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RESUMO

Sapium glandulosum (L.) Morong pertence a familia Euphorbiaceae e é uma
arvore latescente, nativa do Brasil, porém ndo endémica, também popularmente
conhecida como leiteiro, pau de leite, burra leiteira, janaguba, seringarana, entre
outros. Schiekia orinocensis (Kunth) Meisn é uma planta nativa do Brasil pertencente
a familia Haemodoraceae, familia esta conhecida pela presenca de fenilfenalenonas.
Foram realizados estudos fitoquimicos das duas espécies, e a planta S.
glandulosum foi pesquisada com relacdo a morfoanatomia e as atividades
biolégicas, antinociceptiva e toxicoldgica. No total, entre as duas espécies foram
identificadas vinte e nove substancias (fenilfenalenonas, derivado do &cido
glicurénico, flavonoides e precursores de taninos hidrolisaveis), utilizando técnicas
cromatograficas e métodos espectrométricos, das quais dez substancias séo
inéditas na literatura. Com relacdo as atividades biologicas, extratos de S.
glandulosum, especialmente o extrato acetato de etila, apresentaram atividade
larvicida contra larvas do mosquito Aedes aegypti, baixa fitotoxicidade em Lactuca
sativa, além de atividade antimicrobiana e citotéxica in vitro, com a vantagem de que
nao apresentou atividade toxica in vivo, de acordo com os parametros avaliados. Os
extratos de S. glandulosum sdo futuros candidatos para agentes antitumorais e

larvicida.

Palavras-chave: Sapium glandulosum. Schiekia orinocensis. Compostos fendlicos.
Larvicida. Antimicrobiano. Antitumoral.



ABSTRACT

Sapium glandulosum (L.) Morong .belongs to the family Euphorbiacee and is
a latescent tree, which is native of Brazil, although not endemic. It is popularly known
as leiteiro, pau de leite, burra leiteira, janaguba, seringarana, between others.
Schiekia orinocensis (Kunth) Meisn is native of Brazil and belongs to
Haemodoraceae. This family is known for the production of the phenalenones
metabolites. The phytochemical profile of both species, while morphoanatomy,
biological and antinociceptive activities, and toxicology were screened for S.
glandulosum. In total, between both species, twenty nine compounds
(phenylphenalenones, glucuronic acid derivative, flavonoids and hydrolysable tannins
precurssors) were identified by means of chromatographic and spectroscopic
analysis, from which ten are still not reported in literature. In relation to the biological
activities, the extracts of S. glandulosum presented larvicidal activity against Aedes
aegypti larvae and low phytotoxicity in Lactuca sativa. Moreover, the extracts have in
vitro antimicrobial and cytotoxic activity, with the advantage that it did not show to be
toxic in vivo according to the evaluated parameters. S. glandulosum extracts are

candidates to be future antitumor, antimicrobial and larvicide agents.

Key-words: Sapium glandulosum. Schiekia orinocensis. Phytochemistry. Larvicide.
Antimicrobial. Antitumor.
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1 INTRODUCAO

As substancias quimicas sdo a chave para entender as complexas
interacbes entre os organismos. Os compostos organicos sado agentes quimicos
responsaveis por importantes tarefas nos organismos vivos. Neste contexto, vale
ressaltar os metabdlitos secundarios, que sdo vitais para importantes processos
biolégicos, como a defesa da planta contra agentes agressores. (WILLIAMS et al.,
1989; SCHNEIDER, 2013). Os metabdlitos secundarios sao pequenas moléculas
que, em condi¢des laboratoriais, ndo necessariamente tém importancia vital para a
sobrevivéncia do seu hospedeiro, mas sem duavida, sdo vantajosos para a
sobrevivéncia da planta em seu habitat natural. (KATZ; BALTZ, 2016).

A investigacdo fitoquimica de metabdlitos secundarios € a primeira etapa
para a compreensdo da complexidade na comunicacdo entre 0os organismos Vivos
(ecologia quimica) e também para entender o papel de cada substancia nessas
interacbes. (OCAMPOS et al., 2017). A pesquisa de metabdlitos secundarios, 0s
produtos naturais, é fundamental ndo apenas para entender a dinamica envolvida
nas interagcbes entre organismos, mas também se faz Util na agricultura e na
indastria alimenticia e farmacéutica. (STONE; WILLIAMS, 1992; NEWMAN; CRAGG,
2012; KATZ; BALTZ, 2016). Um exemplo classico de produto natural utilizado na
industria farmacéutica é a penicilina, metabdlito secundario com atividade antibiética,
isolada a partir de algumas bactérias. (BERDY, 2012; KATZ; BALTZ, 2016). A
pesquisa de novos medicamentos muitas vezes parte da pesquisa basica de
produtos naturais e do estudo de suas atividades biolégicas.

O presente estudo foi realizado com duas plantas: Sapium glandulosum (L.)
Morong. e Schiekia orinocensis (Kunth) Meisn., sendo que a presenca de poucos
estudos na literatura sobre tais plantas motivou a sua escolha para a realizagdo do
trabalho. Dessa forma, partindo-se de plantas com poucos estudos, pode-se
futuramente chegar ao uso industrial dos seus extratos ou de suas substancias
isoladas, como por exemplo, o desenvolvimento de um novo medicamento.
Trabalhos como este sdo de grande relevancia para a ciéncia, jA que trazem

informacgdes sobre o potencial dos recursos naturais.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo morfoanatdmico, identificar metabdlitos secundarios e

avaliar as atividades alelopatica, larvicida, antimicrobiana, citotoxica, antinociceptiva

e toxica dos extratos de Sapium glandulosum. Identificar o perfil metabdlico da

espécie Schiekia orinocensis utilizando a técnica de CLAE-EFS-RMN;

1.1.2 Objetivos Especificos

a)

f)

9)

h)

Isolar e identificar, por técnicas cromatograficas e espectroscopicas,
metabdlitos secundarios de Sapium glandulosum e de Schiekia
orinocensis.

Realizar o estudo morfoanatémico de Sapium glandulosum.

Analisar a atividade alelopética dos extratos de folhas e cascas de
Sapium glandulosum sobre as sementes de Lactuca sativa.

Avaliar a atividade dos extratos de folhas e cascas de Sapium
glandulosum contra larvas do mosquito Aedes aegypti.

Avaliar atividade antimicrobiana dos extratos de folhas e cascas de
Sapium glandulosum.

Realizar o estudo citotoxico dos extratos de folhas e cascas de Sapium
glandulosum.

Avaliar a atividade antinociceptiva dos extratos brutos de folhas de
Sapium glandulosum em camundongos;

Avaliar o efeito dos extratos brutos de folhas de Sapium glandulosum
sobre a atividade locomotora de camundongos;

Avaliar possiveis efeitos toxicos dos extratos brutos de folhas de Sapium
glandulosum por meio de parametros bioquimicos, hematoldgicos,

anatémicos e histopatolégicos.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Sapium glandulosum

A familia Euphorbiaceae é composta por cerca de 313 géneros e 8100
espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais da América
e da Africa e diversas espécies desta familia apresentam alguma atividade
farmacoldgica. (CONEGERO et al., 2003; DE OLIVERIA et al., 2007). A FIGURA 1
mostra a distribuicAo mundial de espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae,
sendo que quanto mais intensa € a coloracdo de um pais no mapa, maior
guantidade de exemplares da familia ha na regido. No Brasil, sdo 72 géneros e
aproximadamente 1100 espécies. (CONEGERO et al., 2003). Muitas espécies da
familia sdo toxicas para os seres humanos e para outros animais. (DE OLIVERIA et
al., 2007).

Diversos estudos fitoquimicos foram realizados em plantas da familia
Euphorbiaceae. Taninos hidrolisaveis foram encontrados em Euphorbia thymifolia,
uma planta utilizada popularmente no sudeste da Asia para tratar transtornos
abdominais e problemas de pele. Estes compostos possuem na sua estrutura o
acido galico e o acido hexahidroxidifénico (HHDP), moléculas estas que compdem
os galotaninos e elagitaninos. (LEE et al., 1990).

FIGURA 1 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA MUNDIAL DE EUPHORBIACEAE

E

A intensidade da coloracdo é maior nos paises em que ha maior nimero de exemplares da familia.
FONTE: MISSOURI BOTANICAL GARDEN (2017)
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O género Sapium consiste em 23 espécies aceitas e, apesar de muitas
plantas desse género serem utilizadas popularmente para tratamentos de doencas
ainda ha poucos estudos fitoquimicos e de atividades biolégicas que confirmem tal
uso. (LAI et al., 2004; SHIMIZU et al., 2007; MWINE; VAN DAMME, 2011). Os
diversos usos das espécies deste género na etnomedicina, desde para problemas
de pele como dermatites até para o tratamento de dores nos joelhos, indicam a
importancia de estudéa-las. (AL MUQARRABUN et al., 2014). Estudos fitoquimicos
neste género indicam a presenca de flavonoides, terpenoides, e outros compostos
como acidos fendlicos. (AL MUQARRABUN et al., 2014).

Sapium glandulosum (L.) Morong. (QUADRO 1) é uma arvore latescente da
familia Euphorbiaceae, também popularmente conhecida como leiteiro, pau de leite,
burra leiteira, janaguba, seringarana, mata-olho, pela-cavalo, pau-branquilho, leiteiro
de folha grauda, toropi, figueirinha, tapuru, entre outros. (CORDEIRO et al., 2015). O
mapa disposto na FIGURA 2 mostra que a espécie é encontrada em todo o territorio
brasileiro, j& que todos os estados do pais apresentam-se coloridos. As cores
dispostas no mapa auxiliam a diferenciacdo das cinco regides do pais: Sul (azul),

Sudeste (vermelho), Centro-oeste (amarelo), Nordeste (alaranjado) e Norte (verde).

QUADRO 1 — CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE S. glandulosum SEGUNDO CRONQUIST

Reino Plantae

Divisédo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Rosidae

Ordem Euphorbiales
Familia Euphorbiaceae
Género Sapium

Espécie Sapium glandulosum

FONTE: SMITH ET AL. (1988)
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FIGURA 2 — Sapium glandulosum E A DISTRIBUICAO GEOGRAFICA NO BRASIL

As cores do mapa diferenciam as cinco regides do pais: Sul (azul), Sudeste (vermelho), Centro-oeste
(amarelo), Nordeste (alaranjado) e Norte (verde).
FONTE: adaptado de CORDEIRO ET AL. (2015)

N&o h& muitos registros sobre uso popular de Sapium glandulosum. Hajdu e
Hohmann (2012) reportaram o uso de S. glandulosum para o tratamento de hérnias.
Ha registros no museu Botéanico de Curitiba do uso da seiva de Sapium glandulosum
para tratamento de verrugas. Segundo Breitbach et al. (2013), além da utilizacdo
para o tratamento de verrugas, S. glandulosum é popularmente utilizada contra
elefantiase e sifilis.

No campo de atividades biologicas Silva et al. (2011) pesquisou a atividade
antioxidante, que foi considerada moderada. Além disso, 0 mesmo trabalho avaliou o
conteudo de fendis totais, taninos e flavonoides das cascas e folhas da planta.
Extratos etandlicos de folhas e cascas de Sapium glandulosum foram testados
microbiologicamente pelo método de difusdo em &gar e demonstraram atividade
contra cepas Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa e as
folnas mostraram-se ativas contra Enterococcus faecalis. Entretanto, quando os
pesquisadores realizaram o teste pela metodologia de concentracdo inibitéria
minima, os resultados foram negativos para todas as cepas testadas. O mesmo
estudo analisou os constituintes fitoquimicos por métodos de cromatografia em
camada delgada. As classes de metabdlitos encontrados nas folhas e cascas foram
flavonoides, lignanas, monoterpenos, taninos condensados, mas néo hidrolisaveis, e

derivados antracénicos. Nas folhas foi também detectada a presenca de triterpenos,
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esteroides e antocianinas, enquanto que nas cascas foi observada a presenca de
cumarinas. (SILVA et al., 2012).

Ocampos (2013) realizou analise fitoquimica, por meio do ensaio sistematico
fitoquimico, com o objetivo de se fazer uma triagem dos componentes fitoquimicos
presentes na planta. Os dados obtidos corroboraram com as substéncias quimicas
posteriormente isoladas e identificadas (FIGURA 3) uma vez que foram encontrados
um flavonoide e duas moléculas precursoras dos taninos hidrolisaveis classificados
como elagitaninos. O flavonodide isolado tem uma estrutura bastante conhecida e
estudada, trata-se da quercetina (13). As moléculas precursoras dos taninos
hidrolisaveis foram identificadas como o acido elagico (11) e, seu derivado, o 3,3’-di-
O-metil 4cido eléagico (12). A atividade antioxidante dos extratos foi analisada para
trés diferentes métodos. No método da inibicdo da peroxidacdo lipidica foram
obtidos bons resultados para as amostras da folha e para a fragdo hexano da casca,
que se mostraram superiores ao padrdo BHT. A andlise da inibi¢cdo do radical DPPH
ndo mostrou atividade antioxidante significativa para as fracbes em relacdo aos
padrdes rutina e vitamina C. A andlise da formacdo do complexo fosfomolibdénico
apresentou resultado significativo para a fracdo acetato de etila casca, que
apresentou resultados estatisticamente iguais ao do padréo rutina. A atividade toxica
das fracOes e extratos sobre o0 micro crustaceo Artemia salina foi testada para os
extratos brutos de folhas e cascas e suas respectivas fracfes. Os extratos nao
apresentaram atividade toxica contra os nauplios. A atividade hemolitica das fracdes
e extratos foi testada por dois métodos e os resultados obtidos foram negativos, ou
seja, 0s extratos ndo produziram hemdlise. Este € mais um indicio da baixa
toxicidade da planta.

Sobottka et al. (2015), em estudo com o latex de S. glandulosum, identificou
oito 12-deoxi diterpenos do tipo tigliano (1-8), compostos estes conhecidos pela sua
atividade antitumoral, além de dois ésteres de forbol nitrogenados (9 e 10). S&o eles
(FIGURA 3): 12-deoxiforbol-13-(2-metilbutirato) (1), 12-deoxiforbol-13-acetato
(prostratin) (2), 12-deoxiforbaldeido-13-acetato (3), 12-deoxiforbol-13-isobutirato-20-
acetato (4), 12-deoxiforbol-13-isobutirato (5), 12-deoxi-forbol-13-(2-metilbutirato)-20-
acetato (6), 12-deoxiforbol-13-fenilacetato (DPP) (7), 12-deoxiforbol-13-fenil-acetato-
20-acetato (8), 12-O-[2-metilaminobenzoil]-4-deoxi-5-hidroxiforbol-13-acetato
(sapintoxin B) (9) e 12-O-[2-metilaminobenzoil]-forbol-13-acetato (sapintoxin D) (10).

Estes compostos sdo descritos como potentes agentes antitumorais e antivirais. O
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latex de S. glandulosum também mostrou ter atividade proteolitica. (SOBOTTKA et
al., 2014).

FIGURA 3 — ESTRUTURA QUIMICA DE METABOLITOS SECUNDARIOS ENCONTRADOS EM
Sapium glandulosum
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Substancias 1-10: diterpenos. Substancias 11 e 12: precursores de taninos hidrolisaveis.
Substéancia 13: flavondide.
FONTE: adaptado de SOBOTTKA et al. (2015)

Mendes et al. (2016) testou o extrato hidroalcodlico das folhas de S.
glandulosum em modelo de inflamacdo aguda na pele de camundongos e mostrou

que o extrato possui potente atividade anti-inflamatéria.

1.2.2 Schiekia orinocensis

A familia Haemodoraceae é composta por 101 espécies, distribuidas pelos
géneros Anigozanthos, Barberetta, Blancoa, Conostylis, Dilatris, Haemodorum,
Lachnanthes, Macropidia, Phlebocarya, Pyrrorhiza, Schiekia, Tribonanthes,
Wachendorfia e Xiphidium. (THE PLANT LIST, 2013). Plantas desta familia séo


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Anigozanthos/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Barberetta/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Blancoa/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Conostylis/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Dilatris/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Haemodorum/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Lachnanthes/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Macropidia/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Phlebocarya/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Pyrrorhiza/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Schiekia/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Tribonanthes/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Wachendorfia/
http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Haemodoraceae/Xiphidium/
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encontradas exclusivamente na Australia, Tailandia, Africa do Sul e em grande parte
das Américas (FIGURA 4). (MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2017).

FIGURA 4 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA MUNDIAL DE HAEMODORACEAE

ltem
1 | | | P&

FONTE: MISSOURI BOTANICAL GARDEN (2017)

A familia Haemodoraceae € conhecida pela producdo dos metabdlitos
secundarios fenilfenalenonas, cuja estrutura basica é a da fenalenona (FIGURA 5).
(COOKE; EDWARDS, 1981). A primeira fenilfenalenona foi isolada de Haemodorum
corymbosum. (COOKE; SEGAL, 1955). Posteriormente outras fenilfenalenonas
foram encontradas em outras familias como Musaceae, Pontederiaceae and
Strelitziaceae. (DELLA GRECA et al., 1992; LUIS et al., 1994, HOLSCHER,;
SCHNEIDER, 2000; 2005; DELLAGRECA et al., 2008). Sabe-se que em Musa, 0
género da banana, as fenilfenalenonas sao fitoalexinas envolvidas no processo
patogénico pelo fungo Mycosphaerella fijensis (HIDALGO et al.,, 2016) e contra o
nematdide Radopholus similis. (HOLSCHER et al, 2014). Enquanto as
fenilfenalenonas sdo induziveis em Musa, em Haemodoraceae as fenilfenalenonas

induziveis coexistem com as constitutivas. (OTALVARO et al., 2010).
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FIGURA 5 — ESTRUTURA QUIMICA DAS FENALENONAS

O

FONTE: O Autor (2017).

O género Schiekia € composto por apenas uma espeécie, Schiekia
orinocensis (Kunth) Meisn, a qual é justamente foco deste trabalho.

Schiekia orinocensis (Kunth) Meisn. (QUADRO 2) é uma espécie da América
do Sul tropical, composta de duas subespécies de dois diferentes habitats: S.
orinocensis subsp. Silvestres, proveniente dos desertos de areia branca da
Colbmbia, Venezuela e Guianas e S. orinocensis subsp. Orinocensis, que habita a
parte norte da Amazbnia, nos mesmos paises supracitados, incluindo o Brasil.
(SCHULTES, 1978; 1980; 1993; RODRIGUEZ; COLONNELLO, 2009; MAAS; MAAS,
2015). A FIGURA 6 mostra a distribuicdo da planta pelos estados brasileiros, sendo
que as cores dispostas no mapa auxiliam na diferenciacdo das regibes do pais.
Neste caso, a planta existe nas regides Centro-oeste (amarelo), Nordeste
(alaranjado) e Norte (verde). Os estados em que S. orinocensis ndo esta presente

estdo em branco no mapa.

QUADRO 2 — CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE S. orinocensis SEGUNDO CRONQUIST

Reino Plantae

Divisédo Magnoliophyta
Classe Liliopsida

Subclasse Lilidae

Ordem Liliales

Familia Haemodoraceae
Género Schiekia

Espécie Schiekia orinocensis

FONTE: SIMPSON (1998)
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FIGURA 6 — Schiekia orinocensis E A DISTRIBUICAO GEOGRAFICA NO BRASIL

Os estados coloridos sdo onde S. orinocensis pode ser encontrada. Nos estados em branco S.
orinocensis ndo esti presente. As cores do mapa diferenciam as regides do pais: Centro-oeste
(amarelo), Nordeste (alaranjado) e Norte (verde).

FONTE: adaptado de MAAS E MAAS (2015).

Ha relatos na literatura sobre o uso popular de Schiekia orinocensis. Entre
os Indios Kofan, o caule desta espécie era utilizado como sabdo. (SCHULTES,
1980). Ha registros de uso medicinal para cura de tremores, em comunidades
indigenas. (SCHULTES, 1978).

1.2.3 Atividades bioldgicas

As plantas sao a base da medicina tradicional e sdo reconhecidamente uma
fonte de medicamentos. (JONES; KINGHORN, 2012). Os metabdlitos secundarios
das plantas sdo mensageiros quimicos e atuam na defesa contra agentes
agressores. (SCHULZ et al.,, 2015). Sendo assim, tendo em vista a atividade
biolégica no organismo que produz certo metabdlito secundario, surge o interesse
em pesquisar possiveis atividades bioldgicas que possam ser benéficas para o ser
humano. Vale ressaltar que, quando se fala em beneficios para o ser humano,
devem ser considerados outros beneficios que ndo apenas o desenvolvimento de
novos medicamentos, ja que dos produtos naturais, podem ser desenvolvidos
produtos que beneficiam outras areas, como a agricultura. (KATZ; BALTZ, 2016).

