, o que provocaria um prejuizo no desenvolvimento normal de outros
elementos. A introducdo de substancias quimicas novas foi denominada alelopatia.
Alelomediagao, as que alteram o ambiente fisico ou biol6gico com reflexo nos seres
vizinhos (ALMEIDA, 1988).
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O significado de alelopatia foi expresso no Regulamento da Sociedade
Internacional de Alelopatia, em 1996 como: “E a ciéncia que estuda qualquer
processo envolvendo, principalmente, metabdlitos secundarios produzidos por
plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento
de sistemas biolégicos e agricolas, incluindo efeitos positivos e negativos” (MACIAS;
GALINDO; MOLINILLO, 1999).

Conforme RIZVI et al. (1992), os aleloquimicos podem influenciar: citologia e
ultraestruturas, fitohorménios, membranas e sua permeabilidade, absorcdo de
minerais, movimento de estématos, sintese de pigmentos e proteinas, fotossintese,
respiracdo, fixacdo de nitrogénio, atividades enzimaticas especificas, relacdes
hidricas e condugéo, material genético, induzindo alteracées no DNA e RNA.

Os aleloquimicos pertencem a varias classes de metabdlitos secundarios, na
maioria das vezes derivados da rota do acetato ou da rota chiquimato ou da
combinacao das duas origens (MALHEIROS; PERES, 2001).

As substancias alelopaticas podem ser: acidos organicos, aldeidos, lactonas
simples insaturadas, poliacetilenos, naftoquinonas, antraquinonas, quinonas, fendis
simples, flavondides, taninos, terpendides, esteroides, alcaldides, cumarinas, 4cidos
graxos de cadeia longa, aminoacidos e polipeptideos, purinas, alcoois,
nucleosideos, outros (RICE, 1984).

Geralmente as influéncias entre os sistemas biol6gicos resultam da atuacao
de um conjunto de substancias e observa-se também que um mesmo composto
pode influenciar varias funcdes bioldgicas e a mesma fungéo poder ser influenciada
por mais de um composto (MALHEIROS; PERES, 2001).

3.6 Consideracdes Sobre Artemia salina

Muitos laboratérios de produtos naturais tém inserido nas rotinas de
pesquisa diversos ensaios biolégicos simples, com o objetivo de monitorar o estudo
fitoquimico de extratos de plantas na procura de substancias bioativas
(MCLAUGHLIN; CHANG; SMITH, 1991)

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina (TAS) foi prosposto por
MICHAEL; THOMPSON; ABRAMOVITZ (1956) e modificado por MEYER et al.

(1982). E um ensaio biolégico rapido, de baixo custo e ndo requer ambiente
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asséptico. Utiliza um grande nimero de organismos para validacao estatistica, nao
requer equipamentos especiais € a quantidade de amostra é relativamente pequena
(2-20 mg) (MCLAUGHLIN; CHANG; SMITH, 1991).

Este ensaio tem sido utilizado para estudo bioldgico inicial de um grande
namero de amostras para deteccdo simultdnea de toxicidade e fototoxicidade
(OJALA et al., 1999; MOREIRA et al., 2003; PIMENTA et al., 2003).

Artemia salina é um microcrustdceo de agua salgada utilizado como
alimento vivo para peixes, facilmente encontrado em lojas especializadas em
aquarios e pode ser utilizado para estimar a toxicidade através da concentracéo
média letal (LC50) (MEYER et al., 1982)

Varios trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina com
atividades como antifingica, viruscida, antimicrobiana, tripanossomicida (MACRAE
et al., 1988; CACERES et al., 1998) e parasiticida (CHAN-BACAB et al., 2003). Este
bioensaio também tem sido citado na avaliacdo prévia de extratos de plantas com
possivel atividade antitumoral (RUPPRECHT et al., 1990; SIQUEIRA et al., 2001)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 POPULAGAO E AMOSTRA DE PESQUISA

A populagéo foi coletada no municipio de Jatai, estado de Goias, em janeiro
de 2004. Os rizomas ilustrados na Figura 46 foram fornecidos pela industria
farmacéutica "As Ervas Curam", em marco de 2004. O material enviado consistia de
todas as partes da planta, secas, estabilizadas e moidas. A identificacdo botéanica foi
realizada pelo Museu Botanico Municipal de Curitiba pelo botanico Gert Hatschbach,
e a esxicata encontra-se registrada neste museu sob o niumero MBM-37440. A
planta foi mantida em saco de papel, fechado e identificado, ao abrigo da luz e da
umidade & temperatura de 15°C até o momento do uso.

FIGURA 46 - Dostenia multiformis Miquel

FONTE: MIGUEL, 2006.

Partindo de 5 kg de material vegetal seco, BALESTRIN (2006) obteve o
extrato bruto etanodlico. O material vegetal foi submetido a extragéo por refluxo em
aparelho de soxhlet com etanol absoluto. O extrato obtido foi filtrado em algodéo e
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concentrado em evaporador rotatério Laborota®, sob pressdo reduzida, com
aquecimento em banho-maria a temperatura de aproximadamente 40°C. O extrato
concentrado foi filirado a vacuo e foram obtidos a fracao solUvel do extrato etandlico
bruto e o residuo correspondente, sendo armazenados separadamente em frascos
de vidro ambar. O residuo foi estudado por BALESTRIN (2006) e o volume de
350mL da porgao soluvel do extrato consistiu da amostra de trabalho.

4.2 OBTENGAO DAS FRACOES

Partindo-se de 350 mL da fracdo soluvel do extrato etandlico bruto, foi
realizada a particdo em aparelho de soxhlet modificado (CARVALHO, 2001), no qual
o sifao possui um alargamento em sua base, que evita o sifonamento do extrato e
permite que a extragdo seja continua, conforme ilustrado na Figura 47. Observa-se
na porgao superior do soxhlet o solvente utilizado na particdo, na inferior; encontra-
se o extrato bruto a ser particionado. No balédo, o resultado do processo, ou seja a
fracao obtida, no exemplo fracdo hexano.

FIGURA 47 — PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO BRUTO
ETANOLICO COM HEXANO APOS 4 HORAS (A) E 8 HORAS (B)

Solvente (hexano)

Extrato bruto etanélico

Baldo =fracao

FONTE: MIGUEL, 2006
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Foram utilizados solventes de polaridade crescente, ou seja hexano,
cloroférmio e acetato de etila, por cerca de 8 horas cada. O volume utilizado de
solvente foi de aproximadamente 200mL no cartucho e 300mL no baldo. Foram
obtidas as fracbes hexano (FH), cloroférmio (FC), acetato de etila (FAC) e

hidroalcoodlica remanescente (FHA), conforme demostrado na Figura 48.

FIGURA 48 — FLUXOGRAMA DE OBTENGCAO DAS FRACOES

EXTRATO | -
ETANOLICO » RESIDUO
y
FRACAO SOLUVEL
v FRACAO
HEXANG ,|  HEXANO (FH)
Y - FRACAO
CLOROFORMIO > CLOROFORMIO (FC)
A 4
ACETATO DE ETILA » FRACAO ACETATO
DE ETILA (FAC)
\ 4
FRACAO
HIDROALCOOLICA
REMANESCENTE (FHA)

Apbs a obtencdo das fracbes, estas foram concentradas em evaporador
rotatério Laborota®, pressdo reduzida, com aquecimento em banho-maria &
temperatura de aproximadamente 40°C. O residuo correspondente foi transferido
para um recipiente, levado ao banho-maria até a secura em temperatura de
aproximadamente 40°C e em seguida pesado.

A determinagdo do pH foi realizada, utilizando-se fitas reativas Merck® e a

determinacao do teor de sélidos, conforme MIGUEL, 2003.
4.2.1 Determinacgéo do teor de sélidos

Utilizando-se a técnica adaptada de MIGUEL (2003), foi adicionado 1 mL
das fracbes em cadinho pesado, levado a estufa sob temperatura de 100°C até peso
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constante e foram realizados os calculos, onde o resultado é apresentado em

quantidade de sélidos, em mg/mL de cada fracao.

4.3. ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS
4.3.1 Cromatografia em Camada Delgada

As fracdes obtidas foram analisadas por CCD analitica em placas de silica
gel Merck®. As fases moveis utilizadas foram tolueno:acetato de etila: acido férmico
(60:40:3) para todas as amostras, hexano:acetato de etila (93:7) para a fracao
hexano e tolueno:acetato de etila:acido férmico (70:30:3), para fracdo acetato de
etila .

As placas foram observadas sob luz ultravioleta (UV), em ondas curtas
(254nm) e longas (365nm). Os reveladores utilizados foram solugao alcodlica de
hidréxido de potassio a 5% e solucao de vanilina sulfurica.

4.3.2 Cromatografia em Coluna
4.3.2.1 Preparo das Pastilhas

A pastilha foi preparada com silica-gel 60 (70-230 mesh) e material
correspondente as fracoes, consistindo de 2 partes de silica-gel para cada parte de
amostra. A fragado inicialmente foi totalmente solubilizada com cloroférmio com
adicao posterior de silica-gel. Sob constante homogeneizacdo, o solvente foi
evaporado em banho-maria a 50°C.

4.3.2.2 Preparo da Coluna

Foram utilizadas colunas de vidro (16cm x 4,5cm) onde foi depositada a
silica-gel, na proporcao de 5 partes em relagcao a quantidade da pastilha.

4.3.2.3 Procedimento para a Cromatografia em Coluna
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Apbs o preparo da coluna foi colocado um papel de filtro, a pastilha, novo
papel de filtro e inicio da eluicdo. O sistema eluente utilizado consistiu inicialmente
de 100% de hexano, tendo acetato de etila como gradiente de polaridade, com
variacdo de 5% em 5%, até 100% de acetato de etila. A fim de aumentar a
polaridade e possibilitar a separacdo dos compostos que nao foram separados com
o sistema hexano e acetato de etila, foi utilizado um novo gradiente, iniciando com
100% de acetato de etila, com variagdo de 5% em 5% de metanol. Foram coletadas
porcdes de aproximadamente 10ml em frascos de vidro.

