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RESUMO

Acacia longifolia (Andr.) Willd., € um arbusto, de 3-4 m de altura. Arbusto originario
da regido leste-tropical da Australia, muito cultivado para fixar dunas em terrenos
ingremes, sujeitos a erosdo. Acacia longifolia (Andr.) Willd. foi investigada visando a
identificacao dos flavonodides majoritarios em suas flores e a avaliagdo de atividades
antimicrobianas. Através de métodos cromatograficos, trés flavondides foram
isolados a partir da fragdo acetato de etila. Estes foram identificados através de
analises espectroscopicas e propriedades fisico-quimicas como uma flavanona a
naringenina, e dois de seus heterosideos, a 5--D-galactosil-naringenina e 5-p-D-
glucosil-naringenina. Usando CLAE, os flavondides isolados foram quantificados no
material vegetal, apresentando teores minimos de 0,582 % (m/m) de 5-B-D-
galactosil-naringeniha, 0,2% (m/m) de 5--D-glucosil-naringenina e 0,018 % (m/m)
de naringenina. A fragdo acetato de etila a uma concentracdo de 500 ppm, mostrou
uma significativa atividade antifingica, inibindo 30% do crescimento micelial de
Rhizoctonia sp. Também houve inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum
acutatum (15,9%) e de Fusarium oxysporum (10,5 %). O extrato bruto etandlico e as
fracoes acetato de etila e diclorometano foram testadas contra as cepas de
Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Escherichia coli em concentragbes até

1000 ng, mas nenhuma atividade foi detectada.



ABSTRACT

Acacia longifolia (Andr.) Willd., is a shrub, (34 m in height). Originally from Australia
east-tropical region, it is cultivated to firm dunes in steep ground. Acacia longifolia
(Andr.) Willd. was investigated to evaluating anti-microbial activities and to identify
flavonoids in its flowers. Three flavonoids were isolated by chromatographics means
from the ethyl acetate fraction. The flavonoids were identified by spectral analysis
and physical-chemical properties given Naringenin, a flavanone and two of its
glycosides, 5-B-D-galactosil-naringenin and 5-B-D-glucosil-naringenin. Using an
HPLC system, the isolated flavonoids were quantified in the plant material, giving
minimal values of 0,582 % (wfw) for 5-B-D-galactosil-naringenin, 0,2 % (w/w) for 5-
B-D-glucosil-naringenin and 0,018 % (w/w) for naringenin. At the concentration of
500 ppm the ethyl acetate fraction showed a remarkable anti-fungi activity inhibiting
30% of the micelial growing from Rhizoctonia sp.. It also inhibit the micelial growing
of Colletotrichum acutatum (15,9%) and Fusarium oxysporum (10,5%). The crude
ethanolic extract, the dicloromethane and the ethyl acetate fractions were tested
againt strains of Sfaphylococcus aureus, S. epidermidis and Escherichia coli at
concentrations up to 1000 pg giving no activity.

Xvi



1 INTRODUGAO

A busca do homem por solugbes que pudessem aplacar suas dores e
doencas foi sempre incessante e remonta seu aparecimento na face da Terra. No
inicio, com tal objetivo, ele se valia da natureza como fonte de recursos terapéuticos.
Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram encontrados nas mais antigas
civilizagbes, onde o homem primitivo ao procurar plantas para o seu sustento, foi
descobrindo espécimes com agao toxica ou medicinal e transmitindo a experiéncia
acumulada por inimeras geragdes (SIMOES et al., 1986).

Varias plantas com propriedades terapéuticas, foram em sua grande maioria,
descobertas empiricamente e, com base nestes conhecimentos acumulados pela
medicina popular, foram desenvolvidos alguns dos mais valiosos medicamentos
utilizados na medicina moderna (SIMOES et al., 1986).

Atualmente diversos autores tém apontado a importancia dos estudos
quimicos e farmacolégicos em varias especies vegetais pela intensa producéo de
metabdlitos secundarios, principalmente nas espécies dos ecossistemas tropicais
(BRITO & BRITO, 1993).

Pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se impressionados pelo
fato desses produtos encontrados na natureza revelarem uma gama quase que
inacreditavel de diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-
quimicas e biolégicas (WALL & WANI, 1996).

Nesta perspectiva, a botanica, a quimica e a farmacoiogia abrangem
conhecimentos indispensaveis para a utilizagdo segura de plantas medicinais,
mostrando que a busca sistematica de novos medicamentos tem sido realizada por
inimeras abordagens de estudo. Desta forma, uma abordagem interdisciplinar, na
pesquisa de novos medicamentos, representa, de modo inegavel, a alternativa mais
eficaz e promissora para a obtencao e alcance deste objetivo (Di STASI, 1996).

Contudo a vasta gama de informacdes sobre o uso de centenas de plantas
como “remédios” em todos os lugares do mundo leva a necessidade de se
desenvolver métodos que facilitem a enorme tarefa de avaliar cientificamente o valor
terapéutico de espécies vegetais (ELISABETSKY, 1986).

Felizmente nas dltimas décadas o estudo de plantas medicinais evoluiu muito,

principalmente do ponto de vista quimico com o desenvolvimento de novas técnicas



cromatograficas e de determinagao estrutural, também do ponto de vista biolégico e
farmacol6gico onde foram desenvolvidas técnicas rapidas de bioensaios para a
avaliagcdo de extratos e produtos isolados (NUNES, 1996).

Até o momento, ainda ndo se conhece quase nada sobre a composicdo
quimica de 99,6% das plantas de nossa flora, estimadas entre 40 mil a 55 mil
espécies (MING, 1996); embora estas sejam largamente exploradas como fonte de
matérias primas (GOTTLIEB & BORIN, 1997). Além disso, uma grande quantidade
de compostos secundarios das plantas medicinais ja isolados e com estrutura
quimica determinada ainda nao foram estudados quanto a suas atividades
biolégicas. Esses compostos pertencem a varias classes distintas de substancias
quimicas, como alcaldides, terpenos, lignanas, flavondides, cumarinas, benzendides,
quinonas, xantonas, lactonas e esteroides, entre outras (DI STASI, 1996).

Das diversas espécies vegetais existentes, apenas 10 a 12 % foram
realmente estudadas com critérios cientificos, as quais geraram novas formulagoes
semi-sintéticas e sintéticas, partindo dos seus principios ativos (WAGNER & WOLF,
1977).

Desta forma conclui-se que as plantas representam uma importante fonte de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em
modelos para a sintese de um grande numero de farmacos (WALL & WANI, 1996).

Muitas das espécies vegetais estudadas, tém sido vistas como representantes
de substancias com grande aplicabilidade na agricultura. Uma das aplicabilidades
estudadas tem sido a atividade fungitdxica, potencialmente segura e
economicamente viavel, uma vez que no Brasil, ha grande diversidade botanica
(STANGARLIN et al, 1999). Além disso, muitos grupos de pesquisas tem
direcionado suas buscas a plantas com atividades antibacterianas relevantes, tendo-
se desse modo, o controle de inimeras patologias em seres humanos,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais (ALVES et al., 2000).

Tendo em vista o tema apresentado, o presente trabalho foi delineado com o
objetivo principal de investigar a presenga dos flavonoides majoritarios nas flores de
Acacia longifolia (Andr.) Willd., das quais ja foram isolados uma flavanona de seus
hidrolisados por MARINI-BETTOLO & FALCO (1951), comprovada em sua forma
livre e conjugada com uma molécula de glucose na hidroxila Cs por KERBER (1993).

Além deste objetivo, tormmou-se interessante avaliar possiveis atividades



antimicrobianas (antibacterianas e antifungicas) presentes nos extratos obtidos das
flores de Acacia longifolia.

Elegeu-se os flavondides como objeto do estudo, por ser comum em espécies
de Acacia e pela grande quantidade de agbes farmacoldgicas atribuidas a este
grupo do metabolismo secundario das plantas.



2 OBJETIVOS
21 OBJETIVO GERAL

Visando atender as propostas citadas, este frabalho tem como interesse a
investigacdo de novos produtos de origem vegetal com potencial atividade bioldgica,
pretendendo-se realizar um estudo fitoquimico e de atividades antimicrobianas das
flores de Acacia longifolia. |

22 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar a composicdo quimica do género Acacia com énfase ao grupo
flavonoidico.

e |solar e identificar os flavondides majoritarios das flores de Acacia longifolia.
e Avaliar possivel atividade antibacteriana dos extratos obtidos.

e Avaliar possivel atividade antifungica dos extratos obtidos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 GENERALIDADE SOBRE FLAVONOIDES

3.1.1 Quimica e distribuicdo

Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Mais de 2000 destes compostos
sdo atualmente conhecidos, sendo que, aproximadamente 500 ocorrem em seu
estado livre (EVANS, 1996).

O termo flavondide tem suas raizes na palavra latina flavus (amarelo), sendo
pigmentos vegetais que contém 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental
apresentando a configuragdo Cg-C3-Cs com um anel benzo-y-pirona. Por
conveniéncia os anéis s3o classificados em A, B e C (MARKHAM, 1982) e recebem
a numeracao com numeros ordinarios para os nucleos A e C, e os mesmos numeros
seguidos de uma linha ( * ) para o nucleo B (ZUANAZZI, 1999) (Figura 1).

Os flavonoéides sido derivados da 2-fenil-y-cromona, com um segundo anel
aromatico B, podendo estar nas posicoes 3 e 4 (ZUANAZZI, 1999). Sao
biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides surgindo a partir da combinacdo
de duas rotas de biossintese. O anel A provém da via acetato enguanto o anel B
origina-se da via do acido xiquimico (Figura 1). Os trés atomos de carbono que ligam
o anel A e B sdo incorporados a partir do fosfo-enol-piruvato (SAMUELSSON, 1992).

Os flavondides ocorrem tanto em estado livre (aglicona ou genina) como
- combinados com agucar (heterosideo) ou também sob a forma dimérica
(biflavonoides). A maioria destes heterosideos sdo O-heterosideos, mas C-
heterosideos também sdo frequentemente encontrados (BRUNETON, 1991).0s
flavondides agliconicos sao classificados de acordo com o estado de oxidagdo do

anel 'heterociclico C que conecta os dois anéis benzénicos A e B (DEY & HARBONE,
1997).



FIGURA 1 - NUCLEOQ FUNDAMENTAL DOS FLAVONOIDES E SUA NUMERACAO.

Acetato Acido Xiquimico

Segundo DEY & HARBONE (1997) agliconas flavonoidicas ocorrem em uma
variedade de formas estruturais: (a) flavonas, (b) flavanonas, (c) flavondis, (d) di-
hidro-flavonois, (e) chaiconas, (f) auronas, (g) di-hidro-chalconas, (h) isoflavonas, (i)

isoflavononas, (j) neoflavonas, (k) leucoantocianidinas e () antocianidinas (Figura 2).



