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RESUMO

O presente trabalho realizou estudo sobre Dorstenia multiformis, Miquel,
pertencente a familia Moraceae, utilizando-se todas as partes da planta. A
partir do residuo obtido do extrato bruto etandlico, por meio de separacdo em
coluna cromatogréafica de silica-gel, obteve-se 4,59 de um material cristalino
denominado CRS1 e 80,8mg de material denominado CRS2. Da anélise de
CG/EM e RMN *H e ¥C na amostra CRS1, e apds doseamento por CLAE,
verificou-se a presenca de 90% de psoraleno e 10% de bergapteno. Da anélise
de RMN 'H e °C realizada com a amostra CRS2, identificou-se dois
constituintes: acetato de a-amirina e acetato de B-amirina. O extrato etandlico
bruto, fracdes e substancias isoladas foram avaliados quanto ao seu potencial
biolégico, por meio dos ensaios de atividade alelopatica, antibacteriana e
antioxidante. Para avaliacdo da atividade alelopética verificou-se a velocidade
de germinacdo e o comprimento da radicula e do hipocétilo de sementes de
Lactuca sativa, em presenca das amostras e controles 4gua destilada e
metanol. A verificagdo da atividade antibacteriana foi realizada por meio dos
testes de difusdo em disco e concentracdo inibitéria minima, e a atividade
antioxidante foi verificada através dos testes de reducdo do complexo
fosfomolibdénio e reacdo com DPPH em placa cromatografica. Os resultados
obtidos com o estudo alelopéatico indicaram influéncia inibitéria do extrato
etandlico bruto e das fracdes sobre a germinacdo das sementes de Lactuca
sativa, em varias concentracdes testadas. O crescimento da radicula e do
hipocotilo das sementes foi influenciado inibitoriamente pela fracdo hexano nas
maiores concentragbes testadas. O extrato etandlico bruto inibiu o
desenvolvimento da bactéria Salmonella thiphymurium, e a bactéria
Staphylococcus epidermidis teve seu crescimento inibido em presenca das
fracdes hexano e cloroférmio. Todas as amostras testadas apresentaram certo
grau de atividade antioxidante, especialmente a fracédo cloroférmio.

Palavras chave: alelopatia, fitoquimica, atividade antibacteriana e antioxidante.
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ABSTRACT

The present work is a study about Dorstenia multiformis, Miquel, which belong
to Moraceae family, utilizing all the parts of the plant. From the residue obtained
from the ethanolic gross extract through separation on chromatographic colums
of silica-gel, it was obtained 4,5g of a crystalline material called CRS1 and
80,8mg of a material called CRS2. From de analysis of CG/MS and RMN *H
and '3C on the sample CRS1, and after dosage by HPLC it was verified the
presence of 90% psoraleno and 10% bergapteno. From the analysis of RMN H
and **C developed with the sample CRS2, two constituents were identified: o-
amirina acetate and pB-amirina acetate. The gross ethanolic extract, fractions
and isolated substances were evaluated in relation to its biological potential
through assays of alelopathic, antibacterial and antioxidating activity. In order to
evaluate the alelopathic activity it was verified the germination speed and the
radicle and hippocotil length of Lactuca sativa seeds, in the presence of
samples and destilled water and methanol control. The verification of
antibacterial activity was developed through disc diffusion and minimal inhibitory
concentration tests, and the antioxidating activity was verified through tests of
phosphomolibdeny complex reduction and reaction with DPPH on
chromatographic plate. The obtained results with the alelophatic study showed
inhibitory influence of gross ethanolic extract and fractions on Lactuca sativa
seeds germination, for several tested concentrations. The growth of seeds
radicles and hippocotil had the inhibitory influence by hexano fraction on the
highest concentrations tested. The gross ethanolic extract inhibited the
development of Dbacteria Salmonella thiphymurium, and bacteria
Staphylococcus epidermidis had its grown inhibited in the presence of hexano
and chloroform fractions. All the tested samples showed a certain degree of

antioxidating activity, specially the chloroform fraction.

Key-words: alelopathy, phytochemistry, antibacterial and antioxidating activity.
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1. INTRODUGAO

A busca do homem por solucbes que pudessem aplacar suas dores e
doencas foi sempre incessante e remonta seu aparecimento na face da Terra
(SILVA, 2001).

Nesse contexto, desde os primordios das civilizacdes, as plantas tém
sido utilizadas pelo homem, como fonte de alimento e de tratamento de
doencas, devido a sua abundancia na natureza e facilidade de obtencdo. O
emprego das plantas no controle de diversas doencas e pragas talvez seja téo
antigo quanto o préprio aparecimento da humanidade (FRANCA, 2001).
Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram encontrados nas mais
antigas civilizacbes, onde o homem primitivo, ao procurar plantas para o seu
sustento, foi descobrindo espécimes com acdo téxica ou medicinal. Os
beneficios obtidos com a utilizacdo empirica levaram o homem a buscar
sempre “novas”’ plantas, para o tratamento de diversas patologias, e a
experiéncia acumulada foi transmitida por inUmeras geracdes, levando ao
descobrimento de alguns dos mais valiosos medicamentos utilizados na
medicina moderna (SIMOES e colaboradores, 1986).

Além dos beneficios, observou-se muitas reacdes toxicas associadas a
plantas, levando a necessidade de estudos criteriosos relativos a sua
utilizacdo. Diversos autores tém apontado a importancia dos estudos quimicos
e farmacoldgicos, em véarias espécies vegetais, pela intensa producdo de
metabolitos secundarios, que podem ser medicinais ou téxicos, principalmente
nas espécies dos ecossistemas tropicais (BRITO & BRITO, 1993). Atualmente,
estima-se que existam aproximadamente 500.000 espécies de plantas
terrestres, das quais sdo conhecidos aproximadamente 50.000 metabdlitos
secundarios (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Em nosso pais, ha uma grande diversidade de plantas com potencial
terapéutico, o que estimula os pesquisadores no estudo de suas possiveis
acOes terapéuticas, bem como acdes toxicas, a fim de produzir medicamentos
com garantia de eficacia e seguranca. Pesquisadores da &rea de produtos
naturais mostram-se impressionados pelo fato desses produtos encontrados na

natureza revelarem uma gama quase inacreditavel de diversidade, em termos
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de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biologicas (WALL & WANI,
1996).

A rigueza da biodiversidade da flora brasileira, associada aos
levantamentos etnobotanicos, etnofarmacoldgicos, farmacogndsticos e
fitoquimicos, permitiu aos pesquisadores isolar compostos biologicamente
ativos a partir de diferentes espécies vegetais, 0s quais podem se constituir em
modelos tanto para a sintese de farmacos quanto de outros produtos para
aplicacao agricola ou florestal (GUERRA; NODARI, 2001).

Os resultados dos estudos e pesquisas acerca das propriedades
antimicrobianas de produtos obtidos de plantas tém sido promissores, sendo
gue muitos compostos quimicos tém sido isolados de espécies vegetais
brasileiras e de outras partes do mundo, com potente atividade antimicrobiana,
de grande interesse para a industria farmacéutica e a medicina (YUNES e
CALIXTO, 2001).

Esses estudos possibilitam a obtencédo de moléculas apropriadas para a
producdo de antimicrobianos efetivos, com efeitos desejaveis e especificos, e
sem efeitos colaterais ao hospedeiro (RECIO e colaboradores, 1989; MITSHER
e colaboradores, 1987; YUNES e CALIXTO, 2001).

A busca por herbicidas que possam ser extraidos de fontes naturais é
essencialmente importante para as plantas medicinais, uma vez que nao €&
recomendado o uso de agrotoxicos sintéticos no cultivo destas, podendo haver
contaminacdo com residuos toxicos, ocasionando problemas para a saude,
além de poder causar reducdo na concentracdo dos principios ativos do
vegetal (REIS; MARIOT, 2001).

Ao se tratar da qualidade de uma droga com fins medicinais, o principal
parametro a ser considerado € a correta identidade botanica, e, nesse
contexto, a analise fitoquimica qualitativa apresenta-se como uma importante
analise nos processos de inspecdo da matéria-prima vegetal, uma vez que, a
partir da publicacéo, pela ANVISA, da RDC n°17, em 24 de fevereiro de 2000,
o fabricante de fitoterdpicos passa a ser responsavel por comprovar as
indicacbes e a dosagem, baseando-se na padronizacdo de marcadores
guimicos, e utilizando-os, inclusive, no controle de qualidade da matériasprima.

Existem varios estudos fitoquimicos relativos ao género Dorstenia,

porém nao ha estudos fitoquimicos especificos para a Dorstenia multiformis,
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gue €& amplamente utilizada no Brasil, em formulacdes para tratamento de
distarbios menstruais, bem como outras indicacbes, em diversas formas
farmacéuticas. Dentro do género Dorstenia existem varias espécies conhecidas
popularmente como “carapias” ou “caiapias’, todas elas dotadas de
propriedades medicinais e, na grande maioria desse comeércio, a espéecie nao é
identificada (FLORA BRASILEIRA, 1983).

Dessa forma, para garantir a qualidade das formulacdes, torna-se
necessario identificar um marcador quimico especifico, assegurando a
utilizacdo da espécie na producdo dos medicamentos.

Vérios trabalhos académicos e artigos indicam que diversos tipos de
danos teciduais, inclusive em tecidos vitais, sdo causados por grupos de
substancias quimicas, conhecidas como radicais livres, produzidas
naturalmente em grandes quantidades no organismo. Dessa forma, ja se
conhece bastante sobre o papel dos radicais livres na producdo de doencas,
buscando-se agora tentativas de intervengdo que possam minimizar os danos
causados. Tais intervencfes precisam, obviamente, assumir a forma de um
ataque aos radicais livres, e este se da pelo uso de substancias com atividade
antioxidante (YOUNGSON, 1996).

Todas essas proposicdes justificam o estudo quimico e bioldgico da
espécie Dorstenia multiformis, com o intuito de contribuir para a qualidade das
formulacdes ja existentes, bem como identificar ativos com possibilidade de
aplicacdo em formulacéo farmacéutica.

