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RESUMO

A espécie Chusquea pinifolia pertence a familia Poacea, € uma espécie endémica
encontrada nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Parana, localizada
em campos de altitude na regido de alta montanha. O ambiente onde é encontrada e a
falta de estudo sobre a espécie foi o que motivou o desenvolvimento deste trabalho que
tem como principal objetivo a identificacdo de compostos e a avaliagédo das atividades
bioldgicas presentes nos constituintes quimicos. Para o estudo da espécie foram obtidos
extratos brutos para folha e caule utilizando etanol como solvente. Posteriormente os
extratos brutos foram fracionados com solventes de polaridade crescente para obtencéo
das fragdes hexano, cloroformio, acetato de etila e hidroalcodlica remanescente. Foram
feitos doseamentos de polifenois e flavonoides totais. As atividades bioldgicas realizadas
foram a de toxicidade frente a Artemia salina, atividade hemolitica e atividade
antioxidante (DPPH, complexo fosfomolibdénio). Isolou-se um triterpeno identificado
como Friedelina da fracdo hexano do caule, estudos realizados apontam significativa
atividade analgésica desta substancia, e da fragcédo cloroférmio das folhas foi isolado um
flavonoide identificado como Tricin, avaliado como composto majoritario do extrato bruto
das folhas. Nenhuma das fragcdes dos extratos brutos causou toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina. Na atividade hemolitica a fragdo hexano do caule, nas
concentracgdes de 500, 800 e 1000 pg/mL, causou hemolise de média 60% em relagao ao
controle. Na atividade antioxidante pelo método DPPH, a fragdo acetato de etila do caule
foi a que apresentou melhor atividade, com I1Cs0 de 21ug/mL, no complexo
fosfomolibdénio a fragdo cloroformio tanto para folna como para o caule expressaram
atividades respectivamente de 18,23% e 41,08%, comparada ao controle vitamina C.
Conclui-se que a espécie Chusquea pinifolia necessita de mais estudos com finalidade
de verificar suas atividades farmacologicas ja que os resultados demonstram baixa
toxicidade e boa atividade antioxidante nos modelos analisados.

Palavras-chave: Friedelina. Tricin. Artemia salina. Hemolise. Complexo fosfomolibdénio.



ABSTRACT

The species Chusquea pinifolia belongs to the family Poacea, is a species found in
the states of Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro and Parana, located in high altitude
fields in the high mountain region. Due to the environment where it is found and the lack
of study on a species in which the development of the work has as main objective the
identification of an evaluation of the biological activity present in the chemical
constituents. For the study of the species with obtained crude extracts for leaf and stem,
use as solvent. Subsequently the crude extracts were fractionated with solvents of
increasing polarity to obtain the remaining hexane, chloroform, ethyl acetate and
hydroalcoholic fractions. Doses of polyphenols and total flavonoids were made. As
biological activities performed the toxicity to Artemia salina, hemolytic activity and
antioxidant activity (DPPH, phosphomolybdenum complex).It was isolated a triterpene
identified as Friedelina of the hexane fraction of the stem, studies carried out indicate
significant analgesic activity of this substance, and of the chloroform fraction of leaves
was isolated a flavonoid identified as Tricin, evaluated as the major compound of the raw
extract of the leaves. None of the fractions from the crude extracts caused toxicity to the
microcrack Artemia salina. In the hemolytic activity, the hexane fraction of the stem, at
concentrations of 500, 800 and 1000 pg /mL, caused a mean hemolysis of 60% in relation
to the control. In the antioxidant activity by the DPPH method, a ethyl acetate fraction of
the stem was the one that presented the best activity, with 1Cs50 of 21 pg/mL,
phosphomolybdenum complex the chloroform fraction for both leaf and stem respectively
expressed 18.23% and 41.08% compared to vitamin C control.lt is concluded that the
species Chusquea pinifolia requires further studies to verify its pharmacological activities
since the results demonstrate low toxicity and good antioxidant activity in the analyzed
models.

Keywords: Friedelina. Tricin. Artemia salina. Hemolysis. Fossomolybdenum complex.
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1.  INTRODUGAO

O homem utiliza as espécies vegetais desde os primérdios da civilizagéo,
como vestuario, fonte de alimentos, matéria-prima e para a produ¢do de meios de
transporte. Dentre essas diversas fontes alternativas sabe-se que os insumos de
origem vegetal participam da existéncia da sociedade, tendo como principal
vantagem o fato de representar uma fonte de recursos renovaveis (SIMOES, 2000).

Historicamente os tratamentos farmacologicos de doencgas iniciaram-se com o
uso de plantas medicinais, utilizadas como matéria-prima para producgéo de
medicamentos, métodos populares de cura comegaram a ser praticados pelos povos
da regiao do Mediterraneo e do Oriente (SCHULS, 2002).

As plantas sdo constituidas por inumeras moléculas do metabolismo
secundario as quais representam os produtos de origem natural, estas substancias
podem ser tdo eficazes quanto os produtos produzidos pela sintese quimica
(MACIEL et al., 2002).

As espécies de bambus encontram-se distribuidas entre as familias Poaceae
e Bambusoideae conhecidas popularmente pela extensa aplicacédo no cotidiano
humano. Muitas destas espécies sdo adaptadas as florestas sombrias, considerado
alimento exclusivo de mamiferos como o Panda gigante cujo habitat natural localiza-
se no centro sul da China (JUDZIEWICZ et al, 1999).

Do ponto de vista econdmico a familia Poaceae € a principal familia das
angiospermas, que se justifica pela importancia de determinadas espécies como
fonte de alimentacao por diversos povos do mundo, incluindo o arroz (Oryza sativa),
o trigo (Triticum aestivum), o milho (Zea mays), o centeio (Secale cereale) e a cana-
de-agucar (Saccharum officinarum) (SOUZA, 2007).

Devido a produ¢do em massa desses cereais como o milho e cana-de-agucar,
que apresentam grande impacto socioecondémico, caracterizam-se como varias
formas de uso, servindo como principais insumos para formulacdo de racdes
utilizadas para criagdo animal, e constituem a matéria prima para diversos produtos
industrializados de alta tecnologia (URQUIAGA et al., 1991; CRUZ et al., 2008).

O Brasil possui maior diversidade de bambus do ocidente, classificadas com
155 espécies pertencentes a 18 géneros que estdo presentes em maior quantidade
nas Florestas Atlantica e Amazonica. Diversos bambus das Américas sé foram

apresentados pela ciéncia na geragao passada. Grandes areas da Amazdnia
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permanecem inexploradas e varias espécies de bambus ainda n&o foram descritas.
(FILGUEIRAS e SANTOS-GONCALVES, 2004).

Segundo Safford (1999a) os campos de altitude compreendem o diversificado
Bioma Mata Atlantica e estdo presentes na parte mais alta da Serra do Mar nos
estados do Parang, Santa Catarina, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Sua composigéo
floristica assemelha-se a estepe gramineo-lenhosa e a do componente herbario da
savana (TRAMUJAS, 2000).

Sendo assim, a espécie vegetal Chusquea pinifolia € encontrada na Floresta
Atlantica em campos de altitude, local de dificil acesso. Devido a escassez de
estudos fitoquimicos, e das atividades biologicas da espécie justifica-se o estudo

para possivel elucidagao de metabdlitos de interesse.

1.1. OBJETIVO GERAL

Realizar estudo fitoquimico, atividades biolégicas e propriedades
antioxidantes das partes aéreas da espécie vegetal Chusquea pinifolia (NESS)
(POACEAE).

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Solicitar autorizacao de pesquisa e coleta no CEGEN;

= Realizar levantamento de literatura;

» Realizar a coleta e a identificagdo por exsicata da espécie vegetal;
» Realizar os ensaios fisico-quimicos da droga vegetal,

= Obtencéao do extrato vegetal por aparato de Soxhlet;

= Realizar screening fitoquimico;

= Realizar isolamento e identificacdo de constituintes quimicos;
= Verificar perfil cromatografico por CLAE/DAD;

= Realizar doseamento de flavonoides e polifendis totais;

= Realizar estudo de toxicidade in vitro;

= Realizar atividade hemolitica;

= Realizar estudo de atividade antioxidante;
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FAMILIA Poaceae

A familia Poaceae € largamente distribuida em todo mundo e agrega uma
grande variedade de espécies vegetais ja descritas. Possui cerca de 750 géneros e
10.000 espécies (GONZALES et al., 2011), que se encontram desde o nivel do mar
até ambiente alto de montanha a 5.000 metros de altitude, sendo que no Brasil,
Filgueiras et al. (2010) registram 1438 classificadas em 218 géneros.

Os exemplares da familia Poaceae predominam em formagbes campestres,
sendo menos comuns no interior das florestas. Com significativa importancia
ecolégica e econdbmica desta familia predomina-se a dominédncia em varios
ecossistemas vegetais, € comumente utilizada na alimentagdo dos animais e como
cereais no regime alimentar do homem (WELKER, 2007).

Conforme Clayton e Renvoize (1986) existem trés temas recorrentes nesta
familia que inclui constantemente capacidade de adaptagdo a varios tipos de
ambientes, a capacidade de coexistir com variadas formas de animais, e a
possibilidade de uma forma de vida distinta.

Os bambusnativos, endémicos de cada regido, crescem naturalmente em
todos os continentes, exceto na Europa (FILGUEIRAS e SANTOS-GONCALVES,
2004). Estdo amplamente distribuidos nas regides tropicais, subtropicais e

temperadas do globo conforme pode ser visulizado na FIGURA 1.



18

FIGURA 1 - D|STR|BU|QAO GEOGBAFlCA DAS ESPECIES DE BAMBUS NO GLOBO.
DA
72
ﬁ

FONTE: TERRA (2007).

Por conseguinte, géneros da familia Poaceae, possuem o mecanismo C4
assimilacao fotossintética (WATSON e DALLWITZ, 1992). Em plantas C4 foto-
respiracao € inibido por uma concentracdo mais elevada gas carbénico em torno da
enzima de fixagdo de carbono, a Rubisco, que também facilita a assimilagao de
carbono com menos uso de agua (DOWNES, 1969).

A familia Poaceae tambémrepresentada como plantas de cultivo de cereais,
0s membros mais importantes da Poaceae, fornecem a maior parte da ingestao
calérica do mundo (FAO, 2005). Arroz e trigo sdo os dois cereais mais importantes
para consumo humano direto, no entanto milho, trigo e arroz, juntos responderam
por 87% de toda a producéo de graos em todo o mundo e 43% de todas as calorias
dos alimentos mais de uma década atras (DYSON, 1996). Os representantes desta
familia produzem fitoalexinas que sdo em grande parte diterpendides. O passo
comprometido na biossintese de diterpeno labdano-relacionada é catalisada por
labdadienyl / copalyl sintase difosfato, a CPS (WU et al., 2012).

Estudos fitoquimicos desenvolvidos por Gomes et al. (2011), feitos com
extratos de Cymbopogon citratus (Poaceae) conhecida como capim santo revelou a
presenca de taninos, alcaloides e flavonoides como, flavonas e flavondis. Saleh et
al. (1988) desvendaram os flavonoides em 25 das quase 30 espécies de Avena
(Poaceae), identificando sinais de correlagao entre os diferentes grupos quimicos e

os niveis de ploidia entre elas.
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Segundo Negrelle e Gomes (2007) Cymbopogon citratus (DC) Stapf (Cy),
Poaceae-Gramineae, vulgarmente conhecida como erva-cidreira, € uma graminea
perene espontanea, amplamente distribuida em todo o mundo, especialmente em
paises com climas tropicais e subtropicais. Sua folha de citral pussui 6leo essencial
que é utilizado nas industrias de alimentos, perfumaria, sab&o, cosmeéticos,

farmacéutico e insecticida.