Historicamente, a mais importante aplicabilidade dos produtos naturais tem

sido na &rea de anti-infeciosos, especialmente antibacterianos. A lista de exemplos
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7

de ativos extraidos de plantas é extensa, passa pelo tradicional exemplo da
penicilina e vai até o uso da capsaicina, derivada de pimentas. (KATZ; BALTZ,
2016).

Segundo Katz e Baltz (2016) sdo muitas as abordagens na pesquisa de
produtos naturais:

o Triagem fenotipica (1940-1970): este tipo de teste € realizado testando-
se extratos e substancias isoladas contra cepas especificas de microrganismos e
contra cultivos estaveis de linhagens de células tumorais. Neste caso, geralmente
nao se tem conhecimento prévio sobre 0 mecanismo de acao.

o Triagem baseada no alvo (1970-2000): Este tipo de metodologia é
realizado para evitar a descoberta de compostos ja conhecidos. A miniaturizacdo
dos cultivos celulares, os avancos na espectroscopia de RMN e EM, as tecnologias
de DNA recombinante, entre outros avancos, permitiram este tipo de abordagem.
Aqui, a abordagem é baseada no conhecimento existente sobre mecanismos de
acdo e atividades biolégicas. Tem-se conhecimento sobre um alvo especifico,
geralmente uma enzima, e buscam-se moléculas que resultardo no efeito
farmacoldgico desejado.

o Abordagens baseadas em gendomica (a partir de 2000): Com a
tecnologia do sequenciamento genético, o entendimento sobre os organismos e o
metabolismo foi facilitado. Foram criados bancos de dados e metodologias de
bioinformética e, a partir disso, é possivel prever pelo menos estruturas parciais de
novos metabdlitos secundarios, a partir de metabdlitos conhecidos, e encontrar
realmente metabdlitos secundarios inéditos pelo escaneamento de sequéncias de
DNA.

Dentro da abordagem da triagem fenotipica, muitos testes de atividades
biol6gicas podem ser realizados, a fim de encontrar novos medicamentos e
substancias ativas de interesse econdmico. A seguir serdo brevemente dispostos
alguns testes biolégicos possiveis e suas aplicabilidades dentro da pesquisa de
produtos naturais.

O fenbmeno da alelopatia, que ocorre quando uma planta interfere
quimicamente na germinacdo, crescimento e desenvolvimento de outra espécie, é
conhecido pela humanidade ha mais de 2000 anos. (RICE, 1984). O termo
alelopatia, dos termos gregos allelon ‘de cada um’ e pathos ‘sofrer’, foi inicialmente

definido por Molisch (1937). Os agentes alelopaticos sédo, com algumas excecoes,
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metabdlitos secundarios, 0s quais parecem nao ter uma fungdo metabdlica central,
podendo ser produzidos em qualquer parte da planta e em concentragcfes variadas
dentro de uma mesma espécie. Entretanto, usualmente o efeito se deve ao efeito
sinérgico provocado por estes compostos. (MALHEIROS et al., 2001).

Segundo Duke (2015), a maioria dos estudos de alelopatia sdo superficiais,
ja que focam os esforcos em identificar fitotoxinas que podem ser utilizadas como
herbicidas, e ndo levam em conta fatores importantes, como a quantidade de
fitotoxina produzida pela planta “alelopatica” e o grau de fitotoxicidade no solo.

Segundo Scognamiglio et al. (2015), para que a atividade alelopatica seja
confirmada, os seguintes fatores devem ser estabelecidos:

o A existéncia de agentes quimicos na planta doadora capazes de
influenciar o desempenho da planta receptora;

. Identificacdo dos tecidos produtores e locais de armazenamento dos
agentes quimicos na planta doadora;

. Identificacdo das vias de emissdo e mecanismos de liberacdo dos
agentes quimicos na planta doadora;

. Captacéo dos agentes quimicos pela planta receptora;

o Mecanismo e modos de acdo dos agentes quimicos na planta
receptora.

O mosquito Aedes aegypti é o principal vetor dos flavivirus da dengue, da
febre amarela, do Chikungunya e do Zika virus. Estes virus sdo um problema de
salde publica, jA que a falta de controle do mosquito transmissor permite a
transmissdo desses trés virus causadores de epidemias. Dessa forma, as maneiras
de controlar o espalhamento destes virus sdo a reducao de contato dos vetores com
os humanos susceptiveis e a reducédo da populacdo dos mosquitos transmissores.
Os inseticidas utilizados para a erradicacdo dos mosquitos, como o DDT, sao
toxicos. As medidas de controle mais indicadas para o controle dos mosquitos estédo
relacionadas ao engajamento da populacéo, que deve evitar deixar 4gua parada nas
suas casas. Além disso, € recomendavel o uso de larvicidas nos locais onde o
mosquito possa se reproduzir. (GOUVEA JR, 2017; VASILAKIS; WEAVER, 2017).
Neste sentido cabe a pesquisa de novos larvicidas, de baixa toxicidade ao ambiente.

Extratos e substancias isoladas a partir de plantas tém sido investigados

contra uma expressiva variedade de cepas, a fim de encontrar novos ativos. Entre
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os polifendis, flavan-3-0is, flavondis e taninos possuem expressiva atividade
antimicrobiana. A maioria dos polifendis € capaz de suprimir agentes de viruléncia
dos microrganismos, como a inibicdo da formacéo de biofilmes e neutralizacdo de
toxinas. Os agentes antimicrobianos provenientes de produtos naturais s&o
aplicaveis a industria farmacéutica (novos agentes terapéuticos) e a industria
alimenticia (agentes conservantes). (DAGLIA, 2012).

Assim, a pesquisa de novos produtos naturais, com atividades biolégicas se
faz necessaria e atual, na producéo de alimentos, de medicamentos, cosméticos, na
agricultura, no controle de pestes, entre outras possiveis aplicacdes. Os ensaios
para triagem de atividades bioldgicas sdo apenas o primeiro passo na descoberta de
novas substancias, ja que estudos in vivo de atividade e de toxicidade, sdo muitas
vezes necessarios. No caso de medicamentos, estudos clinicos fazem parte do
processo de desenvolvimento de produtos. Neste tipo de estudo, a seguranca e
efichcia das formulacdes sdo avaliadas em seres humanos de modo seguro e

controlado, de forma a prever o comportamento das formulacdes na populacao.

1.2.4 CLAE-RMN

Uma tendéncia dentro do campo das ferramentas analiticas utilizadas na
pesquisa de produtos naturais sdo as tecnologias hifenadas, que sdo métodos que
integram duas ou mais técnicas analiticas. Geralmente, um método cromatogréfico é
hifenado a um método espectrométrico, como no caso do CG-EM. Dessa forma, o
principal objetivo da hifenacao é unir um método de separacdo de compostos a um
método de deteccéo, para a identificagdo dos compostos separados. (WATANABE;
NIKI, 1978; BAYER et al., 1979; JAROSZEWSKI, 2005).

CLAE-RMN é uma ferramenta que acopla a cromatografia liquida de alta
eficiéncia a espectroscopia de ressonéancia magnética nuclear. Esta técnica veio
para solucionar os problemas usuais relacionados aos detectores universais. Uma
das vantagens de utilizar a CLAE acoplada a RMN é que ambas séo realizadas em
meio liquido. A RMN permite a deteccdo da amostra como um todo,
independentemente da massa molecular e, além disso, permite a elucidagao
estrutural inequivoca, devido a grande gama de experimentos possiveis. A Unica
desvantagem desta técnica € a baixa sensibilidade quando comparada a demais

técnicas espectrométricas. (WATANABE; NIKI, 1978). Entretanto, o desenvolvimento
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continuo da tecnologia de RMN tem focado no aumento da sensibilidade da técnica,
como por exemplo, pela criacdo de campos magnéticos cada vez mais potentes.

A CLAE-RMN ja passou por diversos estagios de desenvolvimento. Os
primeiros equipamentos faziam hifenagdo online, em tempo real e fluxo continuo.
Assim, este método trazia algumas desvantagens. Uma delas é que o0s
experimentos de RMN, para completa elucidagdo estrutural, necessitam de diversos
experimentos uni e bidimensionais, o que exige um longo tempo de maquina e
impede a aquisicdo de dados de RMN para todos os picos cromatograficos
(JAROSZEWSKI, 2005). Dessa forma, com o passar do tempo, esta hifenacao
deixou de ser realizada em fluxo continuo, para serem utilizados sistemas que
reservam 0s picos eluidos da coluna cromatografica. Um exemplo deste tipo de
hifenacdo é o CLAE-EFS-RMN, que utiliza um sistema de cartuchos de extracdo em
fase solida (EFS) para o armazenamento temporario das substancias eluidas da
coluna cromatografica. Desta forma, a cromatografia pode ser realizada diversas
vezes, em sequéncia, a fim de obter uma quantidade suficiente de compostos para a
realizacdo da RMN. (GRIFFITHS; HORTON, 1998; LINDON et al., 2000; SUMNER
et al., 2003; JAROSZEWSKI, 2005; SUMNER et al., 2015).
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2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com duas espécies: Sapium glandulosum e
Schiekia orinocensis. O fluxograma que segue na FIGURA 7 refere-se ao trabalho
realizado com Sapium glandulosum, enquanto que com a planta Schiekia
orinocensis foi realizada uma investigacgao fitoquimica conforme se pode observar na

FIGURA 8, que resume a metodologia empregada.

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DO TRABALHO REALIZADO COM A PLANTA Sapium glandulosum
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Secagem
Fragmentagdo
Obtencdo de extrato
hidroalcoélico por
soxhlet
Concentragaoemrota
vapor: extrato bruto
Ensaios Farmacologicos Atividade = 3 Atividade contra
Nocicepco Pkl Atividade Alelopatica farvas do mosquito
e R g
s e citotoxica Aedes aegypti
Toxicidade Particionamento por U
polaridade em soxhlet
Separagaode —
compostos por - rExano
Técnicas
Cromatograficas

Extr. Cloroférmio

Elucidagao estrutural

Espectroscopia RMN Extr. Acetatode
Espectrometria de Massas Etila
Extr. Hidro
alcodlica
remanescente

FONTE: o autor (2017)
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FIGURA 8 - ESQUEMA DO TRABALHO REALIZADO COM A PLANTA Schiekia orinocensis

Rizomas

CLAE-EFS-RMN: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-Extracdo em Fase Soélida-Ressonancia
Magnética Nuclear
FONTE: o autor (2017)

2.1 MATERIAL BOTANICO

Folhas e cascas de Sapium glandulosum foram coletadas no més de abril de
2011, no campus Botanico da Universidade Federal do Parana (coordenadas
geogréficas: 25° 26' 48.674" S, 49° 14' 22.520" O), municipio de Curitiba, estado do
Parand, Brasil. A identificacdo botanica foi realizada no herbario do Museu Botanico
Municipal da cidade de Curitiba, estado do Parana, pelo curador do museu, Osmar
dos Santos Ribas. As exsicatas as quais as amostras foram comparadas estao
depositadas neste local e registradas sob o nimero 332898.

Cinco exemplares de Schiekia orinocensis foram coletadas no més de
fevereiro de 2015, no municipio de S&o Felix do Tocantins, estado do Tocantins,
Brasil, coordenadas geogréficas: 10° 08' 39.96" S 46° 30' 59.05" O, 522 m. A
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determinacao botanica foi realizada pelo botanico Guilherme de Medeiros Antar, e
um voucher depositado no herbario SPF da Universidade de S&o Paulo, sob o
namero SPF 219896.

2.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para a preparacao dos extratos da planta Sapium glandulosum, as amostras
de planta seca das respectivas partes (folha e casca) e moidas foram pesadas e
extraidas em aparelho de Soxhlet. Um aparelho de Soxhlet € conectado a um
condensador de bolas e a um baldo com capacidade de 3 L contendo pérolas de
vidro. Todo o sistema € levado ao aquecimento em manta aquecedora e deixado em
refluxo por 12 horas. Foi introduzido cerca de 500 g do material vegetal seco no
suporte de vidro do aparelho, o qual contém uma placa porosa e uma camada de
algod&o para conter o material vegetal e 1500 mL de etanol a 70 % em agua (v/v)
foram adicionados. O processo foi repetido 0 nimero de vezes necessarias para
extrair toda a quantidade de folhas ou cascas. O extrato filtrado a vacuo e
concentrado em evaporador rotatério foi denominado extrato bruto.

A partir dos extratos brutos, foi realizada a obtencdo dos extratos por
particdo liquido-liquido com os solventes de diferentes polaridades n-hexano,
cloroférmio e acetato de etila, respectivamente. O residuo foi denominado extrato
hidroalcoodlico remanescente. Todos 0s solventes utilizados foram de grau analitico.
A extracdo liquido-liquido foi realizada com o aparelho de soxhlet modificado
conectado ao condensador de bolas e a um baldo com pérolas de vidro. Todo o
sistema foi levado ao aquecimento em manta aquecedora e deixado em refluxo por
cerca de 6 horas. (CARVALHO, 2001). Todos os extratos de diferentes polaridades
foram concentrados e secos.

A extracao das diferentes partes da planta de Schiekia orinocensis (flores,
sementes, folhas, caule e raiz) foi realizada a partir da planta in natura, por
maceracao, em acetona:H,O (1:1). O extrato obtido foi seco em evaporador rotatério
para eliminacédo da acetona e, posteriormente, liofilizado a fim de eliminar a agua e,

finalmente, armazenado sob refrigeracao.



34

2.3 ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS

A separacgdo das fracdes de Sapium glandulosum foi realizada através de
cromatografia em coluna. As fracdes das folhas foram solubilizadas em metanol e
incorporadas a 18 g de silica-gel para a formagdo das pastilhas de silica. O
gradiente de polaridade da fase movel teve inicio com uma mistura de hexano:
acetato de etila (70:30, v/v), aumentando em 5% a proporcédo de acetato de etila a
cada 50 mL até chegar a 100% de acetato de etila. Em seguida, foi adicionado
metanol a fase moével, aumentando em 5% a cada 50 mL, até chegar a propor¢céo
final de acetato de etila:metanol (40:60, v/v). Cada frasco foi coletado com
aproximadamente 15 mL, totalizando 60 frascos para cada extrato.

A andlise fitoquimica de Schiekia orinocensis foi realizada pela técnica
hifenada de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-Extracdo em Fase Solida-
Ressonancia Magnética Nuclear (CLAE-EFS-RMN), utilizando um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, modelo Agilent 1100, com sistema de
bombas quaternario) para a separacdo das substancias presentes no extrato,
acopladas a um equipamento de EFS (Extracdo em Fase Sélida) para remocao da
fase movel e eluigho em solvente deuterado e, finalmente, seguido pelo
acoplamento com o espectrdmetro de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN). A
coluna cromatografica utilizada foi uma LiChrospher RP18e (5 pum, 250 mm x 10
mm), com um gradiente MeOH-0.1% ag. Acido trifluoracético (TFA) de 35% a 100%
em 25 min (fluxo de 0,8mL/min; comprimento de onda monitorado em 254 nm).
Espectros UV-Vis foram obtidos pelo detector Diode Array (DAD, faixa de deteccao
200-700 nm) do sistema CLAE-EFS. O equipamento de EFS Spark Prospekt 2

estava equipado com cartuchos HySphere de resina GP (10 X 2 mm, 10 pm).
2.4 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS

As substancias isoladas foram submetidas as andlises espectrométricas
para elucidacéo de sua estrutura. Todos os experimentos de RMN foram realizados
em espectrometros Bruker AVANCE IIl 500, AVANCE Il HD 600 ou AVANCE I111 700,
operando a 11,7, 14,1 ou 16,5 Tesla, respectivamente, observando os nucleos de *H
a 500,13, 600,13 e 700,45 MHz respectivamente e os nicleos de *C a 125,75,
150,90 e 176,13 MHz, respectivamente. O espectrometro de 500 MHz estava
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equipado com uma criossonda inversa de 5 mm com trés canais com gradiente z. O
espectrometro de 600 MHz estava equipado com uma sonda inversa quadrinuclear
de 5 mm com gradiente z. O espectrometro de 700 MHz estava equipado com uma
criossonda inversa de 1,7 mm com trés canais com gradiente z. Os deslocamentos
quimicos foram referenciados em relacédo ao sinal do TMS, como referencia interna,
em 0,00 ppm, ou ao sinal do metanol-d4, em 3,31 ppm ou da acetona-ds, em 2,05
ppm. Os espectros de H e *C {*H} foram adquiridos com uma janela espectral de
~11 ppm e ~240 ppm, respectivamente. Os espectros de RMN de correlagéo *H-*C
a uma ligacdo (HSQC) e a longa distancia (HMBC) foram otimizados para uma
média de constantes de acoplamento 'Jyc e e de 140 e 8 Hz
respectivamente.

Os espectros de massas de baixa resolucédo de lonizacédo por Electrospray
(IES-EM) foram obtidos nos modos de ionizagdo positivo e negativo em um
espectrometro de massas lon Trap Bruker Esquire 3000, acoplado ao cromatégrafo
de CLAE, cuja configuracdo das condicbes cromatograficas foi a mesma que a
usada no CLAE-EFS. Os dados dos experimentos CLAE-IES-EM foram obtidos e
analisados com o software Esquire 5.3. Os eluentes foram diretamente transferidos
para o espectrdbmetro de massas, ap0s deteccdo por detector DAD, sem retencdo
dos picos cromatograficos nos cartuchos de EFS. Espectros de massas de baixa
resolucao IES-EM/EM foram obtidos nos modos de ionizacao positivo e negativo, em
um espectrometro de massas LTQ XL Linear lon Trap da Thermo Scientific,
equipado com uma fonte de IES.

Espectros de massas de alta resolugcdo foram obtidos em um sistema de
UHPLC-IES-EM composto por um cromatégrafo Ultra-High Performance Liquid
Chromatography (UHPLC) Ultimate 3000 series RSLC Dionex equipado com uma
coluna C18 Acclaim (150 x 2.1 mm, 2.2 mm com um fluxo de 300 pL/ min) em um
sistema binario de fase moével de agua e acetonitrila, ambos contendo 0,1% (v/v) de
acido férmico. O gradiente da fase movel teve inicio com um aumento linear de 0% a
100% de acetonitrila em 7,5 min, mantendo 100% de acetonitrila por 2,5 min seguido
por 2,5 min de agua a 100%. Este sistema estava acoplado a um espectrémetro de
massas LTQ-Orbitrap XL da Thermo Scientific. A ionizacdo foi realizada utilizando
um IES, cujos parameros foram estabelecidos para 4 kV para voltagem do spray, 35
V para voltagem de transferéncia capilar, com uma temperatura capilar de 275 °C.

As amostras foram medidas nos modos positivo e negativo, nas faixas de massa
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entre m/z 100 a 1000, usando 30.000 m/Am de poder de resolugéo no analisador de
massas Orbitrap. Os dados foram avaliados e interpretados usando o software
XCALIBUR, da Thermo Scientific.

2.5 ESTUDO MORFOANATOMICO

Para a analise morfoanatébmica foram retiradas as folhas adultas e fixadas
em Formalina-Aceto-Alcool (FAA) 70, sendo este composto de formol: acido acético
glacial: e alcool etilico a 70% (5:5:90, v/v). O tempo minimo para fixar as amostras
foi de 18 horas. A fixacao foi realizada para bloguear imediatamente o metabolismo
das células, preservando-as. (JOHANSEN, 1940). Para a preservacdo das folhas
adultas utilizou-se alcool etilico a 70%. (BERLYN et al., 1976). Para a realizacdo dos
testes microquimicos foram empregados folhas adultas e fragmentos de caule
frescos ou fixados no FAA.

As dimensBes da planta foram estabelecidas através da metragem
(comprimento e largura) por meio de média simples. Para as dimensdes das folhas,
foi utilizado um paquimetro digital. As analises macroscopicas foram realizadas
segundo Stearn (1983) e as microscopicas segundo Metcalfe e Chalk (1950).