FIGURA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DOS DIVERSOS FLAVONOIDES.
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Os flavondides se encontram amplamente distribuidos no reino vegetal
(BRUNETON, 1993) e sdo abundantes em diversas familias destacando-se
Polygonaceae, Rutaceae, Leguminosae, Umbeliferae e Compositae, onde sdo
utilizados como marcadores quimiotaxondmicos (EVANS, 1996). Estdo ausentes nas
algas, porém aparecem nas bridfitas (BRUNETON, 1991) e em todas as plantas
superiores (SAMUELSSON, 1992). Eles ocorrem em todas as partes do vegetal
incluindo folhas, raizes, cemne, casca, polen, flores, néctar, bagas e sementes
(MARKHAM, 1982). As agliconas s&o mais freqientes nos tecidos lenhosos
(DOMINGUEZ, 1973).

Segundo HARBONE (1988), as flavonas e flavondis estdo amplamente
distribuidos em todas as plantas vasculares, enquanto as isoflavonas e biflavondis
sdo encontrados apenas em algumas familias.

3.1.2 Biossintese

O primeiro flavonéide formado na biossintese € a chalcona e todas as outras
formas sao derivadas desta através de varias outras rotas (MARKHAN, 1982). A
chalcona ou chalcona-naringenina é formada pela condensacdo de 4-coumaroil CoA
com trés moléculas de malonil CoA através da agdo da chalcona sintase, enzima
limitrofe da sintese de flavonadides, pois catalisa a formac&o do esqueleto Cis e deste
modo a entrada de hidroxicinamatos dentro da biossintese. A ciclizacdo da chalcona
durante a sintese da flavanona é catalisada pela chalcona isomerase encontrada
fortemente complexada com a chalcona sintase. As auronas sao derivadas
diretamente do intermedidrio chalcona, por um sistema enzimatico ainda
desconhecido. A flavanona naringenina € precursora de trés diferentes classes de
flavondides, isto é; flavonas, isoflavonas e di-hidro-flavonéis. Na formacao das
flavonas e flavondis ocorre a introdu¢cdo de uma dupla ligagdo entre C, e Cs. Dois
passos sdo necessarios para esta conversao onde sdo descritas duas flavonas
sintase: flavona sintase 1 (uma dioxigenase) e flavona sintase I (uma
monoxigenase). Uma monoxigenase dependente da citocromo P-450 também
catalisa a epoxidagao para a formacdo das isoflavonas. Os di-hidro-flavonédis sdo
formados pela agdo de uma flavanona-3-hidroxilase. Estes mesmos podem entrar

em outra via para a formacao das antocianidinas e, uma di-hidro-flavonol 4-redutase



dependente de NADPH catalisa a formacdo de flavan-3,4-cis-didis, estrutura das
leucoantocanidinas (DEY & HARBONE, 1997; HELDT,1997). O esquema 1 sumariza
as reaces enzimaticas envolvidas na produgdo de varias classes de flavondides.

Outras modificagbes podem ocorrer em varios estagios, resultando em:
hidroxilagcao adicional (ou redugao); metilagdo de grupos hidroxila ou do nicleo
flavonico; isoprenilacédo de grupos hidroxila ou do nucleo flavonico; metilacdo de
grupos di-hidroxilas em posi¢do orto; dimerizacdo (para produzir biflavonoides);
formacgao de bissulfatos; e a mais importante, glicosilacdo de grupos hidroxila (para
formar os flavondides O-glucosidicos) ou do nucleo flavonico (para formar
flavondides C-glucosidicos) (MARCANO et al., 1991; DEWICK, 1998).
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ESQUEMA 1 - BIOSSINTESE DOS FLAVONOIDES.
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3.1.3 Farmacologia

Em 1938 Rusznyak e Szent-Gy6rgi, observaram que preparagbes contendo
acido ascorbico, obtido de fontes naturais, eram mais eficazes no tratamento de
lesbes capilares do que preparagdes contendo acido ascorbico puro, obtido das
mesmas fontes. Posteriormente Rusznyak e Szent-Gyorgi, isolaram de Capsicum
annuum e Citrus limon uma das substancias gue acompanhavam o &cido ascdrbico,
e a chamaram de hesperetol (uma flavona), hesperidina, citrina ou simplesmente
vitamina P (EVANS, 1996). Esse composto atuava sobre a fragilidade capilar,
diminuindo a permeabilidade dos mesmos e reforcando a sua resisténcia
(BRUNETON, 1993).

O emprego de flavondides em terapéutica € vasto e empirico (ZUANAZZI,
1999). Muitas pesquisas tém enfatizado no ultimos anos os efeitos terapéuticos de
varios destes compostos, alguns dos quais, devido a importancia foram relatados
nesta revisao.

Na inflamacgao, apigenina e luteolina de Chamomilla recutita diminuiram a
infiltrac&o leucocitaria (DELLA LOGIA ef al., 1986). Esses flavonoides, em sua forma
glucosidica, foram ativos antinflamatorios de acéo tdpica (SINGLA & PATHAK, 1990)
e oral (SINGLA & PATHAK, 1989).

Nepetrina que possui um efeito antipirético, também foi relatada como um
potente antinflamatdrio, agindo diretamente pelo antagonismo de mediadores como
a bradiquinina e a angiotensina (ARGAWAL, 1982). Uma outra acdo antinflamatéria,
por inibicdo da liberagdo do acido araquiddnico para as membranas foi observada
nos flavonodides crisina, naringenina (TONDERA et al., 1994), apigenina, iuteolina e
quercetina (MOON et al., 1999).

A quercetina também foram atribuidas fungbes antinflamatérias por inibicdo de
células mastocitarias secretoras de histamina (BENETT ef al, 1981) atuando
provavelmente na quelacdo de cobre (MIDDLETON & DRZEWIECKI, 1982).

Muitos flavonodides apresentaram grande vantagem sobre muitos antinflamatérios
classicos por mostrarem um efeito ndo ulcerogénico. Compostos como a gossipina
(PARMAR & GHOSH, 1976) e naringenina (PARMAR, 1983; ABOUL-ENEIN, 1984)
apresentaram uma potencial atividade protetora contra UGiceras in vivo. Outros

flavondides se destacaram nesta mesma atividade ou pela inibicdo da catecol-O-
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metil-transferase, dentre eles a miricetina, a quercetina e 0 hiperosideo
(BARNAULOQV ef al., 1983) ou por inibicdo do crescimento da Heliobacter pylori
como o campferol (HASHIMOTO et al., 1999), hesperitina, naringenina e diosmetina
(BAE et al.; 1999) os quais revelaram intensa protecdo gastrica.

Envolvidas na inflamagdo aguda e alergia estdo a apigenina, luteolina,
guercetina-3-O-rhamnosideo (PIERONI et al., 1996) e rutina (SHAHAT ef al., 1996)
as quais inibiram a via classica do sistema complemento.

Significantes atividades antialérgicas foram detectadas em nobiletina em
teste de anafilaxia cuténea e bioenssaio com células mastocitarias (USHIO & YUI,
1984), em quercetina e seus derivados metilados como a apigenina (YUTAKA &
USHIO, 1985) e em campferol e naringenina, onde foram observadas atividades
inibitorias da lipoxigenase ou da fosfolipase A, (WELTON et al., 1986). MIDDLETON
et al. (1987) estudando os efeitos de varios citrus flavonoides sobre a liberagcéo de
histamina, estimulada por varios secretagogos comprovaram que a apigenina,
luteolina, tangeretina, sinestesina, nobiletina e campferol foram ativos como
inibidores da liberagéo de histamina pelo basdfilo e liberacdo de betaglucuronidase
em neutrdéfilos por meio de processos de atividade antialérgica in vivo.

SCHWARTZ & MIDDLETON (1984) estudando atividades antitumorais nas
varias classes de flavondides relataram a quercetina como a que inibiu in vifro a
geracéo e efeitos ou a funcdo alo-antigenos especificos citotoxicos em células T
linfocitarias, evidenciando que a presenca de dupla ligacéo nas posi¢coes C>-Cs nas
agliconas de flavonas ou flavonéis, um grupo ceto em C4, hidroxilaggdo no anel B
elou um grupo hidroxil livre em C3; podem estar associados a esta atividade.
Luteolina, nobiletina e tangeretina também mostraram-se eficazes inibindo a
proliferacdo de varias linhagens de células tumorais por indugdo de apoptose
(KAWALH et al., 1999).

Estudos indicaram a genisteina, isoflavona conhecida por ser um potente
fitoestrogénio, como capaz de impedir a neovascularizacdo que leva a proliferagao
de células tumorais e doencas angiogénicas in vitro (FOTSIS ef al., 1995), regular a
proliferacéo de células epiteliais na mama (BARNES et al., 1996; PETERSON &
BARNES, 1996), inibir a atividade dos osteoclastos, reduzindo a reabsorgao 0ssea,
podendo ser empregada no tratamento de osteop;)rose e/ou cancer 6sseo (BARNES
& BLAIR, 1996) e reduzir o cancer de préstata in vivo (GRIFFTHS et al., 1999).
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A genisteina e daidzeina, em especial, tem sido utilizadas como 0 mais novo
método de prevencdo e tratamento dos sintomas da menopausa e sindrome pré-
menstrual por reduzir os niveis de estrogénios endogenos (GORBACH et al., 1994;
MOLTEN! et al,, 1995), atuando supostamente como antagonista do receptor de
estrogénio bloqueando seus efeitos (WISEMAN, 1996).

Atividade virustatica foi detectada em quercetina e di-hidro-quercetina contra
Herpes simplex tipo | e Pdlio virus (MUSCI, 1985). KAUL ef al. (1985) relataram a
atividade de quercetina, naringenina e hesperidina sobre a infectividade e replicacio
de Herpes virus tipo | (HSV-1), Parainfluenza virus tipo 11l (Pf-3) em culturas in vitro.
GONZALEZ et al. (1990) relataram a 3-metil-quercetina como inibidora da
replicacéo do poliovirus pelo bloqueio da sintese do RNA viral. Flavonoides também
foram analisados como agentes anti-HIV, a inibicdo da replicacdo do virus foi
verificada em apigenina-7-O-B-D-glicopiranosideo (TANG ef al., 1994) e acacetina-7-
O-B-D-galactopiranosideo (HU et al., 1994). HU ef al., (1994) indicaram ainda que
flavonodides com grupos hidroxil em Cs e C; e com uma dupla ligagdo em C2-Cs
possuiam uma potente atividade inibidora da proliferacido do virus HIV.

Spinosina, swertisina e acilpinosina isoladas de Zizyphus vuigaris
apresentaram atividade neuroléptica (SHIN et a/., 1981).

Atividade analgésica foram significantes em crisina, morina e rutina em analises
in vivo (SAMBANATHAN et al., 1985).