2.2. GENERO Chusquea

Segundo Rodriguez (2005), a taquara do género Chusquea sp., pertencente a
familia Poaceae onde estdo presentes rizomas, colmos lenhosos sélidos, 0,5 a 20
metros de altura, 0,3 a 7 cm de didmetro e sédo perenes. Existem cerca de 200
espécies na América Central e do Sul, sendo elas mais de 50 espécies no Brasil,
frequentemente encontrados em florestas serranas. Conforme Judziewicz (1999) os
bambus americanos sdo muito diversificados na Floresta Atlantica, sendo que o
géneroChusquea o mais diverso, com a mais ampla distribuicdo. Conforme pode ser

visualizado na FIGURA 2 o género € distribuido nas Américas.

FIGURA 2 - DISTRIBUICAO DO GENERO Chusquea NAS AMERICAS.

FONTE: FLORA DO BRASIL 2020 UNDER CONSTRUCTION (2018).

No Brasil encontram-se distribuidas predominantemente na regido sul,

sudeste e nordeste, conforme FIGURA 3.
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FIGURA 3 - DISTRIBUICAO DO GENERO Chusquea NO BRASIL.

FONTE: FLORA DO BRASIL 2020 UNDER CONSTRUCTION (2018).

Existem seis géneros (com 129 espécies) endémicos dentre os bambus
lenhosos, destacando-se os géneros: Merostachys, com 53 espécies; Chusquea,
com 40 espécies; e Guadua, com 16 espécies (FILGUEIRAS e GONCALVES, 2004).

A grande maioria dos taxons da subfamilia Bambusoideae e muitas
gramineas basais sao nativas da Ameérica tropical e subtropical, que normalmente
dependem de umidade, sombra, e temperaturas quentes (CALDERON
ESODERSTROM, 1980). No entanto, Chusquea, o género de bambu mais diverso,
também abrangente desde o nivel do mar até 4000 mil metros de altitude e é a mais
diversa e abundante em floresta montana dos Andes (CLARK, 1997).

Estudos realizados nas florestas temperadas da América do Sul por Mufioz
(2012) revelaram que o bambusea Chusqueaculeou (colihue) é a espécie dominante
no sub-bosque, onde a floracdo e morte podem criar uma oportunidade para o
estabelecimento e crescimento da regeneracdo da arvore, especialmente em
clareiras, Rodriguez (2005) reporta o género americano Chusquea, como 0 mais
diverso no mundo, sendo as mais conhecidas: Chusquea anclytroides, Chusquea
bilimekii e Chusquea caparaoensis.

Sabe-se que bambus Chusquea sao espécies-chave em florestas temperadas

do Chile e do Sul da Argentinal, principalmente devido a sua posicao dominante no
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sub-bosque da floresta, sua importdncia como combustivel e sua capacidade de

inibir a regeneracao da arvore e de outras espécies lenhosas (VEBLEN, 1982).
2.3. ESPECIE Chusquea pinifolia Ness (Ness)

A espécie Chusquea pinifolia € de origem nativa e endémica do Brasil, sua
distribuicdo geografica situa-se na regido sul e sudeste com ocorréncia nos estados
de Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&do Paulo e Parana. O dominio fitogeografico
presente no Cerrado e Floresta Atlantica predominantemente nos tipos de vegetacao
como Campo de Altitude, Campo Rupestre, Floresta Ciliar e Floresta Ombrofila
(SHIRAZUNA et al, 2015).

A espécie constitui a organizagao taxonémica descrita na Tabela 1.

TABELA 1 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA ESPECIE Chusquea pinifolia

HIERARQUIA TAXONOMICA
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Subclasse Commelinidae
Ordem Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Bambusoideae
Género Chusquea
Espécie Chuaquea pinifolia

FONTE: KUNTH (1822).

A FIGURA 4 demonstra a maior predominancia da espécie Chusquea pinifolia

nos estados do Mato Grosso, Rio de Janeiro e Sdo Paulo.
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FIGURA 4 - DISTRIBUICAO DA ESPECIE Chusquea pinifolia NO BRASIL

FONTE: FLORA DO BRASIL 2020 UNDER CONSTRUCTION (2018).

24. TERPENOS

Os terpenos ou terpendides apresentam a maior classe de hidrocarbonetos
naturais do metabolismo secundario, biossintetizados a partir da via classica do
Acido Mevalénico conforme TABELA 2 (DEWICK, 2009). A formagdo do &cido
mevaldnico ocorre no citoplasma por reacdes de condensagdo de 3 moléculas de
acetil-Coa com atuacdo das enzimas acetil-CoA aciltransferases, seguido por
reagcbes de piro-fosforilacao, descarboxilagcao e desidratagcéo resulta na molécula de
isopentenil-difosfato (IPP) que por sua vez da origem também ao isémero
dimetilalildifosfato (DMAPP) (LUCKER et al., 2007).

TABELA 2 - CLASSIFICACAO DOS TERPENOS ENCONTRADOS NAS PLANTAS.

ISOPRENOS | ATOMOS DE CARBONO NOME EXEMPLOS

1 5 ISOPRENO CADEIA LATERAL DAS
CITOCININAS

2 10 MONOTERPENO PIRETROIDES E OLEOS
ESSENCIAIS

3 15 SESQUITERPENO ABA, LACTONAS

4 20 DITERPENO GIBERILINAS, TAXOL

6 30 TRITERPENO ESTEROIDES, SAPONINAS

8 40 TETRATERPENO CAROTENOIDES
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FONTE: PERES (2004).

O DMAPP também pode ser sintetizado pela rota metil eritritol — fosfato (MEP)
que ocorre nos cloroplastos. Narota MEP ocorre reagcdo de condensagéo entre uma
molécula de gliceraldeido -3-fosfato e piruvato que origina o DMAPP que é
convertido para seu isdbmero |IPP (DEWICK, 2009).

Os isbmeros IPP e DMAPP que sao percursores da rota dos terpenos contém
5 carbonos (C5) sendo conhecidos como hemiterpenos ddo origem a moléculas
maiores por meio de reagbes de condensagao sendo elas os monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos ( C40)
(BASER e DEMIRCI, 2007; DEWICK, 2009).

Representados por uma grande atividade bioldgica os triterpenos apresentam
propriedades medicinais como anti-inflamatorios, bacterianas, antivirais, analgésicas,
fungicidas, antitumorais, hepatoprotetores, cardiotbnicos, sedativos e tbnicos
(CONNOLLY e HILL, 2007).

Caracterizados por sabor amargo os limondides séo triterpenos que atuam
contra herbivoros. A formagao dos esteroides se da pelos triterpenos que participam
da formacdo das membranas celulares das plantas. A ecdisona é um esteroide de
atividade protetora contra insetos (GARCIA e CARRIL, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A espécie Chusquea pinifolia foi coletada com autorizacdo de pesquisa do
CGEN, sob n° do processo: 02001.001165/2013-47 no dia 13 (treze) de margo de
2016. A coleta foi realizada na segunda montanha mais alta do Sul do Brasil, o Pico
Caratuva, com altitude de 1860m, localizada no Conjunto de Montanhas Ibitiraquire
entre os municipios de Antonina e Campina Grande do Sul - Parand, nas imedia¢des
e coordenadas25° 26’S e 49° 14'W (FIGURA 6). A identificacdo da espécie vegetal
foi realizada por comparacao pelo Bidlogo e Curador do Museu Boténico Municipal
de Curitiba José Tadeu Weidlich Motta sob o numero MBM 385941 (FIGURA 5).

FIGURA 5 - EXSICATA DE Chusquea pinifolia.

FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 6 - POSICAO GEORFICA PICO CARATUVA.

Cachoeira
de Cima

FONTE: Google Maps (2018).

3.2. FLUXOGRAMA DO METODO

O trabalho foi realizado segundo o fluxograma (FIGURA 7) e realizado

segundo as metodologias descritas nos itens a seguir.
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FIGUARA 7 - FLUXOGRAMA DOS ESTUDOS FITOQUIMICOS E DE ATIVIDADES BIOLOGICAS DE
PARTES AEREAS (FOLHAS E CAULE) DE Chusquea pinifolia.

Coleta do material .
G Teor de solidos
hotanico

Identificagdo Museu

Determinagdo Botdnico Doseamento
de umidade ; Polifendis

Flavonides
Secagem

Totais
Camr D |
de cinzas -
Obtencdo do Extrato

Bruto Etandlico

Atividades Atividades
Biolégicas Extrato Bruto antioxidantes

N

Fragdo Hexanica,
Cloroférmica, Acetato de
Etila e Remanescente

DPPH

Toxicidade (Artemiasalina)

Cromatografia

Fosfomolibdénio

%.(_

Hemdlise

Identificacdo

FONTE: O autor (2018).

3.3.  ANALISES FiSICO-QUIMICAS

3.3.1. Secagem do Material Botanico e estabilizacéo

As partes coletadas foram caules e folhas, submetidos a dessecagdo em
temperatura ambiente em local fresco e arejado, protegidas de raios solares e
umidade por duas semanas e posteriormente estabilizacdo por 48 horas em estufa
com circulagéo de ar forgada a 40°C. O seccionamento foi realizado em moinho de
facas e martelos conforme FIGURA 8 com o objetivo de aumentar a superficie de

contato do solvente com a planta durante a extragdo (SONAGLIO et al., 1999).
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FIGURA 8 - SECAGEM, ESTABILIZACAO E TRITURACAO DO MATERIAL VEGETAL (Chusquea
pinifolia).

FONTE: O autor (2018).

3.3.2. Determinacao de Cinzas Totais

O ensaio para a determinagéo de cinzas totais foi realizado de acordo com a
Farmacopéia Brasileira V edigdo (BRASIL, 2010) e teve como objetivo estabelecer a
quantidade de substancias residuais nao volateis no processo de incineragéo. Foram
utilizadas como amostras as partes aéreas de Chusquea pinifolia divididas em caule
e folhas. O material foi incinerado em mufla a 600°C durante 6 horas, até eliminagéo
total do carvéo, em triplicata. Apds a incineragéo, os cadinhos foram esfriados em
dessecador, seguidos da pesagem do residuo presente e efetuados os calculos em

porcentagem de cinzas em relacdo ao material vegetal original, por meio da formula

(1),

% de cinzas = P, — P; X 100
P3 (1)

Onde:
P, = Peso do cadinho apés a calcinacao e esfriamento.

P, = Peso do cadinho com amostra ap6s a calcinagéo e esfriamento em dessecador.
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P3; = Peso da amostra inicial.

3.3.3. Determinacgao de perda por Dessecacgédo — Umidade

A umidade das partes aéreas de Chusquea pinifolia foi determinada por meio
do método gravimétrico (BRASIL, 2010). O ensaio foi realizado em triplicata,
utilizando amostras do caule e das folhas. O material vegetal foi submetido a
temperatura de 100-105°C até que se observou peso constante, ndo diferindo por
mais de 5 mg entre duas pesagens. O resultado foi representado pela porcentagem

de agua em relacéo ao material vegetal seco, por meio da formula (2).

% de umidade = Pu — Ps X 100
Pa (2)
Onde:
Pu = peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecacéo.
Ps = peso do cadinho contendo a amostra apds a dessecacao.

Pa = peso da amostra.

3.4. SCREENING FITOQUIMICO

Sao realizados ensaios que utilizam reagbes de coloragdo e/ou precipitacéo
para mostrar as caracteristicas qualitativas dos principais grupos quimicos dos
componentes ativos da droga vegetal, tendo como compostos pesquisados no
extrato hidroalcodlico: flavonoides, alcaloides, esteroides e/ou triterpenos,
cumarinas, iridoides e antraquinonas.