O material correspondente a cada porcao foi analisado por CCD, conforme
item 4.3.1 e as por¢cdes semelhantes foram reunidas e quantificadas. Este

procedimento foi realizado para FH, FAC e FC.

4.4 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS

Os compostos isolados foram analisados por cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (CG/EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN
de °C e 'H).

Apoés visualizagdo preliminar dos cristais isolados por CCD foi realizada
analise cromatografica preliminar por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com coluna preparativa de fase reversa (RP18), a fim de obter o perfil das
amostras e posterior encaminhamento dos cristais para identificacdo. O aparelho
utilizado foi da marca Merck-Hitachi Lacrom Elite, com detector DAD L-2450, bomba
quaternaria L-2130. A fase movel empregada foi metanol:agua (90:10), sob
temperatura ambiente, fluxo 1mL/min. O programa para processamento dos dados
foi o EZChrom.

Para CG/EM foi utilizado o cromatégrafo gasoso Shimadzu 14-B com
detector de ionizacdo de chama (FID) e forno de colunas com rampas de
aquecimento programaveis e interface CBM-101. A coluna utilizada foi 5% fenilmetil
siloxano, 0,25 um de filme, 250 um de diametro interno e 30 m de comprimento. O
fluxo inicial utilizado foi de 1,0 mL/min e presséo de 10.45 psi.

Para RMN, foi utilizado o aparelho Bruker Avance 400 ('H: 400 MHz; '*C:

100 MHz), tendo como solvente cloroférmio deuterado e padrdo interno o
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tetrametilsilano (TMS). A andlise dos dados obtidos foi realizada com auxilio do
programa Mestre C.

4.5 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Foi testada in vitro a susceptibilidade de cepas frente a diversas
concentracdes das fracdes hexano e cloroférmio obtidas a partir do extrato bruto
etandlico, além da amostra H6, utilizando-se as metodologias de difusdo em gel e
método de diluicdo em caldo, ambas adaptadas de KONEMAN et al., (1993).

As bactérias utilizadas nos testes foram Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus pyogenes;
levando-se em consideracgao a disponibilidade de cepas padréo.

Todos os ensaios foram realizados em céamara de fluxo laminar, sob
condicoes assépticas. O material utilizado (vidrarias, pingas e os discos) foi
esterilizado em autoclave a 120°C, por 15 minutos.

4.5.1 Difusdo em gel

Este teste baseia-se na inoculacdo de um microorganismo no meio de
cultura e acréscimo de discos de papel impregnados com as amostras. As
substancias impregnadas nos discos difundem-se no meio de cultura e
microorganismos desenvolvem-se ap0s incubacado em temperatura adequada.

A comprovacgao da atividade antibacteriana ocorre pela formacao de halo de
inibicao ao redor do disco de papel impregnado com a amostra em estudo.

4.5.1.1 Preparo das amostras

As fragdes FH e FC que anteriormente haviam sido conduzidas a secura em
evaporador rotatério foram diluidas com metanol, a fim de obter as concentragdes
desejadas de 100%, 50%, 25% e 12,5%.

Para a associagdo amostra H6, provavel associacdo de psoraleno e
bergapteno foi preparada uma solucdo mae de 10,2mg em 500 yL de metanol, ou
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seja 20,4 mg/mL, a qual foi considerada concentracdo 100%. A concentracédo 50%
foi obtida através da transferéncia de 200 yL da solucdo mae para um tubo de
ensaio estéril e adicionado 200 pL de metanol. Este procedimento foi realizado
suscessivamente para as concentracdes 25% e 12,5%.

4.5.1.2 Preparo dos discos de papel

Os discos de papel filtro esterilizado de 6mm foram espalhados em placas
de Petri esterilizadas e devidamente identificadas, e impregnados com 10 uL das
amostras previamente preparadas. Para controle, foram utilizados discos
impregnados com metanol , solvente foi utilizado para solubilizagao das fracoes .

As placas de Petri fechadas foram levadas a estufa, a 40°C por 24 horas.

4.51.3 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o agar Miuller-Hinton adquirido
comercialmente, e foi escolhido por ser um meio, embora nao enriquecido,
suficientemente nutritivo para permitir o desenvolvimento de colbnias bacterianas
(KONEMAN et al., 1993).

4.5.1.4 Preparo do inéculo

As culturas puras dos microrganismos foram adquiridas comercialmente, e
foram repicadas em agar Mueller-Hinton e incubadas a 35°C, 24 horas antes do
teste.

As culturas assim obtidas, para cada bactéria, foram diluidas em 5 mL de
salina estéril, e padronizadas conforme a turbidez do tubo numero 5 da escala de
Mac Farland (0,5ml de BaCl,. 2H,0O 0,048M — 1,75% p/v em 99,5mL de H>SO4 0,36N

9
— 1% v/v), para obtencdo de concentragcdo aproximada de 1,5.10 UFC/mL. A
turbidez foi comparada utilizando um espectrofotdbmetro de UV da marca Shimadzu,
modelo UV-1601 PC, em 650 nm, e as absorbancias das suspensdes bacterianas

apresentaram o mesmo valor do tubo 5.
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4.5.1.5 Teste de atividade antibacteriana com difusdo em gel

Inicialmente foi realizada a avaliacdo dos controles. Em placa de Petri
somente foram distribuidos os controles, sendo controle negativo disco de papel com
metanol e os positivos, discos dos antimicrobianos gentamicina e cefazolina.

A escolha dos antimicrobianos utilizados como controle foi baseada na
disponibilidade, e ampla utilizacdo na terapéutica para o medicamento cefazolina e
possibilidade de comparacdo com KUETE (2007a); que realizou analises
antimicrobianas com psoraleno e bergapteno isolados de Treculia obovoidea
(Moraceae) e utilizou gentamicina como controle.

Para a avaliagdo das amostras foram distribuidos setes discos de papel,
impregnados com a amostra pura, diluida a 50%, 25% e 12,5%, além de um disco
impregnado apenas com metanol e os discos controle com os antimicrobianos
cefazolina e gentamicina.

As placas foram incubadas em estufa, a 35°C, durante 24 horas. Apés esse
periodo, foram retiradas da estufa e com auxilio de régua os halos de inibicdo foram
medidos. O teste foi realizado em triplicata.

4.5.2 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

Segundo este método os microrganismos sao adicionados a meio de cultura
liguido, contendo as amostras a serem testadas em varias concentragdes. Apods
incubacéo, foi efetuada a leitura da concentragdo minima que inibiu o crescimento

bacteriano, ou seja, que nao foi observada turvacgao.

4.5.2.1 Preparo do in6culo

As cepas das bactérias em teste foram repicadas em 10 mL de caldo triptico
de soja e incubadas a 35°C, 24 horas antes do teste.

Ap6s as 24 horas de incubagdo, os tubos contendo o caldo e os
microrganismos foram comparados com a turbidez do tubo 0,5 da escala de

MacFarland, por meio de espectrofotometria de UV.
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Do caldo triptico de soja contendo os microrganismos, foram retirados 2mL e
transferidos para 100mL (2%) de solucédo estéril de Tween 80 a 2% em agua

destilada e posteriormente esterilizado..

4.5.2.2 Preparo das amostras

As fracoes FH e FC que anteriormente haviam sido levadas a secura foram
ressolubilizadas em metanol, de acordo com o valor de teor de sélidos obtido para
cada amostra. Estas foram adicionadas a tubos de ensaio contendo caldo triptico de
soja, nas proporcbes de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64.

A avaliacdo da CIM da amostra H6 (provavel mistura psoraleno e
bergapteno) foi realizada a partir de uma solugcdo mae de 1,0 mg/mL. O ensaio foi
realizado de forma similar as fracdes, sendo que as concentracbes de H6/in6culo
1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64, correspondem a 1000, 500, 250, 125, 62,5,
31,25 e 15,625 ug/mL da amostra H6, respectivamente.

4.5.2.3 Teste da concentracao inibitéria minima

Para cada fracdo (hexano e cloroformio) e os compostos H6 foram

preparados nove tubos para cada microorganismo (em duplicata):

12 tubo (1:1) = 1 mL da fragdo/composto;

29 tubo (1:2) = 1 mL da fragdo/composto e 1 mL de caldo triptico de soja;
32 tubo (1:4) = 1 mL do 2° tubo e 1 mL de caldo triptico de soja;

49 tubo (1:8) = 1 mL do 3° tubo e 1 mL de caldo triptico de soja;

52 tubo (1:16) = 1 mL do 4° tubo e 1 mL de caldo triptico de soja;

62 tubo (1:32) = 1 mL do 5° tubo e 1 mL de caldo triptico de soja;

7° tubo (1:64) = 1 mL do 6° tubo e 1 mL de caldo triptico de soja;

8¢ tubo = 1 mL do 79 tubo
9?2 tubo = 1 mL de caldo triptico de soja

Apbs preparo das diluicoes, os tubos receberam 1 ml de suspensao de
microorganismos, com excecao do 8° tubo que contém somente 1 mL do 7° tubo. O
controle negativo, representado no 8° tubo elimina a possibilidade de resultados
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falso positivos em virtude da turbidez da amostra. O 9° tubo foi considerado
tratamento controle positivo, evidenciando o crescimento dos microorganismos, sem
a influéncia das amostras, nas mesmas condi¢coes do ensaio.

A incubacéo dos tubos foi efetuada a 35°C por 24 horas.

A leitura do resultado foi realizada por comparagdo de cada tubo com o
controle negativo, sendo considerado como CIM a menor concentragdo da amostra

em que nao houve crescimento bacteriano.

4.6 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

O fenbmeno da alelopatia pode ser considerado como a interacao
bioquimica entre as plantas. Sugere-se que biomoléculas produzidas pelas plantas
influenciem no crescimento e desenvolvimento de outras (RIZVI et al., 1992).

Foi realizado estudo da atividade alelopatica, visando avaliar a influéncia das
fracOes obtidas a partir da fracdo sollvel do extrato bruto etandlico de rizomas de
Dorstenia multiformis e das substancias isoladas, em diferentes concentracoes,
sobre a germinagao e no crescimento de Lactuca sativa conforme DIAS (2005).