Considere-se ainda que, de acordo com as perspectivas da
modernidade, a saude do futuro estard voltada para a medicina preventiva,
onde a ciéncia buscara na natureza meios profilaticos que auxiliem o homem
na defesa de seus males (MIGUEL, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo da composicéo quimica de Dorstenia multiformis, Miquel
e verificar possiveis aplicacfes biolégicas da espécie, por meio de seus

constituintes quimicos presentes no extrato bruto, fracdes, ou isoladamente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar e isolar compostos quimicos presentes no extrato etandlico e
respectivas fragbes de Dorstenia multiformis M.

Identificar os constituintes quimicos isolados, a partir da analise de
dados obtidos por espectrometrias de CG/EM e RMN H e C.

Avaliar atividade antibacteriana do extrato etandlico, fracbes e
substancias isoladas de Dorstenia multiformis M.

Avaliar atividade antioxidante do extrato etandlico, frac6es e substancias
isoladas de Dorstenia multiformis M.

Avaliar atividade alelopatica do extrato etandlico, fracbes e substancias
isoladas de Dorstenia multiformis M.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ENQUADRAMENTO TAXONOMICO

O enquadramento taxonémico de Dorstenia multiformis, Moraceae,
segundo CRONQUIST (1981) e ENGLER (1998), esta demonstrado no quadro
1.

QUADRO 1 — ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Dorstenia multiformis

ENGLER (JOLY, 1998) CRONQUIST (1981)
Divisédo Angiospermae Magnoliophyta
Classe Dicotyledoneae Magnoliopsida
Subclasse Archichlamydeae Hamamelidae
Ordem Urticales Urticales
Familia Moraceae Moraceae
Género Dorstenia Dorstenia
Espécie multiformis Multiformis

3.2 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA MORACEAE

As plantas da familia Moraceae sao predominantemente arboreas ou
arbustivas, sendo raras as herbaceas. Caracterizam-se por apresentar folhas
inteiras, dispostas alternadamente, simples ou, raramente, compostas, sempre
protegidas no botdo por duas estipulas (JOLY, 1975). Freqguentemente,
apresentam as paredes celulares, especialmente da epiderme ou tricomas,
mineralizadas com carbonato de calcio ou silica; estbmatos anomociticos;
presenca de estipulas, porém, algumas vezes, em numero reduzido, como
ocorre no género Dorstenia (CRONQUIST, 1981).

As flores sdo muito pequenas, de sexo separado, reunidas em densas
inflorescéncias, protegidas por séries de elementos do perianto (em nimero de
2 a 6). Flores masculinas com estames isdbmeros e opostos aos segmentos do
perianto. Flores femininas com perianto rudimentar ou ausente, constituidas

por um ovario supero composto de 2 carpelos e um s6 loculo (dos 2 carpelos,
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muitas vezes s6 um se desenvolve) com um soO Ovulo. Estigmas 2, estiletes 2
(JOLY, 1975).

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

A familia é composta de cerca de 61 géneros, com mais de 1000
espécies, e se encontra bem representada no Brasil, tanto por espécies
indigenas, quanto por cultivadas. E freqiiente, de um modo geral, nas regides
tropicais e subtropicais de todo o mundo, sendo menos comum em climas
temperados. Os géneros mais numerosos da familia séo Ficus, com cerca de
600 espécies; Dorstenia, com aproximadamente 125 espécies, e Cecropia,
com cerca de 50 espécies (JOLY, 1975; CRONQUIST, 1981).

Entre os géneros nativos no Brasil, destacam-se Ficus, Brosimum,
Dorstenia e Cecropia (JOLY, 1975).

3.3 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Dorstenia

O género Dorstenia, conhecido popularmente como caapia ou carapia, é
um exemplo de erva na familia e se caracteriza pelas inflorescéncias
disciformes (resultantes da fusdo dos peduinculos) com flores sésseis inseridas
no lado superior (JOLY, 1975).

Segundo ABEGAZ e colaboradores (2002), o género Dorstenia possui
muitas plantas que sdo utilizadas como anti-ofidicas, anti-infecciosas e anti-
reumaticas, na terapia medicamentosa a base de plantas medicinais, em
muitos paises da Africa e Américas do Sul e Central.

Véarias espécies de Dorstenia sdo utilizadas na medicina humana,
principalmente contra doencas de pele, por causa da presenca de compostos
biologicamente ativos. A ocorréncia de furanocumarinas tem sido amplamente
demonstrada na familia Moraceae. Estudos de identificacdo e quantificacdo de

furanocumarinas em ‘"carapia" (espécies de Dorstenia, Moraceae) sao
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realizados, atualmente, no Brasil, por causa de suas propriedades medicinais

contra doencgas de pele (CARDOSO e colaboradores, 1999).

3.3.1 Aspectos fitoquimicos do género Dorstenia

De acordo com ABEGAZ e colaboradores (2002), o género Dorstenia é
reconhecido como uma rica fonte de cumarinas prenil e geranil substituidas,
chalconas, flavonas e flavanonas.

3.3.1.1 Cumarinas, triterpenos e esteroides

BAUER e NOLL (1986) isolaram e identificaram, dos extratos etéreo e
alcodlico dos rizomas de Dorstenia brasiliensis Lam., duas furanocumarinas
lineares: psoraleno (0,28%) e bergapteno (0,08%), que sdo substancias
fotossensibilizantes.

Por meio do fracionamento inicial do extrato etandlico dos rizomas de
Dorstenia heringeri Car. & Val. (Moraceae), VILEGAS e colaboradores (1992)
separaram &cidos graxos, furanocumarinas simples e uma furanocumarina
monoterpénica.

Triterpenos  pentaciclicos, esterdides e furanocumarinas foram
identificados nas fracGes hexanicas dos rizomas ou folhas de cinco espécies de
Dorstenia (Moraceae) (D. bahiensis Kl., D. bryoniifolia Mart ex. Mig., D.
carautae C.C.Berg, D. cayapiaa Vell. e D. heringerii Car. & Val). Os compostos
terpendides isolados tém sido relatados como o0s responsaveis pelo uso
popular de espécies de Dorstenia como antiofidicos (VILEGAS e
colaboradores, 1997).

TOVAR-MIRANDA e colaboradores (1998) isolaram e identificaram, das
raizes de Dorstenia contrajerva, a dihidrofuranocumarina (2S*,1'S*)-2,3-dihidro-
2-(1’-hidroxi-1'-acetiloximetiletil)-7H-furo[3,2-g][1]benzopirano-7-ona, cuja

estrutura encontra-se representada abaixo.

FIGURA 1 - DIHIDROFURANOCUMARINA DE Dorstenia contrajerva
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Trés derivados fenilpropanodides conhecidos, estearil-p-cumarato
[octadecanil-3-(4-hidroxifenil)prop-2-enoato], estearil-ferulato [octadecanil-3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoato] e psoraleno foram isolados a partir de
Dorstenia psilurus (NGADJUI e colaboradores, 1998).

O triterpeno butirospermol foi isolado de extratos de Dorstenia
poinsettifolia (TSOPMO e colaboradores, 1998).

CARDOSO e colaboradores (1999) determinaram a presenca de
furanocumarinas (psoraleno, bergapteno, pimpinelina e isopimpinelina) nos
rizomas e partes aéreas de Dorstenia tubicina, Dorstenia asaroides e Dorstenia
vitifolia, e em amostras comerciais.

Estudos fitoquimicos das raizes de Dorstenia excentrica levaram ao
isolamento e identificacdo de furanocumarinas, a saber, um diastereocisdmero
do prandiol (figura 2-1), com a configuracdo 2'S,1"S; 4-[3-(4,5-dihidro-5,5-
dimetil-4-oxo-2-furanil)-butoxi]-7H-furo[3,2-g][1]benzopirano-7-ona; 7H-furo[3,2-
g][1]benzopirano-7-ona (psoraleno — figura 2-1I) e 7-hidroxi-cumarina. As
furanocumarinas 7 - hidroxi-cumarina, psoraleno e o dimero do psoraleno
também foram isolados de D. lindeniana, enquanto 5-[3-(4,5-dihidro-5,5-dimetil-
4-oxo-2-furanil)-butoxil]-7H-[3,2-g][1] benzopirano - 7 - ona e bergapteno estado
presentes nas raizes de D. drakena (ROJAS-LIMA e colaboradores, 1999).

FIGURA 2 — DIASTEREOISOMERO DO PRANDIOL PRESENTE EM Dorstenia excentrica
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NGADJUI e colaboradores (1999) isolaram e identificaram, dos brotos de
Dorstenia poinsettifolia, poinsettifolactona (figura 3) - uma nova dihidro-4-

prenilcumarina -, além de uma rara dihidrocumarina 4-fosfo-substituida.

FIGURA 3—- CUMARINA PRESENTE EM Dorstenia poinsettifolia

Me OMe

Furanocumarinas geranil substituidas tém sido identificadas em muitas
espécies do género Dorstenia (ABEGAZ e colaboradores, 2002).

Uma nova furanocumarina glicosilada, o-l-ramnopiranosil-(1 6)--d-
glucopiranosil-bergaptol (1), foi isolada de Dorstenia contrajerva, juntamente
com trés furanocumarinas conhecidas, catequina e epicatequina (CACERES e
colaboradores, 2001).

FRANKE e colaboradores (2001) isolaram uma série de
furanocumarinas preniladas, lineares e angulares (ex., dorstegina — figura 3-I),
e um derivado benzofurano (figura 3-1l) das folhas e brotos de Dorstenia gigas

(Moraceae), planta de ocorréncia endémica na ilha de Socotra (Yemen).

FIGURA 3—- FURANOCUMARINAS DE Dorstenia gigas

LOPES e colaboradores (2001) isolaram um analogo do psoraleno,

denominado dorstenina, 5- (3- (4,5-dihidro-5,5-dimetil-4-oxo-2-furanil) -butoxi) -
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7H-furo (3,2-g) (1) benzopirano-7-ona, de espécies de Dorstenia (Moraceae).
Dorstenina apresentou propriedades fotossensibilizantes e mutacionais frente a
cepas selvagens de E. coli e S. cerevisiae, porém, com menor efeito
genotoxico, comparado as altas atividades do psoraleno e bergapteno.

CARDOSO e colaboradores (2002) apresentam analises da composi¢cao
guimica em furanocumarinas do infuso e decocto de "Carapia" (espécies de
Dorstenia), que sao utilizadas no Brasil contra varias doencas. De acordo com
esses autores, o conteudo em furanocumarinas revelou uma diferenca
insignificante entre infuso e decocto. Dorstenia tubicina e D. asaroides
apresentaram psoraleno e bergapteno somente nos rizomas, enquanto D.
vitifolia apresentou isopimpinelina em ambos, rizomas e partes aéreas.