Foram realizados cortes, a mao livre, paradérmicos e transversais, com 0
auxilio de isopor como suporte. (QUINTAS, 1963). Para a coloracdo desses cortes
foram utilizados o azul de astra e a safranina, para corar estruturas acidoéfilas e
basofilas, respectivamente. (ROESER, 1972). A montagem da lamina, com intuito de
preservar o material e unir a ldmina com a laminula, foi feita com glicerina a 50%.
(PAULETE; BECAK, 1976; KRAUS; ARDUIN, 1997). E por fim, foi realizada a
lutagem utilizando esmalte. Esse procedimento serve para retardar as modificacdes
do material impedindo que o mesmo entre em contato com o ambiente. (PAULETE;
BECAK, 1976). Os cortes foram analisados e fotografados em aumentos de 4x, 10x,
20x e 40x no microscopio fotdbnico BX40.

Para os testes microquimicos foram utilizados cinco individuos e retirados
caules e folhas adultos que estavam fixados em FAA, exceto para os testes de
terpenoides com grupo carbonila que foram usados materiais frescos. Foram
realizados cortes transversais a mao livre, na por¢do mediana, selecionados os
melhores cortes, aplicados os reagentes de acordo com cada teste, lavados em

agua destilada e montados na lamina com glicerina a 50%. Em seguida, o0s



37

resultados foram observados e fotografados em microscépio fotbnico BX40 nos
aumentos de 4x, 10x, 20x e 40x.

Nos ensaios microquimicos utilizaram-se metodologias conhecidas, de
acordo com a o QUADRO 3.

QUADRO 3 — TESTES MICROQUIMICOS

Grupo quimico Reagente Referéncia
Flavonoides Cloreto de aluminio Charriere-Ladreix (1976)
Compostos fendlicos Cloreto férrico Johansen (1940)
Amido Lugol Berlyn et al. (1976)
Lignina Floroglucinol-HCI Johansen (1940)
Lipidios totais ) Sudan I Pearse e Stowarci (1980)
Polissacarideos PAS - Acido Perlod_lco/Reagente Mcmanus (1948)
neutros de Schiff
Terpenoides com grupo 2,4- dinitrofenil-hidrazina Ganter e Jollés (1969)
carbonila
Proantocianidinas Vanilina sulfdrica - vanilina a 2% Adaptado de Price et al.
em é&cido sulfarico a 50% (1978) e de Scalbert (1992)
Solugéo contendo 0,2 % de Senthilkumar e
Peroxidase guaiacol, 2 mM 4-cloro-1-naftol e Krishnamurthy (1999)
0,05 % tetrametilbenzidina (TMB)
Superoéxido dismutase 1 mM nitroblue tetrazolium Gahan e Kalina (1968)
Proteinas totais Azul Brilhante de Comassie Fisher (1968)

Sec0bes controle foram realizadas simultaneamente aos testes histoquimicos,
conforme procedimento padréo. Para a verificacdo do aspecto natural dos 6rgaos e
das secrec¢des, foram montadas e observadas algumas sec¢des sem tratamento.

A analise ultraestrutural de superficie em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) foi realizada segundo Haddad et al. (2007). As amostras (partes
aéreas vegetativas da planta) acondicionadas em FAA 70 sofreram uma
desidratacdo etandlica crescente (80%, 90% e 100%), transferidas a cada 15
minutos. Essas amostras foram inseridas em uma camara preenchida com alcool
absoluto e colocadas no aparelho de ponto critico. Nessa fase, ocorreu a
substituicdo até a remocdo completa de alcool etilico por CO, para que o material
ficasse completamente seco. O material, apds ponto critico, foi aderido com uma fita
de cobre a um suporte do MEV e metalizado com ouro. Essa etapa tem como
finalidade o aumento da condutividade da superficie da amostra devido a presenca
da fina camada de metal que através de bombeamento de ions pesados de argonio,
0s atomos de ouro se depositam sobre todas as reentrancias e proeminéncias da
superficie da amostra. A Ultima etapa foi a observacdo e a anélise no microscopio

eletrénico de varredura, o qual produz imagens tridimensionais.
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2.6 AVALIACAO DE ATIVIDADE ALELOPATICA

A avaliacéo de atividade alelopatica foi realizada apenas com os extratos de
Sapium glandulosum e a metodologia foi adaptada de Jelassi et al. (2016).

Placas de Petri (9,0 cm de didmetro) cobertas com papel filtro Whatman n°.
1,0, previamente autoclavados a 120°C por 20 minutos, receberam 5,0 mL da
solugdo das amostras, preparadas nas concentragdes de 250 pug/mL, 500 ug/mL e
1000 pg/mL. O preparo das concentragdes citadas foi realizado do seguinte modo:
foram pesadas 50 mg das amostras e a elas foram adicionados 200 uL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 500 pL de agua. Os frascos contendo esta mistura foram
sonicados e, em seguida, foi adicionado 1 mL de &acido 2-(N-morfolino)
etanosulfénico (MES), 3 mL de agua e o pH da solugdo foi ajustado para um
intervalo entre 5,5 e 6,5. As solucdes foram, em um baldo volumétrico, completadas
para 50 mL com agua. Foram adicionados 5 mL (1000 ug/mL) dessas amostras
sobre as placas, descartados 20 ml e completados novamente para 50 ml com agua.
Novamente, 5 ml (600 ug/mL) foram colocados sobre as placas e o processo foi
repetido para obtengdo da concentracdo de 250 pg/mL. Em seguida, foram
semeados aleatoriamente sobre cada disco de papel filtro, 30 diasporos da espécie
Lactuca sativa, distribuidos aleatoriamente, com quatro repeticbes para cada
solugao, conforme Brasil (2009). Como controle, procedimento similar foi utilizado,
porém com auséncia dos extratos e fracdes.

As placas de Petri contendo os diasporos foram levadas a uma camara de
germinacao com fotoperiodo, com umidade relativa (+ 80%) e temperatura constante
de 20°C, conforme Brasil (2009).

2.6.1 Teste de germinacéo

Para os bioensaios de germinacéo, foi aplicada a metodologia de Macias et
al. (2000). A contagem para avaliar a germinacéo foi realizada diariamente, por sete
dias, tendo como critério a protrusdo radicular com no minimo 2,0 mm de
comprimento. O experimento foi considerado concluido quando a germinacédo foi
nula por trés dias consecutivos.

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi calculado segundo Maguire

(1962) para cada repeticdo de cada tratamento, utilizando-se a quantidade de
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sementes germinadas, dividindo-se pelo nimero de dias da germinacdo e somando-
se até o ultimo dia de germinacdo. Foi realizada analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido pelo teste de comparacbes multiplas de Tukey, para a

comparacao das médias.

2.6.2 Teste de crescimento

Para os bioensaios de crescimento utilizou-se a metodologia descrita por
Barnes e Putnam (1987) e Macias et al. (2000). ApGs sete dias da protrusao
radicular, mediu-se o alongamento da raiz e do hipocotilo/coledptilo (dez plantulas
por placa), utilizando paquimetro. Os resultados das leituras de crescimento foram
submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey, para comparacdo das médias, que foram
comparadas em porcentagem em relagdo aos controles, cujas médias das medidas

de crescimento foram consideradas 100%.

2.7 AVALIACAO DE ATIVIDADE LARVICIDA

A avaliacdo da atividade larvicida contra larvas do mosquito Aedes aegypti
foi realizada segundo a metodologia publicada pelo Who (1981), com algumas
modificacdes. Os ovos de Aedes aegypti da linhagem Rockfeller, utilizada como
padrdao de susceptibilidade a larvicida para a espécie Aedes aegypti, foram
fornecidos pela Fundacgéao Osvaldo Cruz. (HARTBERG; CRAIG, 1970).

Para a eclosédo dos ovos, estes foram colocados em bandeja de plastico e
500 mL de agua sem cloro foram adicionados. Os ovos foram incubados em estufa
BOD, com controle de temperatura a 27+2 °C e umidade relativa de 805 %. A dieta
das larvas consistiu de racdo de peixe, que foi administrada desde o periodo de
ecloséo até o quarto estagio larval. Os extratos de S. glandulosum foram preparados
em concentracdes de 250, 500 e 1000 pg/mL e em seguida solubilizados em DMSO
a 0,5% e agua sem cloro ou mineral.

As amostras foram preparadas em triplicatas para cada concentracdo de
extrato. A pequenos copos de plastico foi adicionado 5 mL de extrato nas diferentes
concentracdes e 15 larvas no 4° estadio. Uma solugédo aquosa de DMSO 0,5 % foi

utilizada em triplicata como controle negativo. Como controle positivo foi utilizado o
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larvicida temefés (grau técnico 90%) em concentracdo de 0,060 mg/mL (duas vezes
a concentragéo letal que causa mortalidade de 99% das larvas).

A atividade larvicida foi avaliada apds 24 horas por meio da contagem do
namero de larvas mortas em cada amostra. Larvas moribundas, incapazes de atingir
a superficie da 4gua quando tocadas, foram consideradas como mortas. (WHO,
1981). Os valores da concentragdo letal (CLsp) em pg/mL foram determinados
utilizando o método de anélise Probitos. (FINNEY, 1947).

2.7.1 Avaliacdo de alteracbes na morfologia das larvas

Para a avaliacdo da morfologia interna, larvas no 4° estadio foram
selecionadas, uma vez que estas apresentam tecidos mais desenvolvidos. As larvas
coletadas foram imediatamente fixadas em glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2% e
sacarose 3% em tampdo cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2 e armazenadas em
temperatura ambiente até o momento das analises. (ARRUDA et al., 2003). As
laminas contendo as larvas foram preparadas e fotografadas usando uma camera de

video digital conectado a um microscépio invertido Zeis (ampliacao de 40X e 100X).

2.8 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para os testes de atividade antimicrobiana, a metodologia empregada foi a
do método de concentracdo inibitéria minima (CIM). (RIOS et al., 1988). Uma
colecdo de dez microrganismos foi usada, incluindo oito bactérias: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538P), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus
saprophyticus (ATCC 15305), Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Bacillus subtilis
(ATCC 23856), Shigella sonnei (ATCC 25931), e quatro fungos: Candida albicans
(ATCC 14053), Candida tropicalis (ATCC 28707), Saccharomyces cerevisiae (ATCC
36375); Cryptococcus neoformans (ATCC 90112) e os antibidticos cloranfenicol e
nistatina foram utilizados como controle positivo.

Os extratos foram solubilizados em DMSO 0,5% em soluc&o salina (cloreto
de sodio a 0,9% em agua) e testados nas concentragbes de 1000 upg/mL,
decrescendo 25 mg/mL até chegar a 25 mg/mL. A concentragdo inibitoria minima

(CIM) foi determinada em placas de cultura de 96 pocos, usando o método de
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microdiluicdo e usando uma suspenséo de microrganismos com uma densidade de
10°> UFC/mL com caldo de caseina-soja, incubado por 24 horas a 37°C para
bactérias. Para fungos foi utilizado caldo Sabouraud, com um periodo de incubacéao
de 72 horas a 25°C. Decorrido o temo de incubacédo, foram acrescidos 20 L de
solu¢do aquosa de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) 0,5% e as microplacas
foram incubadas por mais trés horas a 35 °C.

As culturas que ndo apresentaram crescimento foram usadas para inocular
placas de meio solido (agar Mueller Hinton para bactérias e agar Sabouraud para
fungos) com o objetivo de determinar a concentragdo letal minima (CLM), ou seja, a
menor concentracdo da substancia capaz de alcancar uma reducdo maior que
99,9% do numero de unidades formadoras de colénias (UFC). (BURT, 2004). As
amostras controle e teste foram avaliadas simultaneamente, em triplicata, conforme
técnica descrita na literatura. (HAMMER et al., 1999; NCCLS, 2002).

2.9 AVALIACAO DE ATIVIDADE CITOTOXICA

2.9.1 Avaliacéo de citotoxicidade dos extratos pelo método da SRB

O ensaio de suforodamina B (SRB) consiste em um método colorimétrico
adequado para a avaliacdo da viabilidade celular baseado na marcacdo de células
previamente fixadas em placas de 96 pocos. (SKEHAN et al., 1990; VOIGT, 2005). A
inibicdo do crescimento celular, um indicador da citotoxicidade, foi avaliada nos
extratos dissolvidos em DMSO (0,1%) nas concentracdes de 0,25, 2,5, 25; 50; 75;
100; 125; 150; 175; 200; 225; 250 ug/mL.

Para os testes, foram utilizadas células neoplasicas da linhagem U251
(glioma, SNC); NCI-ADR/RES (ovario, com fenoétipo de resisténcia a multiplas
drogas); 786-0 (rim); OVCAR-3 (ovario); HT-29 (cdlon). O mesmo ensaio foi
realizado com células normais de rim de macaco, VERO (ATCC-CCL-81) e estas
foram cedidas pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho do Centro Pluridiscplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA/ UNICAMP).

O manuseio das células utilizadas para o ensaio foi realizado segundo
Freshney (2010). As células foram cultivadas em frascos estéreis na presenca de
meio de cultura, RPMI 1640, contendo 10 % de soro fetal bovino, 100 U/mL de

penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina (meio
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completo) e mantidas a 37 °C em incubadora com atmosfera imida e contendo CO,
(5%). Uma vez que estas células sdo aderentes, foi necessario fazer a remog¢ao com
a solucéo de tripsina (0,25% + EDTA 1 mM) em tampao PBS, pH 7,4. Em seguida,
foram transferidas para tubos conicos contendo meio de cultura completo. Apos
centrifugacdo, o0 meio e a tripsina foram desprezados e as células ressuspendidas
em pequeno volume de meio completo. A contagem foi realizada a partir de uma
aliquota dessas células em uma camara de Neubauer onde em cada cavidade da
placa de 96 pocos foi depositado um volume de 100 puL de meio contendo 10.000
células (100.000/mL).

Apo6s 20 horas, para permitir a fixacdo das células semeadas, o meio foi
aspirado e os extratos nas diferentes concentraces foram adicionados em triplicata.
Para o controle negativo, as células foram crescidas na auséncia de qualquer extrato
e contendo somente meio de cultura contendo DMSO 0,5% (o solvente utilizado
para dissolver os extratos e fracdes).

Em todos os testes foi utilizado um controle positivo, doxorrubicina. Todas as
placas foram novamente mantidas na mesma incubadora a 37°C, até o final do
periodo de exposicdo das células aos compostos-teste (48 h).

O teste adotado baseia-se na coloracdo das proteinas, pelo corante
sulforodamina B. Este corante possui dois grupos sulfénicos, e liga-se as proteinas
das células fixadas na placa, as quais sédo precipitadas pelo acido tricloro acético
(TCA). Assim, em 48 horas o meio foi removido e substituido por 100 yuL de TCA
20%. As placas foram entdo incubadas por meia hora a 40°C em geladeira.
Posteriormente a solugédo de TCA foi removida e as placas lavadas 5 vezes com
agua corrente.

Em seguida foram adicionados 50 pL de SRB 0,1% (diluida em acido acético
1%) e novamente incubada por meia hora em temperatura ambiente. Apls a
remocgéao da solugéo de SRB, as placas foram lavadas 4 vezes com acido acético a
1%, secas e Tris Base 10mM foi adicionado. As placas foram agitadas por 10
minutos para a dissolugdo das proteinas coradas e a absorbancia foi medida a 540

nm em leitor de microplacas. A viabilidade celular foi obtida pela férmula:

% de células vivas= Asao(Teste) x100
Asao(Controle)
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Onde Asao (Controle) € a média da absorbancia dos pog¢os com controle
(DMSO 0,5%) e Asao(Teste) é a média da absorbancia dos pocos com a substancia
testada. Foram feitos trés ensaios independentes, com duplicatas, e calculou-se a

meédia * erro padrao (M + EP).

2.9.2 Avaliacdo de citotoxicidade de substancias pelo ensaio de MTT

O ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazo-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
é utilizado para determinar a atividade metabdlica da mitocondria e correlacionar
com as células viaveis apds tratamento com o agente quimioterapico. Trata-se de
um ensaio colorimétrico baseado na capacidade das células viaveis reduzirem o sal
de MTT, por acao da succinato desidrogenase mitocondrial, e formar cristais de azul
de formazana. (MOSMANN, 1983).

Foram incubados por 24 h, 100 pL da suspensdo de células SIHA
(Neoplasia de cérvice uterina escamosa humana com genoma de HPV16) a 105
células/mL em placas de 96 pocos. ApoOs a incubacéo, as células foram tratadas por
24h com as substancias nas concentracbes 3,125, 6,25, 12,5, 25 e 50 pg/mL.
Doxorrubicina (DOX) foi usada como controle positivo (50 pg/mL). Depois do
tratamento, descartou-se o meio de cultura da placa e 10 pL de MTT a 5 mg/mL em
PBS, foram adicionados em cada poco. Incubou-se a placa por mais 3 h nas
mesmas condicbes de cultivo para que a reducdo do sal ocorresse. Entéo,
solubilizou-se o sal de formazana com 100 pL de isopropanol e fez-se a leitura em
espectrofotometro iMark Microplate Reader no comprimento de onda 570 nm,
descontando a absobancia a 655 nm. A estimativa de células vivas foi obtida pela

formula:

% de células vivas= As7o(Teste) - Aszo(Branco) x100

As70(Controle) - As7o(Branco)

Onde As7o(Controle) é a média da absorbancia dos pogos com controle
(DMSO 0,5%), As7o(Branco) é a média da absorbancia dos pogos com branco (sem
células) e As7o(Teste) é a média da absorbancia dos pogcos com a substancia
testada. Foram feitos trés ensaios independentes, com duplicatas, e calculou-se a

meédia + erro padrao (M = EP).
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2.10 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

As abordagens farmacoldgicas foram feitas utilizando modelos animais em
camundongos Swiss, mantidos em temperatura controlada de 22 + 2°C, em ciclo de
12h claro e 12h escuro e com agua e racdo a vontade. Os animais foram distribuidos
homogeneamente entre 0s grupos experimentais e mantidos no laboratorio para
aclimatacdo por pelo menos 1 hora antes da realizagcdo dos experimentos. Os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas éticas para
o estudo de dor com animais de laboratorio. (ZIMMERMANN, 1983). Os modelos
experimentais descritos na sequéncia visaram a identificacdo de potencial atividade
antinociceptiva dos extratos brutos das folhas de S. glandulosum.

Os ensaios foram aprovados pela Comissdo de ética no uso de animais
(CEUA) do setor de Ciéncias Biologicas da UFPR, pelo certificado n® 794.

2.10.1 Nocicepgéo induzida por formalina

O teste de nocicepcdo induzida por formalina foi executado conforme
metodologia descrita por Hunskaar et al. (1985), a qual consiste na injecdo de 20 pL
de uma solucéo de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na superficie ventral da
pata posterior direita. O indicativo de nocicepcdo € o tempo que o animal permanece
lambendo ou mordendo a pata injetada, durante os primeiros cinco minutos apdés a
injecdo (primeira fase ou fase neurogénica), e durante o intervalo de 15 a 30 minutos
apos a injecao (segunda fase ou fase inflamatéria). Os animais foram pré-tratados
com os extratos brutos das folhas de S. glandulosum, nas doses de 30, 100, 300 e
1000 mg/kg, por via oral, antes da injecdo intraplantar de formalina, e observados

com relacdo ao tempo de resposta nociceptiva durante as duas fases do modelo.

2.10.2 Nocicepgéao induzida por acido acético

O teste de nocicepc¢éo induzida por &cido acético foi executado conforme
metodologia adaptada de Koster et al. (1959), a qual consiste na injecao
intraperitoneal de 450 puL de uma solucéo de acido acético a 0,6%. O indicativo de
nocicepcdo € o numero de contracdes da musculatura abdominal, associadas ao

alongamento dos membros posteriores, durante o periodo de 20 minutos. Os
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animais foram pré-tratados com os extratos brutos de S. glandulosum, por via oral,
nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, antes da injecao intraperitoneal de acido acético,
e observados com relacdo ao numero de contor¢cdes abdominais durante o periodo

de avaliacao.

2.10.3 Avaliacao da atividade locomotora

Para avaliar se a atividade antinociceptiva dos extratos testados pode ser
decorrente de efeitos inespecificos, os animais foram submetidos a um teste para
avaliacdo da atividade motora. No teste do campo aberto (RODRIGUES et al.,
2002), os animais foram pré-tratados com veiculo ou com os extratos por via oral e
posteriormente colocados no interior de uma caixa de madeira (50x50x50 cm) com o
assoalho dividido em 16 quadrados de tamanhos iguais. Imediatamente apdés a
colocacdo do animal na caixa, foi contabilizado o numero de quadrados cruzados

com as quatro patas, durante o periodo de seis minutos.