Uma possivel atividade antimalarica foi relatada em quercetina quando testada
contra Plasmodium falciparum in vitro (KHALID et al., 1986).

Alguns flavondides destacaram-se por serem inibidores de muitas enzimas como
a aldose redutase, cujo aumento estd envolvido em complicacbes diabéticas
(VARMA & KINOSHITA, 1976; OKUDA et al., 1984); Ca®* ATPase, presente no
reticulo sarcoplasmatico (FEWTRELL, 1977); fosfodiesterase, envolvida com a
regulacdo de AMP. e GMP. (RUCKUSTUHL et al., 1979; NIKAIDO et al, 1988),
cicloxigenase (BAUMANN et al, 1980),; lipoxigenase (YOSHIMOTO ef af, 1983,
BEZAKOVA et al., 1996) e xantina oxidase, envolvida com hiperucinemia (BEILER &
MARTIN, 1951; NORO et al., 1989), hepatite, tumores em tecido cerebral (CHANG
et al., 1993) e efeitos oxidantes (CHIMANGA et al., 1999 e). Outras enzimas como a
citocromo P-450 presente nos microssomos de figado de rato (SOUSA & MARLETA,
1985), tirosina proteina quinase e fosforilase quinase (SRIVASTAVA & CHASSON,
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1986) foram fortemente inibidas pela quercetina, ocasionando uma potencial
protecao contra a lipoperoxidacdo (UBEDA et a/., 1995).

Derivados de flavonas, crisina e apigenina junto com seus dimeros exibiram
atividade ansiolitica sem apresentar efeitos sedativos (CASSELS ef a/., 1995).

Hypericina, o principal constituinte do Hypericum perforatum foi relatado como
principio ativo para a atividade antidepressiva, porém alguns componentes puros, a
protohypericina e a pseudohypericina produziram notavel atividade ansiolitica por
ativacao dos receptores benzodiazepinicos (VANDENBOGAERDE ef al., 2000).

Eupatolina e arcapalina isoladas de Artemisia capillaries exibiram atividades
colereticas, diminuindo as lesbes causadas por tetracloreto de carbono em ratos
(GOTO & KOMIYA, 1983). SOICHE & LENG-PESCHALOW (1987) estudando a
atividade antihepatotoxica dos componentes flavonoidicos de Baccharis trimera em
ratos, verificou que quercetina, luteolina, apigenina e hispidulina, principalmente
esta ultima, eram potentes hepatoprotetores.

Efeitos no sistema vascular central foram relatados em astragalina, glucosideos
do campferol, isoquercetina, glucosideos de quercetina (KENJI et al., 1987) e fisetina
(LIN et al., 1994) os quais mostraram atividade inibitdria sobre a enzima conversora
de angiotensina (ECA) por dose-dependente podendo ser utilizada como anti-
hipertensivo.

No sistema vascular central citou-se a acdo da quercetina como inibidora da
agregacao plaquetaria, assim como a agdo da fisetina, da di-hidro-quercetina
(BERETZ ef al., 1981), rutina e toxerutina (SWEES et al., 1985) e 3-metil-quercetina
(LAEKMAN et al, 1986). Em 3-metil-quercetina os efeitos cronotropicos e
antiarritimicos (LAEKMAN ef al., 1986) e em vitexina, rutina e hiperosideo os efeitos
para a prevencao e tratamento de doencas cardiovasculares (GAO et al., 1994)
foram bem acentuados em ensaios in vivo.

Flavonodides glucosidicos de quercetina encontrados no extrato padronizado de
Ginkgo biloba, tem sido relatados no tratamento de desordens cerebrais como mal
de Alzheimer e hipdxia neuronal, etiologias associadas ao estresse oxidativo
(WADSWORTH & KOOP, 2001)

Quercetinag, luteolina, cinarosideo, haplogenina-7-O-glucosideo, haplosideo A,
pectolinarigenina e hispidulina reduziram o colesterol, triglicerideos e B-lipoproteinas

produzindo amplos efeitos antiateromatosos (SYROV ef al, 1985). Alguns
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flavondides glucosidicos, como a diosmetina e palustrosideo destacaram-se nas
propriedades hipolipidémica e fortalecedora capilar (ANDREEVA et al., 1987).

Em quelina (UBEDA & VILLAR, 1989) e nos glucosideos de quercetina
(LOZOYA et al., 1994) foram determinadas agbes espasmoliticas. Quelina também
mostrou ser um potente antiespasmédico e vasodilatador coronario provavelmente
devido a inibigdo do fluxo de calcio (UBEDA & VILLAR, 1989).

Naringenina e luteolina também se mostraram potentes vasodilatadores e
relaxantes musculares in vivo (ROJAS et al., 1996).

Flavondides mostraram-se notdveis em propriedades antibacterianas e
antifingicas (EVANS, 1996).

MORI et al. (1987) relataram que um anel B 3’4’ ,5-trihidroxilado e Cs
hidroxilado sdo necessarios para esta atividade. MORI et al. (1987) ainda
pesquisaram a atividade em varias classes de flavondides e concluiram que a
sintese de DNA foi predominantemente inibida por flavonoides ativos em Proteus
vulgaris (Gram-negativo), enquanto a sintese de RNA foi inibida em Staphylococcus
aureus (Gram-positivo).

Potentes atividades antifungicas foram observadas em quercetina e
campferol juntamente com seus glucosideos, rutina e isoquercetina (BESCHIA et al.,
1982).

Os polifendlicos naturais muito comuns nos vinhos permitem a varredura de
radicais livres, em especial os superoxidos e as hidroxilas, protegendo contra
doencas vasculares e certas formas de cancer (DEWICK, 1998). HUSSAIN ef al.
(1987) relataram que a atividade antioxidante em flavondides aumenta com o
aumento do numero de grupos hidroxilas substituintes no anel aromatico B.

Estudos comprovaram que a quercetina, principal flavonoide presente em
vinhos tintos, funciona como um potente antioxidante, inibindo a oxidagdo das
lipoproteinas plasmaticas (MCANLIS ef al., 1999) e antagonizando os efeitos do
peréxido de hidrogénio em alguns modelos celulares, protegendo contra varias
doencas neurodegenerativas por diminuicdo do calcio intracelular (WANG &
JOSEPH, 1999).

Luteolina (IGILE et al; 1994), naringenina, rutina, fisetina (DUKIC et al,
1994), as isoflavonas genisteina e daidzeina, encontradas principalmente em
Leguminosas, também foram relatadas como notaveis antioxidantes de origem
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natural (NAGEM et al., 1993; ASAD et a/., 1998) , assim como o campferol (JUNG ef
al., 1999).

3.2 GENERALIDADES SOBRE A FAMILIA LEGUMINOSAE E O GENERO Acécia
3.2.1 Aspectos gerais sobre a familia Leguminosae-Mimosoideae

A familia Leguminosae compreende cerca de 600 géneros e 12.000 espécies,
formando a segunda maior familia do Reino Vegetal (EVANS, 1996).

Ocorrem em todas as partes do planeta, com excecdo das regides Artica e
Antartica, difundidas pelas regibes tropicais e subtropicais, especialmente zonas
aridas ou semi-aridas; somente poucas espécies estendem-se distintivamente em
zonas temperadas (CRONQUIST, 1981).

MARCHIORI (1997) citou que a taxonomia das lLeguminosas tem gerado
muitas controvérsias, alguns autores como SCHULZE-MENZ (1964) e BURKART
(1952, 78, 79, 87), preferem manter a unidade da familia (Leguminosae ou
Fabaceae), reconhecendo para as mesmas as subfamilias Mimosoideae,
Caesalpinoideae e Faboideae (ou Papilionoideae); outros elevam as trés subfamilias
ao grau de familia (Mimosaceae, Caesalpinoideae, Fabaceae ou Papilionaceae),
reunindo-as na Ordem Leguminales (HUTCHINSON, 1964) ou Fabales
(CRONQUIST, 1968; TAKHATAJAN, 1969).

Mimosoideae ¢é a menor entre as subfamilias de Leguminosas
compreendendo de 50 a 60 géneros (MARCHIORI, 1997). Seus membros sao
arvores ou arbustos; folhas geralmente bipinuladas com muitos numerosos e
pequenos foliolos, flores regulares, calice geraimente gamossépalo, estames iguais
em numero as pétalas ou duas vezes o seu numero, o fruto € um legume
(BARROSO, 1986; JOLY, 1998; CRONQUIST, 1981). Os maiores géneros sio
Acacia com 700 a 800 espécies e Mimosa com 450 a 500 espécies (EVANS, 1996).

O género Acacia, com cerca de 1.200 espécies, € 0 mais numeroso da
familia (ELIAS, 1991), compreendendo aproximadamente 800 espécies na Australia;
também s3o muito numerosas na Africa e América onde sdo caracterizadas pela
presenca de espinhos estipulares (MARCHIORI, 1997).

Historicamente, o género Acacia € muito conhecido pela producdo de goma
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arabica, obtida dos talos e ramos de Acacia senegal e outras espécies de Acacia;
esta chegou ao Egito procedente do Golfo de Aden no século XVII a.C. e nos
trabalhos de Teofrasto € citada como um produto do alto Egito (EVANS, 1991).
Ainda neste contexto, tem-se a acacia negra (Acacia mearnsii, Willd.), a qual possui
grande interesse comercial. Esta no Estado do Rio Grande do Sul é caracterizada
como a leguminosa florestal mais cultivada que além de produzir boa goma do tipo
goma arabica, € importante na extracéo de taninos (presentes na casca em torno de
30% a 40%) e madeira ou carvao vegetal (TANAGRO, 1992).

FIGURA 3 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS ESPECIES DE Acacia

Fonte: http:/iwww.anbg.aufacacial/acacia.htm!

3.2.2 Acacia longifolia — Aspectos botanicos e distribuicdo

Acacia longifolia (Andr.) Willd., € um arbusto ou arvore pequena, de 34 m de
altura com ramos pendentes; filddios sublanceolados, obliquos, inteiros, verde
azulados, 2-3 nervados na base e com glandulas no apice, 7-14 cm de comprimento,
aglomerados no apice dos ramos; flores amarelas, dispostas em espigas geminadas
axilares, compridas e cilindricas (BURKART, 1979; CORREA, 1984) (Figura 4).

Acacia longifolia recebe os nomes comuns de acacia trinervis, mimosa das
flores amarelas ou acacia da Australia (BURKART, 1979).

Sua etmologia vem do grego, aki que significa “ponta’, se referindo aos

espinhos encontrados nas espécies africanas, uma vez que as australianas nao os
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possui, Longifolia vem do latim Jongus e folia os quais significam “folhas longas”
(CACERES, 1999).