D. prorepens apresentou 0Ss compostos conhecidos: psoraleno,
bergapteno, beta-sitosterol e seus derivados D-glucopiranosidicos (ABEGAZ e
colaboradores, 2002).

UCHIYAMA e colaboradores (2002) isolaram e identificaram dois
triterpendides, acido dorsténico A e B, além de um diterpendide ja conhecido
(tipo isopimarane) e seis cumarinas, das raizes de Dorstenia brasiliensis. Os
dois triterpendides apresentaram citotoxicidade moderada contra células
leucémicas (L-1210 e HL-60).

3.3.1.2 Flavonodides

Foram isolados e identificados, dos brotos de Dorstenia manii, trés
flavonodides prenilados e um geranilado: 3',4’{2,2-dimetilcromano)-2’,4-
dihidroxichalcona (dorsmanin A); bis(2,2-dimetilcromano)flavanona (dorsmanin
B); 7,8-(2,2-dimetilcromeno)-6-geranil-3,5,3’,4’-tetrahidroxiflavonol (dorsmanin
C) e 6,8-bis(3,3-dimetilalil)-3,5,7,4’-tetrahidroxi-3’-metoxiflavonol (dorsmanin D).
Também foram identificados os flavondides conhecidos: 3',4-(2,2-
dimetilcromeno)-2’,4-dihidroxichalcona; 6-(3,3-dimetilalil)-5,7,4’-trihidroxi-3’-
metoxiflavona e 6,8-bis(3,3-dimetilalil)-5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavanona (canflavin
B) (NGADJUI e colaboradores, 1998).

Dois novos flavonéides: 6,7-(2,2-dimetilcromano)-5,4’-dihidroxiflavona e
3,4-4’ 5'-bis-(2,2-dimetilcromano)-2’-hidroxichalcona, juntamente com o ja

conhecido 6-(3-metilbut-2-enil)apigenina, e duas chalconas, (E)-1-[2,4-dihidroxi-
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3-[3-metilbut-2-enil]fenil]-3-[4-hidroxifenil]-prop-2-en-1-ona e (E)-1-[2,4-
dihidroxi-5-[3-metilbut-2-enil]-fenil]-3-[4-hidroxi-3-[3-metilbut-2-enil]fenil]-prop-2-
en-1-ona foram caracterizados a partir do tecido foliar de Dorstenia
kameruniana (ABEGAZ e colaboradores, 1998).

NGADJUI e colaboradores (1998) isolaram e caracterizaram, de
Dorstenia psilurus, duas novas flavonas, dorsilurins A (figura 4-1) e B (figura 4-

[I), e um novo derivado benzofurano (figura 4-I111).

FIGURA 4 — FLAVONAS E DERIVADO BENZOFURANO DE Dorstenia psilurus
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Dois novos flavonoides geranilados, “poinsettifolins” A e B, foram
isolados de extratos de Dorstenia poinsettifolia. Também foram isolados a
flavona 5,7,4-trihidroxi-8-prenilflavona (licoflavona C), as chalconas 4,2’,.4'-
trinidroxi-3’-prenilchalcona  (isobavachalcona) e isobavacromeno, e o0
carotendide luteina (TSOPMO e colaboradores, 1998).

A investigacdo dos brotos de Dorstenia mannii forneceu 6,8-diprenil-
5,7,3'4-tetrahidroxiflavanona, e quatro novas flavanonas preniladas,
denominadas “dorsmanins” E-H e caracterizadas como 5,6-7,8-bis-(2,2-
dimetilcromano)-3’,4’-dihidroxiflavanona; 7,8-[2"-(1 - hidroxi -1-metiletil)-
dihidrofurano] - 6 - prenil - 5,3’,4-trihidroxiflavanona; 6,7 - [2”-(1 - hidroxi - 1 -
metiletil)dihidro-furano] - 8 - prenil - 5,3",4’-trihidroxiflavanona, e 6-prenil-8-(2-
hidroxi-3-metilbut - 3 - enil) - 5,7,3",4'-tetrahidroxiflavanona, respectivamente
(NGADJUI e colaboradores, 1999).

Um novo flavonoide, “dorstenona” (figura-5), foi isolado de Dorstenia
barteri, juntamente com trés flavondides conhecidos, 4,2’,4-trihidroxi-3’-
prenilchalcona; 4,2’,4'-trihidroxi-3,3-diprenilchalcona, e 5,7,4’-trihidroxi-8-
prenilflavona (TSOPMO e colaboradores, 1999).

FIGURA 5— FLAVONOIDE DE Dorstenia barteri
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Foram isolados e identificados, dos brotos de Dorstenia poinsettifolia,
“dorspoinsettifolin® (figura 6), uma nova 7,8-(2,2-dimetilpirano) - 4 -
metoxiflavanona, além de trés flavondides prenilados conhecidos, 4 -
hidroxiloncocarpin, 4 - metoxi-loncocarpin e 4’-hidroxiisoloncocarpin, além de

raras chalconas geranil e prenil substituidas (NGADJUI e colaboradores, 1999).

FIGURA 6 — FLAVONOIDE PRENILADO DE Dorstenia poinsettifolia
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NGADJUI e colaboradores (1999) isolaram e identificaram, das raizes de
Dorstenia  psilurus, trés compostos fendlicos: 6,8-diprenil-3'[0],4-(2,2-
dimetilpirano)-3,5,7-trihidroxiflavona; 3,6-diprenil-8-(2-hidroxi-3-metilbut-3-enil)-
5,7,2’,4'-tetrahidroxiflavona, e um raro derivado flavonoide (figura 7) com
modificacdo nos anéis B e C, denominados respectivamente de dorsilurins C, D
eE.

FIGURA 7 — FLAVONOIDE PRENILADO DE Dorstenia psilurus
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Quatro novas flavanonas preniladas, dorsmanins | (figura 8-I) e J (figura
8-1), e epi-dorsmanins F (figura 8-lll) e G (figura 8-V), identificados,
respectivamente como 6,7-(2,2-dimetilpirano)-8-prenil-5,3’,4’-
trinidroxiflavanona,; 6,7-(2,2-dimetildihidropirano)-8-prenil-5,3’,4'-
trinidroxiflavanona e 2"-epimeros de “dorsmanins” F e G foram isolados das
partes aéreas de Dorstenia manii, juntamente com 13 flavonéides conhecidos:
4-hidroxiloncocarpina; 4-metoxiloncocarpina; 6-prenilcrisoeriol, 6,8-
diprenileriodictiol; gancaonin P e “dorsmanins” A-H (NGADJUI e colaboradores,
2000).
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FIGURA 8 — FLAVONOIDES PRENILADOS DE Dorstenia mannii
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D. mannii forneceu um derivado geranil, oito flavanonas dipreniladas e
um flavonol. D. psilurus forneceu todos os compostos triprenilados encontrados
no género Dorstenia e um destes compostos é 0 Unico a apresentar o anel B,
da estrutura dos flavonoides, modificado para uma dienona. O flavonoide 4-
hidroxiloncocarpina foi encontrado em Dorstenia prorepens e Dorstenia zenkeri.
Flavondides prenilados tém sido amplamente relatados somente em espécies
africanas de Dorstenia (ABEGAZ e colaboradores, 2002).

Os brotos de Dorstenia prorepens forneceram a chalcona digeranilada,
5,3-(3,7-dimetil-2,6-octadienil)-3,4,2’,4’-tetrahidroxichalcona, sendo o Unico
exemplo de uma chalcona digeranilada encontrado na literatura. Dorstenia
zenkeri forneceu a 3',4’-(3-hidroxi-2,2-dimetilhidropirano)-4,2’-dihidroxichalcona;
4,2’ 4’- trihidroxichalcona; 4,2’,4'-trihidroxi-3’-prenilchalcona, e uma bichalcona,
além dos compostos p-hidroxibenzaldeido e dorsmanin A. Uma nova chalcona,
6-prenilcrisoeriol (22 R = Ome) foi obtida a partir de D mannii (ABEGAZ e
colaboradores, 2002).

Trés flavondides prenilados, dinklagins A, B e C, identificados
respectivamente como (-)-6-(3,3-dimetilalil)- 7-dihidroxi-6"", 6’-dimetilcromeno-
4,3,2",3")-flavanona; (+)-5,4’,5"xi-trihidroxi-6",6’-dimetilcromano+7,6,2",3")-
flavona e (+)6-(2xi-hidroxi-3-metil-3-butenil)-5,7,4’-trihidroxiflavona  foram
isolados dos brotos de Dorstenia dinklagei, juntamente com os compostos ja
conhecidos 6-prenilapigenina; 4-hidroxiloncocarpina; estipulina e 5,4’-dihidroxi-
6”,6”-dimetilcromano-(7,6,2”,3")-flavona (NGADJUI e colaboradores, 2002).

3.3.1.3 Estirenos

WOLDU e colaboradores (1988) isolaram trés novos estirenos de D.
barnimiana (Moraceae), os quais foram identificados como: 6-metoxi-5-vinil-
benzofurano; 4,6-dimetoxi-5-vinilbenzofurano e 2,4-dimetoxiestireno.

Os primeiros exemplos de ocorréncia natural de estirenos foram
identificados em D. barnimiana (ABEGAZ e colaboradores, 2002).

CASAGRANDE e colaboradores (1974) determinaram a estrutura da

siriogenina (figura 9), isolada de Dorstenia contrajerva.
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FIGURA 9 — ESTRUTURA DA SIRIOGENINA

3.3.2 Aspectos farmacologicos do género Dorstenia

Os dados farmacologicos sobre o género Dorstenia sdo escassos, mas
sabe-se que todas as espécies do género conhecidas como carapia séo
dotadas de qualidades medicinais (FLORA BRASILEIRA, 1983).