4.6.1 Preparo das amostras

Para os ensaios alelopaticos foram utilizadas sementes de Lactuca sativa,
fornecedor ISLA, lote 18634, pureza 98%, cultivar maravilha de inverno.

Os fatores que determinaram a escolha da espécie podem ser citados:
sementes pequenas, mas com grande superficie de contato, alta sensibilidade ao
meio que as rodeia e aos aleloquimicos, ndo requerendo nenhuma manipulagéao
além do contato no meio, requer pouco tempo para sua germinacao (24 a 48 horas)
e para o crescimento e apresenta germinacao uniforme (DIETZ; WINTERHALTES,
1996; FERREIRA; AQUILA, 2000; MALHEIROS; PERES, 2001). A Lactuca sativa
nao precisa de foto-periodo e a radicula da plantula apresenta um eixo Unico, o0 que
facilita a leitura do crescimento (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Foram preparadas solu¢cdes em concentracées decrescentes de 0,60; 0,40;
0,30; 0,20; 0,10; 0,05 e 0,025 mg em 3 mL de metanol de todas as amostras
testadas. As diluicoes foram obtidas em duplicata, para os testes de germinacéao e
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de crescimento, a partir de uma solugdo-mée obtida com as fragées secas a 50°C
em banho-maria ou cristais das substancias isoladas, diluidas em cloroférmio e
metanol, conforme polaridade da fracdo ou substancia, na concentracdo de 1
mg/mL. Como controle foi utilizado o solvente empregado para solubilizar cada

amostra.
4.6.2 Preparo do material

As caixas Gerbox utilizadas nos testes foram previamente lavadas e
higienizadas com hipoclorito de sédio 10% e posteriormente, com alcool 70°GL.

Os papéis de filtro Whatman n®. 6 foram recortados no tamanho das caixas
Gerbox e embebidos com as solucdes preparadas anteriormente, assim como 0s
controles e levados a estufa a 40°C, durante 24 horas, para evaporacao total do
solvente.

Apbés 24 horas, sob fluxo laminar, os papéis de filtro secos foram
acondicionados nas caixas Gerbox e umedecidos com aproximadamente 9 mL de
agua destilada. A agua destilada foi utilizada conforme KRZYZANOWSKI; VIEIRA;
NETO (1999), ou seja, de duas a trés vezes o peso do papel. Foram distribuidas
alinhadamente 5 sementes de Lactuca sativa em 4 repeticoes, ou seja 20 sementes
por caixa Gerbox.

As caixas foram fechadas e envoltas com papel aluminio para protecédo da
luz separadamente (testes de germinacdo e de crescimento) e colocadas em
germinador Mangelsdorf (Biomatic), com limites de temperatura entre 20 e 22°C.

Para analise estatistica foi utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2000).
A verificacao das diferencas das médias estatisticamente significativas foi realizada
por meio do teste de Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade.

4.6.3 Teste de germinagao

A germinagdo € menos sensivel aos aleloquimicos que o crescimento da
plantula, porém a quantificagdo experimental é muito mais simples. As substancias
alelopaticas podem induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose
da radicula um dos sintomas mais comuns. Assim, a avaliagdo da normalidade das
plantulas € um instrumento valioso (FERREIRA; AQUILA, 2000).
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Foram realizadas leituras diarias das caixas Gerbox do estudo da
germinagédo, sempre no mesmo horario, com a abertura das mesmas sob fluxo
laminar, posterior contagem e retirada das sementes germinadas. Este procedimento
foi realizado até que todas as sementes tenham germinado. O critério utilizado para
a germinacao foi o aparecimento da curvatura geotrépica da radicula. Para ser
considerada germinada, a radicula deveria ter no minimo 50% do tamanho da
semente, para evitar falsa germinacédo por expansdao do embrido com a embebicao
(LABOURIAU, 1983).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi calculado segundo
(MAGUIRE, 1962) para cada repeticdo de cada tratamento, utilizando-se a
quantidade de sementes germinadas, dividindo-se pelo numero de dias da
germinagcao e somando-se até o ultimo dia de germinacado, conforme demonstrado
na Figura 49 Os indices de velocidade de germinacao também foram submetidos ao
teste de Scott-Knott.

FIGURA 49 — FORMULA DO iNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO

IVG = n® sementes germinadas  n° sementes germinadas n® sementes germinadas
+ + +....
12 dia da germinacao 2° dia da germinacéao 3° dia da germinacao

4.6.4 Teste de crescimento

As caixas Gerbox separadas para a leitura do crescimento foram mantidas
no germinador durante 7 dias. Apds esse periodo, as plantulas de cada caixa foram
retiradas e medidas; comprimento da radicula (que origina a raiz) e do hipocétilo
(que origina o caule), com auxilio de papel milimetrado. Também foi realizada a
verificagcdo do desenvolvimento ou ndao da plumula, constituida pela gema apical e
pelos primérdios foliares.

Apo6s medir os comprimentos da radicula e do hipocétilo, as plantulas de
cada tratamento foram reunidas para verificacdo da massa e posterior comparacao

com a massa do tratamento controle.



55

Para comparacdo das médias, os resultados das leituras de crescimento
foram submetidos ao teste de Scott-Knott, considerando-se o tratamento controle

como 100%.
4.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina
4.7.1 Preparo da solucao salina

A agua do mar artificial foi preparada adicionando 41 g de sal marinho (23 g
NaCl; 11 g MgCl>-6H.0; 4 g Na,SOq; 1,3 g CaCl,:2H,O ou CaCl,'6H,0; 0,7 g KCI)
em 1000 mL de agua purificada.

O pH foi ajustado para 9,0 com Na,CO; para evitar o risco de morte das
larvas por diminuicdo do pH durante a incubacao. Segundo LEWAN et al. (1992), um
pH superior a 6 é essencial para o desenvolvimento de Artemia Salina, e um pH

superior a 10,5 deve ser evitado.
4.7.2 Preparo das amostras

O estudo foi realizado com as fragcées FH, FC e FAC, além das substancias
H6, C34 e C2. As amostras foram levadas a secura em banho-maria (40°C), foram
pesados aproximadamente 20mg e foi adicionado solvente em quantidade suficiente
para obter a concentracao inicial da solugédo de 10 mg/mL.

Os solventes utilizados foram metanol para FC e FAC, metanol/cloroférmio
(1:2) para H6 e C34 e cloroférmio para FH e C2, de acordo com a solubilizagao das
amostras.

Desta solucao foram transferidos 5, 50 e 500 uL com pipeta automatica para
tubos de ensaio correspondendo respectivamente a 10, 100 e 1000 pg/mL, em
triplicata. O solvente foi evaporado por 12 horas (MCLAUGHLIN; CHANG; SMITH,
1991).

4.7.3 Eclosao dos ovos

Na Figura 50 demonstra-se o equipamento utilizado para eclosao dos ovos de
Artemia salina.
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FIGURA 50 - EQUIPAMENTO PARA ECLOSAO DOS OVOS DE Artemia salina

FONTE: A AUTORA

Os ovos de Artemia salina (200 mg/400 mL) foram colocados para eclodir
em agua salgada por 48 horas, sob aeracdo continua e expostos a luz diurna. A
temperatura foi controlada entre 27 e 30°C e o pH entre 8-9. Na primeira hora do
processo foi mantida iluminacao (20W) sobre o recipiente (UTYAMA, 2003).

4.7.4 Avaliagado da toxicidade

Apoés a eclosao dos ovos, foram transferidas 10 nauplios de Artemia salina
para cada tubo de ensaio contendo as fragbes e para os tubos controles. Os
controles negativos consistiram de tubos com o solvente solubilizador da fragéo, o
qual foi evaporado juntamente com as amostras, além de tubos vazios. O controle
positivo foi sulfato de quinidina. O volume de todos os tubos foi ajustado com agua

do mar artificial para 5 mL.
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Foi realizada a contagem dos nauplios mortos e vivos apds 24 horas, com
auxilio de lupa e iluminacao incandescente.

Os dados foram analizados com o método estatistico Probitos (FINNEY,
1956) e determinados os valores de LC50 e 95% de intervalos de confianga. As
fracdes foram consideradas ativas quando LC50 foi menor que 1000 ppm (MEYER
et al., 1982).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DAS FRACOES

Os controles da particdo liquido-liquido do extrato etandlico bruto com
solventes de polaridade crescente, o pH e o teor de sélidos (mg/mL) das fracdes
obtidas estao demostrados na Tabela 01.

TABELA 01 — MASSA DAS FRAGOES APOS PARTIGAO LIQUIDO-LIQUIDO, CONTROLE DE pH E
TEOR DE SOLIDOS (mg/mL)

SOLVENTE TEMPERATURA (°C) MASSA pH TEOR DE
UTILIZADO BALAO PORCAQO PORCAO OBTIDA SOLIDOS
SUPERIOR DO | INFERIOR (9) (mg/mL)
SOXHLET DO
SOXHLET

Hexano 52 49 39 25,22 6,0 37,5

Cloroférmio 36 34 27 18,30 6,0 45,2

Acetato de Etila 69 66 45 7,16 6,0 12,8

As diferencas de temperaturas sao atribuidas aos pontos de ebulicao dos
solventes. A determinagéo do pH foi realizada em funcao da realizacao posterior dos
ensaios biolégicos, onde valores extremos de pH poderiam interferir nos resultados.
Os valores obtidos de teor de sélidos foram empregados para os célculos na

determinacao da atividade antimicrobiana.

5.2 ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS

Apés secagem , cada fracao foi submetida a cromatografia em coluna, tendo
como fase estacionaria silica-gel 60 e fase moével hexano, acetato de etila e metanol,
sob gradiente de polaridade conforme item 4.3.2.3. Foram coletados 197 frascos da
FH, 298 da FC e 241 da FAC.

As subfracdes que apresentaram perfil cromatografico semelhante na CCD
foram reunidas, com objetivo de obter maior massa de amostra, com maior
probabilidade de precipitacdo na forma de cristais. Na Figura 51 encontra-se um
exemplo de CCD para controle da CC da FAC onde foram aplicados os frascos 50
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até 200, com intervalos de 5 em 5 frascos. A fase médvel empregada foi

tolueno:acetato de etila:acido férmico 60:40:3 e a visualizacdo da placa foi realizada

sob luz ultravioleta em ondas curtas (254 nm) e longas (365 nm).

