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RESUMO

A espécie Psychotria fractistipula L.B. Sm., Klein & Delprete, pertence familia
Rubiaceae, é encontrada no Parana e Santa Catarina, na regidao da Floresta
Atlantica. A auséncia de trabalhos sobre essa espécie motivou o
desenvolvimento desse estudo, que teve por objetivos investigar a composicao
quimica desta espécie vegetal verificando suas atividades bioldgicas e
antioxidantes, além de analisar suas caracteristicas morfolégicas. A material
botanico foi coletado no Capao do Cifloma, dependéncias da UFPR, Campus
Jardim Botanico nos meses de margo e abril de 2014 e identificado por um
botanico especialista. A caracterizacdo morfolégica foi realizada de acordo com
metodologia padrdo de microscopia Otica e eletrénica. O extrato bruto da folha e
do caule, obtido a partir do material seco, foi fracionado com solventes de
polaridade crescente para obter as fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de
etila e remanescente. As atividades dos extratos e fracdes foram: toxicidade
frente a Artemia salina; larvicida contra Aedes aegypti; atividade antimicrobiana
pelo método CIM; atividade hemolitica, doseamento de fendis totais pelo método
de Folin Ciocalteau; atividades antioxidantes pelos métodos de fosfomolibdénio
e DPPH. A Psychotria fractistipula apresentou folhas pecioladas e base
atenuada em peciolo. A lamina foliar apresenta cuticula lisa em ambas as
superficies, estbmato paracitico e mesofilo dorsiventral. Os tricomas foram
encontrados tanto nas folhas quanto nos caules. Na fragdo hexanica do caule
foram identificados os fitoesterdides B —sitosterol e campesterol. Nos ensaios
bioldgicos frente a Artemia salina foi encontrado toxicidade nas fracGes acetato
de etila da folha e do caule e na fracdo remanescente da folha. A atividade
larvicida contra Aedes aegypti foi verificada na fracdo hexanica do caule, porém
alteracdes morfologicas foram avaliadas para todas as fracbes. Os extratos
brutos e fracbes acetato de etila das folhas e caule apresentaram atividade
antimicrobiana significativa Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. A fracao
hexanica da folha em 1.000 pg.mL apresentou hemdlise de 75,12% quando
comparada ao controle. Com relacao ao teor de fendis totais, todas as amostras
apresentam estes compostos em sua constituicdo destacando os extratos brutos
e as fracOes acetato de etila de ambas as partes morfolégicas. As fracOes
acetado de etila da folha e do caule apresentaram atividade antioxidante de
fosfomolibdénio e DPPH semelhante aos padrdes utilizados.

Palavra-chave: Psychotria fractistipula, morfoanatomia, fitoquimica, atividade
bioldgica, DPPH e fosfomolibdénio.



Abstract

The Psychotria fractistipula L.B. Sm., Klein & Delprete species, which belongs to
the Rubiaceae family, is found in Parana and Santa Catarina Brazilian Atlantic
Florest. The species lack of researches was the main motivation of this work,
which aims to investigate the species chemical composition analyzing its
biological and antioxidant activities, besides studying its morphological
characteristics. All botanical material was collected at the Capéo do Cifloma,
inside the Jardim Botanico UFPR campus, between March and April 2014. A
taxonomist identified the material, and its morphological characterization were
performed according to the optical and electron microscopy standards. The leaf
and stem gross extract, obtained from the dry materials, was fractionized using
increasing polarity solvents in order to obtain the hexane, chloroform, ethyl
acetate and remaining fractions. The extract and fractions activities found were:
toxicity front Artemia salina, larvicide against the Aedes aegypti, antimicrobial
activity by the CIM method, hemolytic activity, total phenols dosage by the Folin
Ciocalteau method, antioxidant activities by the phosphomolibdenic method and
DPPH. The Psychotria fractistipula presented petiolate leaves and petiole
attenuated basis. The leaf blade presented smooth cuticle on both surfaces,
paracitic stomata, dorsiventral mesophyll, and the trichomes were found in the
leaves and stems. In the stalk hexane fraction were identified the B —sitosterol e
campesterol phytosterols. In the biological assays on Artemia salina, toxicity was
found in the ethyl acetate of the leafs and stem, and in the remaining portion of
the leafs. The larvicidal activity on Aedes aegypti was observed in the hexane
fraction of the stem, however morphological changes were evaluated for all
fractions. Gross extracts and fractions of ethyl acetate leaves and stems showed
significant antimicrobial activity against Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa.
The hexane fraction of leaf in 1,000 yg.mL presented 75.12% hemolysis when
compared to the control. Regarding the total phenols, all samples presented
these compounds in its constitution highlighting the extracts and ethyl acetate
fractions of both morphological regions. The leaves and stem Ethyl acetate
fractions showed fosfomolibdenum antioxidant activity in DPPH similar to the
standards employed.

Key-words: Psychotria fractistipula, morphoanatomy, phytochemical, biological
activities, DPPH, phosphomolybdenum.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais ainda desempenham um papel significativo na
descoberta de novos medicamentos. Dos agentes terapéuticos aprovados, em
todo o mundo, nos ultimos 30 anos (1981 a 2010), 29% foram obtidos de origem
natural. Dos medicamentos anticancerigenos, 48,6% sao obtidos de produtos
naturais ou diretamente derivados destes, e dos medicamentos aprovados para
tratamento de infeccbes 33,7% s&o obtidos a partir de fontes naturais. Esta
constatacao mostra como os produtos naturais sdo uma fonte expressiva para a
obtencdo de medicamentos, e que estes foram e ainda s&o valorizados como
fonte de protétipos para a descoberta de novos farmacos (CHAPLA, 2012).
Muitas pesquisas ja foram realizadas nas areas de produtos naturais,
destacando a presenca de estruturas privilegiadas presentes em algumas
plantas. Estas oferecem aos produtos naturais um efeito farmacolégico
diferenciado e sao utilizadas para o tratamento de varias doencas (CALIXTO,
2005).

No Brasil a fitoterapia € antiga, relatos apontam que a utilizacdo de plantas
para fins medicinais ocorre desde a época da coloniza¢édo, onde os médicos nao
possuiam recursos e utilizavam as plantas como alternativa terapéutica, atrelado
a cultura indigena e africana (GURIB-FAKIM, 2006).

Assim o Brasil possui a maior diversidade biolégica do mundo, essa
compreende entre plantas, animais e micro-organismos, porém muitas plantas
ainda nao possuem estudos fitoquimicos, farmacolégicos e nédo foram
classificados botanicamente, fornecendo possibilidades para serem
pesquisadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Um género ainda pouco explorado € o Psychotria, que é representado por
um grande numero de espécies com taxonomia complexa (DAVIS et al., 2009;
FRODIN, 2004). Alguns estudos quimiotaxondmicos do género Psychotria
apresentam a producdo de alcaloides na sua rota metabodlica secundaria,
tornando-se alvo de farmacologistas (LIU, Y et al., 2013).

Em estudos com Psychotria encontrou-se um conjunto novo de
monoterpenos alcaloides chamados bioactivos (O'CONNOR; MARESH, 2006),
esses sdo derivados do metabolismo secundario da planta e apresentaram
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atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), como analgésico, ansiolitico
e antidepressivo. (BOTH, 2005).

Devido a esses dados, a atual pesquisa justifica-se a medida que a
espécie Psychotria fractistipula ndo apresenta descricbes da sua morfologia,
composicao fitoquimica e atividade bioldgicas, tornando possivel a busca de

novas substancias de interesse cientifico.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a morfoanatomia e analisar a composicdo fitoquimica da
espécie Psychotria fractistipula L.B. Sm., Klein & Delprete (Rubiaceae), e

verificar as atividades bioldgicas e toxicoldgicas dos extratos e fracdes obtidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e identificar a espécie Psychotria fractistipula L.B. Sm.,
Klein & Delprete (Rubiaceae);

e Caracterizar morfoanatomicamente 0s elementos estruturais
constituintes das folhas e caules para caracterizagédo
farmacobotanica;

e Obter o extrato etandlico bruto e suas fracdes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e residual a partir das folhas e caules
secos;

e Detectar diferentes classes de substancias quimicas através da
analise da cromatografia em camada delgada;

e Averiguar o perfil toxicologico dos extratos e fragdes;

e Verificar a atividade larvicida dos extratos e fracoes;

e Avaliar a atividade antimicrobiana;

e Avaliar a atividade hemolitica;

e Avaliar o contetdo de compostos fendlicos dos extratos e fracdes.

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e fracdes;
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3. REVISAO

3.1 FAMILIA RUBIACEAE

A Familia Rubiaceae é bem diversificada, ela possui 630 géneros e 13000
espécies, sendo assim considerada a sexta maior familia presente nas
angiospermas (KARAO et al., 2011). Com excecdo do Continente Antartico,
podemos encontrar representantes dessa familia no mundo todo, porém séo
mais predominantes em locais tropicais, em sua maioria nas florestas umidas e
de baixa altitude (DAVIS et al., 2009).

No Brasil € amplamente encontrada em todos os biomas brasileiros,
sendo seus dominios fitogeograficos na Amazodnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa e Pantanal (BARBOSA et al. 2015), e sdo encontrados 1391
espécies de Rubiaceae, distribuidas em 125 géneros. O Gréafico 1 demonstra o
namero de nomes aceitos de espécies por regido brasileira (BARBOSA et al.,
2015).
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GRAFICO 1 - NUMERO DE NOMES ACEITOS DE ESPECIE DE RUBIACEAE POR REGIAO
FONTE: BARBOSA et al., (2015)
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Geralmente os representantes de Rubiaceae sdo arvores de pequeno
porte ou arbustos. Suas folhas auxiliam na identificagdo dessa familia, pois elas
se encontram geralmente opostas e apresentam estipulas interpeciolares. As
flores possuem diversos tamanhos, formas e cores e os frutos sdo carnosos e
também possuem tamanhos e cores distintas (TAYLOR et al., 2007).

Devido a diversidade da familia foi necessério dividir esse grupo em 4
subfamilias (Cinchonoideae, Ixoroideae, Antirheoideae e Rubioideae) as quais
reinem juntas 44 tribos. A divisdo foi baseada nas caracteristicas morfoldgicas
de cada género (PEREIRA, 2007). Muitas de suas espécies apresentam
importéancia econdmica, sendo utilizadas de maneira alimentar, medicinal,
ornamental. Psychotria sp. € o género mais pesquisado dessa familia devido a
presenca de alcaloides, porém deve-se ressaltar que as Rubidceas também
apresentam em sua composi¢ao cumarinas, triterpenos, esterdides, saponinas,

taninos, iridoides e antraquinonas (SOUZA et al., 2013) .

3.2 O GENERO Psychotria

O Género possui aproximadamente 2000 espécies e é considerado o
maior género de Rubiaceae, sendo o terceiro maior grupo das angiospermas
(DAVIS et al.,, 2009). Pertence a subfamilia Rubioideae e sua tribo é a
Psychotrieae (NEPROKROFF et al., 1999). Espécies do género Psychotria
apresentam-se como arvoretas, arvores, e arbustos, encontram-se em locais
com bastante sombra, solo com caracteristicas silico-argilo-humifero e rico em
ferro e sua preferéncia ainda € por locais umidos e perto de rios (SANZIO et al.,
2009).

Esse género possui representantes hermafroditas com ramos cilindricos
ou quadrangulares e madeira quebradica. As estipulas séo caracteristicas para
identificagdo do género, sendo interpeciolares, unidas ao redor do caule numa
bainha geralmente bilobada ou num capuz cOnico, que podem apresentar-se
tanto persistentes como deciduas. As suas folhas sdo geralmente pecioladas
mas podem ser opostas, decussadas ou subsésseis. As flores da Psychotria séo
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caracterizadas por serem pequenas, terminais, alvas a amarelas e com
inflorescéncias terminais, seus frutos sado drupaceos (TAYLOR et al., 2007).

Na Ameérica do Sul a Psychotria corresponde a dois subgéneros, o
subgénero Psychotria e o subgénero Heteropsychotria, suas diferencas estao
nos frutos. No género Psychotria seus frutos possuem coloracdo de alaranjado
a avermelhado. No subgénero Heteropsychotria seus frutos sdo azulados ou
negros (TAYLOR et al., 2007). No Brasil podemos encontrar aproximadamente
252 espécies de Psychotria distribuidas por todo territorio nacional. O Gréfico 2
apresenta os nomes aceitos e distribuidos por regides (TAYLOR et al. 2015).
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GRAFICO 2 - NOMES ACEITOS DAS ESPECIES DE Psychotria POR REGIAO BRASILEIRA
FONTE: TAYLOR et al., (2015)

O uso da Psychotria no tratamento de doencas na medicina popular
amplo, indiscriminado e descontrolado, podendo trazer alto risco a saude da
populacdo que a consome, sendo importante os estudos sobre a toxicidade
desta espécie realizados por pesquisadores (FRESCURA, 2012).

Nos ultimos anos houve um aumento no nimero de pesquisas cientificas
com o género Psychotrias, como podemos ver no Grafico 3 retirado do site
GOPUBMED, o qual relata os artigos cientificos publicados sobre o género
desde o ano de 1972 até 2014.
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GRAFICO 3 - ARTIGOS SOBRE GENERO Psychotria PUBLICADOS DESDE 1972.