Extratos de 87 espécies, pertencentes a 8 géneros da familia Moraceae,
foram avaliados para constituintes fototoxicos, utilizando a bactéria gram-
negativa E. coli. Somente 2 das 72 espécies do género Ficus testadas foram
positivas para metabolitos fototoxicos. Em contraste, todas as espécies
testadas do género Dorstenia (5 espécies) e Fatoua (1 espécie) apresentaram
graus variados de atividade antimicrobiana ativada pela luz. Extratos das raizes
apresentaram compostos fotossensibilizantes mais potentes, ou maiores
concentragdes de fototoxinas, em comparagéo aos extratos de folhas ou flores.
Furanocumarinas (5-metoxipsoraleno e psoraleno) foram identificados nos
extratos de todas as espécies que apresentaram fototoxinas (SWAIN e
DOWNUM, 1990).

De acordo com RUPPELT e colaboradores (1991), a infusdo a 10%
(planta seca) e 20% (planta fresca), correspondendo a 1 e 2 g/kg,
respectivamente, de Dorstenia brasiliensis, demonstrou atividade analgésica

e/ou anti-inflamatoéria, por administragao oral.
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O extrato metanodlico de Dorstenia multiradiata, utilizada na medicina
tradicional nigeriana, foi ativo, em concentracbes de 50 microgramas/mL ou
menos, contra a Leishmania visceral isolada (IWU e colaboradores, 1992).

Compostos terpendides tém sido relatados como os responsaveis pelo
uso popular de espécies de Dorstenia como antiofidicos (VILEGAS e
colaboradores, 1997).

Extratos de D. multiradiata apresentaram atividade antileishmanial.
Extratos e/ou compostos de outras espécies apresentaram atividades anti-
inflamatdria, analgésica, antioxidante e citotoxica (ABEGAZ e colaboradores,
2002).

De acordo com DIMO e colaboradores (2001), o extrato metandlico de
Dorstenia  psilurus apresentou efeitos antihipertensivos em ratos
hiperinsulinémicos e hipertensos, alimentados com frutose. Além disso,
observou-se diminui¢cdo nos niveis de colesterol e insulina.

O uso de furanocumarinas, que possuem  propriedades
fotossensibilizantes, combinado com exposicéo a radiacdo UV-A, constitui um
tratamento comum para vitiligo, psoriase e outras doengas de pele. Deve-se
ressaltar, no entanto, que, apesar dos beneficios, altas doses de
furanocumarinas aumentam o risco de desenvolvimento de carcinomas
cuténeos. As espécies de Dorstenia que sao utilizadas no Brasil apresentam
doses consideraveis de furanocumarinas (CARDOSO e colaboradores, 2002).

3.3.3 Aspectos toxicoldgicos do género Dorstenia
Além das propriedades medicinais, as espécies do género Dorstenia

conhecidas como carapia apresentam alguns principios toxicos. Talvez este

fato justifique a repulsa dos animais herbivoros por estas plantas (FLORA
BRASILEIRA, 1983).

3.4 CONSIDERACOES SOBRE Dorstenia multiformis, MIQUEL

3.4.1 Sinonimia vulgar
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Segundo COIMBRA (1942), Dorstenia multiformis possui varios nomes
populares, alguns dos quais sdo utilizados comercialmente: caapia, caiapia,
carapa, carapia, conta de cobra, contra herva, liga 0sso, taporé e tiG.

De acordo com a FLORA BRASILEIRA (1983), pode-se citar como
sinbnimos populares: caiapia-do-grande, capa-homem, carapid e contra-
veneno.

CRUZ (1995) apresenta os seguintes nomes vulgares para a espécie:
caapia, caiapia, carapa, carapia, capia, contraerva e liga 0sso.

COIMBRA (1942) cita alguns sinbnimos estrangeiros, a saber,
contrayerba (espanhol), contraierva (italiano), contrayerve (francés), widergift,

peruvianische e gilfwurzel (aleméao).

3.4.2 Sinonimia cientifica

Segundo MISSOURI BOTANIC GARDEN (2004)
A espécie Dorstenia multiformis também pode ser citada como:
Dorstenia multiformis var. arifolia, Dorstenia multiformis var. ceratosanthes,

Dorstenia multiformis var. ficifolia, Dorstenia multiformis var. ramosa.

3.4.3 Distribuicao geografica

Essa espécie vegetal é originaria do Brasil, habitando em S&o Paulo,
Goias, Mato Grosso, Bahia, Pernambuco e Minas Gerais (CRUZ, 1995). Nasce
espontaneamente no Estado de S&o Paulo, mais precisamente na Serra do
Mar, onde aparece com frequéncia. Planta silvestre, muito resistente as
gueimadas e secas (FLORA BRASILEIRA, 1983).

3.4.4 Usos populares

A espécie Dorstenia multiformis encontra varias aplicacdes terapéuticas
e usos populares, porém sem comprovacio cientifica. E uma planta brasileira
conhecida por suas propriedades medicinais (FLORA BRASILEIRA, 1983),

sendo estas especialmente vinculadas as suas raizes (CRUZ, 1995).
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Possui importancia medicinal como tbdnica, estimulante, diaforética
(sudoripara), diurética, emenagoga (COIMBRA, 1942; FLORA BRASILEIRA,
1983) e anti-febril, e em associacdo com o taiuia, na forma de tintura,
apresentando excelentes resultados na reparacdo de fraturas dos 0sSsos
(CRUZ, 1995).

Dessa forma, a planta é preconizada para combater a prisdo de ventre,
perturbacbes do estdmago, gastrite, anemia, clorose, febres tifoides,
desarranjos do utero, supressdo das regras, diarréias, disenterias, febres
intermitentes, afec¢des do aparelho respiratorio, cistites etc (CRUZ, 1995).

Popularmente, é utilizada na anemia, na atonia do aparelho digestivo,
nas diarréias, nas febres tiféides e nas menstruacdes doloridas e tardias
(COIMBRA, 1942; FLORA BRASILEIRA, 1983). Além disso, aumenta o volume
da urina, tornando-a clara (COIMBRA, 1942).

Os rizomas de Dorstenia multiformis, associados ao taiuia, sdo usados
empiricamente em nosso pais, para a reparacao de fraturas dos 0ssos, na
forma de cozimento (CRUZ, 1995). Os sertanejos usam a massa do rizoma em
cataplasmas, com essa mesma finalidade, e consideram-no antidoto contra o
veneno de cobras (COIMBRA, 1942).

Suas raizes e rizomas também sdo considerados antifebris, diaforéticos
e expectorantes (FLORA BRASILEIRA, 1983).

As formas farmacéuticas habituais séo: infuso, decocto, extrato fluido,

po, tintura, elixir, vinho, xarope (COIMBRA, 1942) e capsulas.

3.4.5 Descricao botanica de Dorstenia multiformis

A espécie Dorstenia multiformis apresenta-se como uma planta
herbacea, de rizoma carnoso e ramificado, com caule curto, rasteiro e mais ou
menos subterraneo. As folhas sdo longo-pecioladas, oblongas ou ovaladas,
divididas em varios lobos, inteiras ou pinatifidas, verde-escuras na parte
superior e palidas na inferior. Apresenta flores de tamanho bastante reduzido e
frutos do tipo castanha (FLORA BRASILEIRA, 1983).

Segundo a FARMACOPEIA BRASILEIRA (1926), o rizoma de Dorstenia

multiformis, parte usada, apresenta-se macroscopicamente de forma cilindrica,
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irregular, tortuoso, mais dilatado na parte inferior e medindo de 5 a 10cm de
comprimento por 10 a 20mm de largura (figura 10).

Em quase toda a sua extensado, apresenta numerosas bracteas foliaceas
lanceoladas, de 4 a 6mm de comprimento, e algumas cicatrizes oval-
triangulares, salientes, produzidas pela queda dos peciolos; bem como
numerosas radiculas delgadas e longas.

Sua coloracdo apresenta-se como pardo-esverdeada e possui cheiro
aromatico agradavel, semelhante ao do figo, e sabor que, de pouco
pronunciado, torna-se acre.

Sua estrutura microscopica apresenta alguns pélos tectores conicos,
unicelulares, e pélos glandulosos, pediculados, capitados, pluricelulares. O
lenho é representado por feixes fibro-vasculares, bastante largos e curtos,
constituidos por numerosos vasos, que sao dispostos em filas radiais
separadas por algumas células de paredes pouco espessas (separadas entre
si por largos raios medulares), e recobertos exteriormente por um liber

desprovido de fibras esclerenquimaticas.

FIGURA 10 — A ESPECIE Dorstenia multiformis, MIQUEL, MOSTRANDO AS RAIZES E
PARTES AEREAS
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FIGURA 11 — A ESPECIE Dorstenia multiformis, MIQUEL, MOSTRANDO DIMENSOES DAS
RAIZES E PARTES AEREAS
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3.4.6 Aspectos fitoquimicos de Dorstenia multiformis

Segundo COIMBRA (1942), os principais constituintes quimicos
encontrados em Dorstenia multiformis sdo dorstenina, acido dorsténico, oOleo
essencial, sais e matérias gordurosas e pépticas etc.

BARBOSA (2000), em “screening” fitoquimico, detectou a presenca dos
seguintes grupos quimicos: glicosideos flavonicos, aminogrupos e cumarinas,
no extrato hidroalcodlico, e acidos fixos, acidos volateis, taninos condensados e

aminogrupos, no extrato aquoso.

3.4.7 Aspectos toxicolégicos de Dorstenia multiformis

O uso do carapia, em doses inadequadas, pode causar Sérios
transtornos ao ser humano, como intoxicacdo na forma de vomitos, intenso
ardor no estbmago, disenterias e ulcera¢cdes na mucosa (FLORA BRASILEIRA,
1983).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

A espécie Dorstenia multiformis foi fornecida pela industria farmacéutica
"As Ervas Curam”, em marco de 2004. A coleta foi efetuada na Fazenda Capéao
Grande, situada no municipio de Jatai, estado de Goias, em janeiro de 2004. O
material enviado consistia em todas as partes da planta, secas, estabilizadas e
moidas.

Uma amostra da planta inteira foi enviada ao Museu Boténico Municipal
de Curitiba, para identificacdo boténica, e encontra-se registrada neste museu
sob o namero 37440.

4.2 CONSERVACAO

Até o momento do uso, o material foi mantido em saco de papel,

devidamente fechado e identificado, ao abrigo da luz e da umidade.