O ensaio sistematico de analise fitoquimica foi realizado de acordo com
Moreira (1979), com adaptacbes realizadas por Miguel (2003), pelo método de
maceragdo a quente, partindo de um extrato hidroalcodlico a 20% do vegetal em
estudo. Além dos testes realizados a partir do extrato aquoso a 20%, foi preparado
um extrato hidroalcodlico tendo em vista analisar as partes aéreas (caule e folha)

juntas. A partir do extrato foi verificado pH, teor de sélidos, cor, odor e sabor.

3.4.1. Preparo de extrato hidroalcodlico 20%
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Foram pesados 40 g das partes aéreas da planta fragmentada submetendo-
se a maceragdo em 200 mL de alcool etilico a 70% em banho-maria a 70° C por 1
hora. Ap6s, o macerado foi filtrado em papel de filtro e lavado com o liquido extrator
até completar o volume de 200 mL.

Em seguida, foi feita a particdo do extrato hidroalcodlico com solventes de
polaridade crescente. Dessa forma, os solventes utilizados foram o hexano,
cloroférmio e acetato de etila, os quais serviram para orientar, por solubilidade, os
grupos quimicos a serem pesquisados.

Assim, foi concentrado o extrato hidroalcodlico até adquirir 1/3 do seu volume
para retirar o excesso de alcool etilico, posteriormente foi colocado o extrato em um
funil de separagao para dar sequéncia ao particionamento. Foram adicionados 20
mL do primeiro solvente separando-os, ap6s agitacdo, a fragdo dissolvida no
mesmo. Esse procedimento foi repetido por 10 vezes com os demais solventes até
chegar a 4 fragbes de 200 mL cada. Assim, foram obtidas as fragdes: hexano,
cloroféormio, acetato de etila e hidroalcodlica remanescente. Até que todos os

ensaios sejam realizados as fragbes foram mantidas refrigeradas.

3.4.1.1. Pesquisa de Flavonoides

Esta pesquisa baseia-se na modificacdo da estrutura do flavonoide em
presenca de acido, como na reagéo de Shinoda ou cianidina, com HCI concentrado
e magnésio em p6. Com essa reagado pode-se caracterizar compostos contendo um
nucleo a-benzopirona, pelo desenvolvimento de cor laranja a vermelha.

Foram levadas a secura em banho-maria 10 mL das fra¢gdes hexano,
cloroféormio e acetato de etila. Para a fracdo hidroalcodlica ndo ha necessidade de
secar. Foram adicionados 10 mL de etanol nas capsulas com residuo seco e
transferido 5 mL para cada tubo de ensaio, inclusive 5 mL da fracdo hidroalcodlica. A
cada tubo de ensaio foram adicionados 200 mg de limalha e acido cloridrico
fumegante (lentamente) com ocorréncia de reagédo exotérmica (esta pesquisa foi
realizada com os tubos de ensaio dentro de um copo de béquer com gelo, dentro da
capela).

A reacédo positiva desenvolve coloragdo conforme as estruturas quimicas
presentes: flavonas com coloracdo amarela a vermelho; flavonol e dihidroflavonol

com coloragédo vermelho a vermelho sangue; flavononas com coloragao vermelha a
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violeta; derivados antocianicos com coloracédo vermelha tornando-se rosa e
chalconas, auronas, dihidrochalconas, isoflavonas e isoflavononas néo apresentam

coloragéo.

e Teste do oxalico borico ou reagcéo de Taubock

Levou-se a secura em banho-maria 10 mL de cada fracdo. Ao residuo foi
adicionado 5 gotas de acetona e 30 mg de acido boérico misturado com acido oxalico
na proporgéo 1:1, agitando-o e levando-o novamente a secura. Ao residuo foi
adicionado 5 mL de éter etilico e transferido os respectivos residuos para tubos de
ensaio para verificacéo de fluorescéncia.

Esta reacdo € explicada pela formacao de quelatos, que nos flavonoides,
desenvolvem o aparecimento de fluorencéncia amarela esverdeada, enquanto que
as flavonas e isoflavonas ndo apresentam esta propriedade. Os antocianicos coram-

se, porém nao produzem fluorescéncia.

e Ensaio de Pacheco

Levou-se a secura em banho-maria 10 mL das fragdes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e hidroalcodlica. Foram adicionados alguns cristais de acetato de
sodio e 0,1 mL de anidrido acético e foi aquecido em fogareiro. Em seguida, foi
adicionado 0,1 mL de HCI concentrado.

Os diidroflavonéis produzem um efeito batocrémico das bandas | e |,
apresentando uma coloragéo roxa caracteristica. Enquanto as flavonas, chalconas,

auronas e os flavonéis, dao resposta negativa.

e Ensaio com Zn e HCL

Levou-sea secura em banho-maria 10 mL das fragdes hexano, cloroférmio,
acetato de etila. O residuo foi dissolvido com 10 mL de etanol, por isso ndo houve
necessidade de secar a fragdo hidroalcodlica. Transferiu-se para cada tubo de
ensaio 5 mL do conteudo das capsulas, adicionando-se uma pastilha de zinco
lentamente HCI fumegante. Essa reacé&o é exotérmica e foi realizada em copo de

becker contendo gelo e sob a capela.
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Apenas os diidroflavondis produzem coloragéo rocha violeta. As flavononas e

flavonol n&o produzem coloragao.

e Pesquisa de leucoantocianidinas

Transferiu-se para cada capsula de porcelana 10 mL das fragdes hexano,
cloroformio e acetato de etila e levou-se a secura. A capsula com a fragéo
hidroalcodlica ndo houve necessidade de secar.

Foi dissolvido o residuo nas capsulas com 5 mL de alcool etilico e
adicionando 5 gotas de HCL concentrado, aquecendo-o.

As leucoantocianidinas s&o consideradas flavonoides monoméricos 3,4-didis
ou raramente 4-6is. Na reacdo positiva espera-se observar o desenvolvimento de

coloracao vermelha.

3.4.1.2. Pesquisa de alcaloides

Esta técnica é baseada na capacidade que os alcaloides possuem quando em
estado de sal (extratos acidos), de combinar-se com o iodo e metais pesados como
bismuto, mercurio, tugsténio, formando precipitados.

Para esta pesquisa utilizou-se os reativos gerais para alcaloides: Mayer (iodo-
mercurato de potassio), Dragendorff (iodo-bismutato de potassio) e Bouchardart
(iodo-iodeto de potassio).

Levou-se a secura 50 mL das fragbes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
hidroalcodlica, em banho-maria a 70°C. O residuo foi dissolvido em 1 mL de etanol e
20 mL de acido cloridrico a 1%. Foram transferidos 2 mL do extrato cloridrico para 5
tubos de ensaio e adicionou-se em cada tubo duas gotas dos reativos gerais para
alcaloides, mantendo o quinto tubo como branco.

O aparecimento de precipitado indica reagao positiva, sendo este precipitado
branco para o reativo de Mayer, cor alaranjado tijolo para o reativo de Dragendorff e

alaranjado para o reativo de Bouchardat.

3.4.1.3. Pesquisa de cumarinas
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As cumarinas séo caracterizadas pela observacao sob luz ultravioleta (UV)
em 360 nm, ja que a maioria possui fluorescéncia azul brilhante ou verde.

A pesquisa baseia-se na conversao em sal alcalino fluorescente do acido
hidroxi cindmico, por meio da dissolugdo das cumarinas em alcali caustico com
clivagem do anel pirrélico e consequente formagao do acido hidroxi cindmico ou sais
de seu anion. Ao irradiar luz ultravioleta, a forma cis migra para forma trans, que
exibe coloragéo azul ou verde amarelada em poucos minutos.

Neste ensaio foram concentrados 30 mL de cada fracdo hexano, cloroférmio e
acetato de etila, até volume de 5 mL.

Da fracdo hidroalcodlica foram transferidos 30 mL para uma capsula de
porcelana acidificada com HCI 2N até pH 1. Foi concentrado em banho-maria até
volume de 5 mL. Apés o esfriamento foi transferido para um funil de separacgéo e
foram extraidas 2 vezes com 10 mL de éter etilico. As fracdes etéreas foram
concentradas em banho-maria até volume de 5 mL.

Foi transferido para cada tubo de ensaio 3 mL das fragcbes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e a etérea, adicionando-se 2 mL de NaOH 1N e esses
tubos foram levados a uma camara de luz ultravioleta em 366 nm, deixando-os
expostos por 15 minutos. No caso entdo de reagdo positiva observa-se o
aparecimento de fluorescéncia com coloragéo azul ou verde amarelada.

Além disso, foram marcados, em um papel de filtro, trés pontos com manchas
de aproximadamente 1cm de diametro.

As manchas 1 e 2 foram tratadas com NaOH 1N e, sobre a mancha 1, foi
colocada uma moeda, depois foram levadas a camara de ultravioleta a 365nm,
novamente deixando-as em exposi¢cédo por 15 minutos. A reagao é tida como positiva
com o desenvolvimento de fluorescéncia, com coloragao azul ou verde amarelada na

mancha 2.

3.4.14. Pesquisa de antraquinonas e naftoquinonas

Levou-se a fervura 30 mL do extrato alcodlico em um baldo, por 15 minutos
sob refluxo adicionando-se 5 mL de acido sulfurico 10 %. Antes de esfriar, foi filtrado
em papel filtro e adicionou-se ao filtrado 30 mL de agua destilada. Com um funil de

separacao, foi separada a fracdo organica das fragdes hexano, cloroférmio e acetato
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de etila. A fracao hidroalcodlica foi extraida com 10 mL de éter etilico por duas
vezes. As fragdes foram concentradas até aproximadamente 5 mL e transferidas
para um tubo de ensaio, efetuando-se a reagdo de Borntrager. Ou seja, adicionou-se
5 mL de hidroxido de amoénia, agitando lentamente.

O aparecimento de coloragdo avermelhada indicara a presenca de

antraquinonas e/ ou naftoquinonas.

3.4.1.5. Pesquisa de esteroéis e triterpenos

Foram evaporados 30 mL de cada fragdo em banho-maria e, com o auxilio de
um bastdo seco, dissolveu-se com cloroformio e filtrou-se. Em seguida, foram
pipetados 0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL do extrato cloroférmico de cada fragdo para 3
tubos de ensaio, completando-os para o volume de 2 mL com cloroférmio. Foi
realizada a reacao de Libermann Bouchard, em capela, adicionando-se 1,0mL de
anidrido acético e 2,0mL de acido sulfurico concentrado lentamente.

O desenvolvimento de coloragdo résea escura ou azul € um indicativo da
presenca da fungao carbonila na posi¢ao 3 e duplo enlace em 5, 6. Enquanto que a
coloracéao verde indica fung¢ao hidroxila na posi¢céo 3 e duplo enlace em 5, 6. Quando
ocorre o desenvolvimento de coloragdo amarela, possivelmente existe a presenca de
metila em C14. A coloragdo verde demonstra a presenca de esteroides e /ou

triterpenos.

o Reacéao de Keller Kelliani

Foram transferidos para 4 tubos de ensaio 2 mL das fragbes hexano,
cloroférmio, acetato de etila, e hidroalcodlica, em seguida, levou-se a secura. Apos,
o residuo foi dissolvido com 2 mL de acido acético glacial e 0,2mL de solucao
aquosa de cloreto férrico a 1%. Transferiu-se a mistura cautelosamente para um
tubo de ensaio que continha 2 mL de acido sulfurico concentrado.

O desenvolvimento de coloragao azul ou verde na fase de contato dos dois
liquidos ou na fase acética indica reacdo para desoxiagucares. A coloragéo azul
indica a presenca de esteroides, enquanto a coloragdo verde indica a presenca de

triterpeno.
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3.4.2. Preparo do extrato aquoso 20%

Preparou-se o extrato aquoso 20% pelo processo de maceragao a quente em
banho-maria a 70°C por uma hora, utilizando 40 g de material vegetal (caule ou
folha) e 200mL de agua destilada (liquido extrator). Decorrida uma hora, retirou-se o
frasco do banho-maria, filtrou-se o extrato e o volume completado até 200 mL com o
liquido extrator, lavando o material.