O Brasil lidera o ranking no numero de publicacdes de artigos cientificos

sobre espécies do género, sendo que Porto Alegre é

7z

a cidade que mais e

apresentou pesquisas sobre essas plantas. O Gréafico 4 foi retirado do site

GOPUMED (2015) demonstra o estudo das Psychotrias no Brasil e no mundo.

Top Countrigs Publications Top Cities Publications
Brazil 43 Porto Alegre 20
United States 27 Leuven 6
France 11 Saint Louis 4
Belgium 10 Gif-sur-Yvette 4
Japan B Antwerp 4
China 5 Sdo Paulo 3
Fanama 5 Panama 3
Spain 4 Strasbourg 3
Switzerland 2 Rio Grande 2
Sweden 2 Manjing 2
South Africa 2 Vicosa 2
Austria 2 Pretoria 2
Australia 2 Vienna 2
Italy 2 Guangzhou 2
Finland 2 Melbourne 2
Sri Lanka 2 Barcelona 2
Reunion 1 Campos 2
Mexico 1 Alfenas 2
United Kingdom 1 Rio Claro 2
Peru 1 Chiba 2

GRAFICO 4 - PESQUISAS REALIZADAS COM Psychotria NO BRASIL E NO MUNDO

O interesse no estudo do género Psychotria, provavelmente esta ligado a

presenca de alcaloides em sua composicdo quimica, onde varias substancias

foram extraidos e identificados e estes estudos mostram que os alcaloides
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encontrados nas espécies investigadas no sul do Brasil sédo do tipo monoterpeno
inddlico (FRESCURA, 2012).

Algumas espécies de Psychotria apresentam alguns efeitos
farmacoldgicos evidenciados: Psychotria carthagenensis (antifingico e
antibacteriano), Psychotria ipercacuanha (anti-inflamatério), Psychotria
microlabrasta (antibacteriano), Psychotria prunifolia (citotoxico, antitumoral e
antifangico), Psychotria umbrellata (ansiolitico, anticonvulsivante) Psychotria
octosulcata (anti-inflamatério). As espécies Psychotria rigida e Psychotria
bracteocardia usada popularmente para matar rato (MARIYAMMAL; KAVIMANI,
2013; SOUZA et al., 2013).

A espécie mais conhecida desse género € a Psychotria viridis,
componente principal na producdo da ayahuasca, uma bebida alucindgena
utilizada pelos indios brasileiros. P. viridis possui um alcaloide inddlico chamado
N,N-dimetiltriptamina (DMT), uma substancia semelhante a serotonina (5HT),
gue possui a capacidade se ligar ao mesmo sitio receptor e produzir efeito
alucinégeno (FIGURA 1).
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I=Z
TZ=

N,N-dimetiltriptamina (DMT), Serotonina (SHT),

FIGURA 1 - EXTRUTURA QUIMICA DA N,N-DIMETILTRIPTAMINA (DMT) E DA SEROTONINA
(5HT)
FONTE: STRASSMAN (2001)
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Estudo conduzidos por Takayama et al., 2004, possibilitaram o isolamento
de dois alcaloides, denominados psychotrimine e psychopentamineque da
espécie Psychotria rosata, planta utilizada na medicina popular da malasia no
tratamento de constipacao.

Os estudos conhecidos para este género ndo se baseiam apenas na
medicina popular, onde estudos relacionados a agdo antimutagénica,
antioxidante (Fragoso et al. 2008) e genotodxica (Frescura, 2012) também foram

encontrados.

3.3 Psychotria fractistipula

P. fractistipula é nativa e endémica no Brasil, sendo encontrada somente
nos estados do Parana e Santa Catarina, apresentando dominios fitogeografico
na Mata Atlantica (TAYLOR et al; 2015). A Tabela 1 apresenta os niveis de

organizacdo taxonémica dessa espécie.

TABELA 1 - ORGANIZACAO DA HIERARQUIA DA ESPECIE Psychotria fractistipula

HIERARQUIA TAXONOMIA

Reino Plantae

Filo Tracheophyta

Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales

Familia Rubiaceae

Género Psychotria

Espécie Psychotria fractistipula

FONTE: ARCTOS (2015)

P. fractistipula, ndo possui nome popular ou sinbnimo, € um arbusto, 0,5-

4 m de altura, apresenta inflorescéncia nos meses de fevereiro a abril e de
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setembro a dezembro, suas flores sdo brancas, bissexuais e podem medir 4-6
mm de comprimento. Os frutos podem ser encontrados em todos 0os meses do
ano, possuem coloracdo verde quando imaturos e vermelhos quando maduros.
P. fractistipula possui grande semelhanc¢a morfolégica com a P. carthagenensis,
podendo ser diferenciada pela presenca de estipulas com apice obtuso e

inflorescéncia laxa presentes na P. fractistipula (JUNIOR; VIEIRA, 2013).

3.4 COMPOSICAO FITOQUIMICA

3.4.1 Alcaloides

Os alcaloides sao bases nitrogenadas organicas, encontrados
principalmente no metabolismo secundario das plantas, porém em menor
guantidade, podemos encontra-lo em micro-organismos e animais (DEWICK,
2002). Na Figura 2 podemos observar as estruturas dos principais ndcleos
alcaloidicos (SIMOES, 2000).
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FIGURA 2 - PRINCIPAIS NUCLEOS ALCALOIDICOS
NOTA: FONTE SIMOES et al., (2000)

Os alcaloides encontrados no género Psychotria sdo os alcaloides indol
(LIU et al., 2013), caracterizados pela presenca de um anel de seis membros
fundido com um anel de cinco membros, o nitrogénio esta presente no anel de
cinco membros. A via metabdlica desses alcaldides € a via do acido chiquimico,
sendo seu precursor o triptofano (DEWICK, 2002).

A principal caracteristica dos alcaloides indol, é a atividade sobre o
sistema nervoso central (SNC), onde induz a atividades alucinégenas
(PREVATT-SMITH; PRISINZANO, 2010), porém outras atividades
farmacoldgicas foram descritas na literatura: analgésicas, anti-inflamatoria,

antitumoral, antioxidante, neuroprotetores e anti-hipertensivo (BOTH, 2005).
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3.4.2 Taninos

Os taninos sdo compostos do fendlicos derivado do metabolismo
secundario, amplamente distribuidos no reino vegetal, sdo classificados em dois
grupos os taninos hidrolisaveis e os condensados, os de maior abundancia nos
alimentos que consumimos séo os taninos condensados (NOZELLA, 2001). Os
compostos hidrolisaveis consistem de ésteres de acido galico e acidos elagicos
glicosilados, formado a partir da via do chiguimato. Os taninos condensados séo
constituidos por unidades de flavanol (flavan- 3-ols ou flavan 3,4 diols)
(NOZELLA, 2001; MONTEIRO et al., 2005).

A caracteristica principal dos taninos € a adstringéncia devido capacidade
de complexar com proteinas, essa atividade provavelmente ocorre através de
pontes de hidrogénio entre o seu grupo fendlico e determinados sitios das
proteinas. A utilizagdo desses compostos como medicamento esté relacionado
a suas propriedades adstringentes, apresentando atividade antidiarreica,
antisséptica, antimicrobiana, antifungica e anti-inflamatéria (MONTEIRO et al.,
2005).

3.4.3 Terpenos

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios bastante conhecidos, podendo
estar presente em fungos, animais e plantas, estando mais abundante no
terceiro. As principais vias metabolicas sdo a Mevalonato e a Deoxixilulose. S&o
classificados de acordo com o0 numero de unidades isoprénicas em
monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cz0), sesterterpenos
(Czs), triterpenos (Cao) e tetraterpenos (Cao) (DEWICK, 2002).

Os esteroides ou fitoesteroides séo triterpenos modificados, cerca de 250
compostos desta classe foram identificados em espécies vegetais. Os 4
desmetilesterois mais encontrados em plantas foram (3-sitosterol, estigmasterol,
campesterol e brassicasterol (QUEIROZ, 2009). As propriedades bioldgicas dos

terpenos séo diversificadas apresentando atividade antitumoral, antioxidante,
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antimicrobiana, antifingica, antiviral, antiparasitaria e anti-hipoglicémica
(LACIAR et al., 2009).

3.4.4 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos oriundos do metabolismo
secundéario das plantas, representam uma ampla classe de substancias de
origem natural que ndo podem ser sintetizados pela espécie humana. Sua
sintese ocorre através da unido das vias metabolica da acetil CoA e acido
chiquimico (DEWICK, 2002; SIMOES et al., 2000).

A estrutura fundamental dos flavonoides é representada por 15 &tomos de
carbono em trés anéis, sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um
pirano (C) (SIMOES, 2000), conforme demonstrado na Figura 3.

FIGURA 3 - ESTRUTURA BASICA DOS FLAVONOIDES
NOTA: FONTE SIMOES et al., (2000)

Os compostos fendlicos sdo biologicamente ativos e apresentam diversas
atividades biolégicas, podendo atuar como antibacteriano, antiviral,
antiparasitario, anti-inflamatorio, antioxidante, antitumoral, vasodilatador e
hepatoprotetor (DORMAS et al., 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A espécie P. fractistipula foi coletada entre os meses de marco e abril de
2014, em Capdo do Cifloma, cidade de Curitiba, Parana, préximo das
coordenadas 25°26'54"S 49°14'27"W. A identificacdo da espécie vegetal foi
realizada pelo Bi6logo e Curador do Museu Botanico Municipal de Curitiba
Osmar dos Santos Ribas, a exsicata foi depositada no mesmo sob o niumero
MBM 389153 (FIGURA 4).

FIGURA 4 - EXSICATA DE P. fractistipula
Fonte: O autor (2014)
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O Trabalho foi realizado seguindo o fluxograma (FIGURA 5) e as

metodologias utilizadas estdo descritas a seguir.

Determinagdo
da Umidade

A

Determinagdo
deCinzas
Totais

Teor de Solidos Atividade
Antioxidante
Atividade
— lad Antimicrobiana
Fragdo

hexano
Teste de
toxicidade

FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DOS ESTUDOS FITOQUIMICO E DE ATIVIDADES BIOLOGICAS
REALIZADOS EM PARTES AEREAS DE Psychotria fractistipula
FONTE: O Autor
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4.2 ESTUDO FARMACOBOTANICO

As pesquisas referentes aos caracteres farmacobotanico foram efetuados
com as folhas e caules de P. fractistipula. O material foi fixado em FAA (90% de
etanol 70%, 5% de formaldeido 37% e 5% de acido acético glacial) onde
permaneceu em solugéo por 7 dias e depois foi estocado em etanol 70% (v/v)
até a realizacdo das andlises (BERLYN; MIKSCHE, 1976).
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4.2.1 Preparo das laminas

As laminas semipermanentes foram obtidas através de seccdes
transversais e longitudinais, a méao livre (OLIVEIRA; AKISUE, 1997). Os cortes
corados com azul de Astra, fucsina basica e toluidina (O’'BRIEN, FEDER,
McCULLY, 1964). Para a montagem das laminas foi utilizado a glicerina a 50%
(BERLYN; MIKSCHE, 1976) e a montagem foi realizada com esmalte incolor
(BECAK; PAULETE, 1976).

4.2.2 Testes microquimicos

Os testes microquimicos foram realizados através de seccdes
transversais a mao livre do material fixado. A verificagcdo da lignina ocorreu
através da floroglucina cloridrica (FOSTER, 1949). Para os compostos lipofilicos
foi empregado o reativo de Sudam Il (SASS, 1951). Os compostos fendlicos
foram detectados com cloreto férrico e lugol para o amido (JOHANSEN, 1940;
BERLYN; MIKSCHE, 1976). As laminas foram examinadas e ilustradas com
fotos feitas ao microscépio 6tico Olympus CX 31 ligado a camera Olympus C-
7070.

4.2.3 Microscopia eletronica de varredura

Para a analise ultraestrutural de superficie por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (SOUZA, 1998) em alto vacuo as amostras foram fixadas em
FAA 70, desidratadas em série etanodlica crescente e pelo ponto critico no
equipamento Balzers CPD-010, apds montagem em suporte, submetidas a

metalizagdo com ouro no aparelho. As eletromicrografias foram realizadas no
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microscopio eletrénico Philips SEM 505 na Universidade Estadual de Ponta

Grossa.

4.3 SECAGEM E RASURA DO MATERIAL BOTANICO

As partes coletadas foram caules e folhas, submetidos a dessecacédo em
temperatura ambiente em local fresco e arejado, protegidas de raios solares e
umidade. O seccionamento foi realizado em moinho de facas com o objetivo de
aumentar a superficie de contato do solvente com a planta durante a extracao
(SONAGLIO et al., 1999).

4.4. ANALISES FISICO-QUIMICAS

4.4.1 Umidade

Para a determinacdo da umidade foi utilizada a metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira 52 edicdo (2010). Para os célculos de umidade foi
empregada a formula abaixo:

Pu — Ps x100
Pa

Onde Pu = Peso da amostra, Pa peso da amostra + cadinho antes da dessecacéo e Ps = peso do

cadinho + amostra ap6s a dessecagéo.