Arbusto originario da regido leste-tropical da Australia, frequentemente
cultivado como planta de adorno ou sombra (BENTHAM, 1875). Muito utilizada como

fixadora de dunas em terrenos ingremes, sujeitos a erosdo (BURKART, 1979).
3.2.3 Enquadramento taxondmico da espécie

Segundo ENGLER (JOLY, 1998)

& Divisdo: Angiospermae

e (Classe: Dicotyledoneae

e Subclasse: Archichlamydeae
e Ordem: Rosales

e Sub-Ordem: Leguminosineae
e Sub-Familia: Mimosoideae

e Familia: Leguminosae

e Tribo: Acacieae

e Género: Acacia

e Espécie: Acacia longifolia (Andr.) Willd.
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FIGURA 4 - ASPECTO GERAL DAS FLORES DE Acacia longifolia (Andr.) Willd.

Fonte: http://www.anbg.gov.au/images/photo _cd/30160241319/068.html

3.2.4 Quimica do género Acécia — Enfase a flavonéides

A revisao da literatura (Chemical Abstract de 1936 a 2000, Biological Abstract
de 1937 a 2000 e outras bases de dados) mostrou uma grande variedade de
metabdlitos secundarios, predominando os flavonéides. Dentre os outros grupos de
substancias também encontrados em plantas deste género destacam-se: cumarinas,
taninos, glicosideos cianogénicos, alcaléides e esterdides. Para efeitos deste
trabalho focalizamos apenas a classe dos flavonéides.

Em Acacia longifolia MARINI-BETTOLO & FALCO (1951), relataram a
existéncia de naringenina em seus hidrolisados, comprovada por KERBER (1993) o
qual também detectou a presencga de seu 5-glucosideo.
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Estudos posteriores em raizes de Acacia longifolia, revelaram a presenca de
uma nova flavanona com rara oxigenagéo em seu anel B, de estrutura estabelecida
como 5,2’ 5'trihidroxi-6,7-dimetoxiflavanona (ANAN, 1997).

Naringenina também foi detectada nas cascas de Acacia nilotica por KHALID
et al. (1989).

Um estudo quimico com a espécie Acacia catechu levou ao isolamento dos
flavondides campferol, quercetina, iso-rhamnetina, di-hidro-campferoi (PARIS, 1953;
DESHPANDE & PATIL, 1981), quercetina-3-O-rhamnosideo, quercetina-3-0O-
galactosideo, quercetina-3-O-arabinofuranosideo (SHARMA et al, 1997), 3-
metilquercetina e di-hidro-quercetina (SHARMA et a/., 1999).

As flores de Acacia papova apresentaram a rutina (NAUCHINI, 1963).

No polen de Acacia dealbata foram isolados a rutina, a quercetina, a
robinetina, a miricetina e a naringenina-5-diglucosideo (TAPPI et al., 1955; SPADA &
CAMERONI, 1956); nas flores desta mesma espécie ainda foi relatada a presenca
de 6'-O-glucosil-naringenina-chalcona (IMPERATO, 1967) e 6-O-diglucosil-
naringenina-chalcona, além da presenga de uma aurona, O cernuosideo
(IMPERATO, 1982).

IMPERATO (1978) ja havia identificado a 4-O-glucosil-naringenina-chalcona
em Acacia cyanophyla.

Luteolina, uma flavona tetrahidroxilada, foi isolada das vagens de Acacia
leucophloea (KHAN et al., 1990), enquanto das flores foram isoladas a miricetina, a
3’-hidroxi-7-metoxiisoflavona, apigenina e seu derivado glucosilado, o 8-C-glucosil-
apigenina (VALSAKUMARI & SULOCHANA, 1991), a quercetina, a quercitrina, o
campferol e a rutina (RAO et al., 1991). Alguns desses flavondéides agliconicos, a
quercetrina em Acacia myrtifolia (EADE et al., 1973) e principalmente a apigenina, a
rhamnetina e a fisetina foram reveladas em Acacia aneura (SALEEM et a/., 1992).

Em estudos com as folhas de Acacia melanoxylon, foi comprovada a
existéncia de um hiperosideo, identificado como 3-D-galactosil-quercetina (FALCO &
JUAN, 1964), também foram identificados o} (-)-2,3-cis-3',4,7,8-
tetrahidroxidihidroflavonol, o (+)-2,3-trans-3’ 4’,7-trihidroxi-5-metoxidihidrofiavonol e
o (+)-2,3-trans-3',4',7,8-tetrahidroxidihidroflavonol (FOO, 1987). Posteniormente
FOO (1989) estudando a mesma espécie, isolou 0 Unico representante dimeérico
nesta, um [4-O-4]-biflavondide acoplado, o [4-0-4)-BIS(2,3-cis-3,4-trans-3,3',4,7,8-
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pentahidroxiflavan e o seu isdmero 2,3-cis-3,4-trans-3,3,4’,7 8-pentahidroxiflavan.

Das folhas de Acacia saligna foram isolados o 3-glucosil-campferol, a 3-
glucosil-quercetina, 3-giucosil-miricetina (EL SISSI & EL SHERBEINY, 1967), a 7-O-
B-D-glucosil-naringenina, a naringenina, a 6-C-glucosil-naringenina, a quercetina e a
quercitrina (EL-SHAFAE & EL-DOMIATY, 1998).

De Acacia exiophylla foi isolado um derivado heterosidico, a 3-rhamnosil-
rhamnetina (CLARKE-LEWIS & DAINIS, 1968).

Em Acacia farnesiana THIEME & KHOGALI (1974), isoloram das folhas um
flavondide glicosilado, a 6-8-8-C-glucosil-apigenina. Em Acacia farnesiana foram
isolados também outros exemplares flavonoidicos localizados em suas folhas, a
diosmetina e a farmesina (SAHU et al., 1998) e em suas vagens, a naringenina, a
quercetina, a miricetina e o campferol (BARAKAT ef al., 1999).

Em Acacia confusa, encontrada no norte de Taiwan, flavonodides
galoilglucosidicos foram detectados por LEE ef al. (2000) suas estruturas foram
determinadas como miricetina-3-O-(2"-0O-galoil)-a-rhamnopiranosideo-7-metil-éter;
miricetina-3-0+3"-0-galoil)-a-rhamnopiranosideo-7-metil-éter e miricetina-3-0-(2",
3’-di-O-galoil}-a-rhamnopiranosideo.

Nas folhas de Acacia mearnsii foi detectada a mearnisitrina (MACKENZIE,
1967), além da presenca de 3-metoxi-fisetina nesta espécie (DREWES & ISLEY,
1968).

As flores de Acacia retinoides apresentaram a 6-C-glucosil-naringenina
(LORENTE et al., 1982).

Do exudato de Acacia neovernicosa, foram isolados o 3-O-metil-campferol, a
3,3-dimetil-quercetina, a 2’,4'- diidroxi-chalcona, a 2’-O-metil-4-hidroxi-chalcona, e a
3-O-metil-2’ 4'-dihidroxi-chalcona (WOLLEN-WEBER & SEIGLER, 1982).

Em Acacia nigrenses, dois flavonéis metilados a 7,8,3,4-tetrahidroxi-3-
metoxiflavona e 7,8 4’-trihidroxi-3,3’-dimetoxiflavona foram isolados por MALAN
(1993).

Das flores frescas de Acacia /latifolia foram isoladas a 7-O-B-D-glucosil-
quercetina, 3-0O-B-D-galactosil-quercetina, 3-O-triosil-quercetina, 3-O-B-D-galactosil-
miricetina, 3-O-B-D-glucosil-miricetina, 7-O-a-D-glucosil-taxifolina, sendo a 7-

glucosil-quercetina a flavanona majoritaria (VOIRIN et al., 1986). Outros glicosideos



22

flavondlicos, a 3-O-rutinosil-iso-rhamnetina, 3-O-rutinosil-quercetina, 3-O-gentibiosil-
quercetina, 3-O-glucosil-galactosil-quercetina, 3-O-glucosil-quercetina e 3-O-
galactosil-quercetina também foram identificados nas folhas de Acacia raddiana (EL-
MOUSALLAMY et al., 1991).

Na classe das leucoentocianidinas uma leuco-robinitinidina monomérica, a
leuco-fisetina (ROUX & EVELYN, 1958), (+)-fustina e fisetina (ROUX & PAULUS,
1960) foram obtidas do extrato das cascas e cerne de Acacia mollissima,
respectivamente. Teracacidina, em especial foi encontrada em Acacia intertexta
(CLARKE-LEWIS et al, 1961). Em Acacia caffra foi isolado um analogo da
teracacidina, o dimero, proteracacidina (MALAN, 1995), também as
proteracacidinas (2S)-7,8,4'-trihidroxiflavan-epioritin-4-o-ol-dimérico (MALAN ef al.,
1997) e epioritina-(4-b-(r)-3)-epioritina-4-B-ol e epimiquistol-(4-b-(r)-3)-epioritina-4-3-
ol (BENNIE et af., 2000).

Proteracacidinas diméricas, também foram encontradas no ceme de Acacia
galpinii (MALAN & SIREEPARSAD, 1995; COETZEE et al., 1998).

No grupo das leucoantocianidinas também encontram-se o 8-O-metil e o 3-O-
metil-flavan—3,4~diol isolados em Acacia auriculiformis (DREWES & ROUX, 1966),
sendo ainda isolados em Acacia cultriformis (DU PREEZ & ROUX, 1970) e em
Acacia saxatilis por FOURIER et al. (1974). |

KIRILLOVA & KONDZHARIYA (1987) estudando a distribuicdo de taninos
condensados em algumas espécies subtropicais de plantas, evidenciou a presenca
de uma cianidina, delfinidina e epicatequina em Acacia dealbata.

3.2.5 Algumas atividades bioldgicas encontradas em espécies de Acacia

Estudos sobre a quimica de Acacia levaram a investigagbes farmacologicas
que revelaram interessantes atividades. O estudo dos extratos de algumas espécies
de acacias Sudanesas, verificou que algumas destas, em especial a Acacia albida e
a Acacia seyal promoveram o controle da esquistossomose transmitida pelo
caramujo Bulinus truncafos e Biomphalaria pfeifferi agindo como molusquicidas
(AYOUB & YANKOV, 1987). Nos extratos de Acacia concina, HYALIJ (1999)
também constatou atividades molusquicidas e cercaricidas. Potente atividade
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molusquicida também foi encontrada no extrato etandlico de Acacia saligna contra o
caramujo Biomphalaria alexandrina (AHMED ef al., 1999).

WASSEL et al. (1992), estudando a presenga de diversos constituintes
quimicos em Acacia nifotica e Acacia farmesiana puderam revelar que seus extratos
etandlicos possuiam extraordindria atividade hipoglicémica.