2.11 AVALIACAO DE POSSIVEIS EFEITOS TOXICOS

2.11.1 Ganho/perda de peso, peso relativo de érgaos, niveis de enzimas hepéticas e

atividade locomotora apds administracao crbnica

Para avaliar um possivel efeito toxico do extrato bruto das folhas apés
administragao cronica foi utilizada metodologia descrita por Montrucchio (2012). Os
animais foram tratados com veiculo ou com os extratos brutos, por via oral, nas
doses de 500 e 1000 mg/kg uma vez ao dia, durante 14 dias. Os animais foram
observados e pesados diariamente, e apds a ultima administracdo de extrato ou
veiculo foram submetidos ao teste do campo aberto, conforme descrito no item
2.10.3. Em seguida, foram deixados em jejum, com agua a vontade, durante 12
horas. No 15° dia os animais foram anestesiados com cetamina (50 mg/kg, i.p.) e
xilazina (10 mg/kg, i.p.) para a coleta de 1 mL de sangue. Em seguida os animais
foram sacrificados e os o6rgdos vitais — figado, rins, estdbmago, baco, coracao,
pulmdes e cérebro — foram retirados e pesados em relagdo ao peso corporal. As
amostras de sangue foram separadas em dois tubos. O primeiro contendo

anticoagulante EDTA para realizacdo hemograma. O segundo tubo, sem
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anticoagulante, em que as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos
a 4°C, e o soro foi posteriormente utilizado para a dosagem dos marcadores
bioquimicos: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),

ureia, creatinina e acido urico, com kit bioquimico especifico.

2.11.2 Andlise histopatoldgica

Cortes transversais do l6bulo direito do figado e rins foram obtidos e fixados
no liquido metacan, composto por 60 mL de metanol, 30 mL de cloroférmio e 10 mL
de acido acético glacial, por trés horas. Na sequéncia, o material foi submetido a
banhos consecutivos de etanol absoluto por trés vezes durante 30 minutos e
permaneceu em repouso por 16 horas em temperatura ambiente no etanol absoluto
contendo xilol na mesma propor¢cdo. ApO6s as 16 horas, o material sofreu
diafanizacdo em xilol trés vezes consecutivas durante 30 minutos cada. O material
foi entdo impregnado em parafina liquida por duas horas em estufa, sob temperatura
de 58 °C. Os blocos histolégicos foram submetidos a microtomia, obtendo-se cortes
com trés micrometros de espessura. As laminas contendo os cortes histologicos
foram desparafinizadas, hidratadas e coradas com hematoxilina de Harris, por 60
segundos. Apds, as laminas foram lavadas em agua corrente com agua destilada
para posterior coloracdo com eosina durante 1 minuto, segundo Beutler e Coller
(2001) e Culling et al. (2014). Apos a coloragéo, as laminas foram lavadas com agua
destilada, desidratadas em solucdo crescente de etanol (70 a 100%, durante cinco
minutos em cada etapa), diafanizadas primeiramente em alcool e xilol (etapa Unica
de cinco minutos) e apds somente em xilol (duas etapas a 100%, durante cinco
minutos cada). Ao final da preparacéo, as laminas foram avaliadas em microscopia

Gtica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo aqui dispostos, seguindo a
ordem de apresentacdo da metodologia. Os dados fitoquimicos foram obtidos para
as duas espécies estudadas, Sapium glandulosum e Schiekia orinocensis. Logo em
seguida estdo dispostos os dados dos testes bioldgicos de Sapium glandulosum,
uma vez que estes ndo foram realizados para a planta Schiekia orinocensis. Tendo
em vista que muitos dos testes bioldgicos foram realizados tanto com os extratos
brutos como com os extratos apos o particionamento com os solventes de diferentes
polaridades, estes foram identificados da seguinte forma: EB (extrato bruto), EH
(extrato hexanico), EC (extrato cloroféormico), EAE (extrato acetato de etila), EHR

(extrato hidroalcodlico remanescente).

3.1 SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS EM Schiekia orinocensis

Os extratos de Schiekia orinocensis foram cromatograficamente separados,
conforme mostra a FIGURA 9A. No total foram isolados 19 compostos FIGURA 9B.
Entre eles, 13 substancias (2,7-11,13-19) podem ser classificadas como sendo
fenilfenalenonas e estruturas relacionadas. O composto 19, conhecido como
metoxianigofurona (COOKE; THOMAS, 1975; HOLSCHER; SCHNEIDER, 1997) é a
Unica fenilfenalenona nesta planta que apresenta um esqueleto Ci9 ndo modificado.
Os compostos 3,6-Dihidroxi-5-metoxi-7-fenil-3H-benzo[de]isocrome-1-ona  (15)
(OPITZ et al., 2002), haemodordiol (16) (BRKLJACA; URBAN, 2015), 6-hidroxi-3,5-
dimetoxi-7-phenil-3Hbenzo[de]isocromen-1-ona (17) (FANG et al., 2012) e 4-hidroxi-
3-metoxi-5-fenil- 1,8- anidrido naftalico (18) (COOKE, 1970; OPITZ et al., 2002) séo
caracterizados por fenilfenalenonas de esqueleto oxidado (Cis0) e, por isso,
chamadas de oxafenilfenalenonas. (EDWARDS; WEISS, 1972; FANG et al., 2012).
As oxafenilfenalenonas séo consideradas marcadores taxonémicos das plantas
pertencentes a subfamilia Haemodoroideae, uma vez que nédo sdo encontradas na
subfamilia Conostylidoideae, a outra subfamilia das Haemodoraceae. Todos os
compostos conhecidos foram identificados pela comparagdo dos dados analiticos
encontrados com os dados encontrados na literatura, enquanto que as estruturas

dos metabdlitos inéditos, cujas elucidacdo esta discutida nas proximas paginas,
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foram elucidados por RMN 1D e 2D, além de dados de espectro de massas de alta
resolucao por ionizagao por eletro spray (HRESIMS).

FIGURA 9 — A) CROMATOGRAMAS DAS DIFERENTES PARTES DE Schiekia orinocensis B)
ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Schiekia orinocensis
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O composto 10 foi isolado como um pd amarelo, cuja férmula molecular foi
determinada como CigH;,0s, baseado no pico [M-H] a m/z 319,0607 no espectro
HRESIMS (calc. 319,0612). O espectro de RMN de 'H (FIGURA 10) apresentou
sinais de multipletos em 6 7,22 (2H, H-2’ e 6°), 6 7,37 (2H, H-3' e 5’) e 7,34 (1H, H-
4’), que foram atribuidos aos hidrogénios do anel fenila. Foram também observados
um sistema de spins AB do H-8 (5 7,45) e H-9 (6 7,57) e os simpletos de H-4 (5 6,21)
e do grupo metoxila (5 3,84). A s correlagbes de HMBC (FIGURA 11) do H-8 com C-
1" (6 142,2), C-6a (6 130,0) e C-9a (6 137,2) e do H-9 com C-7 (6 145,7), C-9b (6
131,0) e C-1 (6 174,1) estabeleceram a estrutura dos anéis C e D, incluindo a
carbonila no C-1. Os sinais de HMBC de H-4 com C-5 (6 144,8), C-6 (6 181,9) e C-
9b estavam de acordo com a tipica estrutura de hidroxicetona do anel A das
fenilfenalenonas. E a correlacdo com C-3 (6 162,3) completou a atribuicdo dos
sinais. Uma correlacédo entre o sinal da metoxila e o sinal de C-3 permitiu concluir
gue a metoxila se encontrava no C-3 e ndo no C-5. Assim, os dados de RMN
(TABELA 1), confirmados pelas informacdes da espectrometria de massas,
caracterizaram 0 composto 10 como sendo 5-hidroxi-3-metoxi-7-
fenillbenzo[de]isocromen-1,6- diona, substancia esta inédita na literatura.

FIGURA 10 — ESPECTRO DE RMN DE *H REGISTRADO PARA O COMPOSTO 10
(ACETONA-ds, 700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 11 — MAPA DE CORRELAGAO HSQC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 10
(ACETONA-ds, 700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 12 — MAPA DE CORRELACAO HMBC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 10
(ACETONA-ds, 700 MHz, 20 °C).
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TABELA 1 — DADOS DE RMN de *H (700 MHz) e *C (175 MHz) DOS COMPOSTOS 2 E 8 EM MeOD-d, E DO COMPOSTO 10 EM ACETONA-d.
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2 (MeOD-dy) 8 (MeOD-dy) 10 (Acetona-dg)
Posicéo &y, mult. &c, mult. HMBC &y, mult &c, mult. HMBC &y, mult 8¢, mult. HMBC
(J em Hz) (J em Hz) (J em Hz)
1 165,9, C 164,6, C 174,1,C
2
3 6,26, sl 96,6, CH 6,29, sl 96,6, CH 162,3,C
3a 127,4,C 127,8,C n.d.
4 6,62, s 137,1,CH 3,6,9b 6,63, s 137,1,CH 3,3a,6,9b 6,27, s 109,3, CH 3,5,6,9b
5 76,4, C 76,4, C 144,8, C
6 201,6, C 201,1,C 181,1,C
6a 121,3,C 121,8,C 130,0, C
7 150,7, C 150,5, C 145,7, C
8 7,46, d (8,1) 1335,CH 1,6a,7,9a, 1’ 7,46, d (8,0) 133,3,CH 6a,9a, 1’ 7,58,d (7,7) 137,5, CH 6a, 9a, 1’
9 8,25,d (8,1) 1345, CH 1,3a,7,9 8,30, d (8,0) 1345,CH 1,7,9 7,69,d (7,7) 132,1, CH 1,7,9b
9a 127,0,C 127,4,C 137,3,C
9 136,7,C 136,7, C 131,0,C
1’ 131,9,C 1414, C 142,2, C
2eb 7,20, d (8,5) 130,8,CH 7,4 7,34, m 129,1, CH 7,28, m 128.6 — 7,4
3eb 6,82, d (8,5) 1159,CH 7T 7,39, m 128,9, CH 7,40, m 129’0a CH 1
4 158,9, C 7,38, m 128,8, CH 7,40, m e 2,6
17 3,03, d (15,7) 51,9,CH, 4,5,2" 3,03, d (15,8) 521 CH 4,5,6,2"
3,21, d (15,7) 4,5,6,2" 3,22, d (15,8) Y2 506
2" 207,5,C 207,3,C
3” 2,19, s 31,5,CH; 17,2 2,18, s 31,3,CH; 17,2
3-OCHgj; 3,88, s 57,1,CH; 3

FONTE: o autor (2017)



TABELA 2 — DADOS DE RMN de 'H (700 MHz) e **C (175 MHz) DOS COMPOSTOS 9, 11 e 14 EM ACETONA-d.
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9 (Acetona-dg)

11 (Acetona-dg)

14 (Acetona-dg)

Posicéo &y, mult. &c, mult. HMBC &y, mult &8¢, mult. HMBC &y, mult 8¢, mult. HMBC
(J em Hz) (J em Hz) (J em Hz)
1 179,4, C 199,4,C 201,5,C
2 155,9, C 80,0, C 80,2, C
3 6,90, s 110,4,CH 1,2, 4,9 512, s 76,8, CH 1,2,4,9b 5,40, s 72,3, CH é’bz*l?a' 4
3a 142,8, C n.d. 115,9, C
4 6,57, s 125,1, CH 3,6,9 7,72, s 117,3, CH 3,5,6,9b 156,9, C
5 199,6, C 143,8, C 7,26, d (8,9) 119,7, CH 3a, 62
3a, 4, 6a, 7,

6 74,6, C 142,7, C 7,86, d (8,9) 131,3, XH 9
6a 143,0, C 122,1,C 128,4,C
7 8,00, d (8,0) 130,5, CH 6,9, 9b 145,2,C 8,01, d (8,4) 133,6, CH 6,9, 9
8 7,45, d (8,0) 134,3, CH 6a, 9a, 1’ 7,34,d (7,3) 129,3, CH 6a,9a,1 7,24,d(8,4) 128,3, CH 6a, 9a, 1’
9 144,2, C 7,97,d(7,3) 124,3, CH 1,7,9b 144.,4, C
9a 1285, C 127,0,C 124,3,C
9b 129,1, C 127,2,C 133,6,C
1’ 143,2, C 1445, C 142,9, C
2’eb 7,25, m 128,8, CH 9,4 1275 7,40, m 129,5, CH 9,4
3e¥b 7,36, m 128,8, CH 1 7,36, m 129’2a CH 7,37, m 128,4, CH 1
4 7,34, m 127,9, CH 2,6 e 7,33, m 127,8, CH 2,6

" 5,6, 3a, 2” 2,68, d (15,2) 2,3,2" 2,72,d (15,2) "
1 3,42, s 56,0, CH, 456 2" 2.85. d (15.2) 48,0, CH, 1.2.3,2" 297 d(152) 49,3, CH, 1,2,3,2
2" 205,8, C 206,0, C 208,3,C
3” 2,07, s 30,3, CHj; 17,2” 2,13, s 31,8, CHj3 17,2” 2.12,s 31,9, CH; 17,2”
2-OCHj, 3,89, s 56,1, CH; 2
5-OCH; 401, s 57,4, CH; 5

FONTE: o autor (2017)
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Este estudo também identificou em S. orinocensis duas aza-
fenilfenalenonas, ou seja, estruturas com um esqueleto C18N. Sao elas N-(2-
hidroxietil)-lachnanthopiridona (13) (EDWARDS; WEISS, 1972) e (1”S)-2-(1"-
carboxi-2”-carboxamida-etil)-5-hidroxi-7-fenil-2Hbenzo[de]isoquinolina-1,6-diona  (7)
(CHEN et al., 2016). Todavia, ainda ndo esta bem estabelecido na literatura se as
aza-fenilfenalenonas séo de fato produtos naturais ou se sao produtos de reagdes
de conversao espontanea, fato este que esta ainda sendo investigado.

Cinco fenilfenalenonas inéditas, derivadas de acetonilas, sdo provavelmente
produtos de fenilfenalenonas do tipo C19 (9, 11, 14) ou do tipo C180 (2, 8),
provavelmente pela reagdo com o liquido extrator (acetona). Estas estruturas estédo
relacionadas e sdo semelhantes as estruturas recentemente reportadas por Chen et
al. (2017), que realizou um estudo com acetona marcada com **C, o que permitiu
provar que tais compostos ndo séo produtos naturais.

A férmula molecular do composto 9 (pé amarelo) foi determinada como
C23H1805, baseada no pico [M-H]" em m/z 373,1074 no espectro de HRESIMS (calc.
373,1082). O espectro de *H (FIGURA 13) mostrou multipleto em & 7,25 (H-2' e 6°), &
7,34 (H-4’) e 56 7,36 (H-3’ e 5’) dos hidrogénios do anel fenil, um sistema de spins dos
H-7 (5 8,00) e H-8 (5 7,45), e simpletos dos H-3 (6 6,90), H-4 (6 6,57) e uma metoxila
(6 3,89) (TABELA 2). Outros simpletos dos grupos metila (H3-3"”, 6 2,07) e metileno
(H2-1"", § 3,42) no espectro de RMN de 'H, juntamente com as correlacdes de 'H-
13C, claramente indicaram a presenca da cadeia lateral acetonila (CHEN et al.,
2017), ligada ao sistema de anéis da fanalenona. Correlagbes de HMBC (FIGURA
15) do H-8 com C-1’ (6 143,2), C-6a (6 143,0) e C-9a (6 128,5) e de H-7 com C-9 (o
144,2) e C-9b (6 129,1) estabeleceram a posi¢do do anel fenil ligado ao C-9. As
correlacdes de HMBC dos H-7 e H-4 com C-6 (6 74,6) e as demais correlagfes do
metileno H2-1” com o0 mesmo atomo de carbono e com C-5 (6199,6) e C-6a (6143,0)
permitiram a atribuicho da cadeia lateral acetonila ao C-6, cujo valor de
deslocamento quimico de **C indica que se trata de um carbono alifatico hidroxilado.
Outras correlagbes de HMBC do H-4 com C-3 (6 110,4) e C-9b, bem como do H-3
com C-4 (6 125,1), C-9b, C-2 (6 155,9), e C-1 (6 179,4) possibilitaram a atribuicdo
dos sinais dos anéis A e B. Finalmente, uma correlacdo de HMBC entre a metoxila

em 6 3,89 e o C-2 permitiu a atribuicdo deste grupo a este atomo. Assim, 0
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composto 9 (TABELA 2), foi identificado como 6-hidroxi-2-metoxi-6-(2-oxopropil)-9-

fenil-6H-fenaleno-1,5-diona.

FIGURA 13 — ESPECTRO DE RMN DE "H REGISTRADO PARA O COMPOSTO 9 (ACETONA-dg,
700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 14 — MAPA DE CORRELACAO HSQC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 9
(ACETONA-ds, 700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 15 — MAPA DE CORRELAGAO HMBC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 9
(ACETONA-ds, 700 MHz, 20 °C).
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O composto 11 também foi isolado como um p6é amarelo e a sua férmula
molecular foi determinada como C,3H,00s, baseada no pico [M-H] em m/z 391,1184
do espectro de HRESIMS (calc. 391,1187). Como nos espectro de RMN de 'H das
substancias 9 e 10, o espectro de RMN de 'H da substancia 11 (FIGURA 16)
também apresenta os sinais do anel fenil lateral (5 7,36, 5H) e os dubletos (H-8:
6 7,34; H-9: 6 7,97), decorrentes do sistema do anel C. Os simpletos dos hidrogénios
H-3 (6 5,12), H-4 (67,72), uma metoxila (6 4,01) e os sinais da cadeia lateral
acetonila (H2-1": & 2,68 e 2,85; H3-3": § 2,13) completam o espectro de RMN de *H
desta substancia (TABELA 2). Sdo importantes as correlacdes de HMBC (FIGURA
18) dos hidrogénios H-3 e H-4 com C-9b (6 127,2), H-3 com C-4 (5 117,3) e H-4 com
C-3 (6 76,8), e C-4 com C-6 (6 142,7), todos em concordancia com a estrutura dos
anéis A e B. Demais correlagfes dos sinais hidrogénios do metileno H2-1” com C-1
(6 199,4), C-2 (6 80,0), e C-3 (6 76,8) confirmam a posicdo da cadeia lateral
acetonila no C-2 e uma correlagéo entre o hidrogénio da metoxila com C-5 (5 143,8)
confirma a posi¢édo deste grupo. A partir destes dados, a substancia 11 (TABELA 2),
foi identificada como 2,3-dihidro-2,3,6-trihidroxi-5-metoxi-2-(2-oxopropil)-7-

fenilfenalen-1-ona.
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FIGURA 16 — ESPECTRO DE RMN DE 'H REGISTRADO PARA O COMPOSTO 11 (ACETONA-dg,
700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 17 — MAPA DE CORRELAGCAO HSQC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 11
(ACETONA-dg, 700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 18 — MAPA DE CORRELAGAO HMBC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 11
(ACETONA-ds, 700 MHz, 20 °C).
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A substancia 14 (p6 amarelo) teve sua formula determinada como C;,H1505
baseada no pico [M+H]" em m/z 363,1231 do espectro de HRESIMS (calc.
363,1227). O espectro de RMN de 'H (FIGURA 19), além dos sinais do anel fenil
lateral (H-2' e 6’: 6 7,40; H-3’e 5: 6 7,37; H-4’: 5 7,33) apresentou quatro dubletos de
dois sistemas de spins em & 8,01 (H-7) acoplando com 7, 24 (H-8) e em & 7,86 (H-6)
acoplando com & 7,26 (H-5), um simpleto em & 5,41(H-4) e os sinais do metileno de
uma cadeia lateral acetonila (6 2,97 e 2,73). As correlagbes observadas pelo HMBC
(FIGURA 22) mostraram o hidrogénio H-6 correlacionando com C-4 (5 156,9), C-9b
(6 133,6), e C-7 (6 133,6) de o H-7 correlacionando com C-6 (6 131,3), C-9b, e C-9 (6
144,4), bem como o hidrogénio H-8 com C-6a (6 128,4), C-9a (6 124,3) e C-1" (5
142,9). As correlagbes de HMBC do hidrogénio H-3 (6 5,41) com C-1 (6 201,5), C-2
(6 80,2), C-3a (6 115,9), C-4 (6 157,2), C-9b, e C-1" (&6 49,3) esclareceram a
estrutura do anel A. Finalmente, as correlacdes de HMBC de H2-1” com C-3” (5
31,9), C-1, C-2 e C-3 (6 72,3) permitiram a confirmacdo da presenca da cadeia

lateral acetonil, posicionada no carbono C-2. Portanto, a estrutura de 14 (TABELA 2)
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ficou confirmada como sendo 2,3-dihidro-2,3,4-trihidroxi-2-(2-oxopropil)-9-fenil-

fenalen-1-ona, também uma molécula inédita na literatura.