4.3 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO E DAS FRACOES

Foram submetidos 5Kg do material vegetal (conforme descrito
anteriormente) a extracdo por refluxo, com etanol absoluto, em aparelho de
soxhlet. O extrato obtido foi filtrado com algodao e concentrado em evaporador
rotatério Laborota®, sob presséo reduzida, com aquecimento em banho-maria a
temperatura de, aproximadamente, 40°C, sendo, em seguida, armazenado em
frascos ambar. Apés 24 horas, o extrato concentrado foi filtrado a véacuo,
obtendo-se 0 extrato etandlico bruto e o residuo correspondente, os quais

foram armazenados separadamente em frascos ambares.
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O extrato bruto etandlico foi fracionado, por meio de particdo liquido-
liquido em aparelho de soxhlet modificado (CARVALHO, 2001), utilizando-se

solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio e acetato de etila).

Esse procedimento resultou nas fracdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e

hidroalcodlica remanescente.

O residuo resultante da filtracdo do extrato concentrado foi lavado com

acetona, obtendo-se as por¢des soluvel em acetona (I) e ndo soluvel em

acetona (II).

FIGURA 12 - FLUXOGRAMA DA OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO EO

RESULTANTE

RESIDUO

5 Kg (divididos em 7 extracfes) de Dorstenia multiformis M. (planta

inteira, seca e moida)
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A
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A

Filtracdo a vacuo, apds 24 horas
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4.4 ANALISES ORGANOLEPTICAS

As andlises organolépticas consistiram na avaliacdo dos parametros de
cor, odor, sabor e pH do extrato etandlico bruto, utilizando-se dos sentidos da
visao, olfato e paladar, e do aparelho de medicdo pHmetro.

4.5 TEOR DE SOLIDOS

Consiste na determinagcdo da quantidade de matéria sélida presente em
1mL de amostra.

Para essa analise, utilizou-se técnica adaptada de MIGUEL (2003), onde
trés cadinhos de porcelana foram previamente secos em estufa e pesados
(apbs esses procedimentos, os cadinhos foram manipulados com auxilio de
pinca metélica, sem contato manual). Em seguida, adicionou-se, em cada
cadinho, 1mL da amostra e levou-se a estufa a 100°C. Foram realizadas
pesagens a cada hora, até obter-se um valor constante de peso, para cada
cadinho.

O resultado consiste na média dos trés valores finais de peso da matéria
seca, e é apresentado em forma de porcentagem.

A determinacgédo do teor de solidos foi realizada para o extrato etandlico
bruto e as fracdes hexano, cloroférmio e acetato de etila.

4.6 PESQUISA DE GRUPOS FITOQUIMICOS NOS EXTRATOS E FRACOES

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes
guimicos de espécies vegetais ou avaliar a sua presenca. Quando nao se
dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse, ha necessidade de
uma abordagem quimica, isto é, um exame rapido e superficial, que forneca

uma visao geral da composicdo quimica da droga ou da planta, indicando os
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grupos de metabdlitos secundarios relevantes da mesma; isto é feito por meio
da analise fitoquimica preliminar (MATOS; MATOS, 1989; SIMOES e
colaboradores, 2000).

Nesse contexto, para direcionar o estudo quimico, realizou-se a
identificacdo dos principais grupos quimicos presentes na espécie Dorstenia
multiformis, utilizando-se as metodologias descritas por MOREIRA (1979),
MATOS e MATOS (1989) e MIGUEL (2003) com algumas adaptacdes. De
acordo com essa metodologia, sdo utilizados os extratos alcodlico a 20% e

aguoso, e suas respectivas fracdes, para as determinacdes fitoquimicas.

4.6.1 Extrato alcodlico 20%

Para o preparo do extrato alcodlico a 20%, pesou-se 40g do material
vegetal seco e moido, e adicionou-se 200mL de etanol 70%, que corresponde
ao liquido extrator. O material foi levado ao banho-maria por 1 hora a 70°C, em
frasco aberto. Apés esse periodo, foi filtrado em algoddo e o volume
completado para 200mL com o liquido extrator.

A partir do extrato hidroalcodlico assim obtido, foi realizado o
fracionamento, segundo um gradiente de polaridade. Os solventes utilizados
foram: hexano, cloroformio e acetato de etila.

Para esse procedimento, o extrato foi concentrado até aproximadamente
1/3 do volume inicial, com o intuito de eliminar o excesso de etanol. Em funil de
separacao, foram utilizadas cinco aliquotas de 20mL para cada solvente e
agitados. A fracdo final foi recolhida e chamada de fragdo hidroalcodlica
remanescente. Cada fracdo obtida foi completada para 200mL com o
respectivo liquido extrator (hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol) e
armazenada em frasco ambar, em geladeira.

Obteve-se assim as fracdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
hidroalcoolica, que foram utilizadas para pesquisa de alcaldides,
leucoantocianidinas, flavonodides, cumarinas, antraquinonas, esterdides e

triterpenos.

4.6.1.1 Pesquisa de alcaloides
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Os alcaldides sdo compostos de carater basico e sua solubilidade em
diferentes reagentes, modifica em fungcéo do pH. Os alcaldides na forma béasica
sdo soluveis em solventes organicos e insollveis em solventes aquosos; na
forma de sal, sdo sollveis em solventes aquosos e insolliveis em solventes
organicos (DIAS, 2005).

Esta pesquisa fundamenta-se na capacidade que os alcaldides
possuem, em estado de sal, de combinar-se com iodo e metais pesados como
bismuto, mercurio e tungsténio e formarem precipitados (DIAS, 2005).

Dessa forma, a determinacdo qualitativa de alcaldides é feita com a
utilizacdo de reativos considerados gerais para alcaldides: solucdo de iodo-
iodeto de potassio (Reativo de Wagner), mercurio tetraiodeto de potassio
(Reativo de Mayer), tetraiodeto bismuto de potassio (Reativo de Dragendorff),
solucdo de acido picrico (Reativo de Hager), acido silico tingico (Reativo de
Bertrand), p-dimetilamino benzaldeido (Reativo de Ehrlich) e Reativo de Vitali-
Morin (promove a nitracéo de alcaléides).

Uma aliquota de 50mL de cada fracdo obtida pelo processo descrito
anteriormente foi evaporada em banho-maria a 50°C. O residuo foi dissolvido
em 1ml de etanol e acrescido de 20mL de HCI 1%. Utilizou-se 5 tubos de
ensaio para cada amostra testada, sendo transferidos 1ml do respectivo extrato
cloridrico em cada tubo, para a pesquisa de alcaléides com os reativos citados
(2 gotas para cada reativo). Considera-se positiva a presenca de alcalbides na
amostra com as seguintes visualizacdes para os reativos:

e Mayer: formacéo de precipitado branco ou leve turvagao branca.
e Dragendorff: formacao de precipitado de coloracéao tijolo.
e Bouchardat:: formacéo de precipitado de coloracdo alaranjada.
e Bertrand: formacéo de precipitado branco ou leve turvagao branca.
Para cada amostra, utilizou-se um tubo somente com o extrato cloridrico,

servindo como controle negativo.
4.6.1.2 Pesquisa de Flavondides
Flavondides sdo compostos cuja estrutura se baseia num esqueleto

carbbnico Cg-C3-Cg, com um anel cromano ostentando um segundo anel

aromatico na posicdo 2. As principais categorias estruturais gerais sao
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flavonas, flavanonas, flavondis, antocianidinas e isoflavonas. Em alguns casos,
o anel heterociclico de seis membros é substituido por um anel de cinco
membros (auronas) ou aparece em uma forma isomérica de cadeia aberta
(chalconas). Os flavondides também sdo encontrados na forma de derivados
glicosilados, metilados, acilados, prenilados ou sulfatados (ROBERS e
colaboradores, 1997).

Esta pesquisa baseia-se na modificacdo da estrutura dos flavondides em

presenca de acido.
4.6.1.2.1 Leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas sédo consideradas flavon6ides monoméricos 3,4-
didis ou raramente 4-0is. Esta pesquisa explica-se com a reacao de reducdo da
leucoantocianidina (de coloracdo amarela) em antocianidina (de coloracao
vermelha) em presenca de 4cido cloridrico (DIAS, 2005).

Foram levados a secura 10mL das fracdes hexano, cloroférmio, acetato
de etila e hidroalcodlica, em banho-maria (SOOC), retomados em 5mL de etanol
e adicionadas 5 gotas de HCI concentrado. Levou-se a ebulicdo. A reacao é

positiva com o desenvolvimento de coloracao vermelha.
4.6.1.2.2 Heterosideos Flavonicos

Levou-se a secura em banho-maria (50°C) 10mL das fracbes hexano,
cloroférmio e acetato de etila, adicionou-se 5mL de etanol e transferiu-se para
tubos de ensaio. A fracdo hidroalcodlica ndo foi levada a secura, apenas
transferida diretamente (5mL) para um tubo de ensaio. A cada tubo de ensaio
foram adicionados 200mg de limalha de ferro e HCI fumegante (lentamente).
Reacado positiva com desenvolvimento de coloragcdo vermelho a vermelho

sangue.
4.6.1.2.3 Flavondis

A presenca de flavondis foi verificada por meio do teste do oxalo-bdrico
ou reacdo de Taubock. A reacdo pode ser explicada pela formacdo de



guelatos, produzindo um deslocamento batocrémico na banda | dos derivados
do &cido borinico, que sdo compostos obtidos do &cido bérico, com
substituicdes na molécula por dois radicais organicos. A reacdo oxalo-borica,
em particular dos flavondides (flavonois), determina o aparecimento de
fluorescéncia amarelo-esverdeada, enquanto as flavanonas e isoflavonas néo
acusam esta propriedade e os compostos antocianicos coram-se, mas nao
produzem fluorescéncia (MOREIRA, 1979).

Foram transferidos 10mL de cada fracdo para um bécker e levados a
secura. Adicionou-se 5 gotas de acetona e 30mg da mistura acido boérico e
acido oxalico, na proporcdo 1:1, levando novamente a secura. Ao residuo,
adicionou-se 5mL de éter etilico. A visualizacao foi realizada com observagéo

no ultravioleta, em tubo de ensaio.

4.6.1.2.4 Dihidroflavonoides

Em capsulas de porcelana, foram adicionados 10mL de cada fracdo e
levados a secura em banho-maria. Em seguida, levou-se ao fogareiro,
adicionando cristais de acetato de sédio, 0,1ml de anidrido acético e 0,1mL de
HCI concentrado. A reacao € considerada positiva com o desenvolvimento de

coloracéo roxa.