Este extrato foi submetido aos testes para antocianinas, heterosideos
saponinicos, heterosideos cianogenéticos, taninos, amino grupos, acidos fixos e

acidos volateis.

3.4.2.1. Pesquisa de antocianinas

A antocianinas sao pigmentos hidrossoluveis presentes nas plantas, com
coloragbes que modificam de acordo com o pH. Com 4&cidos, as antocianinas
reagem formando sais de oxdnio corados de vermelho e com bases reagem com
hidroxilas fendlicas livres e adquire coloragao azul devido a estrutura quindide.

Para realizagdo deste ensaio, transferiu-se 5 mL do extrato aquoso para trés
tubos de ensaio, acidificando-se o primeiro tubo com &cido cloridrico 1% (pH
aproximadamente 4), alcalinizando-se o segundo tubo com hidréxido de aménio (pH
aproximadamente 10) e neutralizando-se o terceiro tubo (pH 7).

O desenvolvimento de coloragédo avermelhada em meio acido, azulada em

meio alcalino, ou violaceo em meio neutro, indica reacgao positiva.

3.4.2.2. Pesquisa de heterosidios saponinicos

Foram agitados energicamente com movimentos succionais por cinco minutos
os tubos da pesquisa de antocianinas, deixando-os em repouso por trinta minutos.
Apds agitacdo e decorrido trinta minutos, mediu-se a altura do anel de espuma
formado.

Reacdo positiva é indicada com desenvolvimento de espuma com altura

superior a um centimetro e persistente apds o repouso.



35

As saponinas apresentam estruturas com assimetria hidréfilo-hidrofébica,
fazendo com que haja redugédo da tensao superficial dos compostos em solugao
aquosa, com consequente formacado de espuma mediante agitacdo (ROBBERS et
al.,1997).

3.4.2.3. Pesquisa de heterosidios cianogenéticos

Os heterosideos cianogenéticos produzem acido cianidrico nas plantas e sao
acompanhados por enzimas (b-glicosidases) responsaveis pela catalise da hidrélise
(ROBBERS et al.,1997).

Para este ensaio utilizou-se a reagao do isopurpurato de sédio, que ocorre na
transferéncia para um tubo de ensaio de 5 mL de extrato aquoso (cuidando-se para
ndo umedecer as paredes do tubo de ensaio), com a adicdo de 1 mL de solugéo
aquosa de acido sulfurico 1N, suspensédo de uma tira de papel picro-sodico no tubo
e encaminhamento ao banho-maria por trinta minutos a 60°C.

Reacao positiva é observada com a formagéo de isopurpurato de sodio que
apresenta coloragao castanha a avermelhada.

O papel picro-sédico é preparado embebendo tiras de papel de filtro com 1
cm de largura em solugédo de acido picrico 1% e secando-as ao abrigo da luz. As
tiras picricas secas sdo embebidas em solugdo de carbonato de sédio 10%, secas e

armazenadas em frasco ambar.

3.4.24. Pesquisa de taninos

Os taninos sao divididos em duas classes considerando os nucleos fendélicos
existentes e na unido destes. Os taninos hidrolisaveis apresentam acido galico ou
acido hexaidroxidifénico com seus derivados esterificados com glicose. Estes
ésteres sao facilmente hidrolisados em acidos fendlicos e agucar (ROBBERS et
al.,1997).

Os taninos condensados contém nucleos fendlicos que muitas vezes estédo
ligados a carboidratos ou a proteinas, sendo em sua maioria resultantes da
condensacdao de dois flavan-3-6is, ou mais (catequina) ou de flavan-3,4-dibis
(leucocianidina) (ROBBERS et al.,1997).
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Para a pesquisa de taninos adicionou-se trés a cinco gotas de solugéo
aquosa a 1% de cloreto férrico a 1 mL de extrato aquoso. Reagao positiva para
taninos desenvolve coloracdo azul. O desenvolvimento de coloracdo verde indica
flavonoides e coloragdo marrom indica polifendis.

Além dessa reagédo, realizou-se o ensaio de Staniasny que utiliza formol
cloridrico. Assim, transferiu-se 30 mL de extrato aquoso para um baldo de fundo
chato com 250 mL de capacidade adicionando-se 6 mL de formaldeido 40% e 4 mL
de acido cloridrico 37%. Foi acoplado o balédo a um condensador de bolas e levado a
refluxo durante uma hora. Decorrido o tempo, sera deixou-se esfriar e filtrou-se o
extrato formol-cloridrico reservando o filtrado para pesquisa de taninos hidrolisaveis.
Lavou-se o residuo da filtragdo com uma solugédo de etanol 50%, gotejando-se sobre
o residuo da lavagem gotas de solugdo aquosa de hidroxido de potassio 5%.
Reacao positiva para taninos condensados visualiza-se com desenvolvimento de
coloracgéo verde ao gotejar o hidréxido de potassio.

Utilizou-se o filtrado reservado e adicionou-se excesso de acetato de sddio,
sem agitacao e gotas de solugédo aquosa de cloreto férrico 1%. Reagao positiva para
taninos hidrolisaveis visualiza-se com desenvolvimento de coloragdo azul ao

adicionar o cloreto férrico.

3.4.2.5. Pesquisa de amino grupos

Com auxilio de um condensador de bolas e temperatura de 60° C,
concentrou-se 10 mL de extrato aquoso até 5 mL. Em tira de papel de filtro
adicionou-se cinco gotas do extrato aquoso concentrado em pontos previamente
demarcados. Apds secagem, nebulizou-se o papel de filtro com solugcédo de
ninhidrina levando-o a estufa (95-100°C) durante quinze minutos. Reacao positiva é

visualizada com o aparecimento de coloracéo azul-violacea.

3.4.2.6. Pesquisa de acidos fixos

Transferiu-se 20 mL de extrato aquoso e 2 mL de hidroxido de sédio 1N para
baldo de fundo chato com 100 mL de capacidade, acoplando-se um condensador de
bolas e levando-o a refluxo durante trinta minutos. Decorrido o tempo, esfriou-se e

acidificou-se o extrato alcalino com solugdo de acido sulfurico 1N. Procedeu-se a
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extracdo, com auxilio de um funil de separagédo, com 10 mL de éter etilico (trés
vezes).

Os extratos etéreos foram reunidos, tratados com carvao ativado, filtrados e
levados a secura em banho-maria a 50°C. Aqueceu-se o residuo em estufa a 100°C
por dez minutos, esfriou-se, adicionou-se 5 mL de solu¢cdo aquosa de hidroxido de
amoénio 1N e filtrou-se. Adicionaram-se trés gotas do filtrado anterior a um papel de
filtro, obtendo uma mancha com aproximadamente um centimetro de didametro e
pingou-se sobre esta mancha uma gota de reagente de Nessler. Para controle
negativo utilizou-se uma mancha com o reativo de Nessler. Levou-se o papel de filtro
a estufa por cinco minutos. Visualiza-se reagcédo positiva com o aparecimento de

coloragédo marrom.

3.4.2.7. Pesquisa de acidos volateis

Com solugao de acido sulfurico 1N, adicionou-se 10 mL de extrato aquoso.
Colocou-se o extrato acido em tubo de ensaio e levou-se a fervura, determinando o
pH dos vapores com auxilio de fita indicadora de pH presa ao tubo com rolha de
cortica.

O aparecimento de pH abaixo de sete indica presenga de acidos volateis.

3.5. OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO E FRAGOES

3.5.1. Extrato bruto etandlico

Os extratos brutos das partes aéreas (caule e folhas) foram preparados em
sistema fechado a quente no aparelho de Soxhlet sendo 1000g das folhas e 700g de
caule triturado, utilizou-se como solvente extrator o alcool etilico absoluto (PA),
sendo 5,100 L para as folhas e 2,5 L para o caule.

Terminada as extragbes com ciclos de 7 horas/dia em destilagdo, com
duracédo de 6 dias para as folhas e 5 dias para o caule, cada material (caule e
folhas)foi filtrado e concentrado em evaporador rotatorio até adquirir aspecto de

extrato fluido.
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3.5.1.1. Determinacgéo de cor, pH e teor de sdlidos

Apds o preparo do extrato, realizou-se a determinacao de cor, pH e teor de
sélidos. Para determinacédo de cor e pH utilizou-se a verificagdo feita pelo
observador e tira indicadora da Merck®, respectivamente.

O teor de sélidos baseia-se na eliminagao total da fase liquida por secagem
do produto proveniente da extragdo dos componentes soluveis. Para esta
determinacdo, depositou-se 1 mL do extrato bruto etandlico em placa de petri,
previamente seca e tarada. Em seguida, foram levadas a estufa a 100 °C até peso
constante e procedeu-se os calculos onde o resultado foi apresentado em
quantidade de solidos em porcentagem em relagcdo a massa do material vegetal

seco coletado.

3.5.2. Partigdo dos extratos brutos etandlicos

Segundo Carvalho (2001) o extrato bruto etandlico foi obtido e fracionado
separadamente, por meio de particdo liquido-liquido em aparelho de soxhlet
modificado sob numero de registro: Pl 0601703-7 A, com solventes de polaridade
crescente. Obteve-se dessa forma as fragdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
hidroalcodlica remanescente.

Todo o sistema foi levado ao aquecimento e deixado em refluxo continuo por
aproximadamente 6 horas para que os solventes possam realizar uma adequada
particao (L/L).

3.6. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

3.6.1. Isolamento do constituinte quimico da fracdo hexano do caule

Apbs a obtencdo da fracdo hexano do caule realizou-se uma coluna
cromatografica utilizando como fase estacionaria silica gel 60 Merck® (0,063 —
0,200mm) e fase moével a mistura dos solventes hexano e acetato de etila,
inicialmente partindo-se de 100% hexano até 100% acetato de etila. As misturas

foram realizadas utilizando um volume maximo de 100 mL, aumentando-se o
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gradiente de polaridade de 5 mL em 5 mL. No final desse processo, utilizou-se 50
mL de metanol para extrair compostos de maior polaridade.

Utilizou-se 155 frascos de aproximadamente 10 mL para a coleta do eluato.
Porém foram selecionados apenas os frascos 01 ao 16, os quais apresentaram
aparecimento de cristais. Em seguida esses frascos foram lavados com éter de
petréleo para retirada da clorofila.

A pastilha a ser cromatografada foi preparada com silica gel 60 F 254 na
proporcao de 5 partes em relacdo a quantidade de amostra e levada a secura em
banho-maria a 50°C, sob constante homogeneizagao.

Esta técnica, que se utiliza de processos cromatograficos para analise e
identificacdo de compostos de um determinado extrato, segue etapas que incluem
desde a: montagem de coluna ou placa cromatografica; escolha da fase estacionaria
e fase mobvel, escolha do revelador e indice de retencdo e respectivos;
revelagao/visualizacdo das zonas de separagcdo dos compostos; e/ou extragdo das
substancias retidas na fase estacionaria. Além disso, a cromatografia em coluna é
uma das mais utilizadas para a separacgao e isolamento dos constituintes do extrato

analisado.

3.6.2. Isolamento do constituinte quimico da fracao cloroférmio das folhas

Apds a obtencao da fracdo cloroférmio das folhas realizou-se uma coluna
cromatografica utilizando como fase estacionaria silica gel 60 Merck® (0,063 —
0,200mm) e fase movel a mistura dos solventes hexano e acetato de etila,
inicialmente partindo-se de 100% cloroférmio até 100% acetato de etila. As misturas
foram realizadas utilizando um volume maximo de 100 mL, aumentando-se o
gradiente de polaridade de 5 mL em 5 mL. No final desse processo, utilizou-se 50
mL de metanol para extrair compostos de maior polaridade.