FIGURA 19 — ESPECTRO DE RMN DE "H REGISTRADO PARA O COMPOSTO 14 (ACETONA-ds,
700 MHz, 20 °C)
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FIGURA 20 — MAPA DE CORRELAGAO COSY REGISTRADO PARA O COMPOSTO 14
(ACETONA-dg, 700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 21 — MAPA DE CORRELAGAO HSQC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 14

(ACETONA-ds, 700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 22 — MAPA DE CORRELACAO HMBC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 14

11

(ACETONA-ds, 700 MHz, 20 °C).

Al

ppm

- 20

- 40

100

120

140

160

180

200

220

9.0

8.5

8.0

75

7.0

FONTE: o autor (2017)

ppm



60

Também isolado como um pd amarelo, o composto 8 teve sua formula
molecular determinada como Cz1Hi1s0s baseada no pico [M-H]' m/z 363,0872 do
espectro HRESIMS (calc. 363,0874). Como nas demais fenilfenalenonas, o espectro
de RMN de 'H (FIGURA 23) mostrou multipletos entre § 7,39 e & 7,34, assinalaveis
aos hidrogénios do anel fenil lateral. Ainda, apareceram os sinais caracteristicos do
sistema de spins do anel C, relativos aos hidrogénios H-8 (6 7,46) e H-9 (5 8,30), os
simpletos dos H-3 (6 6,29) e H-4 (5 6,63), bem como os sinais da cadeia lateral
acetonil em 6 3,03 e 5 3,22 (H2-1"). As correlagcdes de HMBC (FIGURA 26) de H-8
com C-1' (6 141,4), C-6a (6 127,4) e C-9a (6 127,4) e de H-9 com C-7 (6 150,6), C-9b
(6 136,7) e C-1 (6 164,5) foram atribuidas as estruturas dos anéis C e D, incluindo a
carbonila em C-1. As correlagcdes no HMBC dos hidrogénios H-4 com C-3 (5 96,6),
C-6 (6 201,1), e C-9b, bem como as correla¢des do H2-1” com C-4 (6 137,2), C-5 (8
76,4), C-6 e C-2” (& 207,5) estabeleceram a estrutura do anel A e a ligacdo da
cadeia lateral acetonil ao carbono hidroxilado C-5. A partir dos dados aqui
apresentados foi possivel identificar o composto inédito 8 (TABELA 1) como 3,5-
dihidroxi-5-(2-oxopropil)-7-fenil-3,5-dihidro-1H,6Hbenzo[de]isocromena-1,6-diona.

FIGURA 23 — ESPECTRO DE RMN DE 'H REGISTRADO PARA O COMPOSTO 8 (MeOD-d,, 700
MHz, 20 °C)

7.53
7.44
03

£7.
=

7.38
7.32

—8.60
—8.28
—7.95
—6.95
—6.62
—6.27

—3.31

7

—2.17

=—=3

i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm
o W] |9 |—|o|=||oh|o| | ) 0
of |+ =92 | ) <

FONTE: o autor (2017)

2

1

4



61

FIGURA 24 — MAPA DE CORRELAGCAO COSY REGISTRADO PARA O COMPOSTO 8 (MeOD-d,,
700 MHz, 20 °C).
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FIGURA 25 — MAPA DE CORRELACAO HSQC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 8 (MeOD-d,,
700 MHz, 20 °C)
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FIGURA 26 — MAPA DE CORRELAGAO HMBC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 8 (MeOD-d,,
700 MHz, 20 °C)
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A férmula molecular do composto 2 (p6 amarelo) foi determinada como Cj,1H;160-
com base no pico [M-H] em m/z 379,0822 do espectro de HRESIMS (calc.
379,0823). Esta massa molecular é 16 unidades maior que a do composto 8,
sugerindo a presenca de um atomo de oxigénio a mais. Os dados do RMN de 'H
(FIGURA 27) sao bastante similares ao do composto 8, com excecdo dos dados do
anel lateral fenil. Ao contrario dos sinais do multipleto do espectro de 'H do
composto 8, que integra para 5 hidrogénios, o espectro de RMN de *H do composto
2 mostra dois multipletos com aparéncia de dubleto, caracteristico de um anel
aromatico para-substituido em 6 6,82 (2H, J =8.5 Hz, H-3' e H-5") e 6 7,20 (2H, J =
8.5 Hz, H-2' e H-6’). Todos os dados do composto 2 (TABELA 1), incluindo as
correlagbes de HMBC (FIGURA 29) estdao de acordo com a estrutura do composto
inédito 3,5-dihidroxi-7-(4-hidroxifenil)-5-(2-oxopropil)-3,5-dihidro-

1H,6Hbenzo[de]isocromena-1,6-diona.
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FIGURA 27 — ESPECTRO DE RMN DE 'H REGISTRADO PARA O COMPOSTO 2 (MeOD-d,, 700
MHz, 20 °C)
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FIGURA 28 — MAPA DE CORRELACAO HSQC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 2 (MeOD-d.,
700 MHz, 20 °C)
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FIGURA 29 — MAPA DE CORRELAGAO HMBC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 2 (MeOD-d,,
700 MHz, 20 °C)
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Até entdo, na familia Haemodoraceae flavonoides foram apenas reportados
nas espécies Macropidia fuliginosa (BRKLJACA et al., 2015) e nas flores de
Xiphidium caeruleum (FANG; HOLSCHER, et al., 2012). Com base nos dados
obtidos da espectrometria de massa e de Ressonancia Magnética Nuclear, foram
identificados os seguintes flavonoides em S. orinocensis: luteolina (12) (TERNAI;
MARKHAM, 1976; HAN et al., 2007), luteolina 7-O-B-D-glucopiranosideo (3) (LI et
al., 2008), luteolina 7-O-B-D-neoesperidosideo (4) (LI et al., 2008), luteolina 7-O-(6"-
O-malonil)-B-D-glucosideo (6) (FEENY et al., 1988) e apigenina 7-O-B-D-
neoesperidosideo (5) (YADAV et al., 2009).

A substancia mais hidrofilica detectada neste estudo em S. orinocensis foi 0
composto 1, isolado como um pé branco amorfo. A formula molecular determinada
foi C18H24013, com base no pico [M-H] em m/z 447,1140 no espectro de HRESIMS
(calc. 447.1144). Os espectros de RMN de 'H, HSQC e HMBC sugeriram que a
estrutura de 1 fosse similar a da substancia glicerol 1-O-a-glucuronideo 3-O-benzoill

éster, um composto ja isolado de Guettarda speciosa (CAl et al., 2011). Entretanto,
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ao invés de sinais relativos & um anel fenil observados no espectro de RMN de *H de
G. speciosa, o espectro de RMN de 'H do composto 1 (FIGURA 30) apresentou
simpletos em & 7,37 correlacionando com um carbono em & 108.0 na regido
aromatica e um outro simpleto em & 3,89 correlacionando com um carbono em &
56,6. O simpleto em & 7,37 é relativo a dois hidrogénios, sugerindo um anel
aromatico simétrico e tetrassubstituido. Do mesmo modo, o sinal da metoxila em
63,89 representa seis hidrogénios. As correlagbes de HMBC (FIGURA 32) do
hidrogénio em & 7,37 com os carbonos C-2” e 6” (6 108,0), C-4” (5 141,8), e C-7” (d
167,8) e do hidrogénio em 6 3,89 com C-3"e 5” (5 148,6), possibilitaram determinar a
estrutura deste substituinte. A sequéncia de pulsos utilizada (ZGPURGE) resultou
em uma supressao eficiente do sinal da agua, entretanto também suprimiu
parcialmente o sinal do hidrogénio H-1’. A (FIGURA 30) apresenta uma insercao de
uma parte de um espectro do mesmo composto adquirido sem a supressdo do sinal
do solvente, mostrando o hidrogénio H-1" em & 4,89. A partir destes dados, o
composto 1 (TABELA 3) foi determinado como sendo 1-a-D-glucuronil-3-(4-hidroxi-

3,5-dimetoxibenzoil glicerol, um produto natural inédito na literatura.

TABELA 3 — DADOS DE RMN de H (700 MHz) e **C (175 MHz) DO COMPOSTO 1 MeOD-d,

Posicao 6y, mult. (J in Hz) 6., mult. HMBC
la 3,93, dd (10,3, 4,3) 3,1
1b 3,54, dd (10.3, 7.0) 70.4,CHx 55 4
2 4,18, m 69,6,CH 1

3a 4,38, (11,4, 4,5) 66,4, CH, 1

3b 4,34, (11,4,5,7) 2,7

1 4,89, d (4,3) 100,5,CH 1,3,5
2 3,47, sobreposicdo 735,CH 3

3 3,69, dd (9,5, 9,0) 74,6,CH 2,4

4 3,47, sobreposicdo 735, CH 3,5,6
5 3,98, d (9,9) 72,2,CH &4

6’ 1748, C

1” 121,0,C

2" e®” 7,37, s 108,0,CH 17,3, 4", 6"
37e 5” 148,6, C

4" 141,8,C

7" 167,8,C
37/5”-OCH, 3,89, s 56,6, CH; 3”,5”

FONTE: o autor (2017)



FIGURA 30 — ESPECTRO DE RMN DE "H REGISTRADO PARA O COMPOSTO 1 (MeOD-d,, 700

MHz, 20 °C)
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FIGURA 31 — MAPA DE CORRELAGAO HSQC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 1 (MeOD-d,,
700 MHz, 20 °C)
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FIGURA 32 — MAPA DE CORRELAGAO HMBC REGISTRADO PARA O COMPOSTO 1 (MeOD-d,,
700 MHz, 20 °C)
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3.1.1 Avaliacéo tecido-especifica de ocorréncia dos metabdlitos

Estudos preliminares revelaram os érgaos e até a especificidade celular de
ocorréncia das fenilfenalenonas. (OPITZ; SCHNEIDER, 2002; OPITZ et al., 2003;
SCHNEIDER; HOLSCHER, 2007; FANG; KAI, et al., 2012; CHEN et al., 2016). O
perfil cromatografico das diferentes partes de S. orinocensis (FIGURA 9A) confirmou
parcialmente as investigagbes prévias. Como em X.caeruleum, as
fenilbenzoisocromenonas (oxa-fenilfenalenonas) foram detectadas em partes das
plantas que crescem sobre e sob a terra (QUADRO 4). A fenilbenzoisocromenona
15 é um composto majoritario em todos os tecidos de S. orinocensis, exceto nas
folhas, onde se apresenta como um composto minoritario. Ja os alcaloides
fenilbenzoisoginolinonicos (aza-fenilfenalenonas), que se acumulam nas flores de
Lachnanthes tinctoria (BAZAN; EDWARDS, 1976) e de X. caeruleum (CHEN et al.,

2016) foram encontrados na maioria das partes de S. orinocensis.
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Os flavonoides, geralmente raros em Haemodoraceae, se acumulam
especificamente nas flores de X. caeruleum. (FANG; HOLSCHER, et al., 2012).
Diferentemente daquele achado, os glicosideos flavonicos foram encontrados
principalmente nas folhas de S. orinocensis, sendo que apenas a aglicona luteolina

foi encontrada nas demais partes da planta (QUADRO 4).

QUADRO 4 — DISTRIBUICAO DAS FENILFENALENONAS PELOS DIFERENTES TECIDOS
DE S. orinocensis

Substancia Tecido
Ne. | Tipo Rizomas | Caule | Folhas | Flores | Frutas
19 Fenilfenalenona X
15 Oxa-fenilfenalenona X X x x X
16 Oxa-fenilfenalenona X X x X
17 Oxa-fenilfenalenona X X x X
18 Oxa-fenilfenalenona x X x X
10 Oxa-fenilfenalenona bs
7 Aza- fenilfenalenona X X X X X
13 Aza- fenilfenalenona X x x X
2 Acetonil- fenilfenalenona X X x
8 Acetonil- fenilfenalenona X
9 Acetonil- fenilfenalenona X
11 Acetonil- fenilfenalenona X X x
14 Acetonil- fenilfenalenona X
3 Flavonoide X
4 Flavonoide x
5 Flavonoide x
6 Flavonoide x
12 Flavonoide X X X X
1 Derivativo do glicerol X X X

FONTE: o autor (2017)
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3.2 SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Sapium glandulosum

Foram identificados dez compostos em S. glandulosum, conforme mostra a
FIGURA 33. Trés destes compostos, ‘a’, ‘b’ e ‘c’, sdo inéditos na literatura, enquanto

gue os demais sete foram previamente reportados.

FIGURA 33 — ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS EM Sapium
glandulosum

O
7
O

1= R2=R3 = 4_
aR'=R?=R%=OCH; R*=OH eR'=R2=OCH, R?= OH

b R'=R?=R*=OH R®=0CH, fR' = R = R3 = OCH;
gR'=R?=R®=0OH

c¢R'=R*= OH R2=R®=0OCH;,4
dR'=R?=R%=R*=OH

h iR=OH
jR=H

FONTE: o autor (2017)

A amostra denominada FOCAM1 (GRAFICO 3, p. 100) foi obtida, apds a
lavagem com &gua do residuo da filtragem do extrato bruto da casca. Houve a
precipitacdo de aproximadamente 120 mg de um pé branco. As substancias ‘a’, ‘b’ e
‘c’ que foram identificadas em mistura, parecem ser estruturas inéditas na literatura,
de acordo com a avaliacdo dos dados de RMN. Entretanto, para a confirmacéo das
estruturas é necessario espectro de massas de alta resolucao.

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 34) mostrou a presenca de trés

conjuntos de dois simpletos de diferentes intensidades na regido de aromaticos. Sao
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eles 6 743 e 67,99, 6 7,35 e 6 797 e 6 7,33 e & 7,97. A diferenca entre as
intensidades dos sinais indica que se trata de hidrogénios arométicos de diferentes
moléculas. De acordo com o calculo das integrais, pode-se observar que as
proporcao ente as moléculas da mistura € de 27:5:1. HA em 6 3,98, 6 4,13 e 6 4,25
trés simpletos com integrais proporcionais a trés hidrogénios cada, que indicam a
presenca de trés metoxilas na molécula em maior quantidade. H4 também em
8 4,25, um sinal sobreposto a metoxila da molécula maior. De acordo com o valor da
integral obtida, pode-se concluir que esta metoxila pertence a molécula em
guantidade intermediaria. JA a molécula em menor quantidade, apresenta duas
metoxilas, em & 4,11 e d 4,23. Os demais sinais do espectro sdo relativos a

artefatos, solventes (agua e DMSO) e ao padrao interno TMSP.

FIGURA 34 — ESPECTRO DE RMN DE *H REGISTRADO PARA OS COMPOSTOS a, be ¢
(D,0+GOTAS DMSO0-d,, 600 MHz, 20 °C)
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FONTE: o autor (2017)

O mapa de correlacdo HSQC (FIGURA 35), que indica as correlacdes
diretas entre hidrogénios e carbonos, indica correlacdo apenas para a molécula em

maior abundéncia e ndo detectou sinais para as outras duas moléculas. O
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hidrogénio em & 7,43 correlaciona com o carbono em & 110,0 e o hidrogénio em &
7,99 correlaciona com carbono em & 121,5. As metoxilas em & 3,98, 6 4,13 e em

04,25 estdo conectadas aos carbonos em 859,0, § 64,0 e 5 64,3.

FIGURA 35 — MAPA DE CORRELAGAO HSQC REGISTRADO PARA OS COMPOSTOS a,bec
(D,0+GOTAS DMSO-d,, 600 MHz, 20 °C)
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FONTE: o autor (2017)

A correlagédo a longa distancia entre hidrogenios e carbonos, dada pelo
experimento HMBC (FIGURA 36) também apareceu apenas para a molécula mais
abundante. O 'H em & 7,43 correlaciona com os carbonos em & 114,4 (C-1), & 143,1
(C-3), 6 156,9 (C-4) e 6 161,5 (C-7). Do mesmo modo, o hidrogénio em & 7,99
correlaciona com os carbonos em & 117,7(C-1’), 6 146,9(C-3’), 6 112,8(C-6’) e &
161,2 (C-7’). As metoxilas em & 3,98, & 4,13 e em & 4,25 correlacionam com 0s
carbonos em & 156,9 (C-4), 6 143,1 (C-3) e 5 146,9(C-3’).

As formulas moleculares ainda precisam ser determinadas com base no
espectro de HRESIMS. A partir destes dados, os compostos (TABELA 4) foram
determinados como sendo acido-3,4,3’-Tri-O-metil-2,2’,4’-trihidroxidifénico (a), 3’-O-
metil-2,3,4,2’,4’-Pentahidroxidifénico (b) e 3,3’-Di-O-metil-2,4,2’ ,4’-tetrahidroxidifénico

(c), os trés produtos naturais inéditos na literatura.
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FIGURA 36 — MAPA DE CORRELAGAO HMBC REGISTRADO PARA OS COMPOSTOS a,bec
(D,0+GOTAS DMSO-d,, 600 MHz, 20 °C)
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FONTE: o autor (2017)

TABELA 4 — DADOS DE RMN de 'H (600 MHz) e **C (150 MHz) DOS COMPOSTOS a,bec

a (D,0+gotas DMSO-d,)

b (D,O+gotas DMSO-d,)

¢ (D,O+gotas DMSO-d,)

Posicéo &4, mult. Oc, mult. HMBC &4, mult Oc, &4, mult Oc, mult.
(J em Hz) (J em Hz) mult. (J em Hz)

1 114,4,C na ma
2 n.d n.d n.d
3 143,1, C nd nd
4 156,9, C nd nd
5 7,43s 110,0,CH 1,3,4,7 7,35s nd 7,33s nd
6 n.d n.d n.d
7 161,5, C nd nd
3-OCHjs 4,13s 64,0,CH; 3 nd 411s na
4-OCH,4 3,98s 59,0,CH; 4

1 117,7,C nd nd
2. n.d n.d n.d
3 146,9, C nd nd
4. n.d n.d n.d
5 7,99 s 121,5,CH 1,3,4,7 7,97 s nd 7,97 s nd
6' 112,8,C nd nd
7 161,2, C nd nd
3'-OCH, 4,25's 64,3,CH; 3 4,25s n 4,23s n

% Sinais sobrepostos no espectro de HSQC ® Sinais sobrepostos com contaminantes "% n3o detectado

por HMBC.

FONTE: o autor (2017)

A amostra denominada FOCAM2 (GRAFICO 3, p. 100) foi obtida apds a

realizacdo da coluna cromatografica da fracao cloroférmio das folhas, os frascos 17
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a 45 eluidos da coluna foram reunidos com metanol. Ocorreu a precipitacdo de
aproximadamente 22 mg do composto. O precipitado foi separado por centrifugacéo
e dados de RMN foram obtidos. Desta amostra foram identificados a substancia ‘e’ e
‘a’, na proporgao de 4:1, respectivamente, de acordo com o calculo das integrais do
espectro de RMN *H.

A amostra FOCAM5 (GRAFICO 3, p. 100) foi obtida da uni&o dos frascos 13
a 26 em que, apos a adicdo de uma solucao de metanol e 4gua (70:30, v/v), ocorreu
a precipitacdo de aproximadamente 23 mg. (OCAMPOQOS, 2013). Os dados de RMN
deste precipitado indicaram a presenga de uma mistura de ‘d’, ‘g’ e ‘e’, na proporc¢éo
de 8:5:1, respectivamente, de acordo com as integrais calculadas pelo espectro de
RMN de *H.

A substéncia ‘g’ foi identificada como sendo o acido elagico. (LI et al., 1999).
A substancia ‘e’ foi identificada como sendo o 3,3’-Di-O-metil acido elagico (DA
SILVA et al., 2008), enquanto que a substancia 3,4,3’-Tri-O-metil acido elagico (f)
apresentou uma metoxila a mais na posicéo 4 do esqueleto central do acido elagico.
(BINDRA et al., 1988; KHAC et al., 1990). O composto ‘d’ foi identificado como &cido
hexahidroxidifénico. (SCHMIDT et al., 1952; SCHMIDT et al., 1954).

Foram ainda identificados trés flavonoides a partir do extrato acetato de etila
das folhas de S; glandulosum: ampelopsina, também conhecido como
dihidromiricetina, (h) (MILLER; BOHM, 1979), miricetina (i) (HE et al., 2009) e
canferol (j) (NAPOLITANO et al., 2012).
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3.3 ESTUDO MORFOANATOMICO

A FIGURA 37 representa a morfologia macroscépica de S. glandulosum.