FIGURA 51 — CCD DE FAC FRASCOS N250 A N°200, EM INTERVALOS DE 5. FASE MOVEL

TOLUENO:ACETATO DE ETILA:ACIDO FORMICO 60:40:3, SOB LUZ UV (365 nm)

FONTE: MIGUEL, 2006

TABELA 02 — QUANTIDADE DE SUBSTANCIAS OBTIDAS APOS A CROMATOGRAFIA EM
COLUNA DAS FRAGOES OBTIDAS A PARTIR DA FRACAO SOLUVEL DO EXTRATO ETANOLICO

FRACAO | CRISTAIS | MASSA (mg)
Hexano H1 23,8
H5 35,2
H6 68,4
H7 76,3
H8 21,8
H9 136,8
H10 154,4
H11 188,3
H12 34,7
H13 88,8
H30 13,9
H100-110 4,9
H131-140 9,9
Cloroférmio C2 25,2
C20-23 20,0
C29 177,5
C30-33 43,2
C34 60,1
C38-40 34,2
C43 153,2
C47 245.8
Acetato de etila  AC68 3,2
AC108 18,1
AC160 30,2
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Apés a realizacao das CCDs as fragcées que apresentaram perfil semelhante
foram reunidas e o solvente evaporado, as quantidades de substancias obtidas
estdo listadas, cujos dados encontram-se na Tabela 02. Por outro lado, as fragdes
sem importancia fitoquimica foram descartadas.

A avaliagédo do perfil das amostras na CCD e CLAE auxiliou na escolha dos
cristais para a identificacao, além da disponibilidade de material para realizacdo das
técnicas de identificagdo.. Como ilustragdo, na Figura 52 demonstra-se o perfil
cromatografico dos cristais H30, H6, H11, C34 e AC108.

FIGURA 52 — PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE DOS CRISTAIS H30 (a), H6(b), H11(c),
C34(d) e AC108(e), COLUNA RP 18, FASE MOVEL METANOL:AGUA (90:10), 1mL/min
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5.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS

5.3.1 Amostra H6

O perfil da amostra H6 na CLAE indicou a presencga de dois picos. Na
Figura 53 demonstra-se o cromatograma por CG, também com a visualizagdo de
dois picos e a espectrometria de massa referente aos picos estd demostrada na
Figura 54.
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FIGURA 53 — PERFIL CROMATOGRAFICO POR CG DE H6, COLUNA HP-5MS, 30 m x 250um,
1mL/min
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FIGURA 54 — ESPECTROSCOPIA DE MASSA DE H6
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Em relacédo ao pico A, conforme pesquisa na biblioteca Nist 98, 0 composto
analisado apresenta 95% de semelhanca com 7H-Furo [2,3,g]-1-benzopiran-7-ona,
ou seja psoraleno, demonstrado na Figura 55. O mecanismo de fragmentacdo do
psoraleno consiste em perdas sucessivas de carbonilas, originando respectivamente
os fragmentos m/e = 158 (100%), m/e = 130 (20%), m/e = 102 (45%). A perda do
radical etila a partir do fragmento m/e = 102 origina o fragmento m/e = 76, e a partir
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deste origina m/e = 51(30%). A fragmentacao apresentada foi descrita por KUSTER
et al.(1994) na espécie Dorstenia brasiliensis.

FIGURA 55 — ESTRUTURA QUIMICA DO PSORALENO

Conforme a biblioteca Nist 98, o pico b apresentou 94% de semelhanga com
7H-Furo [2,3-g] [1] benzopiran-7-ona, 4-metoxila, também conhecido como
bergapteno, cuja estrutura quimica estd demonstrada na Figura 56.

FIGURA 56 — ESTRUTURA QUIMICA DO BERGAPTENO

Os fragmentos encontrados na amostra H6 também foram comparaveis ao
que foi descrito por KUSTER et al(1994). O mecanismo de fragmentagdo do
bergapteno esta representado na Figura 57.
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FIGURA 57 — MECANISMO DE FRAGMENTAGAO DO BERGAPTENO
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Fonte: TANG et al., 1979

A analise por CG-EM do residuo do extrato bruto etandlico por BALESTRIN
(2006) também indicou a presenca de psoraleno e bergapteno.

Os espectros de RMN da amostra H6 também indicaram a presenca da
mistura psoraleno e bergapteno. Na Figura 58 demonstra-se o espectro de 'H da
amostra H6. Como pode ser observado, o espectro mostra sinais na regidao de 7,0 a
7,8 ppm indicando caracteristicas de anel aromatico. O sinal apresentado em 4.27
ppm indica a presencga da metoxila, encontrado na estrutura do bergapteno.

O espectro expandido de proéton entre 6,2 e 8,2 ppm esta ilustrado na Figura
59. Os hidrogénios ligados aos carbonos C3, C4, C2' e C8 s&o visualizados
respectivamente pelos sinais de dupletes em 6.37, 7.80, 7.70 e 6.84 ppm para o
psoraleno e 6.26, 8.15, 7.60 e 7.03 ppm para o bergapteno. Os singletes em 7.68 e
7.46 ppm indicam os hidrogénios de C5 e C8 do psoraleno. O sinal em 7.11 ppm
refere-se ao C8 do psoraleno.
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FIGURA 58 - ESPECTRO DE RMN 'H (400MHz em CDCl;) DA AMOSTRA H6
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FIGURA 59 - ESPECTRO EXPANDIDO ENTRE 6.2 ppm e 8.2 ppm DE RMN 'H (400MHz em CDCl,)
DA AMOSTRAS H6
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Na Tabela 03 estdo apresentados os valores de 'H obtidos na analise de

RMN da amostra H6. Os valores obtidos indicam a mistura de furanocumarinas

psoraleno e bergapteno, uma vez que sao similares aos encontrados por KUSTER et

al.(1994) na espécie Dorstenia brasiliensis, cujos valores de 'H estdo listados na

coluna a e por MASUDA, et al. (1998) em Glehnia littorali, com valores de 'H na

coluna b.

TABELA 03 — DESLOCAMENTOS, EM ppm, DE RMN de 'H PARA AS SUBSTANCIAS

PSORALENO E BERGAPTENO, ISOLADAS DA AMOSTRA H6

PSORALENO BERGAPTENO

CARBONO 'H a b H a b
1

2

3 0,637 634 638 0,626 675 6.26
4 d,780 778 7.80 d,815 806 8.15
42

5 5,768 764 7.68

6

7

8 5,746 747 746 5711 716 7.12
82

2 d,770 7.65 770 d,760 750 7.59
3 d,6.84 684 683 d703 692 7.02
0CHs 5,427 417 427

a = KUSTER et al. (1994)
b = MASUDA, et al. (1998)

Os espectros de RMN ®*C (100 MHz em CDCls;) da amostra H6 estdo

ilustrados nas Figura 60 e 61(expandido). O sinal que caracteriza o carbono da

metoxila, presente no bergapteno pode ser observado em 60.08 ppm.



FIGURA 60 - ESPECTRO DE RMN "°C (100 MHZ EM CDCL3z) DA AMOSTRA Hé

[N - of [= o2 A O o (o)
¥ < o N Q% ] oo T e X k3 (=
G ol < o <+ ~ w R~ QM < (=3
n n <+ ™ N — o Y o NN o= (=)
— — — ~— — O N L O T
[ [ [ | [ | ~— | |
H I
1
T T T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 70 60 50 40 30 20 10

FIGURA 61

- ESPECTRO EXPANDIDO ENTRE 90 E 165 ppm

0 80
1 (ppm)

DA AMOSTRA H6

N o S O NOD © NW o © NS o N W
e = O InoT o N ® R x Lo wn Mo i <y
— a3 O N ey S N < o < O 3 ® ™~
O N LN n < < oM o N ~— — = o o D [s2)
[ [ R e A | | ST V!
|
| |
I
1
T T T T T T T T T T T T T T T T
165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90

1 (ppm)

66

[~ 4E+08
; 3E+08
; 3E+08
; 3E+08
; 3E+08
; 3E+08
; 2E+08
; 2E+08
; 2E+08
; 2E+08
; 2E+08
; 1E+08
; 1E+08
; 1E+08
;8E+07
; 6E+07
;4E+07
; 2E+07
Lo

[~ -2E+07

F-4E+07

DE RMN "*C (100 MHZ EM CDCls)

[~ 3E+08

[~ 3E+08

3E+08

[~ 2E+08

[~ 2E+08

[~ 2E+08

[~ 2E+08

[~ 2E+08

[~ 1E+08

~ 1E+08

- 1E+08

[~ 8E+07

[~ 6E+07

[~ 4E+07

[~ 2E+07

[ -2E+07




67

Na Tabela 04 estdo apresentados os valores de '°C obtidos na analise de
RMN da amostra H6 e os encontrados por BALESTRIN (2006) ao estudar o residuo
do extrato etandlico bruto. Pode-se observar que existe grande semelhanca entre os

valores.

TABELA 04 — DESLOCAMENTOS, EM ppm, DE RMN "°C PARA AS SUBSTANCIAS PSORALENO E
BERGAPTENO, ISOLADAS DA AMOSTRA H6

CARBONO Bc PSORALENO (a) Bc BERGAPTENO (a)

1
2 161.02 160.86 161.02 160.86
3 114.64 112.18 114.64 112.18
4 139.27 139.15 139.27 139.15
42 112.50 112.18 112.50 112.18
5 144.08 144.62 149.58 144.62
6 106.39 104.90 105.06 104.90
7 156.42 156.19 156.42 156.19
8 99.85 93.46 93.79 93.46
g2 152.04 151.79 152.04 151.79
2 144.80 143.90 144.80 143.90
3 105.06 104.90 105.06 104.90

0CH,3 60.08 59.88

a = BALESTRIN (2006)

5.3.2 Amostra H1

O espectro de RMN 'H da amostra H1 esta apresentado na Figura 62. Os
sinais representados no espectro sdo caracteristicos da classe dos terpenos, com a
presenga de varios simpletos na regido mais blindada entre 0.80 ppm e 1.25 ppm,
caracteristicos de grupos metila. O espectro expandido estd demonstrado na Figura
63. Os sinais visualizados entre 0.80 ppm e 1.30 ppm referem-se aos protons
metilicos dos carbonos 23 a 30.