4.6.1.2.5 Dihidroflavonois

As fragbes dissolvidas em 5mL de etanol (conforme descrito
anteriormente) foram acrescidas de uma pastilha de zinco e HCI fumegante
(lentamente), mantendo o recipiente em banho de gelo (reagdo exotérmica) e
dentro da capela. A reacdo positiva € observada com o desenvolvimento de

coloracao vermelho a vermelho sangue.
4.6.1.3 Pesquisa de Cumarinas
Cumarinas sdo lactonas derivadas dos acidos p-hidrocindmicos que

sofrem orto-hidroxilacdo e depois fechamento do anel situado entre o grupo

orto-hidroxila e o grupo carboxila de cadeia lateral, seguido de isomerizacao



45

frans para cis da ligacdo dupla de cadeia lateral. Quando isoladas, aparecem
na forma de cristais prismaticos, incolores, com odor e sabor amargo
(ROBBERS e colaboradores, 1997).

As cumarinas sao derivados da 5,6-benzo-2-pirona (a-cromona).
Originam-se do &cido trans-cindmico que, por oxidacdo, resulta no acido o-
cumarico, cuja hidroxila fendlica condensa com uma unidade de glicose. Esse
composto isomeriza no seu correspondente cis, o0 qual, por ciclizacéo, forma a
cumarina. A prenilagcdo nas posicoes C-6 e C-8 do anel benzénico de uma 7-
hidroxi-cumarina conduz & formac&o de pirano ou furanocumarinas (SIMOES e
colaboradores, 2000).

O teste para a avaliacdo da presenca de cumarinas € baseado na
conversao do acido o-hidroxicinamico em sal alcalino fluorescente, e deve-se a
propriedade das cumarinas de se dissolverem em &lcali caustica, com clivagem
do anel pirrdlico e formacéo do acido o-hidroxicinAmico ou sais de seus anions.
Sem irradiagdo da luz ultravioleta, nenhuma fluorescéncia é exibida; no
entanto, quando irradiamos com luz ultravioleta, a forma cis da molécula do sal
migra para a forma trans, exibindo fluorescéncia com coloragdo azul ou verde
amarelada dentro de poucos minutos, aumentando até o maximo.
Comparagbes efetuadas entre a forma cis e trans do &nion cumarinico
demonstraram que apenas na forma frans o hidrogénio do grupo fendlico esta
localizado para possibilitar sua quelagao (anel de seis membros), visto que a
insaturacdo ndo € bloqueada pelo grupo carboxila, havendo possibilidade da
ligacdo quelato relacionar-se com a fluorescéncia. O foto-efeito também
aparece em solucdes alcalinas dos derivados cumarinicos que ndo possuem
hidroxila livre ligada ao grupo benzénico, havendo relacdo entre os
substituintes e o grau de fluorescéncia.

Derivados cumarinicos que tenham grupos OH livres ligados ao anel
benzénico mostram fluorescéncia azul intensa no estado sélido e em solucdes
alcalinas, nao ocorrendo foto-efeito em solugbes alcalinas para esses
compostos. Dessa forma, torna-se dificil estabelecer um teste especifico para
estas cumarinas, pois € dificil observar qualquer fluorescéncia produzida por
irradiacao, ja que elas possuem fluorescéncia propria (NAKASHIMA, 1993).

Para essa pesquisa, adicionou-se, ao extrato hidroalcodlico, HCI 2N, até

pH 1, e 5mL de HCI concentrado. A mistura foi resfriada e transferida para um
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funil de separacdo para extracdo com éter etilico (2 X 10mL). As duas fracdes
obtidas foram reunidas e concentradas em banho-maria até volume de 5mL. As
fracbes hexano, cloroférmio e acetato de etila foram levadas ao banho-maria
50°C (30mL) até secura e recuperadas em 5mL de éter etilico.

Para tubos de ensaio, transferiu-se 3ml de cada extrato etéreo e
adicionou-se 2ml de NaOH 2N. Os tubos de ensaio foram levados ao UV
(365nm), por 15 minutos.

Para reacdo positiva observa-se no ultravioleta o aparecimento de
fluorescéncia azul ou verde amarelada.

Paralelamente, com o restante dos extratos etéreos, 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 ainda uma moeda e levadas a camara de ultravioleta a 365nm,
novamente deixando em exposicdo por 15 minutos. A reacdo € tida como
positiva com o desenvolvimento de fluorescéncia, com colora¢do azul ou verde

amarelada na mancha 2.
4.6.1.4 Pesquisa de Heterosideos Antraquindnicos

A observacéo da presenca de antraquinonas € devida a ionizacao das
hidroxilas fendlicas destes compostos, por meio da Reacao de Borntraeger.

Foram transferidos, para cinco balbes, 30ml de cada fragdo, e
adicionados 5ml de solu¢do aquosa de H.SO4 a 10%. A mistura foi deixada em
refluxo por uma hora, e posteriormente filtrada, adicionando-se, em seguida,
30ml de H,O. Transferiu-se para um funil de separacao, para extracado com éter
(2 X 10ml). As fracdes obtidas foram reunidas e concentradas em banho-maria
, até um volume de 5ml, e colocadas em um tubo de ensaio, adicionando-se
5ml de NH,OH (Reacéo de Borntraeger). A reacao é considerada positiva com

observacédo de coloracao vermelha.
4.6.1.5 Pesquisa de Esteroides e Triterpenos

A reacdo de Liberman-Bouchard (anidrido acético — acido sulfarico

concentrado) é empregada para a verificacdo de esterdides e triterpenos; os
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primeiros desenvolvem coloracdo mutavel com o tempo, enquanto que 0s
tltimos desenvolvem coloracdo estavel (HASHIMOTO citado por SIMOES et
al., 2000).

A reacao de Keller-Kelliani € utilizada para a verificacdo da presenca de
glicosideos cardiotdnicos, que é determinada pela caracterizacdo do nucleo
esteroidal destes, além de outras formas, que detectam a presenca de uma
lactona insaturada em C-17, caracteristica dos desoxi-aclcares (SIMOES,
2000). A coloracdo azul ou verde na fase acética indica reacéo positiva para
desoxi-acucar (MATOS; MATOS, 1989).

Foram evaporados 30ml de cada fracdo, até a secura e, com o auxilio de
um bastéo, os residuos foram redissolvidos em 5ml de cloroférmio e filtrados
em algodao. De cada uma das amostras assim preparadas pipetou-se 0,1; 0,5
e 1,0ml, que foram transferidos para trés tubos de ensaio, e o volume

completado para 2ml com cloroférmio.

4.6.1.5.1 Reacéo de Liberman-Bouchard

Para essa reacao, foi adicionado aos tubos de ensaio 1ml de anidrido
acético e lentamente 2ml de H,SO, concentrado. A coloracéo indica:
- rbésea ou azul: presenca de funcdo carbonila na posicao 3 e duplo enlace
nas posicdes 5e 6 ou 7 e 8.
- Verde: funcéo hidroxila em 3 e dupla ligagédo entre 5e 6 ou 7 e 8.

- Amarela: grupamento metila no carbono 14.

4.6.1.5.2 Reacéo de Keller Kelliani

Foram levados a secura 2ml dos extratos cloroférmicos preparados
anteriormente. Os residuos foram dissolvidos com 2ml de acido acético glacial
e 0,2ml de solucdo aquosa de cloreto férrico 1%. As misturas foram entao
transferidas para tubos de ensaio contendo 2ml de H>SO4. O desenvolvimento
de coloracdo azul ou verde na zona de contato entre as duas fases indica a
presenca de desoxiagucares, sendo:

- azul: esterdides

- verde: triterpenos
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4.6.2 Extrato aquoso

Para o preparo do extrato aquoso foram pesados 40g do rizoma de
Dorstenia multiformis, seco e moido, e adicionou-se 200ml de agua (liquido
extrator). Levou-se ao banho-maria por 1 hora a 70°C, sendo em seguida

filtrado e o volume completado para 200ml com o liquido extrator.
Este extrato foi submetido aos testes para antocianinas, heterosideos

saponinicos, heterosideos cianogenéticos, taninos, amino grupos, acidos fixos

e acidos volateis.

4.6.2.1 Pesquisa de Heterosideos Antocianicos

As antocianinas sdo pigmentos  hidrossolaveis  encontrados
principalmente nas flores e frutos, com colora¢des que vao do roxo ao violeta e
azul. Encontram-se na forma de sais, e possuem carater anfétero, ou seja, com
acidos formam sais de oxbnio corados de vermelho; com bases reagem
através das hidroxilas fendlicas livres e adquirem a coloracdo azul, devida a
estrutura quindide formada. Dessa forma, as coloracbes dos compostos
antocianicos variam com o pH.

Para essa pesquisa foram realizados dois testes, descritos a seguir.

4.6.2.1.1 Primeiro teste

Separou-se trés porcdes de 5ml do extrato aquoso, em trés tubos de
ensaio previamente marcados. Procedeu-se da seguinte forma:
Tubo 1: acidificou-se com HCI 1% (até pH aproximadamente 4) — reacédo
positiva observada para tons avermelhados.
Tubo 2: alcalinizou-se com NaOH (pH aproximadamente 10) - tons azulados.

Tubo 3: neutralizou-se a pH 7 - tons violaceos.

4.6.2.1.2 Segundo teste
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Transferiu-se, para um funil de separacdo, 10ml do extrato aquoso, e
procedeu-se a extracdo com alcool butilico, obtendo-se duas fra¢cdes de 10ml.
As fracGes foram reunidas em uma capsula de porcelana e concentradas até
5ml. Adicionou-se 5 gotas de HCI concentrado, e levou-se para aquecimento
até ebulicdo. A coloracédo vermelha indica formacéo de antocianidina, devido ao

efeito batocromico.
4.6.2.2 Pesquisa de Heterosideos Saponinicos

As saponinas apresentam estruturas com assimetria hidrofilo-
hidrofébica, fazendo com que haja reducdo da tensdo superficial dos
compostos em solugdo aquosa, com consequente formagcdo de espuma
mediante agitagdo, caracterizando as propriedades emulsivas destes
compostos (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Utiliza-se os trés tubos de ensaio preparados para o teste citado
anteriormente  (heterosideos antocianicos), 0s quais s&do agitados
energicamente, durante cinco minutos, e mede-se a altura da espuma formada.
Em seguida, sdo deixados em repouso por 30 minutos e a presenca de
saponinas € determinada pela observacdo de espuma persistente, com altura

superior a 1cm.
4.6.2.3 Pesquisa de Heterosideos Cianogénicos

Os heterosideos cianogenéticos produzem &cido cianidrico nas plantas e
sdo acompanhados por enzimas (3-glicosidases) responsaveis pela catalise da
hidrélise (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

A presenca de heterosideos cianogénicos na amostra é observada pela
formacao de isopurpurato de sédio, através da reacdo descrita abaixo.