4.4.2 Cinzas totais

As cinzas totais tém como objetivo estabelecer a quantidade de

substancias residuais n&o volateis no processo de incineracdo (CIRIO et al.,
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2003) pois esses dados contribuem no controle de qualidade e padronizacdo da
matéria prima. O método para determinacédo de cinzas totais a ser utilizados esta
presente na Farmacopéia Brasileira 5% edicdo (BRASIL, 2010). O material
vegetal foi pesado em cadinhos (calcinados, resfriados e pesados) e levados a
incineracdo até a eliminacdo do carvao e apos, resfriados em dessecador. Esta

andlise foi realizada em sextuplicatas.

4.5 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO POR SOXHLET MODIFICADO

Apds a planta seca e moida a obtencdo do extrato bruto ocorreu em
aparelho de Soxhlet modificado, utilizando como solvente o etanol 96°GL. Este
foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo e armazenado até o momento

do fracionamento.

4.5.1 Determinacéo do teor de solidos

A determinacao de solidos foi realizada segundo a Farmacopéia Brasileira
52 edicdo. Foram pipetados 10 mL do extrato bruto e transferidos para uma placa
de Petri que foi previamente dessecada e deixada em silica. Essa placa foi
levada a estufa a 105°C até que adquiriu peso constante, o ensaio foi realizado
em triplicata. O valor foi analisado apds o seguinte calculo:

Placa com residuo do extrato — placa vazia = teor de sélidos

4.5.2 Obtencéao das fragoes

A obtencdo das fracbes ocorreu a partir do extrato bruto concentrado.

Para a particdo liquido/liquido utilizou-se o aparelho de Soxhlet modificado com
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solventes de polaridade diferentes na seguinte ordem: n-hexano, cloroférmio e
acetato de etila, obtendo assim as fracdes Hexanica (FH), Cloroférmica (FC) e
Acetato de etila (FAE). O extrato restante foi denominado fracdo remanescente
hidroalcodlica (FR).

Este método de fracionamento é bastante eficiente e muito utilizado, uma
vez que, utiliza-se pouco solvente e consegue-se fazer uma extracao total dos

compostos soluveis nas diferentes polaridades.

4.6 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um método considerado
rapido, eficiente de baixo custo e facil reprodutibilidade. Esta analise tem como
objetivo avaliar as caracteristicas qualitativas dos principais grupos quimicos
presentes no EB e nas fracdes, utilizando rea¢des de coloracao e inflorescéncia.

Para a realizacdo do ensaio de CCD foram utilizadas cromatoplacas de
silica gel 60 UV2s4, da marca Whatman®, de dimensées 20 x 20 cm, onde foram
aplicados de 5 a 10 uL de cada amostra com microseringas. As analises de CCD
foram realizadas conforme a Tabela 2.

As placas foram visualizadas sob luz ultravioleta antes e apds a revelacao

com seus respectivos reveladores. A analise foi realizada em triplicata.
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TABELA 2 - COMPOSICAO DOS SOLVENTES DAS FASES MOVEIS E REVELADORES DA
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA REALIZADA PARA EXTRATOS E FRACOES.

Constituinte Fase movel/ Revelador Metodologia
quimico proporcao
Esteroides | Tolueno: acetato de Vanilina 1%:acido  Wagner
Triterpenos | etila (93:7) sulfarico(1:1) (1996)

Flavonoides | Acetato de etila: acido ~ Reativo de NEU Wagner

Taninos férmico: acido acético  (flavonoide) (1996)
glacial: agua Cloreto férrico 1%
(100:11:11:26) (tanino)

Alcaloides | Cloroférmio: metanol Dragendorff Valente et
(95:5) universo amoénio al., (2006)

NOTA: Difenolboriloxietilamino a 1% em metanol (Reativo de NEU); tetraiodeto bismuto de
potassio (Dragendorff)

4.7 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS CONTITUINTES QUIMICOS

4.7.1 Isolamento

A fracdo hexano foi utilizada para o isolamento dos compostos, onde
previamente obteve-se uma pastilha, preparada com silica gel 60 Merck®,
mantendo a propor¢ao de 5 partes de silica em relacdo a amostra. Essas foram
misturadas e levadas a secura em banho-maria.

A partir da pastilha de hexano foi realizada a coluna cromatografica,
utilizando como fase estacionaria silica gel 60 Merck® (0,063 — 0,200mm), como
fase moével a mistura de solventes hexano e acetato de etila. Foram utilizados
100 mL de cada fase movel, iniciando-se com 100% de hexano, com acréscimo
de 5% de acetato de etila gradativamente, até chegar ao total de 100%. Os

eluatos foram coletados em 62 frascos com aproximadamente 20 mL e levados
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a secura, em temperatura ambiente para a cristalizacdo dos compostos. Apos foi
utilizado como fase mével 200 mL de metanol para extrair compostos de maior
polaridade.

Apoés a secura foi selecionado para andlise o frasco 25 (FH-25) que
apresentava cristais, neste foi adicionado éter de petréleo e levado ao freezer

até completa precipitacao dos cristais e retirada da clorofila.

4.7.2 Identificacéo

As substancias isoladas foram submetidas a analises espectrométricas
para determinacdo da estrutura, para isso realizou-se RMN de 13C e IH,
utilizando o aparelho RMN Bruker DPX 200, operando a 4,7 Tesla, observando
0s ndcleos de *H e 3C a 200,13 e 50,62 MHz, respectivamente. Esse

procedimento foi realizado no departamento de Quimica (UFPR).

4.8 ATIVIDADE TOXICA SOBRE Artemia salina

Este ensaio foi baseado nas normas da Petrobras N-2588 (1996), sendo
utilizada agua do mar artificial, preparada com 38 gramas de sal marinho (23 g
NaCl, 11 g MgClI2:6H20, 4 g Na2S04; 1,3 g CaCl2-:2H20 ou CaCl2-6H20; 0,7
g KCI) e 1.000 mL de agua destilada. O pH foi ajustado com Na2COs para a faixa
de 8-9, para evitar a morte das larvas que séo sensiveis ao pH abaixo de 6 ou
acima de 10,5 (LEWAN et al.,1992).

Os ovos de Artemia salina (200 mg/400 mL) foram colocados em contato
com a agua do mar artificial e aerados por uma hora e entdo incubados em
temperatura 27-30°C por 48 horas, com iluminag&o constante.

Os ensaios de Artemia salina foram realizados com os extratos e fracdes
nas concentracdes de 1000 pL/mL, 500 pL/mL, 100 puL/mL e 10 pL/mL, a diluicdo

dos extratos foi realizada com 1% de DMSO (dimetilsulfoxido) e agua do mar
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artificial. Como controle negativo (branco) foi utilizada solucdo salina e como
controle positivo SDS (Dodecil sulfato de sodio) nas concentra¢des de 10, 20,
30, 40 e 50 pg/mL.

Foram colocadas em cada tubo contendo a amostra e controles, 10
nauplios de Artemia salina, os quais foram novamente incubados em
temperatura de 27-30°C por 24 horas. Em seguida, foi realizada a contagem das
larvas mortas, os dados obtidos foram analisados pelo método estatistico
Probitos para a determinacdo dos valores de CL50 e 95% de intervalos de

confianca. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.9 ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE Aedes aegypti (CULICIDADE)

A metodologia utilizada para a avaliacdo da atividade larvicida sobre
Aedes aegypti baseou-se no Word Health Organization (1981 a) com algumas
modificacdes. Os ovos utilizados de Aedes aegypti utilizados nos ensaios foram
da linhagem Rockfeller, fornecidos pela Fundacdo Osvaldo Cruz — RJ; sendo
usada como padrdo de susceptibilidade a inseticida para esta espécie
(HARTBERG; CRAIG, 1970).

A eclosao dos ovos foi realizada em uma bandeja plastica, onde os ovos
foram colocados juntamente com 500 mL de agua e levados a estufa BOD
(marca Novatecnica modelo NT 704) em temperatura de 27°C (+ 2°C) e umidade
relativa de 80% (+ 5%). As larvas foram alimentadas com racdo de peixe (aldo
basic, MEP 200 complex) desde a eclosao até o 3° estagio larval.

Os extratos e fragbes foram solubilizados em 0,5% de dimetilsulfoxido
(DMSO) e agua sem cloro para a preparagao da “solugdo mae” na concentragéo
de 1000 pg.mL%, desta solucdo foram realizadas diluicdes para a obtencéo das
concentracdes testadas, as quais foram 1000, 100 e 10 pg.mL?! o volume
utilizado foi de 5 mL.

As amostras foram colocadas em copos plasticos contendo 10 larvas no
3° estagio. Como controle negativo foi utilizado solucdo aquosa de DMSO 0,5%

e a analise foi realizada em triplicata. A avaliacdo da atividade larvicida ocorreu
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apos 24 horas de contato das larvas com a amostra, considerando como larvas
mortas as que estavam paralisadas totalmente ou com dificuldade de subir a
superficie quando tocadas. Como método de analise foi utilizado o Probitos para
a determinacao dos valores de CL50 e 95% de intervalos de confianca.

O controle positivo (que causa a mortalidade das larvas) utilizado foi o
temofés grau técnico 90% lote 005/2011 fabricado pelo laboratério Fersol
Mairinque — SP, a calibracéo foi realizada segundo o protocolo recomendado
pela Organizacdo Mundial da Saude descrito por Who (1981 a,b), Lima e
colaboradores (2003); Braga e colaboradores (2004) utilizando como
concentracdo diagnéstico (CD) 0,060mg/mL, duas vezes a concentracdo letal
que causa a moratlidade de 99% das cepas susceptiveis, como definiu WHO
(1981 a,b). O protocolo compreende a resposta de mortalidade frente a
exposicao em concentracdo diagnostico (CD) na exposi¢cdo a um gradiente de
concentracdo (concentracdes multiplas — CM).

As larvas foram analisadas e fotografadas no microscopio Olympus CX41
no aumento de 4X. As analises tém como intuito de verificar alteracbes na
morfologia das larvas, também foi verificado o tamanho das larvas e para
comparacdo das médias dos tamanhos utilizou-se o teste de Duncan. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.10.1 Micro-organismos

As cepas utilizadas para a atividade antimicrobiana foram as seguintes:
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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4.10.2 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima pela técnica de

microdiluicdo

Para a determinacéo dos valores da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)
foi utilizado a técnica da microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008). Os extratos e
fracOes foram preparados através de diluicdo seriada em 100 puL de caldo Muller-
Hilton (MHB — Merck, Darmstadt, Alemanha), em concentracdes que variaram
de 7,81 a 1000 pg/mL, em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em
forma de “U”.

A Vancomicina foi o antimicrobiano de escolha para a validacao da técnica
e controle metodoldgico. Para a determinacdo da CIM foram preparadas
diluicdes seriadas em 100 pL de caldo MHB nas concentracdes de 0,015 a 32
pg/mL, dentro do intervalo de confianca estipulado pelo CLSI (2008).

As suspensdes bacterianas foram preparadas em solucao fisiol6gica na
concentragdo de 1,0 X 108 UFC/mL, equivalente ao tubo 0.5 de McFarland, em
seguida foram incubadas em um volume de 5 pL nos orificios apresentando uma
concentracgédo final de 10* UFC/mL.

Como controle da atividade inibitéria dos diluentes (etanol e DMSO) foram
realizados adicionando-se 100 pL da solucédo de etanol (10%) e DMSO (2%) em
100 pL de MHB e 5 pL dos inéculos bacterianos. O controle de esterilidade foi
realizado utilizando 100 pL de MHB e 100 pL dos extratos e fracdes. Para
verificar a viabilidade bacteriana foi utilizado 100 uL de MHB e 5 pL dos indculos
bacterianos.

A incubacdo das microplacas foi realizada em estufa bacteriolégica em
temperatura constante de 35°C por 16 a 20 horas, apos foi adicionado 20 uL de
solucéo aquosa de TTC a 0,5% e as microplacas foram incubadas novamente

por trés horas a 35°C. Logo em seguida foi realizada a leitura dos resultados.
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4.10.3 Interpretacdo dos resultados

Para a interpretacéo dos resultados foi utilizada a classificacdo descrita
pelos autores Tanaka e colaboradores (2005); Ayres e colaboradores (2008);

Santos et al., (2008), conforme a Tabela 3.

TABELA 3 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE ACORDO COM A CIM

CIM ATIVIDADE INIBITORIA
Até 100 pg/mL BOA
100 - 500 pg/mL MODERADA
500 - 1000 pg/mL FRACA
Maior que 1000 pg/mL INATIVA

Fonte: Santos et al., (2008)

4.11 ATIVIDADE HEMOLITICA

Este método foi realizado segundo Banerjee et al. (2008), com
adaptacdes. O sangue de carneiro utilizado foi adquirido da empresa Newprov®
e no momento dos ensaios 0 sangue de carneiro foi levemente homogeneizado
e 5 mL foram transferidos para um tubo de ensaio levado a centrifugacdo durante
5 minutos a 3000 rpm, sendo o0 sobrenadante desprezado e o restante lavado
com PBS (tampéao fosfato-salino) gelado e centrifugado por 5 minutos a 3000
rpm e o sobrenadante foi descartado, sendo feita a lavagem com PBS até que o
sobrenadante ficasse completamente incolor. Em seguida a papa de eritrocitos
foi diluida com PBS para obter uma diluicdo de 2%.