Utilizou-se250 frascos de aproximadamente 10 mL para a coleta do eluato.
Porém foram selecionados apenas os frascos 156 e 157, os quais apresentaram
aparecimento de cristais. Em seguida esses frascos foram lavados com acetona
para retirada da clorofila.

A pastilha a ser cromatografada foi preparada com silica gel 60 F 254 na
proporgcao de 5 partes em relagdo a quantidade de amostra e levada a secura em

banho-maria a 50°C, sob constante homogeneizagéao.
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3.6.3. Caracterizagédo dos constituintes quimicos isolados

Para a identificacdo dos isolados obtidos no processo de separacao foi
utilizado a metodologia de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear,
utilizando o aparelho RMN Bruker DPX 200, operando a 4,7 Tesla, observando os

nucleos de 'H e **C a 200,13 e 50,62 MHz, respectivamente.

3.7. ANALISE POR CLAE/DAD

Os extratos brutos (caule e folhas) de Chusquea pinifolia foram diluidos em
MeOH a uma concentracdo de 20,00 mg/mL e submetidos a analise por CLAE
Merck Hitachi — Elite Lachrom, com detector diodo (DAD) em 350 nm, coluna
XTerra® RP18 5 uym, 4,6x250 mm, volume de injecéo de 20 pL, fluxo 1,00 mi/min.
Como fase movel foi utilizado gradiente de concentragdo o sistema H20:H3PO4 a
0,1% (A) e MeOH (B) na seguinte programacéao: 1-40 min, iniciando com 10% de
fase B e finalizando em 45 min com 100% de fase B. O MeOH utilizado foi grau
HPLC (TEDIA) e a agua MilliQ.

3.8. DOSEAMENTO DE POLIFENOIS

As técnicas de doseamento de polifendis e flavonoides totais s&o técnicas
espectrométricas, que por meio de uma curva de calibragdo, compara-se com um
padrao e calcula-se a concentragdo dos metabdlitos.

Para determinacéo do teor de fendlicos totais, os extratos brutos (caule e
folhas) foram diluidos em metanol (1000 pg/mL) e adicionados ao tubo de ensaio e
este completado para 3,4 mL com agua destilada, apos total solubilizagcdo foi
adicionado 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau novamente homogeneizado e
adicionado 0,4 mL de carbonato de so6dio a 10%, agitado e depois 30 minutos de
repouso em temperatura ambiente (SLINKARD e SINGLETON, 1977). Apds este
periodo, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro UV visivelda marca
Shimadzu®, modelo UV-1601 PC, a 760 nm, utilizando curva de calibragdo de
equivalente em acido galico nas concentrac¢des de 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5 e 20
Mg/mL como padrdo, as leituras foram realizadas em triplicata. Os teores de

fendlicos totais foram determinados em miligramas equivalente de acido galico (EG)
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por grama de extrato bruto, utilizando a equagdo abaixo com base na curva de

calibragao e Coeficiente de determinagdo R2=0,9964.

Y = Absorbancia medida

Y =0,0329x — 0,0583

3.9. DOSEAMENTOS DE FLAVONOIDES TOTAIS

Os extratos brutos foram diluidos em metanol (1000 ug/ml) e posteriormente
adicionados 2 ml de AICI3 2%, o volume da amostra foi completado para 2 mL. Ap6s
60 minutos foram realizadas as leituras em espectrofotometro UV visivel da marca
Shimadzu®, modelo UV-1601 PC, a 420 nm, utilizando curva de calibragdo de
quercetina nas concentragcdées de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 yg/mL como padrao, as
leituras foram realizadas em triplicata (CHANG et al., 2002). Os teores de
flavonoides totais foram determinados em miligramas equivalente de quercetina (EQ)
por grama de extrato bruto, utilizando a equac&o abaixo com base na curva de

calibragcéo e Coeficiente de determinagdo R2=0,9996.

Y = Absorbancia medida

Y =0,0314x — 0,0164

3.10. ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.10.1. Teste Toxicidade Artemia salina

Foram adquiridos os ovos de microcrustaceo da espécie Artemia salina e
procedeu-se ao preparo do ensaio conforme metodologia citada por Meyer et al.
(1982).

Os ovos do microcrustaceo foram eclodidos em agua salina, preparada com
14g de sal marinho e dissolvidos em 400 mL de agua purificada. Para esta
quantidade, foram adicionados 200 mg dos ovos do crustaceo. O pH foi mantido
entre 8,0 e 9,0 para evitar a morte dos nauplios. A temperatura foi controlada entre
27°C e 30°C e a solucao foi mantida sob agitacao e aeragéo constante por 48 horas.

Nas primeiras horas do processo foi mantida iluminagéo (20 W) sobre o recipiente.
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Foi preparada uma solugdo com os extratos e fragbes em concentracdes de
1000 pL/mL, 100 yL/mL e 10 pL/mL, todos em triplicata. Foram colocados 10
microcrustaceos em cada frasco para possibilitar posteriormente a visualizagdo dos
microcrustaceos vivos. Os frascos com as solugbes foram colocados em estufa para
total eliminacéo do solvente (metanol), inclusive a do controle que utilizara apenas o
solvente utilizado na dissolugéo das amostras.

Apds a evaporagdo do mesmo, os microcrustaceos foram adicionados ao
frasco com a ajuda de conta gotas de vidro, totalizando 10 em cada eppendorf,
adicionou-seagua salina suficiente para acomodar e visualizar os microcrustaceos.
Apdés 24 horas observaram-se quantos deles morreram em presenca das
concentragdes analisadas, procedendo-se aos calculos da dose letal média (DL50)
através do método estatistico Probitos com 95% de intervalos de confianga. As
fragbes sdo consideradas ativas quando DL5o for menor que 1000 ug/mL (MEYER et
al., 1982).

3.10.2. Avaliagcdo Hemolitica in vitro

A determinagcdo das porcentagens de hemodlise foi realizada segundo
método de Banerjee et al. (2008), adaptado por Merino (2014).

Foram transferidos 5 mL de sangue de carneiro de origem comercial da
empresa Newprov®, previamente homogeneizado sob leve agitagdo, para um tubo
de ensaio e centrifugado durante 5 minutos a 3000 rpm com PBS gelado. Foram
realizadas 5 lavagens sequenciais com PBS e descartando-se sempre o
sobrenadante. Na ultima lavagem o sobrenadante encontrou-se incolor. Em seguida,
foi realizada uma diluicdo a 2% com a papa de eritrécitos utilizando como diluente o
PBS.

Para a realizacdo da prova de hemolise foram preparados eppendorfs com
hemodlise a 100% (controle positivo), branco, controle solvente e os testes
(amostras). Na realizagao do controle positivo foram pipetados 200 yL da solugao de
Triton X-100 a 10%I em 200 pL de solugéo de eritrocito a 2%(V/V). Enquanto para o
branco foram pipetados 200 uL de PBS em 200 pL de solugéao de eritrécito a 2%. No
controle solvente foram adicionados 20 uL de etanol mais 180 uL de PBS em 200 uL
de solugdo de eritrécito a 2%. Para o preparo das amostras foram preparadas

solugdes nas concentragées de 1000 pg/mL, 800 pg/mL 500 pg/mL, 200 pg/mL e
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100 pg/mL em 200 pL de solugdo de eritrocito a 2%. Para dissolver melhor as
amostras foram adicionados 10% de etanol do volume total de cada amostra. Todas
as amostras, os controles e o branco foram realizados em triplicatas.

Em seguida os eppendorfs foram uniformemente homogeneizados com leve
agitagdo manual. Apos foram incubados durante 3 horas em estufa com temperatura
controlada a 37°C. Ao término da incubacgéo os eppendorfs foram centrifugados em
centrifuga Minispin Plus da empresa Eppendorf® a 3000 rpm durante 5 minutos. A
leitura da absorbancia foi realizada em microplaca de Elisa de 96 pocos, para onde
foram pipetados 300 uL do sobrenadante das amostras. A leitura foi realizada no
fotdmetro de microplaca Multiscan FC da empresa Thermo Scientific®. A leitura foi

realizada a 540nm.

A TAXA DE HOMOLISE SERA CALCULADA DA SEGUINTE MANEIRA (EQUAGAO 4):

Abs amostra — Abs basal
Abs total — Abs basal

Hembolise (%) =

3.11. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro
3.11.1.1. Reducéo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina)

Este ensaio consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2
- difenil-1-picril-hidrazila - DPPHe, de coloragéo purpura que absorve a 518 nm. Por
acao de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPHe é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloragcdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorgcdo, podendo ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. A partir dos resultados obtidos determinou-se a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres.

A metodologia foi realizada de acordo com Mensor et al. (2001), que a
capacidade antioxidante quantitativa tendo como base este principio da redugao do
radical DPPH medida em espectrofotometria de UV visivel. Foi preparada uma

solugdo de DPPH minutos antes do ensaio a 0,03 mmol/mL em metanol absoluto.
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Foram preparadas cinco diluigdes de cada amostra, com concentragdes que variam
entre 5 yg/mL a 450 pg/mL e, em seguida, foi adicionado 1 mL da solu¢céo de DPPH.

Para cada amostra foi preparado um branco com 2,5 mL da solu¢cdo da
amostra e 1 mL de metanol para cada concentragcéo. Paralelamente foi realizado um
controle com 2,5 mL de metanol e 1 mL de DPPH. Como padrdes foram utilizados a
vitamina C (1,6 a 8 yg/mL) e a rutina (2,0 a 12 pg/mL). Apés 30 minutos, a
absorbancia das solug¢des foi medida em 518 nm e, em seguida, a porcentagem da
atividade antioxidante (AA%) calculada. A porcentagem de atividade antioxidante

(AA%) foi calculada através da formula abaixo:

100 — (Abs.amostra — Abs. branco)

AAY =
% Abs. controle

Foram calculados os valores da concentragcado necessaria para exercer 50%
da atividade antioxidante ou concentracgéo inibitéria minima (ICs0) em grafico, onde a
abscissa representa a concentragdo da amostra e a ordenada € a média da AA%
das amostras de cada concentracéo. A equacgédo da reta desse grafico, do tipo y = ax

+ b, servira de base para determinagéo do valor de ICso.

3.11.1.2. Formacao do complexo fosfomolibdénio

O ensaio de complexacao pelo fosfomolibdénio foi realizado de acordo com
Prieto, Pineda e Aguilar et al. (1999). A técnica baseia-se na redugao do molibdénio
VI a molibdénio V, pela amostra analisada, e obtencdo de um complexo fosfato-
molibdénio V, de coloragdo verde em pH acido, o qual é determinado
espectrometricamente a 695 nm. O método possui a vantagem de avaliar, de forma
simples, a capacidade antioxidante tanto de componentes lipofilicos quanto de
hidrofilicos.

Para a reacdo de formacdo do complexo foi necessario o preparo de um
reativo que consiste de uma solugao com fosfato de sédio 0,1M (28 mL), molibdato
de amodnio 0,03M (12 mL) e acido sulfarico 3M (20 mL), sendo o volume completado

com agua para 100 mL. Esse reativo foi preparado no momento do uso. Solugdes
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padrées de vitamina C e rutina, bem como as amostras a serem testadas, foram
preparadas na concentracédo de 200 pyg/mL em metanol.

Em um tubo de ensaio, foi pipetado uma aliquota de 0,3 mL de cada amostra,
e adicionado 3 mL de reativo previamente preparado. O mesmo foi realizado com os
padrées. O branco é constituido de 0,3 mL de metanol e 3 mL de reativo. A analise
foi realizada em triplicata. Os tubos foram hermeticamente fechados e colocados em
banho-maria a 95°C por 90 minutos. Ao atingir a temperatura ambiente, realizou-se
a leitura das absorbancias (Abs) em espectrofotdmetro de UV da marca Shimadzu®,
modelo UV-1601 PC, em 695 nm. Os resultados foram expressos como atividade
antioxidante relativa (AAR%) da amostra em relacao a vitamina C e rutina.