A um tubo de ensaio, foram adicionados 5ml do extrato aquoso, de
modo a ndo umedecer as paredes do tubo, e 1ml de H,SO, 10% ou 1N.
Suspendeu-se uma tira de papel picro-sodico, com o auxilio de uma rolha de
cortica, mantendo em banho-maria (GOOC) por 30 minutos. O resultado positivo
para heterosideos cianogénicos é observado pelo desenvolvimento de

coloracdo marrom a vermelho no papel picro-sédico.
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O papel picro-sédico é preparado embebendo tiras de papel de filtro com
1cm de largura em solucdo de 4cido picrico 1% e secando-as ao abrigo da luz.
As tiras picricas secas sdo embebidas em solucdo de carbonato de sodio 10%,

secas e armazenadas em frasco ambar.

4.6.2.4 Pesquisa de Acidos Volateis

Procedeu-se da mesma forma que para o teste anterior (heterosideos
cianogénicos), utilizando-se uma fita de pH. A presenca de acidos volateis é

observada pela mudanca de pH para valores abaixo de sete.

4.6.2.5 Pesquisa de Taninos

Os taninos podem ser caracterizados por reacdes de coloracdo ou de
precipitacdo. Como a presenca de alcool pode interferir, este deve ser
removido das amostras para a determinacdo. As reacdes tradicionais de
precipitacdo com gelatina ou p6 de pele, sais de alcaldides e metais pesados
sdo ainda utilizadas para a deteccdo de compostos dessa classe. Taninos
condensados e hidrolisaveis podem ser diferenciados através da reacdo de
Stiasny (HCI concentrado e formol), ocorrendo precipitacdo destes ultimos; no
sobrenadante pode-se detectar a presenca de taninos hidrolisaveis através, por
exemplo, da reagdo com cloreto férrico, com desenvolvimento de coloragédo
azul (SIMOES et al., 2000).

Foram transferidos 1ml de extrato aquoso para cinco tubos de ensaio e
adicionou-se 0s seguintes reagentes:

Tubo 1: 3 gotas de cloreto férrico. Coloracdo azul ou verde, com formagéo ou
nao de precipitado — resultado positivo para taninos.

Tubo 2: 1 a 3 gotas de sulfato amoniacal. Coloracéo azul ou verde — resultado
positivo.

Tubo 3: 1 a 3 gotas de cloridrato de emetina. Formacdo de precipitado —
resultado positivo.

Tubo 4: 5ml de acido acético (gota a gota) e 5ml de acetato de chumbo.

Presenca de precipitado — resultado positivo.
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Tubo 5: 3 gotas de dicromato de potassio 1%. Desenvolvimento de precipitado

— resultado positivo.

4.6.2.5.1 Diferenciacdo entre taninos hidrolisaveis e condenséaveis

Uma aliquota de 20ml do extrato aquoso foi transferida para um baldo, e
adicionados 6ml de formaldeido e 4ml de HCI 37% fumegante. Permaneceu em
refluxo por uma hora, acoplado a um condensador. Filtrou-se e lavou o residuo
com etanol 50%, para retirar o excesso de formaldeido e HCI, e sobre o
residuo adicionou-se KOH 5%, com desenvolvimento de coloracdo. Dividiu-se,
entdo, o material em duas porgdes.
1° porcdo: adicdo de gotas de solugcdo aquosa de Ca(OH), 5%. O
desenvolvimento de coloracéo indica presenca de taninos condensados.
2° porcéo: adicdo de excesso de acetato de sodio e gotas de solucdo aquosa
de FeCl; a 1%. Desenvolvimento de coloragao azul indica reagéo positiva para

taninos hidrolisaveis.

4.6.2.6 Pesquisa de Acidos Fixos

A reacédo de caracterizacdo de acidos fixos se da através do reativo de
Nessler, que identifica a amoénia associada em forma de sal amoniacal. Este
reativo contém amonia, e a visualizacdo é indicada pela formacdo de um sal
amoniacal na presenca de acidos fixos. Os acidos fixos sdo identificados
separadamente dos acidos volateis porque durante o processo é realizado
tratamento com acido sulfurico, e posterior evaporacdo em banho-maria,
fazendo com que estes volatilizem.

Em um baldo, foram adicionados 20ml do extrato aquoso e 2ml de
NaOH 1N, que permaneceram em refluxo por 30 minutos. Apos resfriamento,
acidificou-se com H,SO, 2N e procedeu-se a extracdo com éter etilico (3
porcdes de 10ml). Os extratos etéreos foram reunidos e tratados com carvao
ativo, sendo em seguida filtrados e evaporados em banho-maria (50° C) até a
secura. O residuo foi deixado em estufa por 10 minutos, resfriado e adicionou-
se 5ml de NH;OH 1N. Em uma tira de papel de filtro concentrou-se duas

manchas (3 gotas em cada mancha) com o residuo amoniacal, deixando na
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estufa até secar, e sobre uma das manchas foi gotejado o reativo de Nessler. A
coloragdo marrom nessa mancha indica a presenca de acidos fixos. Os acidos
férmico, propidnico e aminoacético ndo formam manchas, pois ndo fixam a

amoOnia, apresentando reacao negativa.

4.6.2.7 Pesquisa de Aminogrupos

Os aminogrupos sao detectados por nebulizacdo com o reativo de
Ninhidrina e aguecimento. O reativo de Ninhidrina detecta os compostos em
cuja estrutura haja presenca de nitrogénio, principalmente aminodacidos.

Foram concentrados 5ml do extrato aquoso até aproximadamente 1ml (a
50° C). Em dois pontos previamente determinados, em uma cromatoplaca de
CCD, depositou-se 3 gotas do extrato concentrado e, apds seco, colocou-se
uma gota do reativo Ninhidrina sobre uma das manchas, aquecendo em estufa
durante 15 minutos (90-100° C). O desenvolvimento de colorag¢do azul-violacea
indica a presenca de aminogrupo. Excecdo: prolina e hidroxiprolina — cor

amarela.

4.7 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

4.7.1 Isolamento de compostos da porcao soluvel em acetona

A porcéo soluvel em acetona (l) foi analisada por CCD analitica (placas
de silica gel Merck), utilizando a fase movel tolueno/acetato de etila, nas
propor¢des 93:7 e 80:20, a qual demonstrou ser a mais adequada para a
separacao dos compostos presentes nessa amostra. A placa cromatografica foi
observada na luz ultravioleta, em ondas curtas e longas, e a revelacédo se deu
utilizando-se como reveladores solugéo alcodlica de hidroxido de potassio a 5%
e solucéo de vanilina sulfurica.

A porcdao | foi eluida em coluna cromatografica (50 x 7,5 cm) de silicagel
60 (0,063 a 0,200mm) Merck.

A pastilha a ser cromatografada foi preparada com silica-gel 60 na
proporcdo de 5 partes em relacdo a quantidade de amostra, e evaporada a
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secura em banho-maria a 50°C, sob constante homogeneizac&o. Utilizando-se
coluna de vidro, preparou-se a silica-gel a ser depositada na propor¢cédo de 5
partes em relacdo a quantidade de pastilha. A guantidade de amostra utilizada
para a coluna cromatografica em questdo foi de 38,99, correspondente a
porcao soluvel em acetona do residuo do extrato bruto.

O sistema eluente utilizado iniciou com 100% de hexano, tendo acetato
de etila como gradiente de polaridade, com variacdo de 5%, até 100% de
acetato de etila (utilizou-se 200ml para cada gradiente de fase mével). Foram
coletadas 46 fracdes, com aproximadamente 100ml cada. A eluicdo continuou
com acetato de etila, utilizando metanol como gradiente, com variacédo de 10%;
foram coletadas 20 fragdes, com aproximadamente 100ml cada, totalizando 66
fracOes.

As fracdes 1-6 foram concentradas em evaporador rotatério, a pressao
reduzida e temperatura de, aproximadamente 40°C (aquecimento em banho-
maria), até um volume aproximado de 20ml de hexano. Em seguida, foram
levadas ao freezer (-5°C). As fracbes 7-66 foram levadas a secura, em
evaporador rotatorio, sendo solubilizadas em 20ml de hexano (fragbes 7-12) e
metanol (fracbes 13-66), e levadas ao freezer (-5°C). Esses procedimentos
foram realizados com o objetivo de se obter uma pré-purificacdo das
substancias presentes nas fracées coletadas.

Apbs 24 horas, as fracdes que apresentaram precipitado foram filtradas
a vacuo e o material resultante das filtrac6es foi pesado e acondicionado em
frascos, separadamente.

O material correspondente a cada fracdo foi analisado por CCD, nos
mesmos sistemas utilizados anteriormente. As fragbes semelhantes foram

reunidas e obtido o peso total.



FIGURA 13 — FLUXOGRAMA ILUSTRATIVO DO FRACIONAMENTO DA PORCAO SOLUVEL

EM ACETONA
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De acordo com a figura 13, os cristais obtidos a partir das fracoes 12-46

e 50 serdo denominados CRS1, e os cristais obtidos da fragdo 3 seréo

denominados CRS2.

4.7.2 Identificacdo dos compostos isolados da por¢ao soluvel em acetona
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Para identificacdo, os compostos isolados da porcéo soluvel em acetona
foram analisados por cromatografia gasosa/espectrometria de massa e *C
RNM.

Para °C RNM, utilizou-se espectrofotdmetro de Brucker® modelo AC
200, operando-se a 50 MHz. Os deslocamentos quimicos foram registrados em
unidades (ppm). O solvente utilizado na espectroscopia de 3 RNM foi
cloroférmio deuterado (CDCk) e como padrdo de referéncia interna utilizou-se
TMSO.

4.7.3 Andlise via CLAE de CRS1

O material denominado CRS1 foi submetido a analise via CLAE a fim de
verificar a relagdo quantitativa entre os compostos identificados pelas técnicas
de RMN **C e *H e CG/EM para a respectiva amostra.