FIGURA 37 — PRANCHA ILUSTRATIVA DE Sapium glandulosum

0,2 mm

2,0 mm

Sapium glandulosum. A- Vista geral, B- Ramo com inflorescéncia, C- Ramo com
frutos, D- Folha, E-Estipula, F- Nervuras da folha, face abaxial, G- Nervuras da folha,
face adaxial, H- Flor pistilada, |- Flor estaminada, J-Estame, K- Ramo com fruto, L,

M- Fruto, N- Semente.
FONTE: o autor (2017)
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As folhas séo alternadas, simples, com margens serreadas, apice agudo e
base atenuada, com margem serreada (FIGURA 38, IMAGENS 1, 2 e 5). A
coloracdo é verde escura em ambas as superficies, sendo a face adaxial brilhante e
a abaxial opaca (FIGURA 38, IMAGENS 3 e 4). O tamanho médio das folhas é de 11
cm x 5 cm, com peciolos longos, de aproximadamente 2 cm de comprimento
(FIGURA 38, IMAGENS 1 e 2). A nervacdo é classificada como reticulada,
apresentando uma nervura principal, com nervuras secundarias que nao terminam
nas margens e algumas formam arcos com as terminacdes das nervuras vizinhas
(FIGURA 38, IMAGENS 1 e 2). Em vista frontal, em microscopia eletronica de
varredura (MEV), o peciolo possui epiderme plissada e de aspecto irregular
(FIGURA 38, IMAGEM 7). Possui um par de glandulas no apice do peciolo, (proximo
a base da lamina foliar) com formato subc6nico e apresentam um orificio no apice
(FIGURA 38, IMAGENS 6 e 8). A epiderme das glandulas é ondulada e apresenta
cuticula lisa (FIGURA 38, IMAGEM 10).

A lamina foliar, em vista frontal, possui uma epiderme sinuosa na superficie
adaxial (FIGURA 39, IMAGENS 11 e 12), e epiderme rugosa nha superficie abaxial
(FIGURA 39, IMAGENS 13 e 14) que sao revestidas por uma cuticula lisa. Esta
mesma lamina é hipoestomatica, e os estdmatos encontram- se na face abaxial, e
as células guardas sao circundadas por duas células subsidiarias desiguais,
paralelas ao ostiolo, 0 que caracteriza o tipo paracitico. Ambas as faces sado
constituidas por apenas um estrato de células irregulares, justapostas, com paredes
sinuosas (FIGURA 39, IMAGENS 13, 14 e 15).

Em seccéo transversal, a epiderme é unisseriada com células maiores na
face adaxial se comparadas com a face abaxial, e parede periclinal externa
espessada com uma camada de parénquima palicadico na face adaxial, logo abaixo
da epiderme (FIGURA 40, IMAGENS 17, 19 e 20).

O sistema vascular na nervura mediana da folha apresenta unidades
vasculares envolvidas por esclerénquima dispostos em 1-3 camadas em forma de
ferradura margeando externamente o floema, que é continuo e disposto ao redor do
xilema. A unidade vascular dispde-se em formato de "U", na regido central da
nervura (FIGURA 40, IMAGENS 17,18).
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FIGURA 38 — MORFOANATOMIA MACROSCOPICA E MICROSCOPICA DE Sapium glandulosum

IMAGENS 1-10. Sapium glandulosum (L.) Morong. (Euphorbiaceae). Folha. 1 e 3. Face adaxial, 2 e 4.
Face abaxial, 5. Aspecto da margem foliar, 6 e 8. Glandulas secretoras, 7. Aspecto geral da epiderme
do peciolo, observado em MEV 8 e 9. Orificio da glandula secretora, observado em MEV 10. Aspecto
da epiderme das glandulas secretoras, observado em MEV.

FONTE: o autor (2017)
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FIGURA 39 —- MORFOANATOMIA DA EPIDERME DE Sapium glandulosum

Mar 04, 2015 §

IMAGENS 11-16. Sapium glandulosum (L.) Morong. (Euphorbiaceae). Folha. 11. Epiderme em vista
adaxial, 12. Epiderme em vista adaxial (MEV), 13. Epiderme em vista abaxial, 14. Epiderme em vista
abaxial (MEV), 15. Pormenor de um estdmato, 16. Epiderme da nervura central (MEV).
es: estdmato.
FONTE: o autor (2017)
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O xilema apresenta os elementos traqueais dispostos em fileiras e que séo
separados por células parenquimaticas (FIGURA 40, IMAGEM 18). H4& 8-10
camadas de parénquima fundamental, 2-5 de colénquima predominantemente
angular e epiderme na face inferior unisseriada com cuticula lisa (FIGURA 40,
IMAGENS 18 e 20)

Ao longo do mesofilo, ha feixes vasculares de meédio porte do tipo colateral,
e esta disposto em forma de arco aberto com uma calota de fibras abaixo do floema,
com 3-4 fileiras (FIGURA 40, IMAGEM 22). O mesofilo é dorsiventral, apresentando
apenas 1 camada de células palicadicas voltadas a face adaxial, com parénquima
esponjoso multiestratificado na superficie oposta, com 6-8 fileiras, e a epiderme da
face superior é unisseriada com cuticula lisa (FIGURA 40, IMAGEM 25). Em seccéo
transversal os estdmatos estdo situados no mesmo nivel das demais células da
epiderme com as duas células-guarda, projetando-se sobre a superficie da folha, na
qual se observa o poro estomético, com camera subestomatica (FIGURA 40,
IMAGEM 24).

O peciolo, seccionado transversalmente, demonstra um contorno circular na
regido vascular, adquirindo formato de "U" (FIGURA 41, IMAGEM 26). A epiderme
da face adaxial € unisseriada com células ovais, apresenta cuticula espessa e
levemente plissada (FIGURA 41, IMAGEM 27). Logo abaixo a epiderme, ha uma
camada de colénquima, predominantemente do tipo anelar e nos angulos passa a
ter 3-5 camadas de parénquima (FIGURA 41, IMAGENS 27 e 28).

O feixe vascular é colateral e assume o formato de ferradura, encurvado nas
extremidades. O floema apresenta 5-8 camadas de células e o xilema é percorrido
por raios parenquimaticos (FIGURA 41, IMAGENS 29 e 30). Ha 9-11 estratos de
parénquima fundamental com 3-4 camadas de colénquima do tipo anelar-angular, e
a estrutura da epiderme da face inferior € semelhante a da face oposta (FIGURA 41,
IMAGENS 26, 28 e 29). Na regido do cortex sdo observados entre 1 a 2 feixes de
floema com 8-11 camadas (FIGURA 41, IMAGEM 31).



79

FIGURA 40 - MORFOANATOMIA DAS FOLHAS DE Saplum glandulosum

50 um

IMAGENS 17-25. Sapium glandulosum (L.) Morong. (Euphorbiaceae) observada ao MO.. Folha. 17 e
18. Aspecto geral da nervura central, demonstrando o contorno circular na regido vascular, adquirindo
formato de "U", 19. Pormenor da epiderme e colénquima na face adaxial, 20. Pormenor da epiderme
(ep) e colénquima (col) na face abaxial, 21. Pormenor da regido do parénquima (pq) de
preenchimento, demonstrando os idioblastos e gréos de amido, 22. Detalhe do feixe vascular de
meédio porte presente no mesofilo, 23. Detalhe das drusas presentes na regido do parénquima de
preenchimento, 24. Detalhe do estémato (es) situado no mesmo nivel das células epidérmicas, 25.
Regido do mesofilo foliar, contendo idioblastos.

ep: epiderme. col: colénquima. pg: parénquima. xI: xilema. fl: floema. id: idioblasto. dr: drusas. pp
parénquima palicadico pl: parénquima lacunoso. pe: parénguima esponjoso.

FONTE: o autor (2017)
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FIGURA 41 — MORFOANATOMIA DO PECIOLO DE Sapium glandulosum

IMAGENS 26-32. Sapium glandulosum (L.) Morong. (Euphorbiaceae) observada ao MO. Peciolo. 26.
Aspecto geral do peciolo, 27. Pormenor da epiderme e colénquima na face adaxial, 28. Pormenor da
epiderme e colénquima na face abaxial, 29 e 30. Detalhe do feixe vascular demonstrando a
disposicdo do xilema e floema, 31. Detalhe de um feixe constituido de floema primario, 32. Detalhe
das drusas e idioblastos presentes na regido do parénquima de preenchimento.

ep: epiderme. col: colénquima. pg: parénquima. xI: xilema. fl: floema. id: idioblasto. dr: drusas. pp
parénqguima palicadico pl: parénquima lacunoso. pe: parénquima esponjoso.

FONTE: o autor (2017)
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Nas células parenquiméticas da regido abaxial sdo observadas drusas e
grdos de amido (FIGURA 41, IMAGEM 32). Em seccédo longitudinal, € observada
apenas uma drusa em cada célula parenquimatica (FIGURA 44, IMAGEM 53), e os
graos de amido apresentam dois tipos de formatos: bastonete e esférico, que nao se
encontram presentes nas mesmas células parenquiméticas (FIGURA 44, IMAGEM 54
e FIGURA 45, IMAGEM 55).

Com relacdo aos testes microquimicos, flavonoides e compostos fendlicos
foram detectados nos idioblastos presentes no parénquima palicadico e células
guarda da folha (FIGURA 42, IMAGENS 33 e 34), colénquima, logo abaixo da
epiderme abaxial e parénquima do peciolo (FIGURA 44, IMAGENS 46 e 47) e alguns
idioblastos contendo substéancias fendlicas podem ser visualizados no floema da
folha e peciolo (FIGURA 42, IMAGEM 33 e FIGURA 44, IMAGEM 48). Na folha, graos
de amido sé&o observados em todo o mesofilo da folha, com maior distribuicdo nos
cloroplastos e algumas regibes do parénquima de preenchimento (FIGURA 42,
IMAGENS 35 e 36). A presenca de lignina foi confirmada apenas no xilema, na
nervura central das folhas e peciolo, e na bainha esclerenquimatica da folha
(FIGURA 42, IMAGEM 37 e FIGURA 44, IMAGEM 49), e a presenca de lipidios na
cuticula secretada pela epiderme foi observada nas folhas e peciolo (FIGURA 42,
IMAGEM 38 e FIGURA 44, IMAGEM 50). Polissacarideos neutros séo observados nos
idioblastos presentes no parénquima palicadico (FIGURA 43, IMAGEM 39) e ao
redor do xilema no feixe vascular e em células na epiderme do peciolo (FIGURA 44,
IMAGENS 51 e 52). Também foram observados terpenoides com grupo carbonila na
epiderme, parénquima palicadico das folhas (FIGURA 43, IMAGENS 40 e 41), e
entre os feixes de xilema, no feixe vascular do peciolo (FIGURA 45, IMAGEM 55).
Idioblastos contendo proantocianididas sdo visualizados no parénquima da folha e
no floema do peciolo (FIGURA 43, IMAGEM 42 e FIGURA 45, IMAGEM 56). A
presenca de atividade da peroxidase e superoxido dismutase € observada no
parénquima, entre o floema e xilema das folhas (FIGURA 43, IMAGENS 43 e 44), e
a coloracdo se apresenta mais intensa no feixe vascular, epiderme e parénquima do
peciolo (FIGURA 45, IMAGENS 57, 58 e 59). Proteinas totais estdo presentes na
epiderme, feixe vascular da folha e peciolo (FIGURA 43, IMAGEM 45 e FIGURA 45,
IMAGEM 60), e ao longo do parénquima pali¢adico foliar (FIGURA 43, IMAGEM 45).
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FIGURA 42 — TESTES MICROQUIMICOS | DE Sapium glandulosum

RESCT  EN Ioes a, F i L WY va.

IMAGENS 33-38. Sapium glandulosum (L.) Morong. (Euphorbiaceae). Folha. 33. Presenca de
flavonoides na regido do parénquima de preenchimento, palicadico e células guarda, 34. Parénquima
palicadico, células guarda e feixe vascular demonstrando a presenca de compostos fendlicos, 35 e
36. Detalhe dos estdmatos demonstrando a presenca de grdos de amido, 37. Presenca de lignina no
feixe vascular, 38. Detalhe da epiderme evidenciando a presenca de cuticula lipidica.

ep: epiderme. pq: parénquima. xl: xilema. fl: floema. es: estomato. pp parénquima palicadico. am:

amido. cg: células guarda.
FONTE: o autor (2017)
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FIGURA 43 — TESTES MICROQUIMICOS Il DE Sapium glandulosum
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IMAGENS 39-45. Sapium glandulosum (L.) Morong. (Euphorbiaceae). Folha. 39. Presenca de
Polissacarideos neutros na regido do parénquima palicadico, 40 e 41. Detalhe da epiderme e
parénquima palicadico demonstrando a presenca de terpenoides com grupo carbonila, 42. Feixe
vascular demonstrando a presenca proantocianidinas, 43. Producdo de peroxidase nos idioblastos
presentes no parénquima e xilema, 44. Producdo de superdxido dismutase no parénquima, 45.
Proteinas presentes no feixe vascular, epiderme e parénquima palicadico.

ep: epiderme. col: colénquima. pqg: parénquima. xl: xilema. fl: floema. es: estomato. pp parénquima
palicadico.

FONTE: o autor (2017)
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FIGURA 44 — TESTES MICROQUIMICOS Il DE Sapium glandulosum

IMAGENS 46-54. Sapium glandulosum (L.) Morong. (Euphorbiaceae). Peciolo. 46. Presenca de
flavonoides na regido do parénquima de preenchimento e colénquima, 47 e 48. Parénquima
palicadico, colénquima e feixe vascular demonstrando a presenga de compostos fendlicos, 49.
Detalhe do xilema, demonstrando a presenca de lignina, 50. Presenca de cuticula lipidica na
epiderme, 51 e 52. Presenca de polissacarideos neutros no xilema, floema e células da epiderme, 53.
Aspecto das drusas presentes as células do parénquima, 54. Aspecto dos grdos de amido, com
formato de bastonete e esférico.

ep: epiderme. col: colénquima. pqg: parénquima. xI: xilema. fl: floema. es: estomato. pp parénquima
palicadico. dr: drusa. am: amido. epab: epiderme abaxial.

FONTE: o autor (2017)
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IMAGENS 55-60. Sapium glandulosum (L.) Morong. (Euphorbiaceae). Peciolo. 55. Presenca de
terpenoides com grupo carbonila na regido do floema, 56. Detalhe do feixe vascular evidenciando a
presenca de compostos fendlicos no floema e colénquima, 57. Presenca de peroxidase na regido do
feixe vascular, 58 e 59. Atividade da superdxido dismutase na epiderme e parénquima, e no floema,
60. Presenca de proteinas na epiderme e feixe vascular.
ep: epiderme. col: colénquima. pq: parénquima. xI: xilema. fl: floema.

FONTE: o autor (2017)
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3.4 AVALIACAO DE ATIVIDADE ALELOPATICA

No teste de germinacdo, observa-se que, em relacdo ao controle, houve
uma inibicdo da germinagcao das sementes de Lactuca sativa expostas aos extratos
mais concentrados das folhas de S. glandulosum (GRAFICO 1). Dentre os extratos
ativos (1000 mg/mL), o mais ativo foi o EH, que inibiu a germinacdo em 17,5%. Os
extratos da casca de S. glandulosum n&o provocaram inibicdo da germinacdo das
sementes.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG), calculado de acordo com
Maguire (1962), revelou que os extratos de S. glandulosum, em geral, ndo afetaram
a velocidade de germinacdo das sementes. A excecdo foi para os extratos HR 500
de folhas e cascas e HR 1000 de cascas, que contém grande quantidade de
acucares, que aceleraram entre 11 a 15% a germinacdo das sementes.
Provavelmente a alta quantidade de acUcar destes extratos cria um ambiente

favoravel para a germinacéo (GRAFICO 1).
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GRAFICO 1 — TESTE DE GERMINACAO DE SEMENTES DE Lactuca sativa EXPOSTAS AOS
EXTRATOS DE S. glandulosum
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C: controle negativo. EB: extrato bruto. EH: extrato hexano. EC: extrato cloroférmio. EAE: extrato
acetato de etila. EHR: extrato hidroalcodlico remanescente.
Dados expressos em porcentagem das médias em relagcdo ao controle £ EPM, tratamento estatistico
pelo teste de variancia de uma via (ANOVA) e pés teste de Tukey de comparages multiplas.
*p<=0,05 **p<=0,01 *** p<=0,001 ****p<=0,0001 em relacdo ao controle

FONTE: o autor (2017)

Nos testes de crescimento (GRAFICO 2), observa-se que houve inibicdo dos

comprimentos de radicula de hipocétilo medidos apés sete dias da germinacao.
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GRAFICO 2 — TESTE DE CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE Lactuca sativa EXPOSTAS
AOS EXTRATOS DE S. glandulosum
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C: controle negativo. EB: extrato bruto. EH: extrato hexano. EC: extrato cloroférmio. EAE: extrato
acetato de etila. EHR: extrato hidroalcodlico remanescente
Dados expressos em porcentagem das médias em relagao ao controle + EPM, tratamento estatistico
pelo teste de variancia de uma via (ANOVA) e pds-teste de Tukey de comparagdes multiplas.
*p<=0,05 **p<=0,01 *** p<=0,001 ****p<=0,0001 em relac&o ao controle

FONTE: o autor (2017)

Nos casos das medidas das radiculas das plantulas de L. sativa, a inibicéo
foi significativa (entre 19 e 67% em relacao ao controle), quando as plantas foram
tratadas com os extratos das folhas de S. glandulosum (TABELA 5). Os extratos nas
concentracbes de 250 mg/mL das folhas estdo entre os mais ativos, em relacédo a
controle. O extrato que mais inibiu o crescimento (67,5%) das radiculas das folhas
foi o EH na concentracdao de 250 mg/mL. Os extratos ndo ativos foram os EAE das

folhas nas concentragfes de 250 mg/mL (excecao aos demais casos) e 500 mg/mL.
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Nos tratamentos em que se utilizaram os extratos das cascas, a inibicdo do
crescimento da radicula foi um pouco menor e a variagdo foi mais homogénea. Ao
contrario do que foi observado no caso das folhas, os extratos que ndo foram ativos
foram os EH de 250 e de 500 mg/mL. Este antagonismo de resultados do EH é
possivel devido a diferenca morfolégica e funcional entre os dois tipos de tecido, o
que resulta em composi¢ao quimica diferente.

A inibicdo do crescimento do hipocotilo pelos extratos foi também menor.
Neste caso foi observada acdo nos EB de 250 mg/mL e nas trés concentracdes dos
EC das cascas. No caso das folhas, as trés concentracdes dos EH e EC foram
ativas. Os demais extratos mostraram-se similares em relagéo ao controle.

Cabe ressaltar que os calculos de porcentagem foram realizados em relacéo
a média as medidas feitas para as plantulas que nao receberam o tratamento

(controle negativo).

TABELA 5 — PORCENTAGEM MEDIA E DESVIO PADRAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO DE
RADICULA E HIPOCOTILO DE L. sativa TRATADA COM EXTRATOS DE S. glandulosum
CALCULADOS EM RELACAO AO CONTROLE

EB EB EB EH EH EH EC EC EC EAE EAE EAE EHR EHR EHR

250 500 1000 250 500 1000 250 500 1000 250 500 1000 250 500 1000
Rad meédia  -42,0 -38,7 -444 -67,5 -289 -38,0 -385 -256 -315 -16,2 -44 -351 -442 -20,1 -194
folhas dp 278 242 18,1 193 19,7 17,1 259 260 21,4 248 29,7 17,5 195 242 21,2
Hipoc média  -104 -11,4 -11,7 -269 -189 -183 -149 -169 -196 -47 -03 -74 07 15 3,2
Folhas  dp 18,8 18,9 22,0 17,7 134 126 122 157 12,8 152 21,2 17,6 140 189 225
Rad média  -31,1 -243 -341 -89 -12,0 -25,7 -354 -346 -30,6 -31,8 -244 -340 -31,9 -29,1 -33,9
cascas dp 232 232 129 223 192 200 260 214 148 22,0 158 23,2 16,7 18,6 15,0
Hipoc média  -199 -12,7 -131 65 10,6 -10,7 -20,1 -19,2 -236 -13,7 -7,7 -93 -86 -28 9,5
Cascas  dp 12,8 14,4 209 209 187 244 155 128 150 239 20,1 20,7 16,3 18,7 124

C: controle negativo. EB: extrato bruto. EH: extrato hexano. EC: extrato cloroférmio. EAE: extrato
acetato de etila. EHR: extrato hidroalcodlico remanescente
FONTE: o autor (2017)

Estes resultados demonstram que 0s extratos concentrados (1000 mg/mL)
de folhas de S. glandulosum exercem efeito fitotéxico na germinacao das sementes
de L. sativa. Além disso, houve um efeito inibitério significativo no crescimento e
desenvolvimento das plantulas causado pelos extratos de S. glandulosum. Dessa
forma os extratos que podem ser considerados sem atividade alelopatica, de acordo
com este teste sdo os EAE das folhas e os EH das cascas, ambos nas

concentragdes de 250 e 500 mg/mL.
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3.5 AVALIACAO DE ATIVIDADE LARVICIDA

Nos ensaios de mortalidade (TABELA 6), foi verificado que o extrato bruto
(EB), cloroformio (EC) e acetato de etila (EAE) das folhas e cascas foram
responsaveis por um maior nimero de individuos mortos. Os extratos EH e EHR néo
provocaram mortalidade significativa quando comparadas as demais.