Para a realizacao da prova de hemodlise foram utilizados extratos brutos e
fragdes nas concentragdes de 1000 pug/mL, 500 pg/mL, 200 pg/mL e 100 ug/mL.
A diluicdo das amostras foi feita com 10% de metanol e PBS. Como controle
negativo foi utilizado 200 yL de PBS em 200 pL de solugéo de eritrocito a 2%.
Como controle positivo foi utilizado 200 pyL de agua destilada e, como branco foi

utilizado 200 pL de metanol. Essa analise foi realizada em eppendorfs onde
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foram colocadas 200 pL das amostras e controles, e 200 uL de solucdo de
eritrocitos a 2%.

Os tubos de eppendorfs foram homogeneizados manualmente sobre leve
agitacao e incubados durante 3 horas em estufa a temperatura de 37°C. Apos,
foram levados a centrifugacdo em centrifuga Minispin Plus da empresa
Eppendorf® a 3000 rpm durante 5 minutos. .

O sobrenadante foi colocado em placa de Elisa de 96 pogos, e em
espectrofotometro foram realizadas a leitura na faixa de 540 nm. O fotdmetro de
microplaca utilizado foi Multiscan FC da empresa Thermo Scientific®. Para
comparacao entre as médias dos indices de atividade (IA%), utilizou-se o teste
de Duncan. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas
qguando P<0,05.

4.12 QUANTIFICACAO DO CONTEUDO TOTAL DE COMPOSTOS
FENOLICOS

O reagente de Folin Ciocalteau conttm os anions heteopoli-
fosfotungstatos-molibdatos que, em meio basico, reage com compostos
fendlicos e forma um anion fenolato pela retirada de um hidrogénio acido, que
tem a capacidade de reduzir o reagente de mobilibdato em éxido de molibdénio
formando um complexo molibdénio-tungsténio de coloracdo azul intensa
provavelmente pelo mecanismo de transferéncia de elétrons (ROGINSKY; LISSI,
2005).

Para esta analise foi utilizado este método colorimétrico conforme
Singleton (1999) com modifica¢des. As amostras foram diluidas em metanol para
obter a concentracdo de 1mg.mlt. Conforme a Tabela 4 os componentes foram
adicionados para a reacao.

O preparo deste ensaio consistiu em duas etapas, primeiro a amostra, a
agua e o Folin-Ciocalteau foram misturados, agitados e deixados em repouso
por 10 minutos. Na segunda etapa, ap0s o repouso, foi adicionado o carbonato
de célcio (Na2COs3) 10%. As amostras foram deixadas em contato com o Na2COs

por 30 minutos, a leitura foi realizada no espectrofotometro a 760 nm. Como
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controle foi realizado uma curva com acido galico nas concentragées 2,5; 5; 7,5;

10; 12,5; 15; 17,5 e 20 pug.mL™1. As leituras foram feitas em triplicata.

TABELA 4 - MEIO REACIONAL DE QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS.

Amostra Agua Folin-Ciocaulteu Na2CO3
(mL) (mL) (mL) (mL)
AMOSTRAS FOLHAS
EB 0,2 3,2 0,2 0,4
FH 0,3 3,1 0,2 0,4
FC 0,32 3,080 0,2 0,4
FAE 0,160 3,24 0,2 0,4
AMOSTRAS CAULE
EB 0,2 3,2 0,2 0,4
FH 0,3 3,1 0,2 0,4
FC 0,32 3,08 0,2 0,4
FAE 0,08 3,32 0,2 0,4
FC 0,1 3,0 0,2 0,4

NOTA: Fracdo hexanica (FH), Fracao cloroférmio (FC), Fracdo acetato de etila (FAE) e Fracdo
remanescente (FR).

Os resultados do padrdo de acido galico obtidos foram colocados no
programa Excel em forma de tabela (concentracdo/absorbancia) e com base
nestes dados foi construido um grafico de dispersédo, adicionando linha de
tendéncia, exibindo equacgéo do grafico e valor de R? no grafico.

Os teores de fendis totais foram determinados em miligramas de acido
gélico por grama de amostra. Para a curva de calibracédo foi utilizada a seguinte

equacao:

Y= 0,0392x-0,0583; R?>= 0,9964
Onde y € a absorbéancia e x a concentragéo final de equivalentes de acido gélico pela

concentracao utilizada de extrato.
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4.13 ATIVIDADES ANTIOXIDANTE

4.13.1 Ensaios de Reducao do Complexo Fosfomolibdénio

Essa técnica foi realizada com base no método descrito por Prieto, Pineda
e Aguilar (1999), com fundamento na reducé&o do molibdénio (V1) em molibdénio
(V) na presenca de determinadas substédncias com capacidade antioxidante,
formando um complexo verde entre fosfato/molibdénio (V). A vantagem desse
método é a capacidade de avaliar a atividade antioxidante de compostos
lipofilicos e hidrofilicos.

Para a realizacéo deste método foi preparado o reativo através da adi¢éao
de uma solucdo com fosfato de sodio 0,1M (28 mL), molibdato de aménio 0,03M
(12 mL) e acido sulfarico 3M (20 mL), completando com agua QSP 100 mL. Esse
reativo foi preparado no momento de sua utilizacdo. As solucdes padrdes
utilizados foram a vitamina C e a rutina. Os extratos, fracdes e solucdes
utilizadas como padrdo estavam na concentragdo de 200 yg/mL em metanol
(BIANCO, 2003).

Em um tubo de ensaio foi adicionado uma aliquota de 0,3 mL da amostra
e adicionado 1 mL do reativo. O mesmo foi realizado para os padrdes e para o
controle negativo, constituido de 0,3 mL de metanol e 1 mL do reativo. Todos os
tubos da analise foram levados para banho-maria a 95°C por 90 minutos, apés
foram resfriados a temperatura ambiente e a leitura realizada em absorbancia
(A) em 695 nm. O mesmo método foi utilizado nos padrdes. As analises dos
extratos, fracdes e padrbes foram realizada em triplicata.

A atividade antioxidante foi avaliada através das férmulas seguintes,
sendo demonstrado a atividade dos extratos e fragdes frente a rutina e vitamina
C.

AA% em relagdo a rutina =_Abs. (amostra) — Abs. (branco) x 100
Abs. (rutina) — Abs. (Branco)

AA% em relacéo a vitamina C =_Abs. (amostra) — Abs. (branco) x 100
Abs. (vitamina C) — Abs. (Branco)
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Para a averiguacdo da diferenca estatistica foi aplicado a analise de
variancia — ANOVA e para localizagcdo das diferencas o teste de Duncan
(p<0,05).

4.13.2 Reducéo do Radical DPPH

Este ensaio tem como objetivo avaliar a capacidade dos extratos e fracoes
de reduzir o radical livre 2,2 - difenil-1-picril-hidrazila (DPPH+), que possui
coloracao purpura, para difenil-picril-hidrazina com coloracdo amarela (FIGURA
6). Nesta mudanca de coloracdo, ocorre a diminuicdo da absorcdo, podendo
assim ser avaliado a atividade antioxidante em espectrofotometro.

A andlise foi realizada de acordo com Mensor et al (2001). A solucéo de
DPPH foi preparada a 0,03 mmol/mL em metanol absoluto no momento do
ensaio. As amostras foram diluidas em metanol e as concentracdes variaram de
5 ug/mL a 450 ug/mL, dependendo da intensidade da atividade antioxidante. Nos
tubos contendo a amostra foi adicionado 1 mL da solu¢cdo de DPPH. Como
padrdes foram utilizados a vitamina C (1,6 a 8 yg/mL) e arutina (2,0 a 12 ug/mL).
Como branco foi utilizado 2,5 mL de metanol e 1 mL de DPPH.

A amostra foi deixada em contato com o DPPH por 30 minutos, onde a
absorbancia foi medida em 518 nm, e a atividade antioxidante calculada. A

analise foi realizada com 5 concentracdes crescentes e em triplicata.
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NO, NO,

DPPH Antioxidante

FIGURA 6 - ESQUEMA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM DPPH

A capacidade dos extratos e fragBes de reduzir o radical livre foi calculado

segundo a seguinte formula

% inibicdo do DPPH = 100 - (Abs. amostra — Abs. branco) X 100
Abs. Controle

A andlise estatistica para verificacdo da variancia (ANOVA) foi aplicada

juntamente com Duncan, o qual localizou a diferencas das amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO MORFOANATOMICO

A andlise morfologica de P. fractistipula (FIGURA 7) evidéncia a espécie
utilizada nesse trabalho medindo 0,5-1,50 m de altura, diferenciando-se da P.
fractistipula estudada por Junior e Vieira (2013), que chega até 4 m. As folhas
de P. fractistipula medem 5,46 cm comprimento e 2 cm de largura (FIGURA 7C);
possuem apice agudo, base atenuada em peciolo, margem foliar inteira e
filotaxia oposta. Os frutos apresentam coloracdo verde quando imaturos e,
alaranjado-avermelhado apés maturacdo (FIGURA 7A). Apresenta estipulas
apical e persistente (FIGURA 7D, 7E). A presenca de estipulas € uma
caracteristica da familia Rubiaceae com finalidade de proteger os primérdios
foliares (MARGALHO et al., 2009; VITARELLI, 2009).
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FIGURA 7 - CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS EXTERNAS DE Psychotria fractistipula
NOTA: (1): A E B Psychotria fractistipula L.B. Sm. Klein & Delprete (CAPAO DO CIFLOMA
UFPR). A: PRESENCA DE FRUTOS MADUROS NAS PARTES AEREAS. B:
PRESENCA ORGAOS REPRODUTIVOS JOVENS. C: ASPECTO DAS FOLHAS
D: ESTIPULA APICAL NO APICE CAULINAR. E: ESTIPULA PERSISTENTE.
(2): Face abaxial (AB), Face adaxial (AD), Estipula apical (EA), Estipula Persistente

A superficie da cuticula da folha de P. fractistipula € lisa e mais espessa
sobre as nervuras (FIGURA 8A, 8D). Diferente da espécie aqui analisada,
Psychotria viridis possui cuticula estriada em ambas as faces da folha, sendo
mais espessa na face adaxial (MARTINS et al., 2006). Por outro lado, Psychotria
stenocalix apresentou cuticula estriada nas folhas de sol e lisa nas folhas de
sombra (GOMES et al.,1995) e P. tenuinervis com estricdo também em folhas
de sombra (GOMES et al.,1995). Parece que as estriacbes na cuticula em
Psychotria podem ou ndo estar relacionada ao ambiente de ocorréncia. Como P.
fractistipula é tipica de ambiente sombreado podemos considerar a cuticula lisa

como uma caracteristica importante para sua distingao.
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A folha de P. fractistipula é hipoestomética, com estébmatos paraciticos
localizados no mesmo nivel das demais células epidérmicas (FIGURA 8B). Esse
tipo de estbmato e padréo de distribuicdo é caracteristico para Rubiaceae
(SOLEREDER, 1908; METCALFE; CHALK, 1957). A presenca de estdmatos foi
registrada somente na face abaxial.

De acordo com Todzia e Almeida (1991), o tamanho, a forma e diferencas
basais dos tricomas, fornecem caracteres uteis para identificagdo dos taxons.
Em P. fractistipula os tricomas s&o tectores simples e unicelulares e estao
presentes em ambas as faces da folha, principalmente na face abaxial da regido
da nervura central (FIGURA 8B, 8C, 8D, 8E). Embora as Rubiaceae sé&o
descritas como tendo tricomas simples, unicelulares e unisseriados
(SOLEREDER. 1908; METCALFE; CHALK, 1957) algumas Psychotrias s&o
glabras (P. glaziovii, P. leiocarpa e P. racenosa) (MORAIS et al., 2011) Os tipos
de tricomas sdo uma caracteristica relevante para o controle da qualidade de
drogas vegetais, visto que elas sao comercializadas na forma rasurada ou
pulverizada

O mesofilo das folhas de P. fractistipula é do tipo dorsiventral, sendo
constituido por uma Unica camada de parénquima palicadico com células pouco
alongadas e cerca de quatro camadas de parénquima esponjoso (FIGURA 8H).
Mesofilo dorsiventral € comum para as espécies de P. hoffmannseggiana, P.
carthagenensis, P. deflexa, P. glaziovii, P. leiocarpa, P. racemosa e P. vellosiana
(MORAIS et al., 2011).

Em seccéo transversal da folha de P. fractistipula a nervura central é reta
na face adaxial e proeminente e arredondada na face abaxial (FIGURA 8F, 8G).
As células da extremidade da nervura central da P. carthagenensis tocam-se
formando um circulo, diferenciando as duas espécies. A nervura central é
biconvexa para P. hoffmannseggiana, P. carthagenensis, P. deflexa, P. glaziovii,
P. leiocarpa, P. racemosae P. vellosiana. (MORAIS et al., 2011).

Em posicdo subepidérmica sdo encontradas colénquima angular em
ambas as faces (FIGURA 8F). Na face adaxial o parénquima clorofiliano é
continuo na nervura central (FIGURA 8F). A base da folha possui um feixe
vascular colateral de maior porte em forma de ferradura e dois feixes laterais
menores (FIGURA 8F). O feixe vascular colateral é tipico de Psychotria
(MORAIS et al., 2011).
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A epiderme da lamina foliar de P. fractistipula, em vista frontal, apresenta
células poligonais com paredes anticlinais retas em ambas as faces (FIGURA.
8H). Organizacao semelhante foi registrada para Psychotria viridis (MARTINS et
al., 2006). No entanto, essa espécie distingue-se da espécie aqui analisada por
apresentar uma drusa por célula, além de cristais prisméticos. A epiderme da
lamina foliar de P. fractistipula também difere de Psychotria hoffmannseggiana e
Psychotria glaziovii, que possuem células com paredes sinuosas na superficie
abaxial (MORAIS et al., 2011).