O extrato de Acacia nilotica revelou-se tdxica contra cercarias e miracideos
de Schistossoma mansoni (ELSHEIKH ef al, 1990), atividades antipiréticas e
antinflamatoérias (DAFALLAHS et al., 1996), anti-PAF (atividade inibidora do fator de
agregacao plaquetaria) (SHAH et al., 1997); antifungica, atribuida a presenga dos
polifendis (BHARGAVA ef al., 1998); antifungicas contra Candida albicans (extrato n-
hexano) (MUSTAFA ef al., 1999), antihipertensiva, antiespasmédica (GILANI et al.,
1999), antiplasmédica in vitro contra o Plasmodium falciparum (EL-TAHIR et al.,
1999) e um consideravel efeito anti HIV-1, agindo sobre a replicagéo viral (HUSSEIN
et al., 1999).

Acacia rehmanniana mostrou atividade antinflamatéria por inibicdo da
cicloxigenase (McGRAW et al., 1997).

Os acaciasideos, saponinas triterpenoidais, presentes no extrato metandlico
de Acacia auriculiformis apresentaram atividades cestocida (GHOSH et al., 1996),
anti-helminticas (BABU et al.,, 1997) e anti-microfilariaémicos contra Sefaria cervi
(SARKAR et al., 1998; GHOSH et al., 1993).

Um estudo de bioscreening para detectar a atividade citotoxica contra células
tumorais humanas evidenciou que Acacia pennatuia exibiu importante atividade com
diminuicao das células tumorais testadas em cuitura (POPOCCA et al., 1998).

O extrato de Acacia catechu demonstrou ser um potente hepatoprotetor
(JAYASEKHAR et al., 1997).

HOFFMANN et al. (1993) avaliando o extrato organico de algumas espécies
vegetais norte-americanas comprovaram o grande espectro de atividade de Acacia
angustifolia por inibir completamente o crescimento de cepas de Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans.

Alta atividade antibacteriana demonstrou o exirato de Acacia koa contra
Pseudomonas aeruginosa (BUSHNELL et al.,, 1950) e Acacia robusta contra cepas
de Staphyiococcus aureus e Escherichia cofi (KHAN et al., 1980).
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ALl et af. (2001), estudando os extratos hexanicos e metandlicos de Acacia
nilotica (L.) Delile e Acacia senegal (L.) Willd, em testes de atividades
antibacterianas e antifungicas, verificaram que no extrato hexanico de A. nilotica oi
detectada uma atividade de 50% de inibicdo sobre a cepa de E.coli e no extratos
metandlicos de A. nilotica e A. senegal foram detectadas cerca de 90% e 72% de
inibicdo sobre o crescimento de E.cofi, respectivamente; estas espécies ainda
apresentaram cerca de 94% em A. nilotica e 80% em A. senegal, de inibicao sobre
o crescimento de Staphyfococcus aureus.

Atividades amebicidas foram encontradas em Acacia arabica, a qual mostrou-
se efetiva contra o crescimento de Entamoeba histolytica em 50 % das amebiases
intestinais provocadas em cobaias (CHAKRABORTY & DAS, 1989).

Outras espécies de Acacia tem sido relatadas na medicina tradicional, sendo
encontradas as mais diversas atividades bioldgicas Acacia mellifera e A. kirkii
utiizadas no tratamento do cancer, A. pentagona utilizada na amenorréia, A.
polycantha utilizada em crises asmaticas, A. robusta cuja raiz é utilizada no
tratamento da esquistossomose (CHHABRA et al., 1990).
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL VEGETAL

Flores de Acacia longifolia foram colhidas no Campus do Setor de Salde ~
Subsede da UFPR, situada no Jardim Botanico em Curitibba (PR). Estas foram
identificadas pelo botanico Gert Hatchbach do Museu Botanico Municipal de Curitiba.
Uma amostra auténtica do material foi herbarisada nesta instituicdo sob numero de
registro 261.856.

42 PREPARO DO EXTRATO E DAS FRACOES

O material vegetal foi seco e estabilizado em estufa a 40 °C, obtendo-se o
que se denomina de droga. Para o preparo do extrato bruto hidroalcoolico, 192,5 g
da droga levemente triturada foram submetidos a uma extracdo por refluxo com
etanol. Foram 5 extragOes de aproximadamente 20 minutos em ebulicdo. Os extratos
etandlicos foram filtrados em papel filtro, reunidos e reduzidos em evaporador
rotatdrio a vacuo até um volume de cerca de 200 ml, o qual foi deixado em geladeira
(+ 5 °C) por 24h (ovemight), para precipitar. Logo em seguida esse material foi
centrifugado e o residuo foi desprezado. Ao material restante foi adicionado agua até
completar o volume de 600 ml.

O extrato hidroalcodlico foi fracionado exaustivamente com diclorometano
(CH.Cl,) em extrator sohxlet modificado para extragao liquido-liquido (figura 5), no
qual o sifao possui um alargamento em sua base evitando sifonamento do extrato e

permitindo uma extragao continua, obtendo-se a fragdo denominada F1.
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FIGURA 5 - SOHXLET MODIFICADO PARA EXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO.

SIFAO

O extrato hidroalcodlico remanescente foi fracionado exaustivamente com
acetado de etila em funil de separacéo obtendo-se a fragdo denominada F2.

Destas fracoes e do extrato hidralcodlico foram retiradas e reservadas
aliquotas de aproximadamente 20 ml para realizacdo de ensaios posteriores.
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ESQUEMA 2 - FLUXOGRAMA DE PREPARACAO DO EXTRATO E FRAGCOES.

192,5 g da droga trituradas

'

Viota=3,0 1

Refluxo com etanol (5 x 20 minutos de
600 ml cada)

h 4

Concentragdo até + 200 ml

A 4

Geladeira overnight

\ 4

Centrifugar

\ Sobrenadante

<

P

Residuo

r—®» Desprezado

l Completar o volume a 600 ml

Extrato
Hidroalcoodlico

|

l Funil de separacao

Sohxlet I
Fragao Fragéo Acetato de
Diclorometano (F1) Etila (F2)

43 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS DAS FRACOES (MASSA

ABSOLUTA)

Uma aliquota de 5 ml de cada uma das fracbes e do extrato foram

volumetricamente medidos, e levados & secura em estufa a 105 °C em placa de
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petri previamente tarada por 1h também em estufa & mesma temperatura. O teor de
sélidos (massa absoluta) foi calculado em relacdo a quantidade de material vegetal
utilizada, ou seja, 192,5 g da droga.

44 PROCESSAMENTO DA FRACAO ACETATO DE ETILA
4.4.1 lIsolamento das substancias contidas nesta fragcao

A fracdo acetato de etila restante foi reduzida em evaporador rotatorio a
vacuo até consisténcia xaroposa e sob chapa de aquecimento foi incorporada a
pequenas porgoes de silica gel 60 ( 0,063 a 0,200 mm) Merck (cerca de duas vezes
O seu peso seco) para formacdo da pastilha de silica. Posteriormente esta foi
submetida a uma cromatografia em coluna (30 x 3 cm) empacotada com 30 g
silicagel 60 ( 0,063 a 0,200 mm) Merck. O eluente inicial foi acetato de etila:acido
férmico:agua (98:1:1), sendo feito um gradiente com acido féormico e agua até a
proporcéo (90:5:5). O controle da eluigao foi realizado com 1ampada de ultra violeta a
360 nm. Foram colhidas 62 fra¢cdes de aproximadamente 10 ml cada.

Da fragdo 22 a 54 houve a cristalizacdo de cerca de 143 mg de uma
substancia a qual foi re-submetida a cromatografia em coluna (CLV), utilizando-se
funil com fundo de vidro sinterizado (G3), 10 g de silica H Merck como suporte,
acetato de etila:acido férmico:agua (90:5:5) como eluente e vacuo para aumentar a
rapidez do processo. Foram colhidas 24 fracbes de aproximadamente 10 ml cada.
Da fracéo 3 a 17 houve a cristalizagdo de 100 mg de uma substancia pura amorfa
denominada ALA1.

As fracbes obtidas na primeira coluna foram analisadas por CCD
(cromatofolha silicagel 60F2s4 Merck, utilizando-se como fase mével acetato de
etila:acido formico:agua (90:5:5), a deteccdo foi feita em Iampada de ultra violeta a
360 nm), tendo sido reunidas em 5 grandes fracoes:

A=1-11 =12-21 C=2245 D=46-54 E=55.62

A fragdo A foi reduzida em evaporador rotatério & vacuo até consisténcia
xaroposa e sob chapa de aquecimento foi incorporada a pequenas porgoes de silica
gel 60 ( 0,063 a 0,200 mm) Merck (cerca de suas vezes O seu peso Seco) para
formacé&o da pastilha de silica, a qual foi submetida ao mesmo tipo de coluna (CLV)
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utilizado para purificar a substancia AL1, utilizando-se acetato de etila:acido
formico:agua (95:3:2) como eluente. Foram colhidas 18 fragées de 10 ml cada. Nas
fracoes de 8 a 15 ocorreu a cristalizacdo de uma sustancia pura a qual apos
filtragem em funil com fundo de vidro sinterizado (G4) forneceu 46,8 mg de uma
segunda substancia denominada AL2.

A fragdo B foi reduzida em evaporador rotatério a vacuo até consisténcia
xaroposa e sob chapa de aquecimento foi incorporada a pequenas por¢des de silica
gel 60 ( 0,063 a 0,200 mm) Merck para formacao da pastilha a qual foi submetida a
uma coluna (30 x 1 cm) preenchida com 30 g de silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm)
Merck tendo como eluente inicial cloroférmio:acetato de etila:acido formico (94:5:1)
aumentando o gradiente de acetato de etila até a propor¢do (59:40:1). O controle da
eluic@o foi realizado com lampada de ultra violeta a 360 nm. Foram colhidas 96
fracbes de aproximadamente 10 ml cada. Das fragcGes 11 a 60 foram obtidos 108,10

mg de um p6 levemente amarelado amorfo puro denominado AL3.
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ESQUEMA 3 - FLUXOGRAMA DE OBTENGAO DOS FLAVONOIDES.

Fragdo AcOEt
CLC
4 A=1-11;,  B=12-21;
B2fragdes ——» | CCD | ——» C=2245 D=4654
e E=5562
h 4
22 a %4 aistalizacio - 143 mg
CLvV
24 fragbes
CLV l i ce
18 fragbes % fragdes
3 a 17 aistalizagdo - 100 mg l ¢
8 a 1 411 a 60 -
gistalizacdo dg |cristalizacdo de
108,10 mg

4.5 CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FRACAO ACETATO
DE ETILA

4.5.1 Ponto de fusdo

Realizado em microscopio de ponto de fusédo do tipo Koefler.
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452 Espectroscopia de absorcio no ultra violeta

As substancias isoladas foram submetidas a varredura na regiégo do
ultravioleta proximo. Os espectros foram registrados em espectrofotometro
UV/visivel UV 1601PC Spectrophotometer Shimadzu, no intervalo entre 200 e 400
nm.