O espectro de RMN '®C da amostra H1 est4 demonstrado na Figura 64.
Como pode ser observado, os sinais indicam a presenca um esqueleto carbénico
bastante extenso, sugerindo a presenca de terpenos. O espectro expandido de RMN
3G esta demonstrado na Figura 65.



FIGURA 62 - ESPECTRO DE RMN 'H (400MHz em CDCl;) DE H1
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FIGURA 63 - ESPECTRO EXPANDIDO ENTRE 0.6 ppm E 1.75 ppm DE RMN 'H (400 MHZ EM
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FIGURA 64 - ESPECTRO DE RMN "°C (100 MHZ EM CDCL;) DE H1
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Os valores visualizados na Figura 64 estdo listados na Tabela 05, sendo

comparados com os resultados de LIMA et al., 2004 para os triterpenos 3a-O-

acetato de a amirina e 3B-O-acetato de B amirina, cujas estruturas estao ilustradas

nas figuras 66 e 67 respectivamente.

TABELA 05 — DESLOCAMENTOS, EM ppm, DE RMN "°C e 'H PARA A AMOSTRA H1

AMOSTRA H1 (ACETATO AMOSTRA H1 (ACETATO
c °c H AMlgFNCX) @) °c H AMIgFN‘I;A-) @)
1 38.48 38.70 38.48 38.70
2 27.19 27.20 27 .44 27.30
3 80.61 4.49(dd,H) 78.30 79.30 4.49 (dd,H) 79.00
4 38.04 38.70 38.25 38.80
5 55.28 55.20 55.38 55.30
6 18.26 18.30 18.26 18.50
7 32.89 32.90 32.79 32.80
8  40.05 40.00 38.48 38.80
9 47.67 47.70 47.67 47.70
10 36.81 36.90 37.73 37.60
11 2339 23.30 23.62 23.60
12 124.34 5.13 (dd,H) 124.30 121.63 5.13 (dd,H) 121.80
13 139.63 139.30 145.23 145.10
14 4205 42.00 42.05 41.80
15 2876 28.70 26.44 26.20
16 26.62 26.60 27.40 27.00
17 33.76 33.70 32.50 32.50
18 59.09 58.90 47.40 47.40
19 39.63 39.60 46.80 46.90
20  39.63 39.60 31.09 31.10
21 31.26 31.20 34.87 34.80
22 4155 41.50 37.10 37.20
23 27.96 1.01 (d, CHs) 28.10 28.10 1.01 (d, CHs) 28.20
24 1574 1.13 (d, CHa) 15.60 15.74 1.13 (d, CHa) 15.50
25 1574 0.91 (s, CHa) 15.60 15.98 0.91 (s, CHy) 15.60
26 16.75 1.07 (s, CHa) 16.80 16.87 0.91 (s, CHy) 15.60
27  23.39 1.25 (s, CHa) 23.30 25.96 0.91 (s, CHy) 26.00
28  28.10 0.80 (s, CHs) 28.10 28.40 0.91 (s, CHa) 28.40
29 1751 0.98 (s, CHa) 17.40 33.35 0.91 (d, CHa) 33.30
30  21.31 0.80 (s, CHs) 21.30 23.71 0.91 (d, CHa) 23.70
1" 171.03 170.99 171.03 170.99
2 2140  2.05 (s, H,CCO) 21.39 2140  2.05 (s, HsCCO) 21.39

a=LIMA et al., 2004
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FIGURA 66 — ESTRUTURA QUIMICA DO 3a-O-ACETATO DE a AMIRINA

FIGURA 67 — ESTRUTURA QUIMICA DO 38-O-ACETATO DE 8 AMIRINA

Os triterpenos identificados na amostra H1 foram também detectados em
outras espécies brasileiras do género Dorstenia por VILEGAS et al. (1997).

A presenca de um esqueleto pentaciclico derivado do ursano e lanostano
pode ser relatada, com a presenca da ligacdo dupla entre os carbonos 12 e 13, que
pode ser visualizada por RMN bidimensional HMQC, representado na Figura 68.
Pode-se observar que o sinal do préton em 5.13 ppm, correlacionando com os sinais
do carbono 124.34 ppm e 121.63 ppm evidencia a ligagdo carbono-hidrogénio do
C12. A auséncia do sinal do préton no espectro em 139.63 e 145.23 ppm confirma a
trisubstituicado do carbono 13. O sinal do préton carbindlico em 4.49 ppm que esta
correlacionado com o CH em 80.61 e 79.30 ppm sugere a presenca do 3B-acetato.
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FIGURA 68 — MAPA DE CORRELAGAO BIDIMENSIONAL 'H - 13C (HMQC) DA AMOSTRA H1
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5.3.3 Amostra H5

A identificacdo desta amostra foi realizada baseada nos dados especitrais e
comparacdo com a literatura, sendo identificada a substancia [-sitosterol. O
espectro RMN de 'H (400 MHz em CDCls) da amostra H5 esta demonstrado na
Figura 69, com area de intensa absorcdo entre 0,5 e 1,4 ppm, sugerindo um
esqueleto esteroidal. Os singletes, em 0,68 ppm e 0,93 ppm referem-se aos prétons
dos grupos metila dos carbonos 18 e 19, respectivamente. Por outro lado, os
grupamentos metila dos carbonos 26, 27, 21 e 29 estdo representados pelos sinais
0,85, 0,91, 1,01 e 0,86 ppm, respectivamente. O multipleto centrado em 3,52 ppm,
refere-se ao préton do carbono 3.

Os espectros de RMN '*C da amostra H5 estdo ilustrados nas Figuras 70 e 71
(expandido). O espectro da amostra H5 também sugere uma estrutura com um
esqueleto carbbnico bastante extenso, mas com caracteristicas diferentes da

amostra H1.
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FIGURA 69 — ESPECTRO DE RMN 'H (400MHz em CDCl;) DE H5
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FIGURA 70 - ESPECTRO DE RMN "°C (100 MHZ EM CDCL3z) DA AMOSTRA H5
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FIGURA 71 - ESPECTRO EXPANDIDO ENTRE 10 ppm E 62 ppm DE RMN '*C (100 MHZ EM
CDCL;) DA AMOSTRA H5
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Os deslocamentos encontrados para '°C estdo demonstrados na Tabela 06.
Os valores obtidos sédo similares aos encontrados por DE-EKNAMKUL E
POTDUANG (2003), na espécie Croton sublyratus, representado pela letra a, para

a substancia B-sitosterol, (Figura 72).

FIGURA 72 — ESTRUTURA QUIMICA DO B-SITOSTEROL
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TABELA 06 — DESLOCAMENTOS, EM ppm, DE RMN '*C DE H5

C TIPO  AMOSTRAH5  B-SITOSTEROL (a)
1 CH, 37.26 37.22
2 CH, 31.68 31.63
3 CH 71.81 71.80
4 CH, 42.21 42.19
5 C 140.75 140.72
6 CH 121.71 121.71
7 CH, 31.92 31.87
8 CH 31.92 31.87
9 CH 50.14 50.10
10 C 36.51 36.48
11 CH, 21.09 21.07
12 CH, 39.78 39.74
13 C 42.32 42.26
14 CH 56.78 56.73
15 CH, 24.31 24.29
16 CH, 28.26 28.22
17 CH 56.06 56.02
18 CHj 11.87 11.84
19 CHj 19.40 19.39
20 CH 36.15 36.12
21 CH, 18.79 18.76
22 CH, 33.95 33.91
23 CH, 26.08 26.02
24 CH 45.84 45.81
25 CH 29.15 29.11
26 CHj 19.83 19.80
27 CH, 19.04 19.01
28 CH, 23.07 23.04
29 CH, 11.99 11.97

a = DE-EKNAMKUL E POTDUANG (2003)

Através do espectro RMN 13C/DEPT é possivel evidenciar a ligacdo dos
carbonos presentes na molécula. Nas Figuras 73 e 74 (expandido) pode-se
visualizar os carbonos C-H, na porcao inferior do espectro. Os sinais em 29.11,
36.15, 56.06, 56.78, 50.14, 31.92, 121.71 e 71.81 ppm indicam respectivamente os
carbonos C25, C20, C17, C14, C9, C8, C6 e C3.
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FIGURA 73 — ESPECTRO DE RMN "°C/DEPT (CDCls) PARA A AMOSTRA H5
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FIGURA 74 — ESPECTRO EXPANDIDO ENTRE 10 ppm E 46 ppm DE RMN 13C/DEPT (CDCls)
PARA A AMOSTRA H5
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As substancias [(-sitosterol e estigmasterol geralmente sdo encontradas
como mistura e sao diferenciadas apenas pelos carbonos 22 e 23. No estigmasterol,
ha uma dupla ligagédo, evidenciada pelos sinais de 138.31 ppm (C22) e 129.25 (C23)
(DE-EKNAMKUL e POTDUANG, 2003). Na amostra H5 ndo foram visualizados
estes sinais, indicando a presenca apenas do 3-sitosterol.

A correlacdo carbono — hidrogénio da amostra H5 est4d demonstrada no
mapa de correlacdo bidimensional 'H - 3C (HMQC) (Figura 75). Pode-se observar a
correlacao entre H (3,53 ppm) e C (71,81 ppm), relacionada ao C3 e a correlagcéao
entre H (5,36 ppm) e C (121,71 ppm) do C6.

FIGURA 75 - MAPA DE CORRELACAO BIDIMENSIONAL 'H - 3C (HMQC) DA AMOSTRA H5
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A deteccao de B-sitosterol nesta espécie pode estar relacionada a ampla
utilizacado popular como planta antiofidica. No trabalho de GOMES et al. (2007) a
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mistura B-sitosterol e estigmasterol (3:1) extraida das raizes de Pluchea indica Less.
(Asteraceae) foi avaliada para verificacdo da neutralizagdo do veneno de cobra. A
letalidade, neurotoxicidade e cardiotoxicidade induzida pelo veneno de cobra foi

efetivamente antagonizadas por esta mistura.
5.3.4 Amostras H11, H30, C34, C47, AC108, AC160

Foram realizadas as analises de CG-EM das amostras H11 e H30 isolados
da fragdo hexano; C34 e C47 isolados da fracdo cloroférmio e AC68, AC108 e
AC160 isolados da fracao acetato de etila.