A presenca de réfides no parénquima palicadico foi verificada para P.
fractistipula (FIGURA 8I). A presenca de rafides é caracteristica comum no
género, ja relatada para P. carthagenensis (VITARELLI, 2009), P.
hoffmannseggiana, P. carthagenensis, P. deflexa, P. glaziovii, P. leiocarpa, P.
racemosa e P. vellosiana (MORAIS et al., 2011).
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.......... ™ : -
Delprete - FOLHA EM CORTE

FIGURA 8 - Psychotria fractistipula L.B. Sm., Klein &

PARADERMICO E SECCAO TRANSVERSAL

NOTA: (1) A: EPIDERME VISTA FRONTAL FACE ADAXIAL, CORTE PARADERMICO. B:
CORTE PARADERMICO FACE ABAXIAL, PRESENCA DE ESTOMATOS. C:
ESTOMATOS EM MEV. D: DETALHE DOS TECIDOS DA FACE ABAXIAL,
DESTACANDO O COLENQUIMA E TRICOMAS, COLORAGCAO SUDAM lIl. E:
TRICOMAS EM MEV. F: NERVURA CENTRAL EVIDENCIANDO O CILINDRO
VASCULAR MEDULAR E FEIXE VASCULAR EXTERNO. G: SISTEMA VASCULAR.
H: APECTO GERAL DA EXPANSAO DA LAMINA FOLIAR, EVIDENCIANDO A
EPIDERME E TECIDOS CONSTITUINTES DO MESOFILO. I: RAFIDE NO
PARENQUIMA PALICADICO.

(2) Cuticula lisa (CL); Estébmato (ET); Colénquima (CO); Epiderme (EP); Tricoma (TR);

Face abaxial (FAb); Face Adaxial (FAd); Parénquima paligadico (PP); Parénquima
esponjoso (PE); Feixe vascular (FV); Feixe vascular externo (FVe); Fibras (FI);
Floema (FL); Xilema (XI); Réfide (RA); Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

P. fractistipula ndo apresentou doméacias, as quais foram relatadas
proximas a nervura central para P. viridis (MARTINS et al., 2006) P.
hoffmannseggiana, P. carthagenensis, P. deflexa e P. vellosiana (MORAIS et al.,
2011).

O caule apresenta formato ovalado com ligeiras reentrancias nas laterais

(FIGURA 9A). A epiderme é uniestratificada, com estdmatos, cuticula estriada
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(FIGURA 9B) e presenca de tricomas tectores simples e unicelulares (FIGURA
9E). O cortex possui varias camadas de colénquima angular continuo subjacente
a epiderme e véarias camadas de parénquima fundamental, o cértex também é
caracterizado pela presenca de graos de amido (FIGURA 9D). O cilindro vascular
apresenta xilema e floema concéntrico seguindo o formato do caule, com xilema
interno e floema externo (FIGURA 9B).

A medula é parenquimética apresenta numerosos grdos de amido na
regido periférica (FIGURA 9B). A P. fractistipula também caracterizou-se pela
presenca de cloroplastos nesse 6rgdo. A presenca de amido também foi

detectada em Psychotria ipecacuanha (SOUZA et al., 2008).
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FIGURA 9 - Psychotria fractistipula L.B. Sm., Klein & Delprete - CAULE EM SECCAO

TRANSVERSAL

NOTA: (1) A: CAULE EM CORTE TRANSVERSAL, EVIDENCIANDO CORTEX, FLOEMA, XILEMA,
MEDULA E ESTOMATO. B: DETALHE DO SISTEMA VASCULAR DO CAULE. C: CORTEX
APROXIMADO, DETALHANDO A EPIDERME. D: CORTE TRANSVERSAL EM MEV
EVIDENCIANDO OS GRAOS DE AMIDO. E: ESTOMATO EM MEV.

(2) Medula (MD); Cortex (CX); Epiderme (EP); Xilema (XY); Floema (FL); Tricoma (TR)

Fibras (FI); Graos de amido (GA);

5.2 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE E CINZAS TOTAIS

Os parametros de andlise do teor de umidade e cinzas totais foram
determinados pela primeira vez para a espécie Psychotria fractistipula. Esta
analise tem grande importancia para o controle de qualidade uma vez que pode
auxiliar na identificacdo botanica e identificagdo de impurezas na amostra
(BRASIL, 2010). O teor de umidade e cinzas mostram variagcdes conforme a
parte morfolégica analisada. Foi encontrado um valor maior de umidade no caule
e de cinzas na folha. Os resultados estdo demostrados como meédia = desvio
padréo na Tabela 5.
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TABELA 5 - ANALISES FiSICO QUIMICAS DO MATERIAL VEGETAL

ANALISE FOLHA CAULE
Umidade 10,77 £ 0,18 12,5+0,79
Cinzas 9,48 + 0,25 4,108 £ 0,25

FONTE: O autor (2015)

5.3 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E FRACOES DE Psychotria fractistipula

O rendimento dos extratos brutos foi calculado a partir do valor obtido no
teor de soélidos. O caule possui um rendimento de 4,3815% + 0,166, enquanto
para o extrato bruto das folhas foi de 12,588% =+ 0,89.

Foram obtidos 68,089 de extrato bruto do caule e 27,0648g de extrato
bruto das folhas de Psychotria fractistipula. Para a realizacdo dos ensaios
bioldgicos foram separados 2 gramas de cada um dos extratos bruto, o restante
foi utilizado para a obtencdo das fracBes: fracdo Hexanica (FH), fracéo
cloroférmio (FC), fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo remanescente (FR). Na
Tabela 6 foi demonstrado o rendimento de cada fragdo em relacdo ao extrato
bruto. Pode-se observar que a fracdo com maior rendimento foi a FAE do caule
seguido da FH da folha, e a de menor rendimento foi a FC folhas seguindo da

FC do caule.
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TABELA 6 - RENDIMENTO DAS FRACOES EXTRAIDAS POR SOXHLET
Rendimento (%) em
relacéo ao extrato bruto

Massa Obtida (g) total
AMOSTRA FOLHAS
FH 8,6107 31,8151
FC 0,7399 2,7338
FAE 8,265 30,5378
CAULE
FH 10,3836 15,2520
FC 5,538 7,71709
FAE 32,156 47,232
R 20,2866 29,7981

NOTA: Fracdo hexanica (FH), Frac&o cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de etila (FAE) e Fracao
remanescente (FR).

5.4 ANALISE DE COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR CCD.

Através da analise de CCD foram encontrados os resultados descritos na Tabela
7.

TABELA 7 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS EXTRATOS BRUTOS E

FRACOES
Componentes Flavonoides Taninos Terpenos Alcaloide
AMOSTRAS FOLHAS
EB + + +
FH +
FC + +
FAE + + +
CAULE
EB + + +
FH +
FC + +
FAE + + +
FR

NOTA: Fracao hexanica (FH), Fracdo cloroférmio (FC), Fracao Acetato de etila (FAE) e Fracéo
remanescente (FR).
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5.5 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DO CONSTITUINTE QUIMICO
ISOLADO

5.5.1 Identificacdo do Composto FH-25

O composto isolado obtido da fracdo hexano, das partes aéreas da
espécie Psychotria fractistipula, apresenta a forma de cristais com formato de
agulhas. Para identificacdo do composto isolado foi utilizado RMN conforme
descrito no item 4.7.1. No espectro de RMN 'H (FIGURA 10, 11) foram
observados sinais caracteristicos de hidrogénios na regido de 3,52 ppm, do
hidrogénio olefinico H-6 em dH 5,35 ppm (J = 5,1 Hz, d) e 0 acumulo de sinais
na regidao de 0,60 - 2,40 ppm atribuidos a presenca de varios hidrogénios
metilicos, metinicos e metilénicos que séo sinais caracteristicos dos esteréides
B-sitosterol e campesterol. Pela andlise do espectro de 3C (Figura 12, 13, 14),
foram observados sinais de carbonos insaturados em 140,77 (C) e 121,72 (CH).
Baseado nos dados espectrais de RMN de 'H e 13C e por comparacgédo destes
com os dados encontrados na literatura (ANDRADE, 2003) (Tabela 8), o
composto FH - 25 foi identificado como uma mistura dos esterdides [-sitosterol
(FIGURA 15) e campesterol (FIGURA 16).
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TABELA 8 - COMPORAGCAO DOS ESTEROIDES B - SITOSTEROL E CAMPESTEROL

B -Sitosterol | Campesterol

13C B -Sitosterol | Campesterol | (ANDRADE, | (ANDRADE,

2003) 2003)
1 37,25 37,25 37,27 37,27
2 31,66 31,66 31,65 31,65
3 71,80 71,80 71,82 71,82
4 42,29 42,29 42,29 42,29
5 140,76 140,76 140,77 140,77
6 121,68 121,68 121,72 121,72
7 31,89 31,89 31,91 31,91
8 31,89 31,89 31,91 31,91
9 50,15 50,15 50,15 50,15
10 36,51 36,51 36,52 36,52
11 21,05 21,05 21,09 21,09
12 39,77 39,77 39,79 39,79
13 42,29 42,29 42,29 42,29
14 56,76 56,76 56,78 56,78
15 24,27 24,27 24,32 24,32
16 28.20 28.20 28,26 28,26
17 56,08 56,08 56,07 56,07
18 11,82 11,82 11,87 11,87
19 19,36 19,36 19,41 19,41
20 36,13 36,13 36,16 36,16
21 19,01 19,36 19,04 19,41
22 31,89 33,98 31,91 33,96
23 29,65 26,21 29,70 26,09
24 39,77 45,85 39,79 45,85
25 31,66 29,21 31,65 29,16
26 21,05 18,74 21,09 18,79
27 19,78 19,36 19,83 19,41
28 18,74 23,08 18,79 23,08
29 11,82 - 11,99 -
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HO
FIGURA 15 - ESTRTURA B -SITOSTEROL

HO
FIGURA 16 - ESTRUTURA DO CAMPESTEROL

5.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Artemia salina € um microcrustaceo de agua salgada, encontrado em lojas
especializadas em aquéarios, sendo utilizado para alimentar peixes (MEYER et
al.,1982). Por ser um ensaio rapido de baixo custo e simples realizacdo, esse

microcrustaceo € utilizado para estimar a toxicidade por meio da concentracao



63

letal média (CLso), podendo proporcionar uma analise de toxicidade geral
(CAVALCANTE et al., 2000; MEYER et al., 1982; SIQUEIRA et al.,2001). O
namero de crustaceos mortos e a CLso calculada pelo teste estatistico Probitos

estao descritos na Tabela 9.

TABELA 9 - ENSAIO DE TOXICIDADE CONTRA Artemia salina NAS DIFERENTES
CONCENTRACOES DE EXTRATOS E FRACOES.

MORTALIDADE CL50 IC de 95%
(g.mL) (ug.mL) (ug.mL)
Concentragdo | 10 | 100 | 500 | 1000
AMOSTRA FOLHAS
EB o 1 2 3 > 1000 -
FH o 0 0 O > 1000 -
FC o 1 4 4 > 1000 -
FAE 6 6 9 30 537,42 371,43 - 777,58
CAULE
EB o o0 1 3 > 1000 -
FH o o0 1 6 > 1000 -
FC O 0 0 6 > 1000 -
FAE o 1 2 19 849,51 719,9 -1003,58
FR O 0 1 19 857,24 731,23 - 1004,98

NOTA: Extrato bruto (EB), Fragdo hexanica (FH), Fragdo cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de
etila (FAE) e Fracdo remanescente (FR). Intervalo de confian¢a (IC). Concentragéo letal (CLso).

De acordo com Meyer et al. (1982), a amostra se caracteriza toxica frente
a A. salina quando a CLso for inferior a 1000 pg.mL*. Desta forma podemos
considerar que as fracdes acetato de etila da folha e do caule e a fracdo
remanescente do caule apresentaram atividade toxica frente ao microcrustaceo.
Apesar das outras fragcOes apresentarem mortalidade, sua atividade nao foi
estatisticamente significativa.

A prospeccéo fitoquimica demostrou a presenca de flavonoides na FAE,
o qual pode ser responsavel pela atividade contra Artemia salina (MOREIRA et
al., 2003). Diversos trabalhos correlacionam essa toxicidade frente ao crustaceo
com atividade antiviral, antiparasitaria e antitumoral (SIQUEIRA et al., 2001;
MCLAUGHLIN et al., 1988).
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5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE Aedes aegypiti

A atividade larvicida dos extratos e fragdes sobre A. aegypti demonstrou
baixa mortalidade ao comparar com a A. salina. A Unica fracdo que apresentou
CLso sobre as larvas de A. aegypti foi a FH do caule, como demonstrado na
Tabela 10. Porém todas as fracfes apresentaram modificacdes sobre a estrutura
dessas larvas, demonstrando causarem danos as larvas, impossibilitando sua

sobrevivéncia.