As substancias isoladas foram dissolvidas em metanol na concentragZo de 1
mg/100 ml. Cada série de espectros para cada uma das substancias contém um em
metanol (representando o espectro original da substancia) e cinco obtidos pela
adicdo de reagentes diagnésticos (NaOMe; NaOAC; NaOAc/H3BOs; AICI; e
AICI3/HCI) de acordo com MABRY ef al. (1970).

Os espectros de absor¢cdo de luz na regido do UV foram interpretados
segundo MABRY et al. (1970).

4.5.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H

Realizado em equipamento Varian, frequéncia de 300 MHz para 'H. Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm. Metanol deuterado foi usado
como solvente. As constantes de acoplamento (J) foram fornecidas em Hz (hertz).
Foi utilizada a abreviagao dd para indicar um duplo dubleto.

4.5.4 Espectroscopia de massa

Os espectros de massa das substancias isoladas foram realizados em
equipamento Finnigan MAT 900, equipado com uma interface de spray eletrdnico
(ESI). Os espectros foram coletados por constante infusdo das amostras disolvidas
em metanol/agua com 1% de acido acético.

ESI é uma técnica de ionizagao suave, resultando em espécies protonadas,
sodiadas, em modo de ionizagao positiva e desprotonadas, cloratadas ou [M + acido
acético] em modo de ionizagio negativa.
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46 AVALIACAO QUANTITATIVA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As substancias isoladas foram quantificadas em equipamento Merck-Hitachi
(HPLC Manager System V.3 — Chromatography Data Station Software — com
interface D-7000; detector PDA L-7450; Bomba L-7100; Desgaseificador de solvente
L-7612; coluna RP18 Lichrospher R 100, Lichrocart R (250 x 4 mm — 5 um)). Os
cromatogramas foram registrados no intervalo de 209 a 503 nm. O fluxo da fase

mdvel foi de 0,7 mi/min em modo gradiente linear. O sistema de eluigdo & mostrado
na tabela 1.

TABELA 1 - SISTEMA DE ELUICAO UTILIZADO EM CLAE ANALITICA

"Observagao: Gradiente linear. Frasco A - Metanol:Agua (90:10), Frasco B - Agua:Metanol (0:10). Foi

adicionado 0,01 % (vAv) de acido trifluoracético em ambos frascos.

Neste ensaio as amostras das substancias isoladas (AL1, AL2 e AL3) e a
fracdo acetato de etila foram diluidas em metanol nas seguintes concentragoes:

e AL1=0,097, 0,0485 e 0,02425 mg/ml,

e AL2=0,192, 0,128 e 0,064 mg/mli,

e AL3=0,08, 0,04 e 0,02 mg/ ml,

e Fragdo acetato de etila = 1,45 mg/ml. Devido a baixa concentragao

relativa da substancia AL3 encontrada, também foi realizada uma injeg¢ao

com uma concentragao de 5,8 mg/mil.

Foram injetados 20 pul por amostra e fragdes no sistema.
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4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Este estudo foi desenvolvido para avaliar uma possivel atividade
antimicrobiana do exirato bruto e das fragbes obtidas nas etapas anteriores. Em
algumas espécies de Acacia, estudos relataram atividades antimicrobianas, o que
incentivou a investigacdo destas atividades com relagdo a espécie Acacia longifolia.
Para tanto o extrato bruto etandlico e as fragbes acetato de etila e diclorometano
foram testados frente a cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, conhecidos por causar inimeras doengcas em seres
humanos.

O estudo baseou-se na inoculagdo por difusdo em gel segundo metodologia
adaptada de SMANIA & DELLE MONACHE (1995), ULUBELEN et al. (2000) e
ROMEIRO (2001), em condi¢bes totalmente assépticas em camara de fluxo laminar,
num meio de cultura especifico, de uma solugio padronizada dos microorganismos
acima citados. Sobre este meio de cultura foram colocados discos de papel
impregnados com solugbes padronizadas das amostras a serem testadas e com um
disco de cloranfenicol como controle positivo. Esse material entdo, foi incubado a 37
°C por 24h. O resultado positivo foi verificado através da formagdo de um halo
inibitério de crescimento ao redor do disco impregnado.

e Preparo das amostras

As fracbes e o extrato empregados no estudo foram concentrados em
evaporador rotatorio a vacuo até a secura completa. Posteriormente estas fragdes
foram padronizadas através de diluicbes utilizando-se como diluente o préprio
solvente de cada fracdo testada, ou seja, fracdo acetato de etila diluida em acetato
de etila e assim por diante. Foram utilizadas para o estudo as seguintes
concentragbes: 1.000 ug, 500 ug, 250 ug e 125 g, calculados para o padrédo de
cloranfenicol (30 ug).

e Preparo dos discos de papel
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Para cada concentragcdo foram utilizados seis discos de papel de 6 mm de
diametro (Newprov), num total de 72 discos. Estes discos foram colocados sobre
uma placa de petri de 15 cm de diametro, devidamente identificados € cada um
recebeu 20 pl de cada uma das amostras previamente preparadas. Os discos foram
deixados em repouso até a total secura.

Foram também utilizados discos impregnados com os solventes utilizados, de

modo a servirem como controle.
e Preparo do meio de cultura

O meio de cultura utilizado para o estudo foi o agar Mueller-Hinton, por se
tratar de um meio n&o enriquecido com nenhum nutriente, mas suficientemente
nutritivo para um adequado desenvolvimento das colonias. Apds o preparo, 0 meio
foi autoclavado (120 °C por 15 minutos) e deixado esfriar a uma temperatura média
de 50 °C. Nesta temperatura, 60 ml do meio de cultura foram adicionados em placas
de petri de 15 cm de diametro, as quais apds o meio solidificado foram fechadas e
reservadas para a inoculacao das cepas.

e Preparo do inoculo

As cepas utilizadas para o estudo foram Escherichia coli (ATCC 8739),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
as quais foram repicadas em agar Mueller-Hinton em tubos de ensaio 24 horas antes
do teste.

Para o preparo do inoculo, as culturas jovens de cada bactéria foram diluidas
em 5 ml de salina estéril. Desta suspensao, transferiu-se 1 ml para um tubo de
ensaio a qual foi diluida com salina estéril até obter uma turgidez semelhante a

escala McFarland, obtendo-se suspensdes bacterianas com as caracteristicas
mostradas na tabela 2.
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS DAS SUSPENSOES BACTERIANAS
UTILIZADAS PARA O TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

No momento da inoculagdo das placas, 1 ml desta suspensado padronizada foi
adicionado a 100 ml de agar Mueller-Hinton fundido, na temperatura de 45°C.
Rapidamente, antes da solidificacdo, 10 ml deste meio foram transferidos para a
superficie das placas de meio de cultura previamente preparadas, sob rapida
homogeneizacao, de modo a obter uma fina camada do inoculo bacteriano. Desta
forma foram preparadas 12 placas inoculadas com cada microorganismo, de modo

que 10 delas foram utilizadas para o teste, enquanto duas foram utilizadas como
controle positivo de crescimento.

e Preparo do teste

Para cada uma das fragOes testadas procedeu-se da seguinte maneira: em
uma placa inoculada com S. aureus foram distribuidos seis discos de papel
impregnados com 1.000 ug, 500 ug, 250 ug e 125 ug das fragcoes e do extrato bruto,
além de um disco impregnado apenas com o solvente e um disco de cloranfenicol
(Newprov) (30 ug) como controle positivo, formando um circulo com espaco de 1,5
cm da borda da placa e 1,5 cm de um disco para outro. Em outras duas placas,
inoculadas com S. epidermidis e E. coli, procedeu-se da mesma maneira (Figura 5).

O teste foi realizado em ftriplicata, e as placas prontas foram incubadas em
estufa & 35°C durante 24 horas. Passado este periodo, as placas foram retiradas da
estufa e foram medidos os halos de inibicdo, quando presentes.



36

FIGURA 6 - DISPOSICAO DOS DISCOS NA PREPARAGCAO DO TESTE DE
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA.
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4.8 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Este estudo foi desenvolvido para avaliar uma possivel atividade antifingica
da fragdo acetato de etila obtida nas etapas anteriores. Em algumas espécies de
Acacia, estudos relataram atividades antifingicas determinadas pela presenca dos
polifendis, incentivando a investigagdo destas atividades com relagédo a espécie
Acacia longifolia. Para a fragao acetato de etila foi testada frente aos isolados dos
fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum (obtido de raizes de cafe),
Cylindrocladium spathulatum ( obtido de folhas de erva-mate), Rhizoctonia sp.
(obtido de plantulas de Pinus taeda) e Colletotrichum acutatum (obtido dos frutos do
morangueiro).

O estudo baseou-se na avaliagdo crescimento micelial segundo metodologia
adaptada de AUER & BETTIOL (1986) e STANGARLIN et al. (1999), em condig6es
totalmente assépticas em cadmara de fluxo laminar, num meio de cultura especifico,
com a inoculacdo dos esporos dos fitopatégenos acima citados. Esse material entao,
foi incubado a 25 °C no escuro até o momento em que as colbnias fingicas do
controle atingissem aproximadamente a superficie total do meio de cultura. As
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avaliagdes foram realizadas por meio de medi¢cGes do diametro das coldnias (média
de duas medidas perpendiculares), das coldnias-controle e das coldnias-teste. O
resultado positivo foi verificado através da formagdo de um halo inibitério de

crescimento micelial dos patdégenos sob o meio de cultura incorporado a fracao
testada.

o Preparo da amostra

A fracdo acetato de etila empregada foi levada a secura até a obtencao de
uma consisténcia pastosa. Desta fragdo, foi retirada uma aliquota de 250 mg a qual

foi diluida em 500 ml agua destilada, obtendo-se assim uma diluicdo de 500 ppm.

e Preparo do meio de cultura

A fracao acetato de etila foi incorporada em meio de cultura BDA (Batata-
Dextrose-Agar) e o conjunto foi autoclavado a 120 °C e 1 atm por 15 minutos.
Posteriormente, em camara de fluxo laminar este meio incorporado foi vertido em -
placas de petri de 15 cm de diametro. Cerca de 48 horas de pausa foram
necessarias para avaliar uma suposta contamina¢ao do meio antes da inoculagao
dos patdgenos.

e Preparo do in6culo

O inoculo empregado foram discos de micélio-agar, retirados de coldnias puras
de Fusanium oxysporum, Cylindrocladium spathulatum, Rhizoctonia sp. e
Colletotrichum acutatum, com 18, 21, 6 e 30 dias de idade em BDA,
respectivamente.

e Preparo do teste
Apds o tempo de pausa de 48 horas, as placas de petri com o meio de cultura

receberam discos de micélio de 5 mm de diametro dos patégenos testados

(dispostos no centro da placa), vedadas com filme plastico e incubadas a 25 °C, no
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escuro. Foram feitas seis repeticbes para cada patdégeno testado e seis repetigoes
para o controle contendo apenas meio BDA. As avaliagGes foram realizadas por
meio de medicbes do diametro das coldonias (média de duas medidas
perpendiculares), no momento em que as coldnias fungicas do tratamento controle

atingissem aproximadamente a superficie total do meio de cuitura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS DAS FRACOES (MASSA
ABSOLUTA)

A determinacdo do teor de soélidos do extrato bruto hidroalcodlico e das
fracbes obtidas no fracionamento sdo mostradas na tabela 3. Verificou-se que a

maior parte das substancias a serem isoladas encontravam-se na fragdo acetato de
etila.