Dentre os extratos avaliados EAE das folhas foi o que apresentou maior
toxicidade para as larvas, uma vez que apresentou uma maior taxa de mortalidade,
em menor concentragdo (CLso>176 pg/mL), ou seja, apenas 176 pg/mL sé&o
suficientes para causar a mortalidade de 50% dos individuos. J& nos extratos das

cascas, 0s extratos EAE e EC foram os que apresentaram maior toxicidade.

TABELA 6 — EFEITO LARVICIDA DOS EXTRATOS DE S. glandulosum.

N°de mortos ClLs Intervalo de
250 (ug/mL) 500 (ug/mL) 1000 (ug/mL)  (Hg/mL) confianga 95% (pg/mL)
EB 6 10 11 333,71 256,76-433,73
EH 0 0 1 >1000
Folhas EC 0 4,7 5,3 >1000
EAE 7.3 9 8 304,75 112,39-826,37
EHR 0 1 1,3 >1000
EB 0 5 5,7 >1000
EH 0,7 0,7 0 >1000
Cascas EC 4,7 5,3 7,7 840,9 342,95-2061,86
EAE 6,3 10 12,7 307,79 218,91-432,75
EHR -0 2,7 4,3 >1000
Controle posit. (TEMEFOS) (60 ug/mL) 15** > 60 136,85 - 229,93

C: controle negativo. EB: extrato bruto. EH: extrato hexano. EC: extrato cloroférmio. EAE: extrato
acetato de etila. EHR: extrato hidroalcodlico remanescente.
Determinacado da CLsq realizada pelo teste de Probitos e pds-teste de Dunnet realizado para a
comparacao das médias *p<=0,05 **p<=0,01 em relacdo ao controle negativo.

FONTE: o autor (2017)

3.5.1 Avaliacéo de alteracbes na morfologia das larvas

Larvas no 4° estadio submetidas ao tratamento com os extratos EB, EH, EC,
EAE e EHR das folhas e cascas foram analisadas em microscopio éptico e algumas
alteracées na morfologia foram observadas (FIGURA 46 e FIGURA 47). Larvas
tratadas com a concentragdo de 500 e 1000 pg/mL do EB, EC e EAE das folhas e
cascas apresentaram espessamento da membrana peritréfica e do epitélio

subperitrofico mais espesso, ja que estes apresentaram alteragdo de coloragéo para
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mais enegrecidos. O tecido epitelial se mostrou descontinuado nos segmentos do
tecido para as concentragées de 500 yg/mL do EB e EAE das folhas, 250 e 1000
pMg/mL da EC e EAE das cascas. O tecido epitelial também se apresentou menos
espesso para as concentracdes de 1000 ug/mL dos extratos EB, 250 ug/mL e 1000
pMg/mL do EAE das folhas, 250 ug/mL da EC, 500 e 1000 yg/mL da EAE das cascas.
Os extratos EH e HR das folhas e cascas ndo provocaram alteracdes morfologicas

nas larvas tratadas.

FIGURA 46 — ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE
S glandulosum NO INTESTINO DAS LARVAS DE MOSQUITOS Aedes aegyptl .

EB: extrato bruto. EC: extrato cloroféormio. EAE: extrato acetato de etila.
Evidenciando a Membrana peritréfica (MP), o Epitélio Subperitréfico (ES), Tecido Epitelial (TE),

Lumen Intestinal (LI), Camada Gordurosa (CG).
FONTE: o autor (2017)

A alta mortalidade de larvas expostas aos extratos EB, EC e EAE das folhas
indicam a possibilidade do seu uso como larvicida natural e as alteracbes na
morfologia interna podem explicar a alta taxa de mortalidade decorrente da
intoxicacado. Isto pode ser afirmado, pois os processos de digestdo e de absorgao
ocorrem no intestino médio e a organizacdo espacial da digestdo depende da
relacdo de cada um dos compartimentos (célula, espaco endoperitrofico e
subperitréfico) com o epitélio subperitréfico, com o tecido epitelial, com as diferentes
fases da digestdo e com as enzimas correspondentes (Terra, 2001). Assim, qualquer
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alteracdo morfoldgica no sistema digestério das larvas pode influenciar na sobrevida

das larvas.

FIGURA 47 — ALTERAQOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELOS EXTRATOS DAS CASCAS DE
S. glandulosum NO INTESTINO DAS LARVAS DE MOSQUITOS Aedes aegypti -
A EB250ug/mL | _ EB500pg/mL EB 1000ug/p 4 EC 250pg/mL,
BGl ol ES ES o N S

' , o E 2 MP

<4,

Ues e

EC1000pg/mL &y EAE 250ug/mL |
ES Es TE MPgibs

TE MP Y / A

40x

EB: extrato bruto. EC: extrato cloroférmio. EAE: extrato acetato de etila.
Evidenciando a Membrana peritréfica (MP), o Epitélio Subperitréfico (ES), Tecido Epitelial (TE),

Lumen Intestinal (LI), Camada Gordurosa (CG).
FONTE: o autor (2017)

Os insetos ndo possuem a tipica camada de muco no trato digestério, como
os vertebrados. Entretanto, este é revestido por uma estrutura de protecdo Unica, a
membrana peritrofica. (RICHARDS; RICHARDS, 1977). A membrana peritrofica se
apresenta como uma estrutura mucinosa que difere do muco presente nos
vertebrados pela presenca da quitina na estrutura proteica. (WANG; GRANADOS,
1997). O aumento da espessura da membrana peritrofica pode ser considerado um
mecanismo de defesa da larva, visto que, uma das principais funcdes desta
membrana € a protecdo das células epiteliais contra a acdo mecanica do alimento,
além de barrar a invasao de microrganismos e patdgenos ingeridos. (RICHARDS;
RICHARDS, 1977).

Substancias toxicas interagem especificamente com receptores da
membrana apical do intestino médio, causando sérios danos ao epitélio, que
culminam com a morte da larva. (CHARLES; DE BARJAC, 1981; CHARLES;
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NIELSEN-LEROUX, 2000; PERUMALSAMY et al., 2013). Portanto, a diminuicdo da
espessura do tecido epitelial e a eventual descontinuagdo do mesmo, que ocorreram
apos o contato com os extratos de S. glandulosum, indicam que o extrato é
agressivo para as células do sistema digestério das larvas do mosquito
possivelmente pela interacdo com os receptores ali presentes.

O controle de mosquitos é uma importante ferramenta para o controle de
doencas causadas por aboviruses, flaviviruses e alfaviruses como a febre amarela, a
dengue, zika e chikungunya. (CHARLES E NIELSEN-LEROUX, 2000;
SCHUFFENECKER et al., 2006; DE OMENA et al., 2007; CHOUIN-CARNEIRO et
al., 2016). O mosquito Aedes aegypti € um vetor da febre amarela, dengue, Zika e
Chikungunha, sendo que para estas ultimas trés ndo ha vacina efetiva desenvolvida
e a Unica maneira de controlar a doenca é a controle da populacédo de vetores, por
meio do exterminio das larvas. (CICCIA et al., 2000).

O uso indiscriminado de inseticidas quimicos levou ao surgimento de
populacdes de mosquitos resistentes, o que trouxe a necessidade de pesquisa de
novos inseticidas. (CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 2000; MONTELLA et al., 2007).
Uma alternativa para o uso de inseticidas quimicos é o uso de inseticidas naturais
visando minimizar os danos ambientais causados por inseticidas como
organofosforados e piretroides. (MONTELLA et al., 2007). Alguns extratos de plantas
possuem atividade inseticida comprovada, e esses potenciais fitoinseticidas podem
ser alternativas mais seguras para o controle do mosquito, uma vez que se espera
gue apresentam um elevado grau de degradacdo no meio ambiente. (CICCIA et al.,
2000; ARRUDA et al., 2003; CHAITHONG et al., 2006; DE OMENA et al., 2007; DA
SILVA et al., 2014; DALARMI et al., 2015).

Rahuman et al. (2008) comprovou atividade larvicida de diversas espécies
de plantas da familia Euphorbiaceae, familia a qual S. glandulosum pertence. Assim,
€ possivel o uso de extratos de plantas, ja que eles contém diferentes compostos
quimicos que podem agir sinergicamente por diversos mecanismos de acdo
reduzindo o desenvolvimento da resisténcia ao larvicida.

Dessa forma, 0 uso de extratos oriundos de S. glandulosum, especialmente
os extratos EC e EAE das folhas, no controle da populagédo de larvas de Aedes
aegypti € um método alternativo para minimizar os efeitos nocivos de pesticidas
utilizados no controle do mosquito. Neste sentido, estes extratos se mostram uma

alternativa para o uso de larvicidas quimicos.
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3.6 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo dos resultados dos testes de atividade antimicrobiana pelo
método de microdiluicdo foi realizada segundo Holetz et al. (2002), em que extratos
com CIM menor que 100 mg/mL foram considerados com boa atividade, extratos
com CIM entre 100 e 500 mg/mL foram considerados com atividade moderada,
extratos com CIM entre 500 e 1000 mg/mL foram considerados com atividade fraca
e extratos com CIM superior que 1000 mg/mL foram considerados inativos.

A avaliacdo da atividade dos extratos de S. glandulosum contra bactérias
(TABELA 7) mostrou atividades moderadas a boas para todas as cepas avaliadas,
segundo a classificacédo sugerida por Holetz et al. (2002). Cabe, entretanto, ressaltar
as atividades avaliadas como boas dos extratos EC das folhas contra as espécies
Bacillus subtilis, Staphylococcus saprophyticus e Klebsiella pneumoniae, com CIM
de 75mg/mL. Atividade antibacteriana similar, com CIM de 75mg/mL também foi
obtida para o EB das cascas de S. glandulosum contra o microrganismo Bacillus
subtilis. Além disso, boas atividades foram encontradas contra Klebsiella
pneumoniae para os extratos EC (CIM de 50mg/mL) e EAE (CIM de 75mg/mL).

Todos os extratos testados tiveram atividade bactericida.
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TABELA 7 — VALORES DE CIM E CLM OBTIDOS PARA OS EXTRATOS DE S. glandulosum, NA
AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA.

Bacillus subtilis Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus

aureus epidermidis saprophyticus

Extratos CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

EB 125 125 150 150 155 175 125 125

EH 250 250 125 125 125 150 100 100

Folhas EC 75 75 100 100 100 100 75 75

EAE 125 125 150 150 125 125 125 125

EHR 250 250 150 150 125 125 125 150

EB 75 75 150 150 125 125 125 150

EH 250 250 175 175 125 125 125 150

Cascas EC 125 125 150 150 150 150 150 150

EAE 250 250 175 175 150 150 150 150

EHR 250 250 175 175 175 175 175 150
Cloranf. 4,23 - 3,12 - 3,12 - 4,22 -
Escherichia coli Pseudomonas Shigella sonnei Klebsiella

aeruginosa pneumoniae

CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

EB 125 125 125 125 125 125 125 125

EH 250 250 250 250 250 250 100 100

Folhas EC 150 150 125 125 125 125 75 75

EAE 125 125 250 250 125 125 125 125

EHR 125 125 250 250 250 250 250 250

EB 125 125 125 125 125 125 125 125

EH 125 125 250 250 125 125 250 250
Cascas EC 125 125 125 125 125 125 50 50
EAE 250 250 250 250 250 250 75 75

EHR 125 125 125 125 250 250 250 250
Cloranf. 3,12 - 3,12 - 3,12 - 4,22 -

EB: extrato bruto. EH: extrato hexano. EC: extrato cloroférmio. EAE: extrato acetato de etila. EHR:
extrato hidroalcodlico remanescente. Controle positivo: Coranfenicol.
CIM: Concentragao inibitéria minima. CLM: concentragéo letal minima.
FONTE: o autor (2017)

Os extratos de S. glandulosum também apresentaram atividade antifiingica

de moderada a boa (TABELA 8). Os extratos com atividade mais elevada, cujas

atividades sado classificadas como boa segundo Holetz et al. (2002), foram os

extratos EC das folhas e das cascas (ambos com CIM de 75mg/mL), ativos contra

Cryptococcus neoformans. O extrato EC das cascas também apresentou atividade

boa (CIM de 75mg/mL) contra Candida albicans e Candida tropicalis. Todos os

extratos testados foram letais para as espécies fungicas.
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TABELA 8 — VALORES DE CIM E CLM OBTIDOS PARA OS EXTRATOS DE S. glandulosum, NA
AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA.

Candida albicans Candida tropicalis ~ Sacharomices Cryptococcus
cerevisae neoformans
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
EB 250 250 250 250 125 125 125 125
EH 250 250 250 250 125 125 125 125
Folhas EC 125 125 125 125 125 125 75 75
EAE 250 250 250 250 125 125 250 250
EHR 250 250 250 250 125 125 250 250
EB 125 125 125 125 125 125 125 125
EH 250 250 250 250 125 125 125 125
Cascas EC 75 75 75 75 125 125 75 75
EAE 250 250 250 250 125 125 250 500
EHR 125 125 125 125 125 125 250 500
Nistatina 10,3 - 10,3 - 5,15 - - -

EB: extrato bruto. EH: extrato hexano. EC: extrato cloroformio. EAE: extrato acetato de etila. EHR:
extrato hidroalcoolico remanescente. Controle positivo: Nistatina.
CIM: Concentracao inibitéria minima. CLM: concentragéo letal minima.

FONTE: o autor (2017)

Os resultados para CIM e CLM em todos os casos indicam a mesma dose
ativa para as duas medidas. Isto significa que os extratos de S. glandulosum tém
atividade bactericida e ndo apenas bacteriostatica. Dessa forma, os extratos
testados ndo apenas impedem a proliferacdo celular, mas também impedem a
viabilidade celular destes organismos.

Compostos fitoquimicos com atividade antimicrobiana podem ser
classificados em fendlicos e polifendlicos, terpenoides e 6leos essenciais, alcaloides,
lecitinas e polipeptidos ou ainda misturas. (COWAN, 1999).

O mecanismo de acdo da atividade antimicrobiana atribuida aos fenis e
polifendis inclui a inibicdo enzimatica proferida pelos compostos oxidados,
possivelmente pela reacdo com grupos sulfidrila ou por reagcdes mais inespecificas
com proteinas. (MASON; BRUCE P, 1987; COWAN, 1999). No caso de S.
glandulosum, a avaliacdo fitoquimica demonstrou a presenca de flavonoides e
precursores de taninos hidrolisaveis, 0os quais podem ser 0s responsaveis pela
atividade bioldgica encontrada. Flavonoides estdo envolvidos na defesa das plantas
contra microrganismos invasores, portanto, nada mais natural que se espere
atividade antimicrobiana relacionada a estas substancias. (DIXON et al., 1983). Do
mesmo modo os taninos também sdo capazes de interagir com as proteinas por
meio de ligacdes inespecificas, como pontes de hidrogénio e ligacbes covalentes e 0

seu provavel mecanismo de acgdo seria a inativacdo de adesinas bacterianas,
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enzimas e outras proteinas. Scalbert (1991) em um trabalho de revisdo mostrou que
taninos possuem atividade antimicrobiana contra fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. Além disso, ndo se pode deixar de considerar a importancia da acéo de
misturas, como ocorre com a aplicacado de extratos, também foco deste estudo, ja
gue as amostras testadas foram extratos. No caso de misturas muitas classes de
metabdlitos de plantas com atividade biolégica agem de modo sinérgico,
potencializando o efeito. Nao se deve, entretanto, ignorar que tais misturas podem
também possuir atividade toxica, devendo ser estudadas mais profundamente para
uso em seres humanos. (COWAN, 1999).

3.7 AVALIACAO DE ATIVIDADE CITOTOXICA

3.7.1 Avaliacao de citotoxidade dos extratos

Segundo Suffness e Pezzuto (1990), valores de Clsg inferiores a 30 ug/mL
para extratos de produtos naturais podem ser considerados ativos, portanto que
possuem atividade citotoxica. Dessa forma, em geral, os extratos de S. glandulosum
possuem atividade citotoxica (TABELA 9) contra pelo menos uma das linhagens
testadas: U251 (glioma, SNC), NCI-ADR/RES (ovario, com fenétipo de resisténcia a
multiplas drogas), 786-0 (rim), OVCAR-3 (ovario) e HT-29 (célon). Cabe, além disso,
destacar que um antineoplasico ideal € aquele que tem a capacidade de eliminar as
células neopléasicas, mas nao células normais, aqui representadas pelas células de
rim de macaco, VERO (ATCC-CCL-81).

Os extratos bruto e hexano das folhas apresentou atividade contra a
linhagem HT-29 (cblon) e ndo apresentaram atividade contra as células VERO. O
extrato cloroférmio das folhas apresentou atividade contra todas as linhagens,
inclusive contra as células VERO, o que o retira da lista de potencial antineoplasico.
O extrato hidroalcodlico remanescente ndo teve atividade contra as células
neoplasicas, mas teve contra as células normais. JA o extrato acetato de etila das
folhas foi o que apresentou melhor atividade antineoplasica, ja que teve atividade
contra todas as células tumorais testadas, mas ndo apresentou atividade contra
células VERO.

O extrato bruto das cascas ndo apresentou atividade. O extrato hexano das

cascas apresentou atividade contra todas as células testadas, inclusive contra as
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células normais, o que também ocorreu com os extratos cloroférmio e acetato de
etila. A fracdo hidroalcodlica remanescente teve atividade contra as células 786-0

(rim), e HT-29 (c6lon), porém teve, também, atividade contra as células normais.

TABELA 9 — VALORES DE Clsg (ug/mL), OBTIDOS NOS TESTES DE CITOTOXICIDADE DOS
EXTRATOS DE S. glandulosum

U251 NCI-ADR/RES 786-0 OVCAR-3* HT-29 VERO
Doxorrub. 0,036 11 0,25 0,28 0,27 0,023
EB 77 75 33 31 25 44
EH 45 34 48 36 26 36
Folhas EC 11 12 11 10 12 13
EAE 23 22 20 21 20 51
EHR 46 49 51 55 38 23
EB 34 46 38 33 31 48
EH 21 12 16 15,1 17 25
Cascas EC 8,9 10,1 7,2 55 8,3 12,6
EAE 22 26 24,5 27,1 20,9 25
EHR 32,2 34,5 21,3 33,9 21,2 25

EB: extrato bruto. EH: extrato hexano. EC: extrato cloroférmio. EAE: extrato acetato de etila. EHR:
extrato hidroalcoolico remanescente. Controle positivo: Doxorrubicina
FONTE: o autor (2017)

Assim, o teste de citotoxicidade revelou o EAE das folhas de S. glandulosum
como detentor da melhor atividade antineoplasica, jA que possui atividade contra
todas as linhagens tumorais testadas, enquanto que nao é tdo ativo contra a
linhagem de células normais utilizada neste teste. J& o controle positivo é ativo
também contra as células VERO, fato este que nao € ideal. Assim, o EAE pode ser

um importante candidato a antitumoral, ndo ativo contra as células normais.

3.7.2 Avaliacao de citotoxicidade de substéncias isoladas

Algumas das substéncias isoladas de S. glandulosum foram avaliadas para
a citotoxicidade contra células SIHA (neoplasia de cérvice uterina escamosa humana
com genoma de HPV16).

O isolado FOCAMO2 apresentou atividade (Clsgp 11,03 pg/mL) contra a
linhagem celular testada (TABELA 10), de acordo com Suffness e Pezzuto (1990)
em que amostras ativas possuem Clsg inferior a 30 uyg/mL. Cabe ressaltar que esta

amostra é a unica entre as testadas que contém acido elagico na sua composicéo, o
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que sugere que este € o responsavel pela atividade apresentada (GRAFICO 3), fato
este que condiz com relatos da literatura sobre esta substancia. (KASIMSETTY et
al., 2010; HUSSEIN; KHALIFA, 2014).