TABELA 10 - ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE A. aegypti, NAS DIFERENTES
CONCENTRACOES, DE EXTRATOS E FRACOES.
MORTALIDADE CLso IC de 95%
(Mg.mL™) (Mg.mL-1) (hg.mL™)
Concentracao 10 100 1000
AMOSTRA FOLHAS
EB 2 3 7 > 1000 -
FH 1 1 3 > 1000 -
FC 0 0 5 > 1000 -
FAE 0 0 1 > 1000 -
CAULE
EB 3 5 6 > 1000 -
FH 9 10 19 261,02 78,43 - 868,68
FC 1 5 6 > 1000 -
FAE 3 6 13 > 1000 -
FR 6 6 6 > 1000 -

NOTA: Extrato bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fragdo cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de
etila (FAE) e Fracdo remanescente (FR). Intervalo de confianca (IC). Concentracéo letal (CLso).

As larvas apresentaram diferencas de tamanho quando comparadas ao
controle negativo e a principal diferenca ocorreu na FAE da folha onde as larvas
apresentaram tamanho significativamente menor (TABELA 11). Esse tamanho
em relacdo ao controle pode indicar um retardo no crescimento da larva,
podendo aumentar seu tempo larval, dificultando a passagem entre os estagios
até atingir a fase de pupa (FARNESI et al., 2012).
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TABELA 11 - TAMANHO DAS LARVAS DE A. aegypti CONFORME AMOSTRA E

CONCENTRACAO ] ]
CONCENTRAGCAO | TAMANHO | CLASSIFICACAO
DA AMOSTRA LARVAL DO TESTE DE
AMOSTRA (ug/mL) (cm) DUNCAN
FOLHAS
CONTROLE - 58,33 a
10 57,0 alb
EB 100 55,8 alb
1000 55,5 alb
10 51,9 alb|c
FH 100 58,6 a
1000 49,1 alblc|d
10 54,9 albjc|d
FC 100 55,6 alb|c
1000 49,5 al|blc|d
10 48,0 alb|lc|d
FAE 100 43,7 cld
1000 48,0 e
CAULE
10 55,5 albilc
EB 100 49,3 al/blc|d
1000 51,6 al|b|c|d
10 54,3 al/blc|d
FH 100 55,2 al/blc|d
1000 42,6 d
10 53,6 alb|c|d
FC 100 49,9 alb|c|d
1000 44,4 blc|d
10 54,2 al/blc|d
FAE 100 48,3 alblc|d
1000 51,5 al|b|c|d
10 59,5 a
FR 100 54,4 al/blc|d
1000 57,7 a

NOTA: Extrato bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fragdo cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de
etila (FAE) e Fracdo remanescente (FR). Amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem

estatisticamente.

As alteracbes morfolégicas externas e interna das larvas foram

analisadas em todas as amostras e concentra¢cdes, sendo que o efeito sobre a

anatomia das mesmas variou conforme o tipo de extrato, parte morfolégica e a

dose aplicada.
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A morfologia externa das larvas foi realizada comparando com o controle
negativo (FIGURA 18A). Estes apresentam aspecto vermiforme e coloracao
branca-esverdeada, o corpo é nitidamente dividido em cabeca, térax e abdémen.
O abddémen € composto por oiro segmentos. O seguimento posterior e anal 4
branquias lobuladas para regulacdo osmotica e um sifao respiratério (BRASIL,

2001). A Figura 17 demostra a morfologia externa das larvas do mosquito A.

aegypti.

CABECA

TORAX

ABDOME

e
§EcmEnTo M 0‘.- 9 —

FOLIOLOS BRANQUIAIS

FIGURA 17 - MORFOLOGIA EXTERNA DA LARVA DO MOSQUITO A. aegypti
NOTA: Adaptado de (MONTEIRO, 2014).

As larvas expostas na concentragdo de 10 pg/mL apresentaram
alteracOes externas, as expostas ao EB da folha apresentaram coloragéo escura
desde o primeiro segmento até as papilas anais (FIGURA 18B), a FH da folha
causou o alongamento das larvas entre o primeiro segmento e o térax, as papilas
anais também apresentaram coloracdo escurecida (FIGURA 18C). O
alongamento entre o primeiro segmento e o térax ocorreu também na FC da
folha, porém sendo evidente entre o quinto segmento e as papilas anais
(FIGURA 18D). As FH, FC E FAE do caule apresentaram deposi¢cédo da camada
de gordura expondo os segmentos (FIGURA 18E, 18F, 18G). FR do caule
provocou as larvas alongamento da cérvice entre o oitavo segmento e as papilas
anais (FIGURA 18H).
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FIGURA 18 - MORFOLOGIA EXTERNA DAS LARVAS DE Aedes aegypti. CONTROLES E

TRATADAS COM EXTRATOS E FRACOES NA CONCENTRACAO DE 10 pg/mL.

NOTA: (1) A: CONTROLE. B: EB DAS FOLHAS DEMOSNTRANDO ESCURECIMENTO DOS
SEGMENTOS E DA PAPILA ANAL. C:. FH DAS FOLHAS EVIDENCIANDO
ALONGAMENTO DA CEVICE A ESCURECIMENTO DAS PAPILAS ANAIS D: FC
FOLHA EVIDENCIANDO ALONGAMENTO DOS SEGUIMENTOS E: FH CAULE
DEMONSTRANDO DEPOSICAO DA CAMADA DE GORDURA F: FC CAULE
APRESENTANDO DEPOSICAO DA CAMADA DE GORDURA. G: FAE CAULE
EVIDENCIANDO DEPOSICAO DA CAMADA DE GORDURA. H: FR CAULE
DEMONSTRANDO ALONGAMENTO DA CERVICE E SEGMENTO.

(2) Extrato bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracao cloroférmio (FC), Fracdo Acetato
de etila (FAE) e Fracdo remanescente (FR).

Na concentracdo de 100 upg/mL os extratos e fragbes também
apresentaram alteragcbes morfoldégicas externas. Na FH das folhas foram
presenciadas alongamento traqueias dorsais e da cérvice (FIGURA 19B), a FC
das folhas causou inibicdo das papilas anais (FIGURA 19C), o EB do caule
causou méa formagdo dos seguimentos na regido mediana do abddémen e
alongamento entre o térax e o primeiro segmento, proximo as tragueias dorsais
(FIGURA 19D). A FH do caule rompeu a cuticula e ocasionou perda de gordura
corporal, expondo os segmentos do mesentero anterior (FIGURA 19E), a FC do

caule reduziu o térax e a gordura corporal e evidenciou os segmentos (FIGURA
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19F). Ocorreu ma formacéao dos seguimentos na regido do mesentero médio nas
larvas expostas a FAE do caule (FIGURA 19F), e as expostas a FR do caule
causou alongamento da cérvice (FIGURA 19H).

FIGURA 19 - MORFOLOGIA EXTERNA DAS LARVAS DE Aedes aegypti. CONTROLES E

TRATADAS COM EXTRATOS E FRA(;C)ES NA CONCENTRAQAO DE 100 pg/mL.

NOTA: (1) A: CONTROLE. B: FH DAS FOLHAS, EVIDENCIANDO ALONGAMENTO DE
CEVICE E TRAQUEIAS DORSAIS. C: FC DAS FOLHAS EVIDENCIANDO
PAPILAS ANAIS D: EB CAULE EVIDENCIANDO ALTERACOES NA REGIAO DO
TORAX E ABDOMEN E: FH CAULE APRESENTANDO ROMPIMENTO DA
CUTICULA. F: FC CAULE APRESENTANDO REDUGAO DO TORAX. G: FAE
CAULE EVIDENCIANDO MA FORMACAO DOS SEGUIMENTOS. H: FR CAULE
DEMONSTRANDO ALONGAMENTO DA CERVICE

(2) Extrato bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracao cloroférmio (FC), Fracdo Acetato

de etila (FAE) e Fracao remanescente (FR).

Em relacdo a morfologia externa das larvas sobre a concentracdo de 1000
pg/mL, a FC das folhas provocou ruptura na camada de gordura, expondo 0s
segmentos das larvas (FIGURA 20B). O EB e a FC do caule causaram
alongamento da cérvice (FIGURA 20C, 20D).
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FIGURA 20 - MORFOLOGIA EXTERNA DAS LARVAS DE Aedes aegypti. CONTROLES E

TRATADAS COM EXTRATOS E FRACOES NA CONCENTRACAO DE 1000 ug/mL.

NOTA: (1) A: CONTROLE. B: FC DAS FOLHAS, EVIDENCIANDO RUPTURA DA CAMADA DE
GORDURA. C: EB CAULE EVIDENCIANDO AUMENTO DA CERVICE. D: FC

CAULE EVIDENCIANDO AUMENTO DA CERVICE.
(2) Fragéo cloroférmio (FC); Extrato bruto (EB);

As larvas expostas aos extratos e fracBfes também apresentaram
deformacfes na morfologia interna em todas as concentra¢des (FIGURA 21, 22,
23). As amostras foram comparadas com o controle para verificar a sua
diferenciacéo morfolégica.

Na concentragéo de 10 pg/mL as larvas que ficaram em contato com o EB
da folha diminuiram a camada de gordura e foi observado um escurecimento dos
segmentos (FIGURA 21B). A FH das folhas causou espessamento do epitélio
superitrofico e endoperitréfico dos segmentos larvais. Em algumas regides, a
cuticula se encontra menos espessa e com coloracdo mais clara (FIGURA 21C).
As FC, FAE das folhas e FH do caule também causaram as larvas espessamento
no epitélio subperitrofico (FIGURA 21D, 21E 21G), porem somente na FC das
folhas foi possivel visualizar uma espécie de capa, formada por células,
provavelmente servindo como uma barreira de protecdo (FIGURA 21D). A FAE
das folhas também apresentou escurecimento dos segmentos (FIGURA 21E).
Na EB do caule observou-se a expulsdo parcial do intestino (FIGURA 21F).
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FIGURA 21 - MORFOLOGIA INTERNA DAS LARVAS DE A. aegypti. EXPOSTAS AMOSTRAS

NA CONCENTRAGAO DE 10 ug/mL.

NOTA: (1) A: CONTROLE. B: EB DA FOLHA EVIDENCIANDO DIMINUICAO DA GORDURA E
ESCURECIMENTO DOS SEGMENTOS. C: FH DA FOLHA MOSTANDO O
ESPESSAMENTO DO EPITELIO. D: FC DAS FOLHAS DEMARCANDO O
ESPESSAMENTO DO EPITELIO SUBPERITROFICO. E: FAE CAULE
EVIDENCIANDO ESCURECIMENTO DOS SEGMENTOS E ESPESSAMENTO DO
EPITELIO. F: EB DO CAULE APRESENTANDO EXPULSAO PARCIAL DO
INTESTINO. G: FH DO CAULE DEMONSTRANDO ESPESSAMENTO DO
EPITELIO.

(2) Extrato bruto (EB), Fragdo hexanica (FH), Fracéo cloroférmio (FC), Fragdo Acetato
de etila (FAE), Fracao remanescente (FR), MP: Membrana peritrofica, Cuticula (CU)
Gordura Corporal (GC), Espacgo subperitréfico (ES), Segmento (SG), Mesentero (M),
Papila anal (PA), Epitélio endoperitréfico (EE), Cordoes do intestino (Cl)

Na concentracdo de 100 pg/mL também foram observadas algumas
alteragbes. As larvas expostas ao EB das folhas apresentaram auséncia da
camada de gordura e segmentos com aspecto escurecido (FIGURA 22B). Os
segmentos das larvas que ficaram em contato com FH das folhas apresentaram
bordas mais finas nos segmentos e inibicdo da papila anal (FIGURA 22C1,
22C2), enquanto que na FC das folhas as larvas tiveram um espessamento do
epitélio que recobre os segmentos (FIGURA 22D). A FAE da folha, o EB, FH e
FC do caule deixaram as larvas com os segmentos dobrados e diminuiram sua
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gordura corporal (FIGURA 22E, 22F, 22G, 22H). Pode-se observar expulséo
parcial do intestino na FAE do caule (FIGURA 22I). Na Figura 22J, larva exposta
a FR do caule, apresentou um aspecto de claridade, provavelmente ocorreu a
ruptura das células epiteliais que recobrem o mesentero, a ruptura de gordura e

possivel rompimento da cuticula.

FIGURA 22 - MORFOLOGIA INTERNA DAS LARVAS DE A. aegypti. EXPOSTAS AMOSTRAS

NA CONCENTRACAO DE 100 pg/mL.

NOTA (1) A: CONTROLE. B: EB FOLHA DEMONSTRANDO ESCURECIMENTO DA LARVA E
DIMINUI(;AO DA CAMADA DE GORDURA. C1: FH FOLHA EVIDENCIANDO
SEGUIMENTO MAIS FINO, C2: FH FOLHA RELATANDO INIBIQAO DA PAPILA
ANAL. D: FC FOLHA APRESENTANDO O ESPESSAMENTO DO EPITELIO. E: FAE
DA FOLHA EVIDENCIANDO OS SEGMENTOS DOBRADOS. F: EB CAULE
DEMONSTRADO SEGMENTOS DOBRADOS. G: FH DO CAULE EVIDENCIANDO
OS SEGMENTOS DOBRADOS. H: FC DO CAULE MOSTRANDO OS SEGMENTOS
DOBREADOS. |: FAE DO CAULE DEMONSTROU A EXPULSAO DO INTESTINO. J:
FR DO CAULE EVIDENCIANDO DIVERSAS DEFORMAGCOES.