TABELA 3 - TEOR DE SOLIDOS ENCONTRADOS NO EXTRATO BRUTO E EM CADA
UMA DAS FRACOES

52 CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FRACAO
ACETATO DE ETILA

5.2.1 Caracterizacdo da substancia AL1
e Ponto de fuséo

A amostra apresentou a ponto de fusdo numa faixa de 172 a 173 °C.
e Espectroscopia de absorgao de luz na regido do ultra violeta

A andlise do espectro de absorcdo na regidao do ultra violeta em metanol

indicou uma banda principal a 283 nm (log €=4,24) e um ombro a 320 nm (log

€=3,78), zona de absorgao caracteristica para flavanonas (Figura 7). Ocorreu um
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deslocamento batocrémico de 42 nm com a adicdo de metdxido de sédio a solugéo
metandlica indicando a presenga de grupamento hidroxila livre na posi¢éo 7 do anel
A (Figura 7).

A solucédo metanodlica em presenca de acetato de sodio mostrou um
deslocamento batocrdmico da banda II de 43 nm, confiimando a preseng¢a de
grupamento hidroxila livre na posi¢gdo 7 do anel A (Figura 8). A adigdo de acido
bdrico a solugéo contendo acetato .de sédio levou o espectro a um retorno a
condigao original caracterizando a auséncia de grupamentos orto-di-hidroxi e/ou Cs-
OH livres (Figura 8).

A auséncia de deslocamento quando da adicdo de cloreto de aluminio a
solucdo metandlica, e a permanéncia deste efeito, mesmo com a adicdo de acido
cloridrico ao sistema confirmando a auséncia de grupamentos orto-di-hidroxi e/ou
Cs-OH livres (Figura 9).



FIGURA 7 - ESPECTROS DE ABSORCAO DE LUZ NA REGIAO DO UV
PARA A SUBSTANCIA AL1.
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» Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear 'H

A regido aromética do espectro de 'H RMN (Figura 10) mostrou sinais
caracteristicos para anel aromatico mono substituido, dubletos a 7,29 e 6,79 ppm,
com J = 8,24 Hz e J = 8,0 Hz respectivamente com integracdo para dois hidrogénios
cada, indicando um padrao de substituicao orto. Além destes sinais ainda foram
verificados os dubletos a 6,46 e 6,11 ppm com J = 20 Hz e J = 20 Hz
respectivamente e integragdo para um hidrogénio cada, indicando um padréao de
substituicdo meta. O dd a 5,31 ppm apresenta acoplamento de J = 2,7 Hz com o dd
a 2,69 ppmede J=12,2 Hz com o dd a 2,98 ppm, sendo que os dois ultimos sinais
apresentam acoplamento entre si de J = 16,3Hz (CH,), caracterizando assim uma
flavanona com substituinte em C5. De acordo com a correlagdo de Karplus
(SILVERSTEIN et al., 1991) a constante de acoplamento de J = 12,2 Hz entre H2 e
H3B corresponde a um angulo de diedro de 180° e a constante de acoplamento de J
= 2,7 Hz entre H2 e H3a comesponde a um angulo de diedro de 55°. Estas
correlagbes e o uso de modelos moleculares nos permitem indicar que o anel
aromatico mono substituido esta em posi¢éo B em relagdo ao plano do nucleo y-
pirona.

A presenca do dubleto a 4,75 ppm (H1”) com J = 6,8 Hz, o dubleto a 3,93
ppm (H6”B) com J=11,3Hz, o dd a 3,73 ppm (H6"a) comJ=11,3HzeJ=45Hze
o congestionamento de sinais na regidao entre 3,31 ppm e 3,46 ppm indicam a

presenca de grupamentos agucar.
e Espectroscopia de Massa

O espectro de massa da substancia AL1 (Figura 11) foi estabelecida a partir
da técnica de ionizagdo suave de espectrometria de massas em modo ion positivo,
apresentando o pico ion molecular de m/z 457,1187 [M + NaJ’, (434,1213 calculado
para C»Hx»010) indicando tratar-se de um heterosideo da naringenina, flavanona
previamente isolada neste vegetal.



TABELA 4 - DADOS DE RMN'H PARA A SUBSTANCIA AL1.
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FIGURA 10 - ESPECTRO DE RMN 'H PARA A SUBSTANCIA AL1
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FIGURA 11 - ESPECTRO DE MASSA PARA SUBSTANCIA AL1.
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e Geral

O estudo do comportamento da substancia AL1 no UV indicou a presenca de
uma flavanona com hidroxila livre em C7. A ressonancia magnética nuclear protonica
confirma a presenca de uma flavanona, demonstra a presencga de substituinte em
C5, C7 e C4' e a presengca de um grupamento acucar, o que é confirmado pela
massa molecular de 434 encontrada. O grupamento agucar precisa estar ligado a
molécula de naringenina através da hidroxila do C5, uma vez que nao houve
deslocamento da banda de absorcdo no UV pela adicdo de AlCI3.' A hidrdlise do
heterosideo, seguida de cromatografia em camada delgada da genina e da parte
osidica padréo confirma a presenca da naringenina e detérmina a presenca de
galactose. Com base nestes dados podemos afirmar que a substancia AL1 trata-se
da 5-B-D-galactosil-naringenina (Figura 12), com ponto de fusdo numa faixa de 172
a173°C.

FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DA 5-8-D-GALACTOSIL-NARINGENINA.

5.2.2 Caracterizacdo da substancia AL2

e Ponto de fusao
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A amostra apresentou a ponto de fusdo numa faixa de 236 a 238 °C.
e Espectroscopia de absor¢ao de fuz na regiao do ultra violeta

A analise do espectro de absorcdo na regido do ultra violeta em metanol

registrou uma banda principal a 282 nm (log €=4,35) e um ombro a 315 nm (log

€=3,98), correspondendo a um pico de absor¢ao tipico para flavanonas (Figura 13).

O deslocamento batocromico de aproximadamente 40 nm causado pela adigao de
metdxido de sddio indica a presenga de grupamento hidroxila livre na posi¢éo 7 do
anel A (Figura 13).

Quando adicionado acetato de sédio a solugdo metandlica da substancia AL2
ocorre um deslocamento batocromico de 44 nm confirmando a presenca de
grupamento hidroxila livre na posicdo 7 do anel A (Figura 14). A adigdo de acido
bérico a solugdo contendo acetato de sddio levou o espectro a condigao original
caracterizando a auséncia de grupamentos orto-di-hidroxi e/ou Cs-OH livres (Figura
14).

Semelhante a substancia AL1, a substancia AL2 também mostra auséncia de
deslocamento quando da adicdo de cloreto de aluminio a solugdo metandlica, e a
permanéncia deste efeito, mesmo com a adicdo de &acido cloridrico ao sistema
confirmando a auséncia de grupamentos orto-di-hidroxi e/ou Cs-OH livres (Figura
15).



FIGURA 13 - ESPECTROS DE
ABSORCAO DE LUZ NA REGIAO DO
UV PARA A SUBSTANCIA AL2.
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o Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear 'H

A regido aromatica do espectro de 'H RMN (Figura 16) mostrou sinais
caracteristicos para anel aromatico mono substituido (dubletos a 7,2 e 6,7 ppm,
ambos com J = 8,24 Hz — acoplamento orfo — com integracdo para dois hidrogénios
cada). Além destes sinais ainda foram verificados os dubletos a 6,38 e 6,04 ppm
com J = 2,47 Hz e integracado para um hidrogénio cada, indicando um padréo de
substituicdo meta. O dd a 5,22 ppm apresenta acoplamento de J = 2,6 Hz com o dd
a 2,62 ppmedeJ=129 Hz com o dd a 2,88 ppm, sendo que os dois ultimos sinais
apresentam acoplamento entre si de J = 16,9 Hz, caracterizando assim uma
flavanona com substituinte em C5. De acordo com a correlagdo de Karplus a
constante de acoplamento de J = 12,9 Hz entre H2 e H3B corresponde a um angulo
de diedro de 180° com e a constante de acoplamento de J = 2,6 Hz entre H2 e H3q;
corresponde a um angulo de diedro de 55°. Estas correlacdes e o uso de modelos
moleculares nos permitem indicar que o anel aromatico mono substituido esta em
posi¢ao a em relagéo ao plano do nucleo y-pirona.

A presenga do dubleto a 4,70 ppm (H1”) com J = 7,14 Hz, o dubleto a 3,85
ppm (H6”B) com J = 12,08 Hz, o dd a 3,65 ppm (H6”a) com J=1209 Hze J = 4,94
Hz e o congestionamento de sinais na regiao entre 3,4 ppm e 3,6 ppm indicam a
presenca de grupamentos agucar.

e Espectroscopia de Massa

O espectro de massa da substancia AL2 (Figura 17) foi estabelecida a partir
da técnica de ionizagdo suave de espectrometria de massas em modo ion positivo,
apresentando o pico ion molecular de m/z 457,1187 [M + NaJ’, (434,1213 calculado
para C,1H»01p) indicando tratar-se de um heterosideo da naringenina, flavanona
previamente isolada neste vegetal.
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TABELA 5 - DADOS DE RMN'H PARA A SUBSTANCIA AL2.
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE MASSA PARA A SUBSTANCIA AL2.
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e Geral

O estudo do comportamento da substancia AL2 no UV indicou a presenga de
uma flavanona com hidroxila livre em C7. A ressonancia magnética nuclear protonica
confirma a presenca de uma flavanona, demonstra a presenca de substituinte em
C5, C7 e C4 e a presenga novamente de um grupamento acucar, 0 que €
confirmado pela massa molecular de 434 -encontrada. O grupamento actcar precisa
estar ligado a molécula de naringenina através da hidroxila do C5, uma vez que n&o
houve deslocamento da banda de absorgcdo no UV pela adigdo de AICIl;. A hidrolise
do heterosideo, seguida de cromatografia em camada delgada da genina e da parte
osidica confirma a presenca da naringenina e determina a presenca de glucose.
Com base nestes dados podemos afirmar que a substancia AL2 trata-se da 5-8-D-
glucosil-naringenina (Figura 18), com ponto de fusdo numa faixa de 236 a 238 °C
(PEARL & DARLING, 1970; LORENTE et al., 1982; KERBER, 1993), previamente
identificada nesta planta por KERBER (1993).