As amostras H11 e C34 indicam a presenca da mistura psoraleno e
bergapteno e na amostra H30, apenas psoraleno. Os resultados de CG-EM obtidos
nas demais amostras foram inconsistentes, com provavel auséncia de pureza
relacionada ao processo de separagao.

Em relacdo as analises de RMN 'H e '3C, os espectros das H30, C34 E C47
foram semelhantes a amostra H6, com a provavel presenca das furanocumarinas

psoraleno e bergapteno.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

5.4.1 Difusao em Gel

Foi realizada a avaliacao da atividade antibacteriana para as fracdes hexano
e cloroférmio, além da amostra H6, obtida a partir da FH.

Na Tabela 07 estdo listadas as concentracbes utilizadas no ensaio de
difusdo em gel, conforme resultados do teor de sélidos, demonstrados na Tabela 03.
Para H6 as concentragdes foram calculadas a partir da solugdo mae de 10,2 mg em
500 uL de metanol, ou seja 20,4 mg/mL.



TABELA 07 - CONCENTRAGOES DAS AMOSTRAS IMPREGNADOS NOS DISCOS DE PAPEL

DILUIGAO DA AMOSTRA

FH

FC

H6

100%
50%
25%
12,5%

375,00 pg/10uL
187,50 pg/10uL
93,75 pg/10uL
46,90 pg/10pL

452,00 pg/10uL 204,00 pg/10uL
226,00 pg/10uL 102,00 pg/10uL
113,00 ug/10pL 51,00 pg/10uL
56,50 pg/10uL 24,50 pug/10uL
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A fim de avaliar os controles empregados na avaliagdo da atividade

antibacteriana pela metodologia de difusdo em gel, foram avaliadas as médias dos

halos de inibicdo dos controles (metanol, cefazolina e gentamicina), cujos resultados

estao apresentados na Tabela 08.

A auséncia de atividade, visualizada pela auséncia do halo de inibicao,

apresentada pela cefazolina frente a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa

era esperada, em funcdo da caracteristica da molécula, a qual apresenta atividade

acentuada para bactérias Gram positivas e em menor proporcdo para Gram

negativas (FUCHS, 2004).

Em relagdo a gentamicina, a resisténcia de Streptococcus pneumoniae a

este medicamento é aplamente descrita (MACHADO, 2004)

Pode-se afirmar que o solvente (metanol) nao interfere no crescimento das

cepas testadas, uma vez que néo foram visualizados halos de inibicao.

TABELA 08 — MEDIAS DOS HALOS DE INIBIQAO (mm) DOS CONTROLES UTILIZADOS NO ESTUDO DA
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA COM DIFUSAO EM GEL

MICROORGANISMOS ATCC CONTROLES
CEFAZOLINA (30ug) | GENTAMICINA (10ug) | METANOL
Escherichia coli 25922 0 35,5 0
Klebsiella pneumoniae 13883 24,5 32,0 0
Proteus mirabilis 25933 10,5 26,5 0
Pseudomonas aeruginosa 27857 0 28,5 0
Salmonella typhimurium 14028 27,0 34,5 0
Staphylococcus aureus 6538 46,5 32,5 0
Staphylococcus epidermidis 12228 39,0 29,0 0
Streptococcus pneumoniae 19615 44,0 0 0
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Na Tabela 09 estdo apresentados os resultados da atividade da atividade

antibacteriana com difusdo em gel .

TABELA 09 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE Dorstenia multiformis, POR DIFUSAO EM AGAR

AMOSTRA | CONCENTRACAO | Ec | Kp | Pa | Pm ‘ Sa | Se | Sp | St
100% 0 6,0 0 0 6,0 6,0 0 7,0
FH 50% 0 6,0 0 0 6,0 6,0 0 7,0
25% 0 0 0 0 6,0 6,0 0 0
12,5% 0 0 0 0 6,0 6,0 0 0
Controle cefazolina (30ug) 0 20,0 0 12,0 40,0 33,0 37,0 22,0
Controle gentamicina (10ug) 30,0 26,0 23,0 28,0 26,5 23,0 0 28,0
Controle metanol 0 0 0 0 0 0 0 0
100% 0 7,0 0 0 6,0 5,5 0 6,0
FC 50% 0 7,0 0 0 6,0 0 0 6,0
25% 0 7,0 0 0 6,0 0 0 6,0
12,5% 0 4,0 0 0 0 0 0 6,0
Controle cefazolina (30ug) 0 19,0 0 11,0 38,5 31,0 36,0 21,5
Controle gentamicina (10ug) 29,0 25,5 22,0 26,0 25,5 22,0 0 26,5
Controle metanol 0 0 0 0 0 0 0 0
100% 0 0 0 0 3,0 3,5 0 0
H6 50% 0 0 0 0 0 0 0 0
25% 0 0 0 0 0 0 0 0
12,5% 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle cefazolina (30ug) 0 20,0 0 12,0 39,5 32,5 37,0 21,5
Controle gentamicina (10ug) 31,0 27,5 23,0 27,0 27,0 21,0 0 28,5
Controle metanol 0 0 0 0 0 0 0 0

NOTA: FH = Fragdo hexano; FC = Fragao cloroformio; H6 = amostra H6; Ec = Escherichia coli; Kp = Klebsiella
pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa ; Pm = Proteus mirabilis; Sa =Staphylococcus aureus; Se =
Staphylococcus epidermidis; Sp = Streptococcus pyogenes; St = Salmonella typhimurium.

Observa-se que as fragdbes FH e FC foram ativos frente a Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. Estes resultados foram similares aos obtidos por BALESTRIN, 2006.

O crescimento de Staphylococcus aureus foi influenciado pelas trés
amostras testadas. Em relacdo a FC, foi observado que na concentracdo 56,50
Mg/10uL ndo houve crescimento bacteriano. A amostra H6, na concentragcao 100%
influenciou de forma superficial no crescimento bacteriano.

Apenas a FH apresentou atividade sobre Staphylococcus epidermidis em
todas as concentragdes testadas. FC e H6 foram ativas somente na concentracao
100%.
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Klebsiella pneumoniae e Salmonella typhimurium foram influenciadas quanto
ao seu crescimento de forma similar por FH e FC. A atividade de H6 foi considerada
nula.

A amostra H6, provavel mistura de psoraleno e bergapteno apresentou
pequena atividade antibacteriana, em comparacao com as fracbes FH e FC. Este
resultado corrobora com BISIGNANO (2000), que cita baixa atividade do psoraleno
(500 pg/mL) sobre Staphylococcus aureus. Resultados semelhantes foram obtidos
por KUETE (2007A), onde psoraleno e bergapteno ndo demonstraram nenhuma
atividade frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus.

5.4.2 Concentragéo Inibitéria Minima

Os resultados das andlises da concentragdo inibitéria minima estédo
apresentados na Tabela 10.

TABELA 10 - CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA DAS AMOSTRAS OBTIDAS DE Dorstenia multiformis

MICROORGANISMOS ATCC Amostras
FH FC H6
Escherichia coli 25922 1:2 0 0
Klebsiella pneumoniae 13883 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 27857 0 0 0
Proteus mirabilis 25933 0 0 0
Staphylococcus aureus 6538 1:1 0 0
Staphylococcus epidermidis 12228 1:1 0 0
Salmonella typhimurium 14028 0 0 0
Streptococcus pneumoniae 19615 0 0 0

Apenas a fracdo hexano interferiu no desenvolvimento bacteriano, sendo
que a concentragcdo de 18,75 mg (1:2) interferiu sobre Escherichia coli e de 37,5 mg
(1:1) sobre Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. No trabalho de
BALESTRIN (2006), apenas a fragdo hexano foi testada e esta interferiu apenas
sobre o crescimento de Escherichia coli. A diferenga entre os resultados pode ter
ocorrido em funcédo de que BALESTRIN (2006) obteve as fragcdes a partir do residuo
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do extrato bruto etandlico de Dorstenia multiformis, onde possivelmente houvesse
uma concentragdao superior de cumarinas, as quais apresentam pequena atividade
antibacteriana.

A amostra H6 nao interferiu no crescimento de nenhum microorganismo
testado, portanto pode-se inferir que a atividade antibacteriana apresentada pela
fracao hexano obtida do extrato etandlico bruto da fracdo solluvel esteja relacionada

a presenca de compostos com menor polaridade, como triterpenos e esterdides.

5.5 ATIVIDADE ALELOPATICA

Foram submetidas a este estudo as fragdes hexano, acetato de etila,
cloroférmio e hidroalcodlica obtidas da fragdo soluvel do extrato etanélico bruto; bem

como substancias isoladas das fracdes hexano e cloroférmio.

5.5.1 Avaliagcédo da germinagao

TABELA 11 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NOS iNQICES DE VELOCIDADE DE
GERMINAGCAO DAS SEMENTES DE Lactuca sativa COM FRAGCOES OBTIDAS DO EXTRATO
ETANOLICO DE Dorstenia multiformis Miquel

CONCENTRACAO
FH FC FAC FHA
0,60 mg 3.62 a 3.87 a 3.75 a 387 a
0,40 mg 3.62 a 437 a 400 a 450 b
0,30 mg 3.87 a 412 a 412 a 425 b
0,20 mg 3.75 a 425 a 438 a 375 a
0,10 mg 4.00 a 462 a 412 a 425 b
0,050 mg 412 b 475 a 400 a 350 a
0,025 mg 450 b 462 a 425 a 375 a
Controle 475 b 4.62 a 475 a 438 b

NOTA Valores seguidos de letras semelhantes nao diferem estatisticamente entre si.