(2) Extrato bruto (EB), Fracdo hexénica (FH), Fracdo cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de
etila (FAE), Fracdo remanescente (FR), MP: Membrana peritrofica, Cuticula (CU)
Gordura Corporal (GC), Espaco subperitréfico (ES), Segmento (SG), Mesentero (M),
Papila anal (PA), Epitélio endoperitréfico (EE), Corddes do intestino (Cl)
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Analisando a morfologia interna das larvas expostas a concentracdo de
1000 pg/mL, observamos varias deformacfes nas estruturas larvais. O EB da
folha além de diminuir a gordura corporal das larvas também espessou o epitélio
gue reveste 0s segmentos bem como a membrana peritrofica (FIGURA 23B). Na
FH e FC das folhas foi evidenciado o rompimento da gordura corporal proximo
aos segmentos (FIGURA 23C, 23D), enquanto no EB do caule apresentou
rompimento do epitélio subperitrofico, da camada de gordura e da cuticula
préximo ao mesentero além do escurecimento dos segmentos proximos primeiro
membrana peritrofica, também foi observado a diminuicdo do espessamento do
epitélio que cobre o mesentero no primeiro segmento e a extrusdo do intestino,
com parte da membrana peritrofica na regido proxima as papilas anais (FIGURA
23E1, 23E2, 23E3).

Nas larvas que ficaram em contato com FH do caule foi observado
rompimento do epitélio endoperitréfico e subperitréfico dos segmentos, com
possivel dano mecénico da membrana peritrofica (FIGURA 23F). A FC do caule
ocasionou as larvas deslocamento da camada de gordura proxima aos
segmentos (FIGURA 23G). Quando analisamos a FAE e a FR do caule
observamos a diminuicdo da camada de gordura, espessamento do epitélio
subperitréfico e membrana peritréfica e aspecto irregular dos segmentos,
formando bordas escovadas (FIGURA 23H, 23I).

Diante dessas alterac6es morfolégicas provocada pelos extratos brutos e
fracOes de P. fractistipula, pode-se enfim que esse produto se mostrou toxico e
apesar da baixa mortalidade sobre as larvas. O alongamento da cérvice € uma
caracteristica observada pelo uso do pesticida Diflubenzuron (BORGES et al.,
2004), a diminuicdo de gordura corporal foi demonstrado na utilizacdo do
pesticida Novaluron (FARNESI et al., 2012), visto que a gordura corporal tem
como objetivo a reserva de energia da larva essencial para a fase adulta do
mosquito, podendo ocasionar a morte da larva por falta dessa reserva
(SAUCEDO, 2011).
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FIGURA 23 - MORFOLOGIA INTERNA DAS LARVAS DE A. aegypti. EXPOSTAS AMOSTRAS

NA CONCENTRACAO DE 1000 pg/mL.

NOTA: (1) A: CONTROLE. B: EB FOLHA EVIDENCIANDO ESPESSAMENTO DO EPITELIO.
C: FH FOLHA MOSTRANDO ROMPIMENTO DA GORDURA CORPORAL. D: FC
FOLHA RELATANDO ROPIMENTO DA GORDURA CORPORAL. E1 EB CAULE
EVIDENCIANDO O ROMPIMENTO DO EPITELIO E ESCURECIMENTO DOS
SEGMENTOS. E2: EB CAULE DEMONSTRANDO DIMINUICAO DO
ESPESSAMENTO DO EPITELIO. E3: EB CAULE RELATANDO A EXTRUSAO DO
INTESTINO. F: FH CAULE INDICANDO ROMPIMENTO DO EPITELIO. G: FC
CAULE EVIDENCIANDO O DESLOCAMENTO DA CAMADA DE GORDURA. H: FAE
CAULE DEMONSTRANDO DIMINUIGAO DA CAMADA DE GORDURA CORPORAL.
I: FR DO CAULE APRESENTANDO ASPECTO IRREGULAR.

(2) Extrato bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracédo cloroférmio (FC), Fracdo acetato

de etila (FAE), Fracao remanescente (FR), MP: Membrana peritrofica, Cuticula (CU)
Gordura Corporal (GC), Espago subperitréfico (ES), Segmento (SG), Mesentero (M),
Papila anal (PA), Epitélio endoperitréfico (EE), Cordfes do intestino (Cl). Alimento
(AL).

O escurecimento das larvas ocorre devido a sobreposi¢éo das cuticulas
dos segmentos abdominais e pode sugerir a morte da larva (BARRETO et al.,
2006) essa caracteristica também foi observada no pesticida Diflubenzuron
(BORGES et al., 2004). A extrusao de parte do intestino e o espessamento do
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epitélio sdo justificados por uma tentativa de defesa da larva. A extrusdo do
intestino é uma tentativa de isolar a parte afetada pelo extrato impedindo que os
agentes toxicos entrem em contato com mesentero e causem destruicdo celular,
diminuindo a letalidade da lesdo. O espessamento do epitélio pode ser em
virtude da proliferacdo das células regenerativas, na tentativa de sobrevida da
larva (BARRETO et al., 2006).

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A CIM dos extratos e fragOes das folhas e do caule de P. fractistipula

estdo representados na Tabela 12.

TABELA 12 - CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA DOS EXTRATOS E FRACOES DE
Psychotria fractistipula

CIM (pg/pL)
MICRO-ORGANISMO | S.a**  E.f* P.a* E.c* K.p*
AMOSTRA FOLHAS
EB 62,5 250 500 500 500
FH 250 1000 1000  >1000  >1000
FC 500 500 >1000 >1000  >1000
FAE 31,25 62,5 125 250 250
CAULES
EB 500 125 500 1000 500
FH 1000 500 >1000 >1000  >1000
FC 125 500 1000 1000  >1000
FAE 31,25 250 62,5 250 250
FR 500 1000  >1000 1000  >1000

NOTA: Extrato bruto (EB), Fragdo hexanica (FH), Fracao cloroformio (FC), Fragdo acetato de
etila (FAE), Fracdo remanecente (FR), Staphylococcus aureus (S.a), Escherichia coli (E.c),
Pseudomonas aeruginosa (P.a), Enterococcus faecalis (E.f) e Klebsiella pneumoniae (K.p),
Concentracao inibitoria minima (CIM). * Bactérias Gram-negativas. **Bactérias gram-positivas.

Conforme a classificacdo apresentada na Tabela 3 pode-se destacar a

atividade antimicrobiana da FAE da folha e do caule sobre os micro-organismos
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testados. O potencial inibitorio é considerado de bom a moderado em todas as
cepas, destacando sua atividade contra S. aureus (CIM 31,25 ug/mL) e E.
faecalis (CIM 62,5 pg/mL). O EB da folha também apresentou bom potencial
inibitério para S. aureus (CIM 62,5 pg/mL).

Em estudo realizado por Khan e colaboradores (2001) a FAE da
Psychotria microlabrasta apresentou ampla atividade antibacteriana contra as
cepas de S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa. Essa atividade
demonstrada pela FAE pode ser devido a presenca de flavondides, os quais
atuam na inibicdo de acidos nucleicos interferindo no metabolismo de energia da
bactéria ou alterando sua membrana citoplasméatica (FOWLER et al., 2011;
HENDRA et al., 2011; KUREK et al.,2011).

Alguns estudos demonstram que o triterpeno pode ser responsavel pela
atividade antimicrobiana (LIMA et al., 2011), porém seu mecanismo de a¢ao
ainda ndo estad totalmente esclarecido, somente sabe-se que esta ligada a
ruptura da membrana plasmatica (SALEEM et al., 2009). A atividade moderada
da FH do caule sobre o micro-organismo Enterococcus faecalis pode estar ligada
a presenca de B-sitosterol e campesterol, os esteroides isolados neste trabalho.

Neste estudo ao comparamos a atividade entre as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, observamos uma inibicdo maior nas bactérias
Gram-positivas, essa inibicdo pode ser decorrente a estrutura da parede
bacteriana, onde as bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana
externa em torno da parede celular e dificultam a permeabilidade dos compostos
(CHEW et al., 2011).

Estudos demonstraram que triterpenos e flavondides apresentam maior
atividade sobre micro-organismos Gram-positivos (SOUZA et al., 2014 TALEB-
CONTINI et al., 2003; TIWARI et al., 2009), justificando os resultados observados
neste trabalho.

5.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA
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Na atividade hemolitica das folhas e do caule o EB e as FH e FC foram
dose dependentes, enquanto a FAE do caule e da folha ndo demonstraram esta
uma resposta. Devido a atividade da FAE ser de 32,22% em 100 pg/mL, acredita-
se que deverdo ser realizados outros estudos em relacado a atividade hemolitica

dessa fracdo. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 13.



77

TABELA 13 - ENSAIO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES
DE Psychotria fractistipula UTILIZANDO SANGUE DE CARNEIRO

CONCENTRAGAO % CLASSIFICACAO DO TESTE DE DUNCAN
AMOSTRA (ug/mL) HEMOLISE
FOLHAS
CONTROLE - 100 a
100 4,36 i k| L
14,85 i
EB 200 h i
500 17,60 h
1000 28,75 el flg
100 1,68
2,96
" 200 k| L
500 33,19 d|e
1000 36,54 d
100 0,01 L
9,54 i |
FC 200 i|]jlk
500 16,96 h
1000 75,13 b
100 25,18 t]g
2,81
FAE 200 k| L
500 3,78 k| L
1000 3,06 k
CAULE
100 0,00 I
0,00
EB 200 |
500 0,00 |
1000 0,00 |
100 0,40 |
28,90
FH 200 e| flg
500 36,40 d
1000 37,45 d
100 28,11 e|flg
27,76
FC 200 e|flg
500 47,45 c
1000 51,20 c
100 32,22 d|e|f
24,41
FAE 200 g
500 37,73 d
1000 11,91 hlilj
100 0,00 |
4,77 -
FR 200 ik |
500 5,08 ikl
1000 6,68 ikl

NOTA: Extrato bruto (EB), Fragdo hexanica (FH), Fracéo cloroférmio (FC), Fracdo acetato de
etila (FAE) e Fracdo remanescente (FR). Amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem
estatisticamente.
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A maior porcentagem de hemdlise em comparacdo com o controle
ocorreu na FC da folha na concentragdao de 1000 pg/mL, seguido pela FC do
caule nas concentracdes de 1000 pg/mL e 500 pg/mL. Demonstrando que a FC
tem alta atividade hemolitica. Pode-se observar essa atividade nos Graficos 5 e
6.

ATIVIDADE HEMOLITICA DAS FOLHAS
80,00 - 75,12

70,00 -
60,00 -

50,00 -

D

o

o

o
1

28,75

% HEMOLISE

60
20,00 - 14,85 17£

4,36 2,80 3,78 3,06

0,00 T T T T T T T T T T 1
S S e .. P . SRS
o> %’”QQ% S S S SFES
SR S SR & EEC F

GRAFICO 5 - COMPARACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DAS
FOLHAS DE Psychotria fractistipula

NOTA: Extrato Bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracao cloroférmio (FC) E Fracédo Acetato de
etila (FAE). Considere o controle como 100%.
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ATIVIDADE HEMOLITICA DO CAULE
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GRAFICO 6 - COMPARAGAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DO
CAULE DE Psychotria fractistipula

NOTA: Extrato Bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracao cloroférmio (FC) E Fracéo Acetato de
etila (FAE). Considere o controle como 100%.

A atividade téxica da FC pode estar ligada a presenca de alcaloide, pois
esta classe de metabdlitos secundario apresentam comprovacao cientifica,
apresentando toxicidade mesmo em pequenas doses (DEWICK, 2002). A
presenca de taninos no EB e FAE pode ser o responsavel pela hemdélise nestas
amostras, uma vez que sao capazes de interagir com proteinas e outras
macromoléculas conferindo uma atividade téxica e aglutinante nas hemacias
(SILVA, 1999; MONTEIRO et al, 2005).

5.10 DETERMINACOES DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS ATRAVES
DO TESTE DE FOLIN — CIOCALTEAU

Os resultados obtidos a partir da curva de acido galico estdo expressos
na Tabela 14.
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TABELA 14 - QUANTIDADE DE COMPOSTOS F~ENOLICOS (EQUIVALENTE EM ACIDO
GALICO - EAG) NO EXTRATO BRUTO E FRACOES DE Psychotria fractistipula

CONCENTRACAO
DE FENOIS TOTAIS
(mg EAG.g* DA CLASSIFICACAO DO

AMOSTRA AMOSTRA) TESTE DE DUNCAN
FOLHAS
EB 529,74 +0,11 c
FH - d
FC 78,22 +0,01 g
FAE 679,39 + 0,07 b
CAULE
EB 503,89 + 0,01 c
FH - g
FC 286,23 + 0,02 e
FAE 783,70 + 0,04 a
FR 153,48 + 0,03 f

NOTA: Extrato Bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracao cloroférmio (FC) E Fracdo Acetato de
etila (FAE). Amostras classificadas no mesmo grupo néo diferem estatisticamente.

Segundo CHEW et al. (2011) concentracdes de fendis acima de 50
mg.EAG.g! é considerado alta e de 50-30 mg.EAG.g! média-alta. De acordo
com esta classificacdo, pode-se dizer que todas as fracbes analisadas
apresentaram alta concentracdo de fendis. Os compostos secundarios que
possuem atividade positiva na analise de Folin Ciocalteu séo: acidos fendlicos,
cumarinas, flavonoides, fendis simples, ligninas, lignanas, taninos hidrolisaveis
e condensados (BLAINSKI et al., 2013). A alta concentragdo de fenois (MG
EAG.G™?) nos EB e FAE da folha e do caule esta de acordo com a CCD realizada
para estas amostras, onde determinou a presenca de flavonoides e taninos.
Devido ao turvamento da Fracéo hexanica, nao foi realizado a analise de Folin —

Ciocalteau com essa fragéo.