FIGURA 18 - ESTRUTURA QUIMICA 5-B-D-GLUCOSIL-NARINGENINA.

52.3 Caracterizacado da substancia AL3

¢ Ponto de fuséo
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A amostra apresentou ponto de fusdo numa faixa de 250 a 251 °C.
o Espectroscopia de absor¢cao de luz na regido do ultra violeta

A analise do espectro de absorcdo na regido do ultra violeta em metanol,

mostrou uma banda principal a 288 nm (log €=4,31) € um ombro a 327 nm (log

€=3,74), caracteristico de flavanonas (Figura 19). O deslocamento batocromico de

37 nm causado pela adi¢do de metdxido de sbddio indica a presenga de grupamentos
hidroxila livres nas posicdes 5 e 7 do anel A (Figura 19).

O deslocamento batocromico de 37 nm causado pela adicdo de acetato de
sodio confirma a presenca de grupamentos hidroxila livres nas posigdes 5 e 7 do
anel A (Figura 20). O retorno ao espectro original (em metanol) causado pela adicdo
de &cido bdrico sobre a solugdo contendo acetato de sédio indica a auséncia de
grupamentos orto-di-hidroxi livres no anel A (Figura 20).

O deslocamento batocréomico de 19 nm causado pela adigdo de cloreto de
aluminio (Figura 21) e 0 ndo retorno ao espectro em metanol com a adigdo de acido
cloridrico ao sistema indica a presencga de grupamento hidroxila livre no Cs (Figura
21).



FIGURA 19 - ESPECTROS DE ABSORGAO DE LUZ NA REGIAO DO UV DA

SUBSTANCIA AL3.
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o Geral

A substancia AL3 apresentou o mesmo ponto de fusdo da naringenina
(C1sH120s), numa faixa entre 250 a 251 °C, e da mesma forma a espectroscopia de
UV. Ja tendo sido anteriormente isolada nas flores deste vegetal por MARINI-
BETTOLO & FALCO (1951) e por KERBER (1993), ndo se tornou necessario mais
ensaios para demonstrar sua identidade (Figura 22).

FIGURA 22 - ESTRUTURA QUIMICA DA NARINGENINA.

53 AVALIACAO QUANTITATIVA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As trés substancias principais foram detectadas em tempos de retencéo de
14,85 (AL1), 14,29 (AL2) e 20,01 (AL3) minutos no cromatograma do fragéo acetato
de etila obtido por CLAE (Figura 23). As areas dos picos das substancias isoladas na
fracdo acetato de etila sdo mostradas na tabela 9.
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FIGURA 23 - CROMATOGRAMA DA FRAGAO ACETATO DE ETILA DE Acacia longifolia POR CLAE

(CONCENTRACAO 1,45 mg/ml). OS TEMPOS DE RETENCAO (ABCISSA) SAO DADOS EM MINUTOS. A
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Foi determinada a linearidade de resposta as concentracbes das amostras
injetadas, a quantificacdo das mesmas nas fracfes estudadas foi realizada
utilizando-se a equacdo da reta resultante do grafico: Concentragdo (mg/ml) x Area
dos picos integrados pelo sistema de analise do equipamento, mostrado nas tabelas
(8, 7 e 8) e nos graficos (Figuras 24, 25 e 26) permitindo calcular as concentracoes

das substancias isoladas referentes aos picos encontrados na fracao acetato de etila
injetada (tabela 9).
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TABELA 6 - CONCENTRACOES UTILIZADAS NAS INJECOES (20ul) DA
SUBSTANCIA AL1

FIGURA 24 - CURVA DE C{\LIBRAC}AO: CONCENTRAGAO (mg/mi) X AREA DO PICO PARA A
SUBSTANCIA AL1. EQUACAO DA RETA: Y = A + BXONDE A =-60021 E B = 24558486,00884.
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TABELA 7 - CONCENTRACOES UTILIZADAS NAS INJEGOES (20ul) DA
'SUBSTANCIA AL2

e e
e = = Bt

FIGURA 25 - CURVA DE CALIBRAGCAO: CONCENTRAGAO (mg/mi) X AREA DO PICO PARA A
SUBSTANCIA AL2. EQUACAO DA RETA: Y = A + BX ONDE A = -53704,66667 E B = 32856906,25.

Area
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TABELA 8 - CONCENTRACOES UTILIZADAS NAS INJECOES (20ul) DA
SUBSTANCIAAL3

FIGURA 26 - CURVA DE C{_\LIBRA(}AO: CONCENTRAGAO (mg/mi) X AREA DO PICO PARA A
SUBSTANCIA AL3. EQUACAO DA RETA: Y =A + BXONDE A =-113396 E B = 48198692,85714.

érea
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TABELA 9 - AREA DOS PICOS E CONCENTRACOES DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS NA
FRACAO ACETATO DE ETILA

s —_

A partir do calculo dessas concentragcdes foi possivel quantificar as
substancias isoladas na fracdo acetato de etila total, assim como no material vegetal
(flores) seco. A quantificagao por CLAE foi realizada utilizando as seguintes formulas
(A, B e C) para os calculos:

e Percentagem das substancias isoladas (PSI) presentes em 1,45 mg/ml (AL1 e
AL2 ) e 5,8 mg/ml (AL3) da fragao acetato de etila:

Concentracdo da fragéo acetato de etila (CF) 100
Concentragao da substancia isolada (CS) PSI
PSI=CS x 100 (A)
CF

e Calculo da massa das substancias isoladas (MSI) presentes em 9,12 g da fragcao
acetato de etila:
Massa da fracdo (MF) 100

MSI PSI

MSI = PA x MF (B)
100

e Calculo da percentagem das substancias isoladas (PSI) em 192,50 g de flores
secas de Acacia longifolia:
Massa da planta (MP) 100

MSI PSI

PSI = MSI x 100 (C)
MP
Os resultados das quantificacées das substancias isoladas sao mostrados na

tabela 10.
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TABELA 10 - QUANTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS POR CLAE
ANALITICA

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O teste para avaliagcdo da atividade antibacteriana realizado com as cepas de S.
aureus, S. epidermidis e E.coli para o extrato hidroalcodlico e as fracbes acetato de
etila e diclorometano nas mesmas concentracées e condicdes revelou auséncia
desta atividade para os microrganismos testados, embora para algumas espécies de
Acacia tal atividade tenha sido detectada com estes mesmos microrganismos
(HOFFMANN et al., (1993); KHAN et al., (1980) e ALl et al., (2001)).

A quantidade de amostra utilizada para impregnacao dos discos de papel foi
de 1.000 ug, 500 ug, 250 ug e 125 pg. O teste indicou que mesmo utilizando discos
de papel impregnados com concentracdbes de amostra muito superiores a
concentracao presente no disco de cloranfenicol (30 ug) utilizado como controle n&o
houve nenhuma alteracdo quanto aos resultados, mostrando que essas
concentragdes mesmo altas ndo foram suficientes para inibir o crescimento das
coldnias de cada uma das cepas bacterianas testadas com relac&o ao aparecimento
dos halos de inibicdo apds 24 horas de incubagcdo das mesmas. Observou-se a
formacdo de um halo de inibicdo claro e visivel de 25 mm para o disco contendo
cloranfenicol em todas as placas semeadas e um crescimento positivo das colonias

no teste controle apods as 24 horas de incubagdo das placas semeadas; indicando a
efetividade do método.

5.5  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

O teste de avaliagdo da atividade antifungica realizado com os isolados de
Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum e Rhizoctonia sp., para a fragéo
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acetato de etila apresentaram atividade inibitéria de 10,5%, 159 % e 30 %
respectivamente. Com relacdo ao fungo Cylindrocladium spathulatum  houve
atividade pouco significativa (1,65 %). O teste indicou que os melhores resultados

foram verificados na inibicdo do crescimento de Rhizoctonia sp .Os resultados estao
indicados na tabela 11.

TABELA 11 - RESULTADO DA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA FRAGAO ACETATO
DE ETILA - MEDIA ENTRE AS DUAS PERPENDICULARES FORMADAS PELO CRESCIMENTO

MICELIAL DOS PATOGENOS (mm) E INIBICAO (%) DO HALO DE CRESCIMENTO NA FRACAO
TESTADA
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6 CONCLUSOES

A fragcao acetato de etila das flores de Acacia longifolia, apresentou reacéo de
Shinoda (deteccao de flavondides) fortemente positiva. A partir desta, foram isolados
uma flavanona e dois de seus heterosideos. Por meio de métodos espectroscépicos
e fisico-quimicos, a flavanona foi identificada como sendo a naringenina e seus
heterosideos como sendo a 5-f-D-galactosil-naringenina e a 5-B-D-glucosil-
naringenina.

Foi desenvolvido um sistema de CLAE para avaliar quantitativamente os
flavondides isolados da fragdo acetato de etila obtida das flores do vegetal. Por
meio da aplicacdo deste sistema foi possivel verificar um teor minimo de 0,528 %
(m/m) de 5-B-D-galactosil-naringenina, sendo majoritario em relacdo a 5-8-D-
glucosil-naringenina com um teor minimo de 0,2 % (m/m) e a naringenina com teor
minimo em torno de 0,018 % (m/m).

O extrato bruto hidroalcodlico e as fragdes diclorometano e acetato de etila
nao apresentaram atividade antibacteriana em nenhuma das concentragdes
testadas, contra as cepas de Staphylococcus aureus, S. epidermidis e E.coli, mesmo
tendo sido utilizadas concentracbes até 50 vezes superior ao padrdo de
cloranfenicol.

No teste de atividade antifungica, a fragdo acetato de etila, na concentragéo
de 500 ppm, apresentou significativa agao inibitdria sobre o crescimento micelial de
Rhizoctonia sp. com um percentual de inibicdo de 30 %. Nos demais fitopatégenos,
houve uma agdo menos pronunciada, a fragao testada inibiu 15,9 % e 10,5 % do
crescimento micelial de Colletotrichum acutatum e Fusanium oxysporum
respectivamente. Para o fungo Cylindrocladium spathulatum nao houve resposta
significativa na concentracao utilizada para este teste. Estes dados s3o uteis uma
vez que a moderna agricultura baseia-se no uso indiscriminado de agentes
quimicos, colocando em risco o meio ambiente. Os resultados desta pratica, por
vezes catastréficos, conseguiram despertar os pesquisadores para a busca de
tecnologias que nao favoregam o desequilibrio ecolégico. Assim, o controle biologico
de doencas em plantas através do uso de produtos naturais apresenta-se como
alternativa importante, segura e eficaz.
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Deve-se ter em vista a importancia da pesquisa interdisciplinar em produtos
naturais, onde buscou-se aliar a fitoquimica diante de um enfoque técnico-cientifico
com uma proposicdo de trabalho que privilegiou a fitopatologia e a microbiologia
como formas de abrir novas perspectivas de aplicabilidade do vegetal em estudo.
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