Observa-se na Tabela 11 o teste de Scott-Knott realizado sobre os indices
de velocidade de germinacéao frente as fracdes obtidas a partir do extrato etandlico.
Conforme os dados, FC e FAC ndo demonstraram apresentar influéncia
estatisticamente significativa no IVG estatistica frente ao controle. Os valores dos
IVG das fragdes FH e FHA foram diferentes do controle, sendo que a FH influenciou
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sobre a germinagcdo das sementes em todas as concentragdes testadas acima de
0,1mg. A influéncia exercida por FHA ocorreu em concentracdes aleatérias.

Quando foram testadas as amostras isoladas, na Tabela 12 verifica-se que
todas as substancias testadas demonstraram influéncia sobre o IVG em comparacéo
com o controle. Conforme os resultados de RMN, as amostras C34, C47 e H6
consistem da mistura de cumarinas psoraleno e bergapteno. Os resultados dos
testes das substancias C34 e H6 foram semelhantes, com diferenga estatistica sobre
o IVG, nas concentracdes superiores a 0,050 mg para C34 e 0,10 mg para H6. A
analise por CG-EM de C47 demonstrou a presenca de psoraleno e bergapteno, além
de substancia minoritaria que nao foi possivel ser identificada. Esta amostra
demonstrou influéncia significativamente superior sobre o IVG, em comparacéo a
influéncia de C34 e H6, devendo-se possivelmente a presenca de substancias
presentes na amostra e que atuaram sinergicamente com o psoraleno e bergapteno.
A substancia H1, provavel mistura de terpenos, acetato de a-amirina e acetato de -
amirina, demonstrou diferenga em relacdo ao controle apenas em concentragdes

superiores a 0,30 mg.

TABELA 12 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NOS INDICES DE VELOCIDADE DE
GERMINAGCAO DAS SEMENTES DE Lactuca sativa COM AMOSTRAS OBTIDAS DAS FRACOES
OBTIDAS DE EXTRATO ETANOLICO DE Dorstenia multiformis Miquel

CONCENTRAGAO
C34 C47 H1 H6
0,60 mg 2.45 a 2.41 a 3.12 a 2.70 a
0,40 mg 3.04 a 241 a 312 a 296 a
0,30 mg 270 a 287 b 3.37 a 287 a
0,20 mg 296 a 3.00 b 412 b 3.29 a
0,10 mg 287 a 350 ¢ 362 b 3.21 a
0,050 mg 3.16 a 412 d 3.75 b 346 b
0,025 mg 400 b 425 d 400 b 400 b
Controle 400 b 362 ¢ 387 b 3.50 b

NOTA Valores seguidos de letras semelhantes nao diferem estatisticamente entre si.

5.5.2 Avaliag&o do crescimento

A avaliacdo do crescimento das plantulas foi realizada, uma vez que os
testes que avaliam o desenvolvimento geralmente sdo mais sensiveis que os testes
de germinacao (FERREIRA; AQUILA, 2000).
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llustra-se na Figura 76 a influéncia da amostra C34 na concentragdo de
0,4mg sobre o crescimento de Lactuca sativa, em relagdo ao controle. O tratamento
controle encontra-se no lado esquerdo, enquanto o tratamento com C34, no lado
direito da fotografia. A diferenca entre o tratamento e controle é evidenciada pelo
desenvolvimento irregular da plantula, com formacgao curvelinea ou em espiral do
hipocétilo no tratamento. Também pela elongagdo anormal da radicula, auséncia de
pelos absorventes e coloragdo marrom no tratamento, diferente do controle que

apresenta coloragéo branca.

FIGURA 76 — CRESCIMENTO DE SEMENTES DE Lactuca sativa SOB TRATAMENTO COM
0,4mg DE C34, EM COMPARACAO COM O CONTROLE

FONTE: A AUTORA

Na Tabela 13 demonstra-se os resultados da influéncia da fragédo cloroférmio
e substancias C34 e C47 sobre o crescimento da radicula e do hipocétilo de Lactuca
sativa, através do teste de Scott-Knott.

Conforme o teste, apenas a substancia C34 na concentragédo de 0,6 mg
apresentou influéncia sobre o crescimento da radicula. As concentragdes inferiores
nao demostraram influéncia no crescimento.

Em relagdo ao hipocétilo, as substédncias C34 e C47 influenciaram no
crescimento nas concentragbes de 0,2, 0,3, 0,4 e 0,6 mg. No teste aplicado, apenas
sdo considerados estatisticamente significativos quando as quatro repeticoes
apresentam letras iguais como resultado. As concentragdes de 0,025, 0,05 e 0,1 mg
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apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle, mas somente foram

consideradas significativas quando esta diferenga ocorreu nas quatro repeticoes.

Sugere-se portanto que o mecanismo de influéncia no crescimento das

amostras seja diretamente relacionado a formagao do hipocétilo.

TABELA 13 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DA

RADICULA E DO HIPOCOTILO COM FRACAO CLOROFORMIO E SUBSTANCIAS C34 E C47

RADICULA (mm)

HIPOCOTILO (mm)

TRATAMENTO | REPETICAO
FC cas | ca7r | FC C34 | c47
0,60 mg 1 216 a 165 a 204 a 410 a 116 a 16.0 a
2 280 a 138 a 208 a 424 a 78 a 146 a
3 242 a 98 a 200 a 442 a 6.0 a 180 a
4 246 a 165 a 200 a 444 a 98 a 192 a
0,40 mg 1 168 a 212 b 224 a 348 a 156 b 222 b
2 216 a 234 b 226 a 468 a 172 b 218 b
3 246 a 232 b 234 a 394 a 178 b 230 b
4 228 a 220 b 246 a 416 a 174 b 228 b
0,30 mg 1 228 a 232 b 244 a 394 a 246 ¢ 276 Db
2 290 a 224 b 234 a 422 a 220 c¢c 276 b
3 234 a 258 b 212 a 462 a 212 ¢ 266 b
4 236 a 194 b 218 a 332 a 198 ¢ 244 b
0,20 mg 1 312 a 206 b 224 a 404 a 2838 376 ¢
2 216 a 244 b 212 a 422 a 30.2 346 c
3 216 a 210 b 208 a 396 a 304 378 ¢
4 238 a 220 b 232 a 478 a 28.0 376 c
0,10 mg 1 250 a 220 b 212 a 462 a 408 e 420 c
2 242 a 204 b 202 a 438 a 412 e 438
3 244 a 228 b 196 a 424 a 380 e 406 c
4 238 a 264 b 206 a 440 a 396 e 482
0,05 mg 1 240 a 252 b 196 a 468 a 436 e 416 c
2 258 a 240 b 218 a 470 a 442 e 468
3 234 a 212 b 232 a 472 a 462 e 446
4 238 a 208 b 172 a 448 a 424 e 382
0,025 mg 1 240 a 252 b 200 a 392 a 462 e 430
2 258 a 240 b 192 a 432 a 486 e 442
3 234 a 212 b 190 a 322 a 490 e 46.6
4 238 a 208 b 198 a 432 a 476 e 448
Controle 1 304 a 248 b 158 a 430 a 458 e 510
2 292 a 224 Db 192 a 410 a 444 e 478
3 238 a 260 b 194 a 414 a 452 e 506
4 246 a 236 b 138 a 386 a 452 e 528

NOTA Valores seguidos de letras semelhantes nao diferem estatisticamente entre si.
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A influéncia da FH e amostras H1 e H6 no crescimento da radicula e do

hipocétilo estao relacionadas da Tabela 14.

TABELA 14 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALJA(}AO DO CRESCIMENTO DA
RADICULA E DO HIPOCOTILO COM FRAGCAO HEXANO E SUBSTANCIAS H1 E H6

TRATAMENTO | REPETICAO RADICULA (mm) HIPOCOTILO (mm)
FH H1 H6 FH H1 H6
0,60 mg 1 290 a 216 a 190 a 472 a 478 a 98 a
2 270 a 230 a 188 a 480 a 444 a 102 a
3 232 a 198 a 178 a 456 a 446 a 122 a
4 268 a 244 a 198 a 416 a 472 a 84 a
0,40 mg 1 194 a 200 a 244 b 442 a 498 a 254 b
2 274 a 212 a 236 b 502 a 500 a 198 b
3 306 a 184 a 202 a 458 a 474 a 192 b
4 324 a 196 a 178 a 458 a 438 a 136 a
0,30 mg 1 250 a 200 a 184 a 440 a 516 a 224 b
2 286 a 222 a 222 b 458 a 500 a 302 b
3 240 a 238 a 218 b 468 a 458 a 270 b
4 248 a 230 a 212 b 448 a 498 a 236 b
0,20 mg 1 254 a 180 a 216 b 426 a 542 a 388 ¢
2 228 a 180 a 216 b 458 a 462 a 344 ¢
3 246 a 176 a 156 a 510 a 484 a 254 b
4 238 a 200 a 180 a 462 a 452 a 250 b
0,10 mg 1 230 a 204 a 218 b 428 a 478 a 394 ¢
2 204 a 182 a 226 b 436 a 516 a 456
3 228 a 180 a 216 b 422 a 476 a 394 ¢
4 19.2 a 196 a 232 b 354 a 440 a 370 c
0,05 mg 1 212 a 236 a 228 b 496 a 498 a 408 ¢
2 270 a 264 a 258 b 428 a 516 a 474
3 258 a 198 a 290 b 454 a 466 a 468
4 262 a 206 a 224 b 480 a 480 a 416 ¢
0,025 mg 1 238 a 174 a 246 b 338 a 456 a 456
2 270 a 198 a 252 b 424 a 492 a 490
3 242 a 182 a 228 b 404 a 466 a 46.6
4 202 a 208 a 216 b 370 a 536 a 434
Controle 1 204 a 272 a 218 b 392 a 514 a 428
2 240 a 192 a 222 b 416 a 498 a 436
3 206 a 196 a 224 b 362 a 524 a 426
4 244 a 186 a 262 b 432 a 442 a 4438

NOTA Valores seguidos de letras semelhantes nao diferem estatisticamente entre si.
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A inibicdo do crescimento da radicula foi estatisticamente significativa
apenas pela substancia H6 na concentracao de 0,6 mg.

Em relagdo ao hipocétilo, a substancia H6 influenciou no crescimento nas
concentragdes de 0,2, 0,3, 0,4 € 0,6 mg.