As seguintes formulas demonstram o calculo de atividade antioxidante frente

a rutina e vitamina C.

AA% em relacao a Rutina = Abs (amostra) — Abs (branco) x 100
Abs (rutina) — Abs (branco)

AA% em relacdo a Vitamina C = Abs (amostra) — Abs (branco) x 100
Abs (vitamina C) — Abs (branco)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENGCAO DO MATERIAL BOTANICO

Foram obtidos 4750 gramas de partes aéreas fragmentadas e secas da
espécie Chusquea pinifolia. O material botanico (folhas e caule) foi seco a
temperatura ambiente e protegido da luz solar e umidade por 2 semanas e

posteriormente estabilizado em estufa ventilada a 40°C por 48h.

4.2. DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE E CINZAS TOTAIS

Os parametros de analises de umidade e cinzas totais (TABELA 3) foram
determinados pela primeira vez para espécie Chusquea pinifolia. Foi encontrado um

valor maior de umidade no caule e um valor maior de cinzas na folha.

TABELA 3 - TEOR DE CINZAS E UMIDADE.

ANALISE FOLHA CAULE

% +DP % +DP
Umidade 8,39 0,166 10,71 0,142
Cinzas 4,99 0,068 1,44 0,035

FONTE: O autor (2018).

4.3. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DO EXTRATO BRUTO

A obtencao do extrato bruto foi realizada por aparelho de Soxhlet, utilizando
como solvente alcool 96% e concentrado em evaporador rotatério. Apds obtencéo
do extrato bruto foram realizados alguns testes fisico-quimicos descritos na TABELA
4.

O rendimento dos extratos brutos foi calculado a partir do valor obtido no teor
de sdlidos. O extrato bruto do caule possui um rendimento de 4,48% + 0,001697,

enquanto para o extrato bruto das folhas foi de 8,364% £ 0,000737.



TABELA 4 - TESTES FISICO-QUIMICOS DO EXTRATO BRUTO.
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ANALISE FOLHA CAULE

% +DP % +DP
TEOR DE SOLIDOS 8,36 0,000737 4,48 0,001697
pH 5 55
COR VERDE CLARO MARROM CLARO

FONTE: O autor (2018).

4.4. ESTUDO FITOQUIMICO PRELIMINAR

4.4.1. Analise fitoquimica do extrato aquoso 20%

Na andlise fitoquimica do extrato aquoso (TABELA 5) foi verificada a

presenca de: amino grupos, representada pela cor violacea. No residuo de papel

filtro foram encontrados taninos condensados n&o hidrolisaveis, indicados pela

presenca da cor verde. No extrato foi verificado também a presencga de acidos fixos

e volateis caracterizado por ter o pH indicando 5, para o grupo de heterosideos

saponinicos foi representado como positivo para o caule devido a presenca de

espuma. Os grupos heterosideos antocianicos e heterosideos cianogénicos nao

foram identificadas a presenca no extrato testado.

Foi possivel observar a presenca de grupos heterosideos saponinicos pela

presenca de espuma.

TABELA 5 - ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO DE Chusquea pinifolia.

ANALISES

CAULE

FOLHA

Heterosideos antocianicos
Heterosideos saponinicos
Heterosideos cianogénicos
Taninos condensados
Amino grupos

Acidos fixos

Acidos volateis

FONTE: O autor (2018).

NOTA: + positivo e - negativo.
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4.4.2. Analise fitoquimica do extrato etanolico 20%

Os ensaios da analise fitoquimica do extrato etandlico 20% (TABELA 6) foram

realizados para as fragdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlico.

TABELA 6 - ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO 20% DE Chusquea pinifolia.

n n FRACAO FRAGAO
) FRACAO FRAGAO
ANALISES HEXANO  CLOROFORMIo ACETADODE  REMANESCENTE
ETILA
Caule | Folha Caule Folha | Caule | Folha Caule | Folha
. +
Flavonoides - - + + + + +

Leucoantocianidinas - - - - - - -

Alcalodides - - + + - - -

. +
Cumarinas - - + + + + +
Iridoides - - - - - - - )

Antraquinonas - - - - - - -

Esteréides/Triterpenos + + + + - - -

FONTE: O autor (2018).

Como pode ser observada na TABELA 6 a analise fitoquimica do extrato
hidroalcodlico a 20%, nota-se positivo a presenca de alcaloides para fragcao
cloroféormio indicados pelos reagentes de Dragendorff, Mayer e Bertrand. Para
esterdides e triterpenos a reagdo de Libermann Bouchard indicou a presencga de
triterpenos na fracdo cloroférmio, a coloracdo esverdeada nesta reacado indica
funcdo hidroxila em 3 e dupla ligacéo entre 5 e 6 no anel aromatico. Observou-se
como positivas reagdes para cumarinas que é representado com o aparecimento de
fluorescéncia de coloragdo verde amarelada em papel filtro submetido a camera
ultravioleta 366nm.

Diversas pesquisas destacam maior presenga de compostos fendlicos e
flavonoides na familia Poaceae em folhas de bambu sendo C-glicosilados e
fenilpropanoides (ZHANG et al., 2008; COFFIE et al., 2014). Que ocorreu indicagéo
positiva para flavonoides no teste preliminar caracterizada como positivo para
flavonol e dihidroflavonol a coloragcao vermelho sangue. Nao houve reagao positiva

para os grupos iridoides, antraquinonas e leucoantocianidinas.
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4.5. PARTICAO DAS FRACOES

Apds obtencdo dos extratos brutos foi feita a particdo liquido-liquido das
fracbes em aparelho Soxhlet modificado. Para obtencao das fragées foram utilizados
solventes em ordem de polaridade crescente (hexano, cloroformio, acetato de etila e
remanescente).

Estédo representados nas TABELAS 7 e 8 a quantidade em gramas das
fracbes do caule e folhas e o rendimento em % em relacéo a quantidade de material

vegetal coletado.

TABELA 7 - RENDIMENTOS DAS FRAGOES DO CAULE EXTRAIDOS POR SOXHLET
MODIFICADO.

RENDIMENTO
FRACOES G %
Hexano 2,03 2,9
Cloroférmio 14,15 2,02
Acetato de Etila 9,12 1,3
Remanescente 18,19 2,5

FONTE: O autor (2018).

Nota-se um menor rendimento para fragdes acetato de etila tanto do caule
quanto das folhas (TABELAS 7 e 8). Obtendo o melhor rendimento a fracado

hidroalcdlica das folhas e a fragdo hexano para o caule.

TABELA 8 - RENDIMENTOS DAS FRAGCOES DAS FOLHAS EXTRAIDOS POR SOXHLET
MODIFICADO.

RENDIMENTO
FRACOES G %
Hexano 21,03 21
Cloroférmio 20,12 2,01
Acetato de Etila 12 1,2
Remanescente 23 2,3

FONTE: O autor (2018).
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4.6. CARACTERIZACAO E ISOLAMENTO DO CONSTITUINTE QUIMICO
ISOLADO

4.6.1. Composto FH-5

O composto FH-5 foi isolado dos fracos FH-5 e FH-15 da fracdo hexano do
caule da espécie Chusquea pinifolia na forma de cristais em formato de agulhas com
peso de 5g. Utilizou-se éter de petréleo e acetona para purificar os cristais. Para
identificagcéo do isolado foi utilizado RMN conforme descrito no item 3.6.

O Espectro de RMN 'H (FIGURA 9) apresenta sinais caracteristicos de
triterpenos que estdo localizados até a regido de 2,5 ppm, no Espectro de RMN *C
notou-se a presencga de 30 sinais dentre eles um sinal caracteristico (FIGURA 10 e
11) localizado na regiao 6C213,35 (C) que é especifico para carbonila que esta
localizada no C-3 da estrutura. E por comparagdo de dados espectrais
representados na TABELA 9, foi possivel identificar o composto 3-oxo-friedelano

(friedelina).



51

TABELA 9 - DADOS RMN "C PARA (FH-5) 3-OXO-FRIEDELANO, COMPARADO COM DADOS DA
LITERATURA.

3C 3-oxo-friedelano 3-oxo-friedelano
(KROGH, 1996) (friedelina) FH-5
13C 13C
1 22.3 22.27
2 415 41.51
3 213.2 213.35
4 58.2 58.21
5 421 4213
6 413 41.27
7 18.2 18.22
8 53.1 53.08
9 37.4 37.42
10 594 59.46
11 35.6 35.61
12 30.5 30.49
13 39.7 39.68
14 38.3 38.28
15 32.4 32.40
16 36.0 35.99
17 30.0 29.98
18 42.8 42.78
19 35.3 35.32
20 28.1 28.15
21 32.7 32.75
22 39.2 39.23
23 6.8 6.80
24 14.6 14.64
25 17.9 17.93
26 20.2 20.24
27 18.6 18.64
28 32.1 32.07
29 35.0 35.00
30 31.8 31.76

FONTE: O autor (2018).
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A FIGURA 12 representa a estrutura quimica da substancia Friedelina.

FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DO 3-OXO-FRIEDELANO.
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FONTE: O autor (2018).

A friedelina tem sido extraida de outras plantas e testada em diferentes
atividades biologicas e farmacolégicas, as quais apresentam resultados promissores.
Pesquisas afirmam a friedelina boa atividade antibacteriana, atividades antillceras e
contra gastrite (CORDEIRO et al., 1999; RAMESH et al., 2002).

Estudos atribuem ao composto friedelina seletividade para células MCF-7
(carcinoma mamario), quando administrada por via tépica, inclusive por inflamacoes
oculares possui efeito antiflamatério (MIRANDA, 2015; DI STASI et al., 1999).

4.6.2. Composto FCL-157

O composto FCL-157 foi isolado dos frascos FCL-156 e FCL-157 da fracéo
cloroféormio das folhas da espécie Chusquea pinifolia em forma de cristais de cor
amarelada pesando 2,5g. Foi utilizado acetona para purificar os cristais e verificou
que possui solubilidade em DMSO. Para identificacdo do composto isolado foi
utilizado RMN conforme descrito no item 3.6.

O Espectro de RMN 'H (FIGURA 13) apresenta sinais caracteristicos da

presenca de anéis aromaticos, situados na regiao entre 6 e 8 ppm. Por comparagao
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de dados espectrais representados na Tabela 10, foi possivel identificar o composto

Tricin, denominado quimicamente por 5,7 diidroxiflavona.

TABELA 10 — DADOS RMN "H e "*C PARA (FCL-157) 5,7 DIIDROXIFLAVONA, COMPARADO COM
DADOS DA LITERATURA.

e o
POSICAO | FCL-157 | (Lletal.2016) | FCL-157 (Ll et al.,2016)

3 6,99 s

4 182,3 182,7 6,93-6,98 s

S 161,8 161,8 12,98 s

6 99,3 99,1 6,20 d (J=2Hz) 12,96 s

7 164,5 163,6 10,87 sl 6,19-6,21 d(J=2Hz)
8 94,7 94.4 6,57 d (J=2Hz)

9 157,9 157,8 6,54-6,56 d(J=2Hz)
2,6 104,8 104,6 733s

3,5 56,8 56,4 3,88's 7,30-7,33's

4 148,6 140,2 9,38 sl 3,87-3,90 s

FONTE: O autor (2018).

FIGURA 13 - ESPECTRO DE RMN "H DO ISOLADO FCL-157.
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Apds Andlise fitoquimica do extrato etandlico 20%, sendo positivo para

Flavondides na fragcéo cloroférmio das folhas, confirma-se que a substancia FCL —

157 isolada da fracdo cloroférmio das folhas da espécie Chusquea pinifolia,
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identificada como Tricin (Flavondide), seja responsavel pela atividade antioxidante
demostrada, sendo que para o ensaio de fosfomolibdénio sua fragédo obteve melhor

atividade em relagéo a vitamina C com 18,23%.