TABELA 10 — VALORES DE Cls (ug/mL), OBTIDOS NOS TESTES DE CITOTOXICIDADE DOS
ISOLADOS FOCAM 1, FOCAM 2 E FOCAM 5

SIHA
FOCAM1 94,49
FOCAM2 11,03
FOCAM5 69,44

FONTE: o autor (2017)

O GRAFICO 3 mostra que a dosagem de 50 pg/mL da amostra FOCAM1
apresentou atividade estatisticamente diferente do controle negativo (CN). Do
mesmo modo, todas as dosagens de FOCAM2 e as dosagens de 25 ug/mL e 50
pg/mL de FOCAMS também foram ativas contra as células neoplasicas SIHA. As
estruturas quimicas presentes nas amostras estao representadas da esquerda para
a direita em ordem decrescente de concentragcdo em cada amostra. Dessa forma
pode-se perceber que a atividade citotéxica é maior na amostra FOCAM2, amostra
esta que contém derivados do &cido elagico como substancia majoritaria. J4 a
amostra FOCAMb5, apesar de possuir acido elagico na sua composicao, tem maior
concentracdo de acido hexahidroxidifénico, o que possivelmente contribuiu com a
menor atividade biologica. A amostra FOCAM1 conta apenas com derivados do
acido hexahidroxidifénico e nenhum derivado do acido elagico e a sua atividade foi

bastante inferior que das demais amostras.
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GRAFICO 3 - TESTE DE CITOTOXICIDADE DOS ISOLADOS DE S. glandulosum SOBRE AS
CELULAS SIHA
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FONTE: o autor (2017)

Tais metabdlitos secundarios possuem a estrutura quimica derivada de duas
unidades de acido galico, metabolito este que possui atividade contra a invasao de
células de melanoma, mediada, pelo menos em parte pelas vias sinalizadoras
Ras/ERK levando a reducdo da expressao génica de MMP-2/9 e dos niveis de
proteina. (ALQATHAMA; PRIETO, 2015).

Este teste mostra que a mistura de substancias FOCAM2 é um candidato
para futuro agente antitumoral contra a linhagem celular testada, uma vez que
apresentou atividade estatisticamente diferente (p<=0,0001) do controle negativo, no

caso das amostras mais concentradas.
3.8 AVALIAC}AO DE ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
3.8.1 Nocicepcao induzida por formalina
O teste da formalina, originalmente desenvolvido por Dubuisson e Dennis
(1977) foi planejado para testar analgesia por dor provocada por estimulo continuo

em ratos e gatos. Esta caracteristica de estimulo continuo se assemelha mais com a

maioria das dores clinicas. Além disso, o teste da formalina permite a observagéo de
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toda a gama de respostas comportamentais. Hunskaar et al. (1985) adaptaram o
teste para a realizagdo em camundongos. Este Teste avalia a resposta a dores
moderadas e continuas. O padrdo de resposta a este estimulo de nocicepcao
provocado pela formalina € bifasico, isto €, se da em duas fases. A primeira € a fase
aguda, causada pelo estimulo direto dos nociceptores, e ocorre nos primeiros cinco
minutos apoés a injecao e a segunda € a de origem inflamatoria, de se d4 apos 15 a
30 min.

O GRAFICO 4 mostra que as diferentes concentracdes de extrato bruto das
folhas de S. glandulosum ndo apresentaram acdo antinociceptiva estatisticamente
significativa em ambas as fases de dor aguda inflamatoria (12 fase) e de dor de

origem inflamatéria (22 fase).

GRAFICO 4 — TESTE DE NOCICEP(;AO INDUZIDA POR FORMALINA DO EXTRATO BRUTO DAS
FOLHAS DE S. glandulosum
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C: controle negativo. EB: Extrato bruto. Tratamento estatistico pelo teste de varidncia de uma via
(ANOVA) e poés-teste de Dunnett de comparagdes multiplas
FONTE: o autor (2017)

3.8.2 Nocicepcgéo induzida por acido acético

Com a finalidade de avaliar a atividade antinociceptiva por mais de um
meétodo, foi também realizado o teste de nocicepc¢ao produzida pelo acido acético.
Neste caso, como mostra o GRAFICO 5, houve atividade antinociceptiva
estatisticamente diferente do controle negativo, porém a atividade obtida néo foi
dose-dependente, isto €, o teste demonstrou que todas as doses testadas obtiveram

atividade estatisticamente equivalente entre si. O modelo de nocicepc¢do induzida
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pelo 4cido acético € um modelo classico de dor somato-visceral utilizado na triagem
de substancias com potencial analgésico. A administrac@o intraperitoneal de uma
solucéo de acido acético provoca movimentos reflexivos, indicativos da presenca de
dor abdominal, caracterizados por contragcbes abdominais associadas a extenséo
das patas traseiras, além de diminuicdo da atividade motora. (LE BARS et al., 2001;
MONTRUCCHIO, 2012). Esse método € um método mais sensivel, que permite a
identificagdo de analgésicos fracos (LE BARS et al., 2001), o que pode ser o caso
dos extratos de S. glandulosum. Entretanto, este tipo de método é também menos
especifico, visto que muitas vezes € positivo para drogas nao analgésicas, como
anti-histaminicos, bloqueadores adrenérgicos, relaxantes musculares, entre outros.
Assim, uma atividade positiva para este teste, ndo necessariamente significa que ha,
de fato, uma atividade analgésica. (LE BARS et al., 2001).

GRAFICO 5 — TESTE DE NOCICEPCAO INDUZIDA POR ACIDO ACETICO DO EXTRATO BRUTO
DAS FOLHAS DE S. glandulosum
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C: controle negativo. EB: Extrato bruto. Tratamento estatistico pelo teste de varidncia de uma via
(ANOVA) e pos-teste de Dunnett de comparagfes multiplas *p<=0,05 em relacdo ao controle
FONTE: o autor (2017)

Ao realizar a avaliacdo comparativa entre os dois testes, mesmo levando-se
em consideracdo a baixa especificidade do teste do acido acético, ndo pode ser
ignorada a possibilidade de que os extratos de S. glandulosum testados possuam
um efeito analgésico fraco. O teste de formalina produz um estimulo relativamente
forte de nocicepcao e, no caso de analgésicos fracos, ha a possibilidade de que a
forca do estimulo nociceptivo seja maior que a poténcia analgésica do extrato.
Assim, considerando-se que o teste de nocicepc¢do para formalina, menos sensivel,

nao obteve resultado positivo e que houve uma atividade fraca no teste do acido
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aceético e sabendo-se que este ultimo ndo é um teste especifico para nocicepcao,

seria recomendavel realizacdo de outros testes para esclarecer este ponto.
3.8.3 Avaliacdo da atividade locomotora

Os testes de atividade locomotora sdo realizados para verificar possiveis
efeitos inespecificos por parte dos extratos. O tratamento prolongado com as duas
dosagens (500 e 1000 mg/kg) de extrato das folhas de S. glandulosum n&o causou
alteracdes estatisticamente significativas no comportamento dos animais (GRAFICO
6).

GRAFICO 6 — AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA APOS A ADMINISTRACAO DO
EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE S. glandulosum
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C: controle negativo. EB: Extrato bruto. Tratamento estatistico pelo teste de varidncia de uma via
(ANOVA) e poés-teste de Dunnett de comparacdes mltiplas
FONTE: o autor (2017)

Os dados obtidos no primeiro dia de avaliacdo da influéncia dos extratos
administrados na atividade locomotora dos animais excluem a possibilidade de que
o efeito antinociceptivo observado no teste do acido acético esteja relacionado a
uma diminuicdo da atividade locomotora causada por sedacao. De acordo com este
modelo experimental, pode-se entdo concluir que o uso dos extratos nao interfere no

comportamento locomotor dos animais e ndo causa sedacéo.
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3.9 AVALIACAO DE POSSIVEIS EFEITOS TOXICOS

3.9.1 Ganho/perda de peso, peso relativo de érgaos, niveis de enzimas hepaticas e

atividade locomotora apds administracdo crénica

A avaliagdo de possiveis efeitos toxicos se deu pela avaliacdo de distintos
parametros. O primeiro fator observado foi 0 ganho ou a perda de peso dos animais,
durante 21 dias de administracdo via oral do EB das folhas. De acordo com o
GRAFICO 7, observou-se que os animais que receberam diariamente o extrato das
folhas de S. glandulosum na dosagem de 1000 mg/kg perderam peso em relacdo ao
controle e aos animais que receberam o extrato das folhas de S. glandulosum na
dosagem de 500 mg/kg.

GRAFICO 7 — AVALIACAO DA VARIACAO DE PESO DOS ANIMAIS APOS A ADMINISTRACAO DO
EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE S. glandulosum
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Tratamento estatistico pelo teste de variancia de uma via (ANOVA) e pds-teste de Tukey de
comparacdes multiplas *p<=0,05 **p<=0,01 em relacdo ao controle negativo
FONTE: o autor (2017)

Esta perda de peso pode ser decorrente de uma diminuicdo no apetite em
funcdo da administragdo do extrato na dose mais alta. Tal diminuicdo poderia ser
desencadeada por fatores organolépticos do referido extrato, ou por algum dano que

ele cause ao aparelho digestorio, que cause dor, ou que diminua a absor¢do de
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nutrientes. De fato, ao observar o GRAFICO 8 nota-se uma diminui¢do no peso do
estbmago, exatamente na mesma dose de 1000 mg/kg, mais um indicio de que esta
dose possa interferir de algum modo no aparelho digestério. Entretanto, mais testes

seriam necessarios para revelar a razdo que levou a perda de peso destes animais.

GRAFICO 8 — AVALIACAO DA VARIACAO DE PESO DOS ORGAOS DOS ANIMAIS EM RELACAO
AO PESO TOTAL DO ANIMAL APOS A ADMINISTRACAO DIARIA DO EXTRATO BRUTO DAS
FOLHAS DE S. glandulosum
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FONTE: o autor (2017)

O GRAFICO 8 também mostra que, em relagcdo aos controles, ndo houve
outras alteracfes estatisticamente significantes em relacdo ao peso dos 6érgaos dos
animais que receberam os extratos das folhas de S. glandulosum.

Ainda buscando avaliar a seguranca do extrato bruto das folhas de S.
glandulosum, foram realizados testes bioguimicos, com o objetivo de avaliar a
funcdo hepatica e renal dos animais tratados (GRAFICO 9). A funcdo hepatica foi
avaliada por meio da dosagem das transaminases aspartato aminotranferase (AST)
e alanina aminotransferase (ALT). Estas enzimas normalmente estdo contidas
dentro das células do figado e, quando liberadas para a corrente sanguinea indicam
a presenca de algum problema no mesmo. A enzima AST é encontrada em diversos
tecidos e ndo é um indicativo especifico de lesbes no figado, podendo estar

aumentada em caso de danos cardiacos, por exemplo. Ja a enzima ALT € um
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indicador mais especifico de dano hepatico. Os niveis enzimaticos séricos de AST e
ALT (GRAFICO 9) apresentaram-se reduzidos em relagdo ao controle. Isto significa
que as doses testadas de extrato bruto das de S. glandulosum n&o apresentam
toxicidade a nivel hepatico. O fato de que os niveis enzimaticos apresentaram-se
reduzidos em relagcéo ao controle poderia indicar um efeito hepatoprotetor, que pode
ser causado pela presenca de flavonoides como a rutina. (JANBAZ et al., 2002).
Entretanto, para que este efeito fosse de fato confirmado seria necessaria a
realizacdo de mais testes especificos. Ja a funcao renal foi avaliada pelas dosagens
de creatinina, ureia e de &cido Urico. Observou-se uma reducdo nos niveis séricos
de ureia (GRAFICO 9). Entretanto, um dano renal seria detectado apenas pelo
aumento destes parametros bioquimicos, ja que estes indicariam 0 mau
funcionamento do sistema renal causado pela incapacidade de eliminar estas

substancias.

GRAFICO 9 — AVALIACAO DOS DADOS BIOQUIMICOS DOS ANIMAIS APOS A ADMINISTRAGAO
DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE S. glandulosum
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Dessa forma, conclui-se que o0s parametros bioquimicos ndo sofreram
alteracdes que revelem toxicidade pela administragdo do extrato bruto das folhas de
s. glandulosum.

A avaliacdo dos parametros hematolégicos (GRAFICO 10) foi também
realizada. No quesito serie vermelha, todos os parametros avaliados obtiveram
resultados estatisticamente iguais aos dos controles, com excecdo do parametro
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Os valores de CHCM
para ambas as doses ficaram aumentados. Isto significa que houve uma hipercromia
em relacdo ao controle e que poderia haver esferocitose.

O perfil da série branca (GRAFICO 10) foi considerado normal, ja que a
contagem de leucécitos dos animais tratados foi estatisticamente similar ao controle.
Do mesmo modo, ndo houve alteracbes morfoldgicas nas células.

O perfil plaquetario (GRAFICO 10) também foi considerado normal. Houve
um aumento na contagem das plaquetas dos animais tratados em relacdo aos
animais controle. Entretanto no caso da série plaquetéaria o principal problema seria
uma trombocitopenia, ou seja, uma diminuicdo no numero das plaquetas, fato este
gue ndo ocorreu com 0s animais tratados.

Dessa forma, os resultados das avaliacdes dos parametros de toxicidade in
vivo indicam que a os extratos testados, apesar de serem ativos contra as linhagens
de células tumorais testadas, ndo levaram a alteracdes bioquimicas, hematolégicas

e histopatoldgicas.



GRAFICO 10 - AVAI:IAC}AO DOS DADOS HEMATOLOGICOS DOS ANIMAIS APOS A
ADMINISTRACAO DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE S. glandulosum
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3.9.2 Andlise histopatoldgica

A analise histopatoldgica foi realizada nos 6rgaos figado, rim e estébmago.
Foram avaliados fatores indicadores da presenca de toxicidade. No figado procurou-
se observar inflamagdes, esteatose e necrose. Nos rins buscaram-se indicios como
hialinizacéo glomerular, glomerulite, cistificagdo e/ou inflamacé&o dos tabulos renais e
necrose tubular. No estamago os indicadores de alteracbes patoldgicas buscados
foram gastrite, ndo integridade da mucosa, presenca de inflamacéo e Ulceras.

A avaliagdo das laminas mostrou que ndo houve alteracdes indicativas de
toxicidade por parte do extrato bruto das folhas de S. glandulosum. Os tecidos

apresentaram-se morfologicamente normais.
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4 CONCLUSAO

O presente trabalho deu um passo adiante no estudo fitoquimico da familia
Haemodoraceae, identificando 19 metabdlitos secundarios da espécie S.
orinocensis. O perfil metabdlico da espécie apresentou-se similar ao perfil de outras
espécies desta familia. Foram identificados sete compostos inéditos na literatura,
sendo que cinco séo provavelmente artefatos relacionados a utilizacdo do solvente
acetona.

Ainda no campo da fitoquimica, o estudo da espécie S. glandulosum permitiu
a identificacdo de dez compostos, dos quais trés sao inéditos na literatura. Os
estudos de atividades biolégicas de S. glandulosum detectaram atividades biologicas
larvicida, antimicrobiana e citotoxica.

A atividade larvicida, contra o mosquito Aedes aegypti foi especialmente boa
em alguns dos extratos avaliados. O objetivo da realizacdo deste teste foi a
deteccao de fitotoxinas presentes nos extratos de S. glandulosum. Apesar de alguns
extratos causarem algumas alteragdes no desenvolvimento das plantulas de L.
sativa, as alteracdes nado foram expressivas. Esta informacdo pode ser muito
importante, se correlacionada com os estudos de atividade larvicida, ja que mostram
que a aplicacéo dos extratos, especialmente o extrato acetato de etila das folhas nas
concentracbes de até 500 mg/mL, para o controle da populacdo de mosquitos
possivelmente ndo va afetar as plantas préximas ao local da aplicacao do larvicida.

Outros resultados importantes foram as expressivas atividades
antimicrobianas e citotoxica, que além de apresentarem numeros bastante
importantes, ndo apresentaram toxicidade in vivo em relagdo aos parametros
avaliados, ja que estes ndo sofreram alteracdo em funcdo da administracdo do
extrato bruto das folhas de s. glandulosum. Estes resultados mostram que, apesar
da atividade citotOxica in vitro obtida contra células tumorais, estes extratos ndo séo
toxicos para as ceélulas normais dos camundongos, tornando a planta S.
glandulosum uma importante candidata ao desenvolvimento de novos farmacos

antimicrobianos e/ou antitumorais.
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Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiologico

Numero: 47350-4 Data da Emissao: 10/12/2014 20:25

Dados do titular

Nome: Fernanda Maria Marins Ocampos |CPF: 052.552.749-41

Observagoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territdrio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pe¢as integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusao ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizacao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

A autorizacao nao eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades
forem realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacao federal cujo processo de regularizacao fundiaria encontra-se em curso;
1) da comunidade indigena envolvida, ouvido o 6rgao indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de
Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em area indispensavel a seguranga nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades
de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Producao Mineral, quando a pesquisa visar a exploracao de
depositos fossiliferos ou a extracao de espécimes fosseis; VI) do 6rgao gestor da unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

3 | O material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

E necessario a obtencao de anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como de consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera

4 realizada a atividade

5 | Este documento nao abrange a coleta de vegetais hidrébios, tendo em vista que o Decreto-Lei n° 221/1967 e 0 Art. 36 da Lei n° 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtencao de autorizacao para coleta de vegetais hidrobios para fins cientificos..

g |A autorizacao para envio ao exterior de material biologico nao consignado deverd ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenca para importacao ou exportacao de flora e fauna - CITES e nao CITES).

;| Este documento nao € valido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameagadas de extingao; b) recebimento ou envio

de material biologico ao exterior; e c) realizacao de pesquisa em unidade de conservacao federal ou em caverna.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territorio nacional, na
8 | plataforma continental e na zona economica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccao e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informacoes em www.mma.gov.br/cgen.

Taxons autorizados

# Nivel taxonémico Taxon(s)

1 _|ESPECIE Sapium_spp., Schiekia orinocensis, Sapium glandulosum

2 _|FAMILIA Haemodoraceae

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico) foi expedido com base na Instrucao Normativa
n° 03/2014. Através do cédigo de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio
da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 19147124 ‘m “ ||“ ‘l“‘" ‘l’ ‘l |‘
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ANEXO 3 - CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

z::é—q'-"“f- Ministério da Edu
TR F T universioaoe FEDERAL DO PARANA
————=afl I Setor de Ciéncias Bioltgicas

W Comissao de Etica :vg! ‘:l':) de Animais

AL DO waE AN

CERTIFICADO

A Comissio de Efica ne Usc de Animais (CEUA) do Setor de C¥éncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parana, instituido pela PORTARIA N°
787/03-BL. de 11 de junho de 2003, com base nas nommas para a constituicio e
funconamento da CEUA, estabelecidas pela RESOLUGAO N° 01/03-BL, de 08 de
maio de 2003 e considerando o contido no Regimente Intemo da CEUA,
CERTIFICA gue os procedimentos utiizande animais no projeto de pesqusa
abaixo especificado, estao de acordo com 0s principios éticos estabelecidos pele
Colégio Brasileiro de Experimentagac Animal (COBEA) e exigéncias estabelecdas
em "Guide for the Care and Use of Expenmental Animals (Canadian Council on
Animal Cave)",

CERTIFICATION

The Ethics Animal Exgeniment Committee of the Sator de Ciéncias Biclogicas of
the Federal University of Parana, established by the DECREE N°® 787/03-BL on June 11th
2003, based upon the RESOLUTION N° 01/03-BL from May Stn 2003, and upon the
CEUA internal regiment, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the ethical principals established by the
Expermental Animal Brazilian Council {COBEA), and with the requirements of the "Guide
for the Care and Ussa of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)".

PROCESSO: 22075.011375/2014-31 APROVADO: 22/05/2014 - R.O. 04/2014

TITULO: Investigagao farmacologica de exiratos vegetas utdzades popularmente -
énfase em atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria

AUTORES: Delse Prehs Montrucchio, Fernanda Maria Martins Ocampos, Danielia Maria
Soares de Oliveira, Ana Flavia Schvabe Duarte, Mariana Saragioto Krause, Vinicius
Bednarczuck de Oliveira, Luciane Dalarmi

. ocordenador da CEUA
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