A influéncia da substadncia H1 nao foi estatisticamente significativa em
relacdo ao controle, assim como a fracdo H. Segundo as analises de RMN, esta
amostra é composta pela mistura acetato de a-amirina e acetato de B-amirina; e
parece nao apresentar atividade alelopatica.

Apbés medicdo de radicula e hipocétilo, foi realizada a pesagem das
plantulas. Os dados obtidos, em comparagao com o controle estao representados no
Gréfico 01.

GRAFJCO 01 — MASSA DAS P~LANTULAS SOB TRATAMENTO COM AS FRACOES E
SUBSTANCIAS PARA AVALIAGCAO DO CRESCIMENTO, APOS 7 DIAS DA SEMEADURA
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Observa-se que as substancias C34 e H6 induziram a redugdo consideravel
de massa nas concentracdes de 0,2 a 0,6 mg, dados estes que parecem ter relacéo
direta com a porcentagem de crescimento do hipocétilo, em maior proporcao e da
radicula, em menor.

No Grafico 02 demonstra-se que o crescimento do hipocétilo foi influenciado
de forma semelhante pelas substancias C34, C47 e H6, com visivel inibicdo do
crescimento. A substancia H1 e as fragbes FC e FH demonstraram pouca influéncia
do crescimento do hipocatilo.
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GRAFICO 02 - PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DA HIPOCOTILO DE Lactuca sativa FRENTE

A FRACOES E SUBSTANCIAS OBTIDAS DO EXTRATO ETANOLICO DE Dorstenia multiformis

Miquel

0,60mg | 0,40mg | 0,30mg | 0,20mg | 0,10mg | 0,05mg |0,025mg | Controle
—e—FC 104,9 99,1 98,2 103.,6 107,6 13,3 96,2 100
—s—(C34 19,5 37,7 485 65,1 88,4 97,7 1059 100
C47 33,5 44 4 52,5 73,1 853 84,7 88,3 100
FH 13,8 116,1 13,2 115,8 102,4 115,9 959 100
—%—H1 93,1 96,6 99,7 98,1 96,6 98,9 98,6 100
—e—Hp 234 449 59,4 711 92,9 1016 106,2 100

—e—FC

—u—C34
C47
FH

—x— H1

—e—H6

Da mesma forma, observa-se no Grafico 03 que o crescimento da radicula

foi inibido de forma significativa pelo composto C34 na concentragéo de 0,6 mg. Por

outro lado, o composto C47 influenciou positivamente no crescimento e os demais

compostos e fragcbes ndo demostraram influéncia sobre o desenvolvimento da

radicula.

GRAF!CO 03 — PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DA RADiCULA DE Lactuca sativa FRENTE A
FRACOES E SUBSTANCIAS OBTIDAS DO EXTRATO ETANOLICO DE Dorstenia multiformis Miquel
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0,60mg | 0,40mg | 0,30mg | 0,20mg | 0,10mg | 0,05mg |0,025mg | Controle
—e—FC 91,1 794 915 90,9 90,2 89,8 89,8 100
—8—(C34 58,5 92,8 93,8 90,9 94,6 94,2 94,2 100
C47 1191 136,4 13,1 1355 119,6 19,6 14,4 100
FH 118,6 122,8 14,5 108,1 955 12,1 106.,5 100
—%—Hi1 104.,9 93,6 1052 86,9 90,1 106.,9 90,1 100
—e—Hp 814 92,9 90,3 82,9 96,3 107,9 1017 100
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Apesar da obtencao da mistura psoraleno e bergapteno nos compostos C34,
C47 e H6, pode-se observar que a influéncia sobre as sementes ocorreu de forma
diferente, sugerindo a presenca de outros compostos minoritarios que agem de
forma sinérgica em cada amostra, ou mesmo impurezas.

Foi observado que o desenvolvimento da plumula ocorreu normalmente em

todos os tratamentos.

5.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Neste ensaio, foram submetidas amostras das fracbes hexano, acetato de

etila e cloroférmio, além das substancias C2, C34 e H6.

TABELA 15 — MORTALIDADE DE Artemia salina E ESTIMATIVA DE LC50

MORTALIDADE/CONCENTRAGAQO
A REPETICAO C1 Cc2 10 100 1000 LC50 INTERVALO DE
(ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) CONFIANGA
95%
FH 1 0 3 5 7 9 56,23 10,63 -297,58
2 0 2 5 6 10 64,94 5,20 - 810,32
3 0 2 5 6 9 68,13 4,72 — 982,24
FC 1 0 0 1 8 10 39,24 19,62 — 78,49
2 0 2 3 9 10 31,62 20,08 — 49,80
3 0 2 3 9 10 31,62 20,08 — 49,80
FAC 1 0 1 1 4 7 316,23 25,38-399,54
2 0 2 2 4 7 446,16 117,59 — 1832,11
3 0 2 2 5 7 316,23 43,05 — 2322,87
Cc2 1 0 3 5 8 10 31,62 10,68 — 93,63
2 0 3 6 8 10 17,78 2,46 — 128,46
3 0 2 5 7 10 31,62 4,32 — 232,29
C34 1 0 1 5 9 10 13,34 3,19 -55,75
2 0 2 5 8 10 21,54 5,46 — 85,04
3 0 2 5 9 10 17,78 6,01 — 52,61
H6 1 0 1 5 8 10 14,68 2,34 - 91,89
2 0 2 5 9 10 17,78 6,01 — 52,61
3 0 2 5 8 10 21,54 5,46 — 85,04

Nota : A = amostra, LC50 = concentragdo média letal, C1 = controle 1, tubos tratados com agua salgada, C 2 =
controle 2, tubos tratados com solvente do teste



90

Segundo MEYER et al. (1982), extratos com valores de LC50 inferiores a
1000 pg/mL sao considerados bioativos. Conforme os resultados que estédo
demonstrados na Tabela 15, pode-se observar que as amostras testadas
apresentam consideravel bioatividade frente a Artemia salina, indicando que podem
ser prosseguidos os estudos biolégicos com esta espécie, uma vez que este ensaio
tem sido utilizado como estudo inicial para deteccdo simultdnea de toxicidade e
fototoxicidade (OJALA et al., 1999; MOREIRA et al., 2003; PIMENTA et al., 2003).

Foi observado que o solvente utilizado nos experimentos exerce influéncia
sobre os resultados. Nos tubos controle 1 em que foi adicionada somente agua
salgada, todos os nauplios continuaram viaveis apds 24 horas, ao contrario dos
tubos controle 2, tratados com o solvente empregado na solubilizagdo das amostras.
Os solventes utilizados foram metanol para FC e FA, metanol/cloroférmio (1:2) para
H6 e C34 e cloroférmio para FH e C2. O cloroférmio mostrou apresentar maior
toxicidade sobre Artemia salina, em comparagdo com metanol e a mistura
metanol/cloroférmio (1:2).

Exceto para FAC, as amostras testadas apresentaram valores de LC50
consideravelmente inferiores ao controle positivo, Sulfato de Quinidina. A LC50 do
controle positivo foi de 166,81 ppm (intervalo de confianca 95% = 43,01 -
649,94ppm). No trabalho de SIQUEIRA et al(1998) o valor de LC50 para este
controle foi de 211,00 ppm. Tais resultados reforcam a biotividade das fragdes
testadas frente a Artemia salina



6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da fracdo soluvel do extrato etandlico bruto de
Dorstenia multiformis Miquel levou ao isolamento de cinco substancias, sendo
empregadas técnicas de Cromatografia em Coluna, Cromatografia em Camada
Delgada, Cromatografia Gasosa, Espectrometria de Massa e Ressonancia
Magnética Nuclear ('H e 'C). Foram identificadas duas cumarinas, psoraleno e
bergapteno (amostras H6, H30, C34 e C47), dois compostos terpendides, acetato de
a-amirina e acetato de p-amirina (amostra H1) e um esterdide, B-sitosterol (amostra
H5).

Ao avaliar a atividade antibacteriana, utilizando o método de difusdo em gel,
evidenciou-se que 187,50 ug da fracdo hexano inibiu o crescimento de Klebsiella
pneumoniae e Salmonella typhimurium. O crescimento de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis foi inibido por 46,90 ug desta mesma fragdo. A fracéo
cloroférmio inibiu o crescimento de Klebsiella pneumoniae e Salmonella typhimurium
na concentracdo 56,50 ug, de Staphylococcus aureus por 113,00 ug e
Staphylococcus epidermidis por 452,00 ug. A mistura psoraleno e bergapteno,
identificado na amostra H6 foi capaz de inibir somente o crescimento de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis na concentracao de 204 ug.

Ao avaliar a concentracdo inibtéria minima pelo método da diluicido em
caldo, somente a fracdo hexano demonstrou alguma atividade. Foi observado que a
concentracdo de 18,75 mg (1:2) interferiu sobre Escherichia coli e que a
concentracdo de 37,5 mg (1:1) atuou sobre Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis.

Em relacdo a alelopatia, o indice de velocidade de germinacdo das
sementes de Lactuca sativa foi alterado pelas fracées FH e FHA, além das amostras
H1, H6, C34 e C47. O crescimento da radicula foi influenciado pelas amostras H6 e
C34 apenas na concentragdo de 0,6 mg. Em relacdo ao hipocétilo, a mistura
psoraleno e bergapteno, testado como as amostras H6, C34 e C47 influenciou o
crescimento nas concentragdes de 0,2 mg a 0,6 mg. A amostra H1 (acetato de a-
amirina e acetato de Pamirina) nao foi estatisticamente significante quanto a
influéncia sobre o crescimento do hipocdétilo em relacdo ao controle, assim como a
fracdo H. As substancias C34 e H6 apresentaram redugdo de massa consideravel
nas com centragdes de 0,2 mg a 0,6 mg, dados estes que parecem ter relagao direta
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com a porcentagem de crescimento do hipocétilo, em maior propor¢ao e da radicula,
em menor.

Ao avaliar a bioatividade frente a Artemia salina, todas as amostras testadas
foram consideradas bioativas segundo MEYER et al, 1982, uma vez que

apresentaram valores de LC50 inferiores a 1000 pg/mL.
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