FIGURA 14 — ESPECTRO DE RMM "*C DO ISOLADO FCL-157.
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FONTE: O autor (2018).

FIGURA 15 - ESTRUTURA QUIMICA DA 5,7 DIIDROXIFLAVONA
OCH;

TRICIN

FONTE: O autor (2018).

Tricin € um flavonoide da subclasse flavona, sendo estruturalmente
compostopor dois anéis fenilas e um anel heterociclico, um anel benzol (anel-A), um

anel cinamoil (anel-B) e umsistema heterociclico (anel-C) (FIGURA 15).
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A 5,7 diidroxiflavona foi o primeiro isolado da folhas de trigo, datado em
1930, mais tarde tambem foi observado em outras plantas das familias da
Gramineae e Cyperaceae (LI et al., 2016).

Estudos relatam que esta substancia apresenta atividade protetora para a
planta, além de possuir atividade antialérgica, atividade anti-HIV, atividade anti-
inflamatoria, antioxidante, atividade antitumoral, atividade anti-ulcerogénica,
atividade antiviral, hipoglicemiante, supressdo e inibicdo de pigmentacédo. Esta
substancia também apresenta potencial aplicagcdo em produtos farmacéuticos devido
a sua eficacia preventiva, baixa toxicidade e biodisponibilidade razoavel (LI et al.,
2016).

4.7. ANALISE DA ESPECIE VEGETAL Chusquea pinifolia por CLAE/DAD

Na analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia verificou que os
extratos das folhas e do caule da espécie vegetal Chusquea pinifolia apresentam
perfis distintos. Na analise cromatografica das folhas (FIGURA 16) evidenciou-se
um pico majoritario com tempo de retengédo em 20,97 min. com lambda maximo em
350 nm e 268 nm, os demais picos cromatograficos apresentaram aproximadamente

1/3 da intensidade do pico marjoritario.
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FIGURA 16 — CROMATOGRAMA DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DA ESPECIE VEGETAL

Chusquea pinifolia.
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FONTE: O autor (2018).

A analise cromatografica do extrato bruto do caule (FIGURA 17) demonstrou
uma variedade de picos, mostrando assim ser mais complexo que as folhas. Este
extrato ndo apresentou um composto majoritario como demonstrado no extrato bruto

das folhas.
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FIGURA 17 - CROMATOGRAMA DO EXTRATO BRUTO DO CAULE DA ESPECIE VEGETAL

Chusquea pinifolia.

&5
- 150
&
= 1080
o
= 140
o] :
"
ol
100
- 1
B
150+ bag
1050+ .
5] m
'] =i
ﬁ T T -.m
o 5 m ] i) e M =5 L )
Iolrratad
o a0 1 0
7
H 1 i 2
106 i 100 100
(] i) 04 EO
o 4 9 < 50 0 0 an

FONTE: O autor (2018).

O composto identificado como 5,7 diidroxiflavona foi analisado por CLAE e
apresentou tempo de retencdo em 20,97 min. com lambda max. em 350 nm e 268
nm (FIGURA 18). Esta substancia foi a mesma evidenciada como composto

majoritario no extrato bruto das folhas.



59

FIGURA 18 — CROMATOGRAMA DA SUBASTANCIA ISOLADA FCL-157.
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FONTE: O autor (2018).

4.8. DOSEAMENTO FLAVONOIDES TOTAIS E POLIFENOIS

Nos doseamentos de polifendis e flavonoides totais dos extratos brutos e
fragcbes das folhas e caule de Chusquea pinifolia (TABELA 11), observa-se que o
maior rendimento para flavonoides totais da folha foi o extrato bruto (53,7 mg EQ g-
1) e para o caule a fragao cloroférmio com (35,0 mg EQ g-1). O melhor rendimento
de polifendis da folha esta na fragao cloroférmio com (216,0 mg EG g-1) e do caule
na fragéo acetato de etila com (200,08 mg EG g-1).

Os constituintes fendlicos por estarem distribuidos em diferentes solventes

estdo relacionados devido as substéncias fendlicas apresentam carater polar,
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portanto maior afinidade por solventes mais polares, no caso por acetato de
etila,etanol e agua. Comparada a uma espécie de bambu asiatica Shizostachyum
lumampao pertencente a mesma familia, apresentou 0,17 mg/g EQ no extrato
aquoso de suas folhas e 0,70 mg/g EQ de flavonoides no extrato etanolico
(TONGCO et al., 2014).

TABELA 11 - TEOR DE POLIFENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS BRUTOS E
FRACOES DE FOLHA E CAULE de Chusquea pinifolia.

FOLHAS CAULE
Flavonoides totais Polifendis totais Flavonoéides totais Polifendis totais
(mgEGg-"+DP (mgEQg-')+DP (mg EQg-') + DP (mg EG g-')+ DP
Extrato bruto 53,7a%0,71 134,8b+0,56 5,6¢+0,20 151,2b+0,53
Cloroférmio 44,8b+1,86 216,0a+0,09 35,0a+0,18 104,5¢+0,19
Acetato de etila 38,0c+0,51 107,5¢+0,80 7,3b10,22 200,8ax1,15
Hidroalcodlico 17,7d+0,13 111,7¢c+0,14 2,7d+0,23 74,8d+0,27

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
FONTE: O autor (2018).

Os flavonoides por apresentarem em sua estrutura quimica grande numero
de hidroxilas apresentam carater polar e sdo geralmente encontrados em sua forma
glicosilada tornando essas moléculas ainda mais polares sendo elas soluveis em
solventes como a agua, metanol, acetona, DMSO e etanol (MARKHAM, 1982). Estes
resultados corroboram com a presenca de flavonoides nas folhas e caules no

screening fitoquimico e no doseamento de flavonoides totais.

4.9. ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.9.1. Avaliacéo da toxicidade frente a Artemia salina

Também conhecida como “camardo de salmoura”, a Artemia salina é um
microcrustaceo utilizado como fonte de alimento para peixes e crustaceos. Seu ciclo
de vida inicia-se pela eclosdao dos cistos dormentes, que sdo embrides
enclausurados e metabolicamente inativos (PELKA et al., 2000).

Para Meyer et al. (1982) o microcustaceo pode ser utilizado para estimar a
toxicidade através da concentracdo meédia letal (DL5s0), servindo como parametro
para avaliacdo da atividade biolégica. Dentre as vantagens do uso da Artemia salina,

necessita-se de uma pequena quantidade de amostra para avaliagéo, facilidade de
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aquisicdo dos cistos, facil incubagcdo e utilizam-se equipamentos simples para
realizacao do teste.
Nas TABELAS 12 e 13 esta evidenciado o numero de nauplios mortos e a

DLso calculada por meio do método estatistico Probitos.

TABELA 12 - ENSAIO DE MORTALIDADE DE Artemia salina E DL50 FRENTE A EXTRATO BRUTO
E FRAGOES DAS FOLHAS DE Chusquea pinifolia.

MORTALIDADE/CONCENTRACAO DL50 INTERVALO DE

AMOSTRA (ng/mL) /mL) CONFIANCA DE
10 | 100 1000 | (M9 95%(ug/mL)

Ex. Bruto 1 1 4 >1000 -
F. Hexano 1 1 1 >1000 -
F. Cloroférmio 1 1 3 >1000 -
F. Acetato de Etila 0 1 2 >1000 -
F. Hidroalcodlica 1 1 1 >1000 -
Metanol 0 0 0 >1000 -
Sulfato de quinidina 2 5 10 99,92 63,78 — 255,67

FONTE: O autor (2018).

Para uma amostra ser considerada toxica frente ao microcrustaceo é
necessario que as amostras apresentem valor de DLso inferior a 1000ug/mL
(MEYER, 1982).

Interpretando os resultados, nenhuma das amostras testadas frente a
Artemia salina apresentou efeito toxico, devido ao DL50 para cada uma das amostras

apresentarem-se superiores a 1000ug/mL.

TABELA 13 - ENSAIO DE MORTALIDADE DE Artemia salina E DL50 FRENTE A EXTRATO BRUTO
E FRAGOES DO CAULE DEChusquea pinifolia.

MORTALIDADE/CONCENTRAGAO DL50 INTERVALO DE

AMOSTRA (Mg/mL) /mL) CONFIANCA DE
10 | 100 1000 | (M9 95%(ug/mL)

Ex. Bruto 1 0 1 >1000 -
F. Hexano 0 1 1 >1000 -
F. Cloroférmio 1 0 0 >1000 -
F. Acetato de Etila 0 1 1 >1000 -
F. Hidroalcodlica 0 0 1 >1000 -
Metanol 0 0 0 >1000 -
Sulfato de quinidina 2 5 10 99,92 63,78 — 255,67

FONTE: O autor (2018).

4.9.2. Atividade hemolitica
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Nas atividades hemoliticas do extrato bruto e fragdes do caule nota-se que a

fragcdo hexano teve uma maior porcentagem de hemolise correspondendo a maior

concentracgéo conforme pode ser visualizado na TABELA 14 e GRAFICO 1.

Segundo Bukowska e Kowalska (2004) a hemdlise pode ocorrer pela agédo

de compostos fendlicos por meio da oxidacdo da hemoglobina. Solventes como

acetato de etila e cloroférmio permitem a extragcdo de flavonoides, entre outros

compostos. Enquanto solventes de maior polaridade, como etanol extraem flavonas
e flavonois mais polares (ZUANAZZI e MONTANA, 2004).

TABELA 14 - ENSAIO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DO
CAULE DA ESPECIE Chusquea pinifolia

AMOSTRA

CONCENTRAGAO DA

% HEMOLISE

CLASSIFICACAO
DO TESTE DE

AMOSTRA (ug/mL) SCOTT KNOTT*
100 0,957 d
200 0,574 d
EX. BRUTO 500 10,342 c
800 30,0933 b
1000 37,395 a
100 0,287 c
200 2,657 c
F. HEXANO 500 60,857 b
800 56,858 a
1000 48,695 a
100 1,220 d
200 3,208 c
F. CLOROFORMIO 500 3,495 c
800 7,828 b
1000 9,456 a
100 0,454
F. ACETATO DE 200 0215 d
ETILA 500 0,406 c
800 0,718 b
1000 1,00 a
100 1,771
200 2,226
F. HIDROALCOLICA 500 2,968 a
800 3,638 a
1000 3,974 a
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CONTROLE

- 100

FONTE: O autor (2018).

(*) - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

GRAFIpO 1 - RESULTADOS DA ATIVIDADE HEMOLITICA FRENTE AO EXTRATO BRUTO E
FRACOES DO CAULE DA ESPECIE Chusquea pinifolia.
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FONTE: O autor (2018).

Na atividade hemolitica do extrato bruto e fragdes das folhas nota-se uma

baixa atividade na fragdo remanescente e na concentracao de 200ug/mL da fragéo

hexano foi a que obteve melhor atividade, conforme pode ser visualizado na
TABELA 15 e GRAFICO 2.