A FAE das folhas de P. fractistipula (679,39 + 0,07 mg EAG.g?)
apresentou maior concentracdo de fendis totais em relacdo FAE das folhas de
Psychotrias stenocalix (235,5 mg EAG.g?), Psychotria suterella (117,1 mg
EAG.g 1) (QUEIROZ et al., 2000), demonstrando que a P. fractistipula apresenta
grande potencial antioxidante, pelo fato que seus constituintes fendlicos

reagiram com espécies reativas de oxigénio (ODABASOGLU et al., 2004).
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5.11 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTES

511.1 Atividade antioxidante pela reducdo do complexo fosfomolibdénio

Esse método é uma maneira simples e barata de analisar a capacidade
antioxidante total, podendo avaliar a atividade de componentes lipofilicos e
hidrofilicos (PIETRO at al., 1999).

Os resultados da atividade antioxidante pelo método de complexacao
foram calculados em relac&o aos padrdes de vitamina C e rutina, cujas atividades
foram consideradas 100%. Os resultados estdo expressos nas Tabelas 15 e 16.

Os EB e fracdes de P. fractistipula, apresentaram atividade antioxidante
pela redugcdo do complexo do fosfomolibdénio. Considerando a atividade dos
padrdes (rutina e vitamina C), deve-se destacar a atividade das FAE das folhas
e do caule que apresentaram atividades antioxidantes superiores a da rutina e
guando comparadas com a vitamina C a FAE das folhas apresentou atividade
de 90,17% e a do caule 87,37%.
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TABELA 15 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUCAO DO COMPLEXO DE
FOSFOMOLIBDENIOEM RELACAO A RUTINA DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOE DE
Psychotria fractistipula

CLASSIFICAGAO DO TESTE

AMOSTRA | EM RELACAO A RUTINA AA (%) + DP DE DUNCAN
FOLHAS
RUTINA 100 b

EB 63,04 + 2,68 c

FH 49,77 +5,93 f

FC 39,89 + 5,21 d|e

FAE 142,98 + 1,04 a
CAULE

EB 55,63 + 2,02 d

FH 25,38 + 2,07 e h

FC 50,77 + 0,96

FAE 138,54 + 0,11 a

FR 34,25 + 2,08 g

NOTA: Extrato bruto (EB), Fragdo hexanica (FH), Fracdo cloroférmio (FC), Fragdo acetato de
etila (FAE) e Fracdo remanescente (FR). AA = atividade antioxidante. DP=desvio padréo.
Amostras classificadas no mesmo grupo estando ndo diferem estatisticamente.

TABELA 16 - _ATIVIDADE AL\ITIOXIDANTE PELA REDUCAO DO COMPLEXQ DE
FOSFOMOLIBDENIOEM RELACAO A VITAMINA C DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOE DE
Psychotria fractistipula

CLASSIFICACAO DO TESTE

AMOSTRA 1 Ly RELACAO A VITAMINA C AA(%) DE DUNCAN
+ DP
FOLHAS
VIT C 100 a
EB 39,75+ 1,69 c
FH 31,38,77 +3,74 e
FC 25,15 + 3,29 f
FAE 90,17 + 0,65 b
CAULE
EB 35,08 + 1,27 d
FH 16,00 + 1,30 h
FC 32,02 + 0,60 d|e
FAE 87,37 + 0,07 b
FR 21,61 + 1,31 9

NOTA: Extrato bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracédo cloroférmio (FC), Fracdo acetato de
etila (FAE) e Fracdo remanescente (FR). AA = atividade antioxidante. DP=desvio padréo.
Amostras classificadas ho mesmo grupo estando ndo diferem estatisticamente.
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Os resultados do ensaio antioxidante pelo método do fosfomolibdénio

estdo representados nos Gréficos 7 ao 10.

COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO FOLHAS
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GRAFICO 7 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO BRUTO E FRA(;OES DAS FOLHAS
DE Psychotria fractistipula PELO METODO DO FOSFOMOLIBDENIO COMPARADA COM A
VITAMINA C

NOTA: Vitamina C (VIT. C), Extrato bruto (EB), Fragdo hexanica (FH), Fracéo cloroférmio (FC),
Fracdo acetato de etila (FAE).
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GRAFICO 8 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DO CAULE DE
Psychotria fractistipula PELO METODO DO FOSFOMOLIBDENIO COMPARADA COM A
VITAMINA C.

NOTA: Vitamina C (VIT. C), Extrato bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracao cloroférmio (FC),
Fracao acetato de etila (FAE), Fracdo remanescente (FR).
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COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO FOLHAS
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GRAFICO 9 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DO CAULE DE
Psychotria fractistipula PELO METODO DO FOSFOMOLIBDENIO COMPARADA COM A
RUTINA

NOTA: Vitamina C (VIT. C), Extrato bruto (EB), Fracdo hexanica (FH), Fracéo cloroférmio (FC),
Fragéo acetato de etila (FAE).

% EM RELAGAO A RUTINA

COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO CAULE

150,00 - 140,66

140,00 -
<« 130,00 -
2 120,00 -
5 110,00 4 100,00
& 100,00 -
< 90,00 -
,% 80,00 -

70,00 -
S 60,00 - 61,03 62,73
€ 50,00 -
2 40,00 - 25,38 29,93
< 30,00 - ’

20,00 -

10,00 - .

0,00 T T T T T
RUT EB FH FC FAE FR

GRAFICO 10 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DO CAULE
DE Psychotria fractistipula PELO METODO DO FOSFOMOLIBDENIO COMPARADA COM A
RUTINA

NOTA: Vitamina C (VIT. C), Extrato bruto (EB), Fragdo hexanica (FH), Fracéo cloroférmio (FC),
Fracdo acetato de etila (FAE), Fracdo remanescente (FR).
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5.11.2 Reducéao do radical DPPH

Para avaliar os resultados desta analise foram calculados os valores da
concentracdo necesséria para exercer 50% da atividade antioxidante (ICso) e
representados graficamente, onde a abscissa representa a concentragdo da
amostra e a ordenada € a média da AA% das amostras de cada concentracao.
A equacado da reta desse grafico, do tipo y = ax + b, serviu de base para

determinacéo do valor de ICso, como demonstrado nos graficos 11 ao 18.
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y = 3,3872x - 36,812
R2=0,9723
GRAFICO 11 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS
DE Psychotria fractistipula PELA REDUCAO DO DPPH
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FRACAO HEXANO FOLHAS
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GRAFICO 12 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DA FRACAO HEXANO DAS FOLHAS
DE Psychotria fractistipula PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 13 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DA FRACAO CLOROFORMIO DAS
FOLHAS DE Psychotria fractistipula PELA REDUCAO DO DPPH



87

FRAC;AO ACETATO DE ETILA FOLHA
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GRAFICO 14 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DA FRAC}ANO ACETATO DE ETILA
DAS FOLHAS DE Psychotria fractistipula PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 15 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DO EXTRATO BRUTO DO CAULE DE
Psychotria fractistipula PELA REDUCAO DO DPPH
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FRAGCAO CLOROFORMIO CAULE
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GRAFICO 16 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DA FRACAO CLOROFORMIO DO
CAULE DE Psychotria fractistipula PELA REDUCAO DO DPPH
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GRAFICO 17 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DA FRACAO ACETATO DE ETILA DO
CAULE DE Psychotria fractistipula PELA REDUCAO DO DPPH
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FRACAO HIDROALCOOLICA RESIDUAL
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GRAFICO 18 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DA FRA(;AO HIDROALCOOLICA
RESIDUAL DO CAULE DE Psychotria fractistipula PELA REDUCAO DO DPPH

Os dados obtidos foram comparados aos valores de vitamina C e rutina,
esses resultados foram submetidos a analise de variancia — ANOVA e para
comparacao das médias foi aplicado o teste de Duncan (p<0,05), essa analise e
o resultado de ICsp estédo representados na Tabela 17.

Avaliando a atividade antioxidante pelo método de DPPH, pode-se
observar que todas as amostras apresentaram atividade antioxidante com
excecao da FH do caule, pois seu ICso foi acima de 500 pg.

A andlise estatistica demonstrou que a FAE do caule ndo demonstrou
diferenca estatistica em relacdo aos padrdes (rutina e vitamina C), possuindo o
menor ICso das amostras testadas, seguido pelas concentracdes do EB do caule
e da FAE da folha. Quanto menor o ICso maior a atividade antioxidante.

O EB do caule apresentou uma atividade mais promissora que o EB da
folha, essa correlacdo também ocorreu na Psychotria prunifolia (FARIA, 2009),
gquando comparamos o0 ICso do EB das folhas e caule das duas espécies de
Psychotria, observamos que a P. fractistipula apresentou uma atividade

antioxidante maior em ambos os extratos.



90

TABELA 17 - ATIVIDADE ANTIXIDANTE DOS EXTRATOS BRUTOS E
ychotria fractistipula PELO METODO DE DPPH

FRACOES DE Ps

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM
RELACAO A VITAMINACEA | CLASSIFICACAO DO TESTE
AMOSTRA RUTINA AA (%) + DP DE DUNCAN
FOLHAS
VITC 4,92 + 0,06 a
RUT 6,15 + 0,08 A
EB 25,62 +0,85 d
FH 40,52 +0,33 f
FC 156,64 + 2,80 g
FAE 9,49 + 0,16 c
CAULE
EB 8,58 + 0,75 b c
FH >500,00
FC 33,98+ 1,85 e
FAE 4,75 + 0,19 a
FR 39,08 + 3,07 f

NOTA: Rutina (RUT), Vitamina C (VITC), Extrato bruto (EB), Fracdo hexéanica (FH), Fracdo
cloroférmio (FC), Fracdo acetato de etila (FAE), Fracdo remanescente (FR). AA = Atividade
antioxidante. DP = desvio padrdo. Amostras classificadas no mesmo grupo estando ndo diferem

estatisticamente
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6. CONCLUSAO

O estudo morfoanatémico, fitoquimico e bioldgico realizado com a folhas e
caules de Psychotria fractistipula L.B. Sm., Klein & Delprete (RUBIACEAE)
permitiram obter as seguintes conclusdes:

O estudo morfoanatbmico da espécie estudada apresentou folhas
pecioladas, com apice agudo e base atenuada em peciolo, presenca de tricomas
em caules e folhas; cuticula lisa em ambas as superficies, estbmato paracitico,
mesofilo dorsiventral.

A analise da composicdo fitoquimica realizada através da técnica de CCD
revelou a diversidade de metabdlitos secundarios presentes na espécie como:
esteroides, triterpenos, alcaloides, flavonoides e taninos.

Por procedimentos cromatograficos foi identificado da fracdo hexanica dois
esteroides identificados por RMN *H e 3C como sendo esterdides B-sitosterol e
campesterol.

A toxicidade frente a Artemia salina foi demonstrada na Fragcao acetato de
etila da folha e do caule e na Fragdo Remanecente do caule, com valores de
CL50 inferiores a 1000 pg.mL.

A atividade larvicida foi evidenciada somente na FH do caule onde
apresentou uma CL50 inferiores a 1000 pg.mL?t, porém as alteracdes
morfolégicas das larvas de Aedes aegypti, foram relatadas em diversas
amostras, dependendo da concentracdo utilizada, indicando o potencial téxico
desta espécie.

O extrato bruto da folha e as fracGes acetato de etila do caule e da folha
apresentaram  atividade significativa contra  Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa. Essa atividade provavelmente esta relacionada a presenca de
flavonoides nesta fragéo.

No ensaio de atividade hemolitica nenhuma das amostras foram
estatisticamente semelhantes ao controle, porém, quando as amostras sao
comparadas ao controle observa-se que a fracao cloroférmio da folha e do caule
na concentragdo de 1000 pug.mL 1, apresentou valores de hemdlise de 75,12% e
50,20%, respectivamente.
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Em relacdo a concentracao de fendis totais, o extrato bruto e a fracdo acetato
de etila da folha e do caule, foram as amostras que apresentaram maior atividade
pelo método de folin, estando de acordo com a CCD, que demonstrou a presenca
de flavonoides.

Nas atividades antioxidantes pelo método de DPPH, observa-se que as
atividades mais significativas estéo relacionadas as fragoes acetato de etila do
caule e da folha, sendo comparado com a atividade da Rutina e da vitamina C.
Em relacdo ao método fosfomolibdénio as atividades das mesmas fragdes foram
significativas, apresentado atividade maior que a rutina e proximas a vitamina C.

Os estudos com a espécie Psychotria fractistipula sdo inéditos, revelando
atividades bioldgicas e antioxidante significativas, devido esses dados, acredita-
se que €& promissor proceder a investigacdo quimica, e isolamento dos
compostos das fraces cloroférmica, acetato de etila e hidroalcodlica.

Sugere-se principalmente o estudo da fracdo acetato de etila de ambas as
partes morfolégicas, na tentativa de isolar o(s) constituinte(s) quimico(s) que

apresentaram maior potencial para os métodos testados.
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