Conforme (BIANCHI et al., 2000) compostos fendlicos podem inibir o

processo de oxidacdo, dependendo de diversos fatores, sendo eles: doses ideais,

concentracdo adequadas para obter protecdo e mecanismos de defesa antioxidante

que podem limitar os niveis intracelulares e impedir a indug¢ao de danos.
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TABELA 15 - ENSAIO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DAS
FOLHAS DA ESPECIE Chusquea pinifolia

CONCENTRACAO DA

CLASSIFICACAO DO

AMOSTRA % HEMOLISE TESTE DE SCOTT
AMOSTRA (ug/mL)
KNOTT*
100 3,591 c
200 4,620 c
EX. BRUTO 500 23,868 b
800 37,443 a
1000 35,767 a
100 24,491 )
200 52,286 a
F. HEXANO 500 43,954 a
800 27,771 a
1000 13,119 a
100 20,445 a
200 44,409 a
F. CLOROFORMIO 500 31,745 a
800 33,373 a
1000 31,050 a
100 49,245 a
F. ACETATO DE 200 46.708 @
ETILA 500 50,634 a
800 47,450 a
1000 31,888 a
100 4,716 a
200 5,769 a
F. HIDROALCOLICA 500 5,745 a
800 3,998 a
1000 3,567 a
CONTROLE - 100

FONTE: O autor (2018).

(*) - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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GRAFIpO 2 - RESULTADOS DA ATIVIDADE HEMOLITICA FRENTE AO EXTRATO BRUTO E
FRACOES DAS FOLHAS DA ESPECIE Chusquea pinifolia.
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FONTE: O autor (2018).

4.10. ATIVIDADES ANTIOXIDANTES

4.10.1. Reducao do radical DPPH

Para interpretacao desta analise foi calculada a porcentagem de inibicdo do
DPPH e por regressao linear foi possivel calcular o 1C50 que é a concentragéo
inibitoria da amostra que reduz 50% da concentragédo inicial de DPPH. As amostras
foram comparadas com os padrdes Vitamina C e Rutina.

Os graficos apresentam 5 pontos que se referem as concentragbes
utilizadas de cada amostra as quais também sao expressas em porcentagem de
inibicdo da redugéo do DPPH. O calculo do IC50 pode ser feito através de equagéo
da reta que foi determinada pelos 5 pontos nos graficos.

Os GRAFICOS 3 e 4 se referem os padrées Vitamina C e Rutina, os
GRAFICOS 5 a 8 se referem ao extrato bruto e fracdes do caule e os gréaficos 9 a 12
se designam ao extrato bruto e fragbes das folhas.

Os antioxidantes provenientes de fontes naturais podem ser utilizados na

industria alimenticia em substituicdo aos antioxidantes sintéticos, podem agregar
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com novas possibilidades em tratamentos e prevencgdes de doencas (FAJEMIROYE
et al., 2012).

GRAFICO 3 - CURVA PADRAO DA VITAMINA C PELA REDUGAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).

GRAFICO 4 - CURVA PADRAO DA RUTINA PELA REDUGCAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).



GRAFICO 5 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Chusquea pinifolia DO
EXTRATO BRUTO DO CAULE PELA REDUGAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).

GRAFICO 6 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Chusquea pinifolia DA
FRACAO CLOROFORMIO DO CAULE PELA REDUGAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).
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GRAFICO 7 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Chusquea pinifolia DA FRAGA
ACETATO DE ETILA DO CAULE PELA REDUGAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).

GRAFICO 8 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Chusquea pinifolia DA FRAGCAO
HIDROALCOLICA DO CAULE PELA REDUGAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).



GRAFICO 9 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Chusquea pinifolia DO
EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS PELA REDUGAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).

GRAFICO 10 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Chusquea pinifolia DA
FRACAO CLOROFORMIO DAS FOLHAS PELA REDUGCAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).
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GRAFICO 11 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Chusquea pinifolia DA
FRACAO ACETATO DE ETILA DAS FOLHAS PELA REDUGAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).

GRAFICO 12 - CURVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Chusquea pinifolia DA
FRACAO HIDROALCOLICA DAS FOLHAS PELA REDUGAO DO DPPH.
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FONTE: O autor (2018).

Os resultados de ICs50 estédo expressos na TABELA 16 juntamente com a
analise estatistica a qual foi utilizada analise de variancia — ANOVA para verificar a
diferenca estatistica e Tukey (p<0,05) para localizacédo das diferencas estatisticas.

Segundo Okonogi et al. (2007) os compostos ativos presentes nas plantas
sao responsaveis pela atividade antioxidantes, e a quantidade destes compostos em

cada parte da planta é usualmente diferente.
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TABELA 16 — RESULTADOS ICs50 E TUKEY DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DAS FOLHAS E
DO CAULE DA ESPECIE Chusquea pinifolia.

IC50 (ug/mL) CLASSIFICAGAO TESTE
AMOSTRA TUKRY

VITC 4,46 A
CONTROLES

RUTINA 5,64 A

EB 47,22 d

FH -

FCL 82,31 h
CAULE

FAE 21,00 b

FHR 36,45 c

EB 51,07 e

FH -
FOLHA FCL 55,87 f

FAE 67,05 9

FHR 36,45 c

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
FONTE: O autor (2018).

As fragbes remanescentes hidroalcolicas do caule e folhas tiveram as
melhores atividades oxidantes, com excec¢éo apenas da fragdo acetato de etila do
caule. Existe uma maior solubilidade das substancias antioxidantes em solventes
polares, pois 0 ensaio de DPPH quantifica a capacidade das substancias em doar
hidrogénio radicalar a este radical, assim quanto mais hidroxilas presentes na
amostra, maior sera a polaridade e o potencial antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).

4.10.2. Formacgao do Complexo Fosfomolibdénio

As atividades antioxidantes (TABELAS 17 e 18) foram avaliadas para os

extratos brutos da folha e do caule juntamente com suas fracdes (hexano,
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cloroféormio, acetato de etila e hidroalcodlica remanescente). Considerando as
atividades dos padrdes vitamina C, rutina e BHT como 100%.

Constituintes fendlicos, flavonoides e taninos sdo compostos que possuem
propriedades redutoras, sendo capazes de neutralizar radicais livres, complexar com
metais de transicdo (manganés, ferro, cobre, vanadio, cobre, calcio, aluminio) e
interromper a reacdo de propagacado dos radicais livres na oxidacdo lipidica
(PODSEKEK, 2007; MIN e EBELER, 2008).

TABELA 17 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUCAO DO COMPLEXO
FOSFOMOLOBDENIO DO EXTRATO BRUTO E FRAGCOES DAS FOLHAS DA ESPECIE Chusquea
pinifolia.

ATIVIDADE ATIVIDADE ATIVIDADE
AMOSTRA ANTIOXI~DArleE EM ANTIO)fIDA;NTE EM ANTIOXII~DAN‘TE EM
RELAGAO AVIT C RELAGAO A RUTINA RELAGAO A BHT
AAR(%) £ DP AAR(%) £ DP AAR(%) £ DP
vITC 100 a1 - -
RUTINA - 100 a1 -
BHT - - 100 a1
EB 14,89 + 0,935 a3 56,01 + 3,516a3 37,18 2,334 a3
FH 10,68 + 0,513 a4 40,15 + 1,930 a4 26,65 + 1,281 a4
FCL 18,23 + 0,656 a2 68,64 + 2,466 a2 45,50 + 1,637 a2
FAE 7,21 +0,311 a5 27,11+ 1,172 a5 17,99 + 0,778 a5
FHR 10,20 + 0,204 a4 38,36 + 0,767 a4 25,46 + 0,509 a4

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
FONTE: O autor (2018).

Analisando os resultados obtidos (TABELA 17), nota-se que os extratos e as
fracbes de caule e folha da espécie Chusquea pinifolia apresentam atividade

antioxidante por reducao do complexo fosfomolibdénio.
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TABELA 18 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUQAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO
DO EXTRATO BRUTO E FRAGCOES DO CAULE DA ESPECIE Chusquea pinifolia.

ATIVIDADE ATIVIDADE ATIVIDADE

AMOSTRA ANTIOXI~DArleE EM ANTIO)N(ID;?NTE EM ANTIOXIIE)AN‘TE EM

RELAGAO AVIT C RELAGAO A RUTINA RELAGAO A BHT

AAR(%) * DP AAR(%) * DP AAR(%) £ DP

VITC 100 a1 . .
RUTINA - 100 a2 -
BHT - - 100 a1
EB 11,90 £ 0,424 a5 44,75 + 1,597 a4 29,71 + 1,060 a4
FH 14,28 £ 0,539 a4 53,70 + 2,030 a4 35,65 + 1,347 a3
FCL 41,08 £ 0,424 a2 154,47 + 1,597 a1 100,68 + 4,272 a1
FAE 23,46 £ 0,935 a3 88,23 + 3,516 a3 58,57 + 2,334 a2
FHR 6,80 £ 0,424 a6 25,57 + 1,597 a5 16,97 + 1,060 a5

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
FONTE: O autor (2018).

Comparando as atividades expressas (TABELAS 17 e 18) com o padrao
vitamina C, a maior atividade foi da fragao cloroférmio tanto para folha quanto para

caule obtendo respectivamente 18,23% e 41,08%.
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5. CONCLUSAO

A espécie Chusquea pinifolia € endémica da regido Sul e Suldeste do Brasil e
pertence a familia Poaceae. Na literatura apresentam-se poucos estudos até o
presente momento, sendo nenhum deles sobre seu estudo fitoquimico. Foram
realizados estudos das partes aéreas da espécie (caule e folhas), em screening
fitoquimico preliminar pode-se notar a presenca de alguns metabdlitos secundarios
como: flavonoides, alcaloides, cumarinas, esteroides e/ou triterpenos, heterosideos
saponinicos e taninos condensados nas partes aéreas das plantas.

Foram isolados dois cristais distintos das fracbes hexano do caule e
cloroférmio da folha respectivamente, identificados como: o triterpeno (Friedelina) e
oflavonoide, 5,7 diidroxiflavona (Tricin).

Realizaram-se duas técnicas de doseamentos, sendo elas para flavonoides
totais e polifendis, confirma-se maior presenca de flavonoides nas folhas comparada
ao caule nos diferentes extratos e fragdes sendo o extrato bruto da folha foi o que
obteve maior rendimento com (53,7 mg EQ g-1), e a presenca de polifenois
destacou-se com melhor rendimento a fragdo cloroférmio da folha com (216,0 mg
EG g-1).

Frente ao teste de toxicidade em Artemia salina, os extratos e as fracdes das
partes aéreas foram comparados com o controle sulfato de quindina e mostrou-se
nao toxicos contra os nauplios, devido aos testes apresentarem um valor de DL50
superior a 1000 ug/mL, sendo este um valor maximo para amostra ser considerada
toxica.

No ensaio de atividade hemolitica as amostras foram comparadas ao controle
Triton X-100, sendo para extrato bruto e fragcbes das folhas destaca-se a fragéo
hexano que obteve 52,3% de taxa de hemolise e para o extrato bruto e fragcdes do
caule nota-se nas concentracées de 500, 800 e 1000 ug/mL da fragdo hexano
valores de hemolise 60,9%, 65% e 65,9% respectivamente.

Para atividade antioxidante realizou-se o teste do radical DPPH no qual
nenhum extrato ou fracao se igualou estatisticamente aos padrdes VIT C e Rutina,
sendo a fragdo que mais se aproximou estatisticamente foi a de acetato de etila do
caule com valor de 1IC50 21 pg/mL seguida das fragbes remanescente do caule e da
folha com IC50 36,45 ug/mL. No ensaio do complexo fosfomolibdénio as atividades

foram baixas comparadas aos padrdes, sendo a fragéo cloroférmio tanto para o
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caule quanto para folha que obteve melhores resultados, com 18,23% para fragcao
cloroférmio folha e 41,08% para fragcao cloroférmio caule comparados ao padrao VIT
C.

Sendo estes resultados inéditos sobre a espécie Chusquea pinifolia
acrescenta a literatura informacgbes para possiveis estudos futuros. A espécie é de
grande importancia, apresenta auséncia de toxicidade in vitro, significativos
resultados de atividade antioxidante e foram evidenciados metabdlitos de interesse
com atividades biolégicas e farmacoldgicas promissoras. Tais resultados avaliados
nas fragbes e extratos brutos se tornam alvo para estudos futuros in vivo para esta

especie.
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