Para essa andlise, utilizou-se cromatégrafo de alta eficiéncia da marca
Merck. O método utilizado foi 0 método para pesquisa de fendlicos, utilizando
uma coluna C1g com bomba A tipo L7100. Como fase madvel utilizou-se:

Solvente A (H3PO,4 0,2% + H,SO, 0,02N)

Solvente B (MEOH)

Solvente C (ACN 90 + H>S0O40,002N + H3PO4 0,2%)

Solvente D (ACN)

Os padrdes psoraleno e bergapteno foram utilizados na concentracéo

0,1mg/ml. O volume de injecéo, para amostra e padrdes, foi de 20ul.
4.7.4 Isolamento de compostos da porcéo nao solavel em acetona

A porcdo nao soluvel em acetona (Il) foi analisada por CCD, nos
mesmos sistemas utilizados para a porcao |.

A porcéao |l foi eluida em coluna contendo as mesmas proporcdes de
silica-gel 60 citadas para a coluna anterior, em relacdo a quantidade de
amostra. Para essa coluna foram utilizados 22,7g de amostra correspondente a
porcdo nao soluvel em acetona do residuo do extrato bruto, em coluna de vidro

de dimensdes 20X4,5¢cm.
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O sistema eluente utilizado foi o mesmo citado para a coluna com a
porcdo | (utilizando-se 100ml para cada gradiente de fase mével), tendo sido
coletadas 105 fracbes, para a eluicho com hexano/acetato de etila, e 50
fracOes, para a eluicdo com acetato de etila/metanol, totalizando 155 fragdes,
com aproximadamente 20ml cada.

Apbs processo de pré-purificacdo, as fragbes que apresentaram
precipitado foram analisadas por CCD analitica, utilizando a mesma fase mével
e reveladores ja citados. As fracbes semelhantes foram reunidas e obtido o

peso total.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foram utilizados o extrato
etandlico bruto e as fragfes obtidas do extrato.

A metodologia empregada foi difusdo em gel, adaptada de KONEMAN,
1993, utilizando &agar Miuller-Hinton, e verificando zonas de inibicdo de
crescimento para as bactérias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus pyogenes, em presenca
de amostras do extrato, das fracdes e das substancias isoladas em diferentes
concentragdes, impregnadas em discos de papel. Este estudo baseia-se na
difusdo das substancias impregnadas nos discos no meio de cultura e
incubacdo em temperatura favoravel ao desenvolvimento dos microrganismos
em teste.

A comprovacéo da atividade antibacteriana ocorre pela formacéao de halo
de inibicdo ao redor do disco de papel impregnado com a amostra em estudo.

Para a escolha dos microrganismos a serem testados levou-se em
consideracdo a facilidade e rapidez de crescimento destes, uma vez que
crescem rapidamente em meios de cultura utilizados na rotina, nao
necessitando de um meio especifico para o seu crescimento. Além disso,
avaliou-se a disponibilidade e significancia clinica, procurando-se testar a

atividade antibacteriana em maior quantidade possivel de microrganismos.
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Os ensaios foram processados em céamara de fluxo laminar, em

condi¢Oes totalmente assépticas.

4.8.1 Preparo do material

Antes da realizacdo dos ensaios, o material utilizado (vidrarias, pingas e
os discos) foi esterilizado em autoclave a 120°C, por 15 minutos.

4.8.2 Preparo das amostras

O extrato etandlico bruto e as fracbes foram conduzidos a secura, em
evaporador rotatorio, sob pressao reduzida, e diluidos com metanol, a fim de
obter as concentracdes desejadas de 100%, 50%, 25% e 12,5%, de acordo

com os valores de teor de sdlidos obtidos no item 4.5.

TABELA 1 — CONCENTRACOES DAS AMOSTRAS IMPREGNADAS NOS DISCOS DE

PAPEL
DILUICAO DA EXTRALO FRACAO FRAGAO UL e
AMOSTRA ETANOLICO HEXANO CLOROFORMIO ETILA
100,0% 785,09 380,0ug 467,0ug 145,0ug
50,0% 392,5ug 190,0ug 233,5ug 72,5ug
25,0% 196,2ug 95,0ug 116,8ug 36,3ug
12,5% 98,1ug 47,5ug 58,4ug 18,1ug

4.8.3 Preparo dos discos de papel

Os discos de papel filtro esterilizado (6mm), foram espalhados em
placas de Petri esterilizadas e devidamente identificadas, e impregnados com
10ul das amostras previamente preparadas.

Preparou-se também discos controle, impregnados com metanol,
utilizado no preparo das amostras.

Esses procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar, a

fim de evitar o contato com 0s microrganismos presentes no ambiente.
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Os discos foram levados a secura, a 40°C por 24 horas, com as placas

de Petri devidamente fechadas.

4.8.4 Meio de cultura

O meio de cultura agar Miuller-Hinton foi escolhido por ser um meio,
embora ndo enriguecido, suficientemente nutritivo para permitir o
desenvolvimento de coldnias das bactérias acima citadas (KONEMAN et al.,
1993).

O meio foi preparado 24 horas antes do teste, sendo autoclavado a
120°C por 15 minutos e, em seguida, acondicionado em placas de Petri
esterilizadas, com o auxilio de uma lamparina, para evitar contaminacdo com

0S microrganismos do ambiente.

4.8.5 Preparo do inoculo

Os microrganismos foram adquiridos comercialmente (marca Newprov®).
Foram utilizadas culturas puras (ATCC — American Type Culture Collection),
cepas Escherichia coli (ATCC 11229), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883),
Proteus mirabilis (ATCC 43071), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27283),
Salmonella thyphimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Streptococcus pyogenes (ATCC
19615), as quais foram repicadas em &gar Mueller-Hinton e incubadas a 35°C,
24 horas antes do teste.

As culturas assim obtidas, para cada bactéria, foram diluidas em 5ml de
salina estéril, padronizando-se a solucdo de acordo com a turbidez do tubo
namero 5 da escala de Mac Farland (0,5ml de BaCl,. 2H,0O 0,048M — 1,75% p/v
em 99,5ml de H,SO, 0,36N — 1% v/v), a fim de se obter a concentracao
aproximada de um milhdo e quinhentos mil bactérias por ml.

A inoculacgéo foi realizada com auxilio de swab estéril, dentro de camara

de fluxo laminar.

4.8.6 Teste de atividade antibacteriana
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Para cada uma das amostras testadas procedeu-se da seguinte
maneira: em cada placa inoculada, foram distribuidos seis discos de papel,
impregnados com a amostra pura, diluida a 50%, 25% e 12,5%, além de um
disco impregnado apenas com metanol e um disco controle positivo, com
cloranfenicol.

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

Paralelamente, foram utilizadas placas com os mesmos microrganismos
citados e discos apenas com controles positivos: cefalotina e cloranfenicol, e
controle negativo: metanol.

A escolha dos antimicrobianos utilizados para controle positivo de
inibicdo seguiu critérios de disponibilidade (para o antimicrobiano cloranfenicol)
e emprego na terapéutica, para o antimicrobiano cefalotina (CASTRO et al.,
2002).

O metanol foi utilizado para controle pelo fato de ter sido empregado na
diluicdo das amostras em estudo.

Os testes foram realizados em duplicata.

4.9 AVALIACAO DA CONCENTRAGCAO MINIMA INIBITORIA

O teste da concentragdo minima inibitéria seguiu metodologia adaptada
de KONEMAN, 1993. O teste foi realizado com o extrato etandlico bruto e as
fracOes obtidas do extrato.

Segundo este método os microrganismos sdo adicionados a meio de
cultura liquido, contendo as amostras em varias concentracoes,

permanecendo, as amostras e os microrganismos, difundidos no meio.

4.9.1 Preparo do in6culo

As cepas das bactérias em teste foram repicadas em 10ml de caldo

triptico de soja e incubadas a 35°C, 24 horas antes do teste.



60

ApOs as 24 horas de incubacdo, os tubos contendo o caldo e os
microrganismos foram comparados com a turbidez do tubo 0,5 da escala de
MacFarland. Do caldo triptico de soja contendo os microrganismos, foram
retirados 2ml e colocados em 100ml (2%) de solucéo estéril de Tween 80 a 2%
em agua destilada. Este procedimento foi realizado dentro de camara de fluxo

laminar.

4.9.2 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas conforme descrito para o teste de difuséo
em gel no item 4.8.2, ou seja, foram levadas a secura e ressolubilizadas em
metanol, de acordo com o valor de teor de sélidos obtido para cada amostra.
Essas amostras foram adicionadas a tubos de ensaio contendo caldo triptico
de soja, nas proporcoes de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64.

4.9.3 Teste da concentracéo inibitoria minima

Ao meio de cultura contendo as amostras, foi adicionado 1,0ml da
suspensao de microrganismos obtida conforme descrito anteriormente. Como
controle positivo foi preparado tubo com 1,0ml da suspensdo de bactérias e
1,0ml de caldo nutritivo; e como controle negativo tubo com o extrato diluido
em caldo nutritivo, na concentracdo 1:2, sem o in6culo de microrganismos.
Dessa forma, para cada amostra foram preparados nove tubos, e em duplicata,
sendo esses procedimentos realizados em camara de fluxo laminar. Os tubos
foram incubados a 35°C por 24 horas e decorrido o tempo procedeu-se as
leituras.

A leitura do resultado € feita por comparacdo de cada tubo com o
controle negativo, sendo considerado como MIC a menor concentracdo da

amostra em que ndo houve crescimento bacteriano.

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA
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Em estudos de atividade alelopatica procura-se determinar o efeito de
uma planta doadora sobre uma planta receptora (MALHEIROS; PERES, 2001).

O bioensaio mais usado para testar a atividade alelopatica é a inibicao,
ou, algumas vezes, a estimulacdo da germinacdo e do crescimento de
sementes de espécies silvestres ou de culturas, visto que sdo ensaios simples,
rapidos e requerem pequenos volumes de solugdo (YUNES & CALIXTO, 2001).

Para avaliacdo da atividade alelopatica foram utilizados o extrato
etandlico bruto e as fracBes obtidas do extrato, de acordo com o método
descrito em PEITZ, 2003.

A metodologia utilizada foi a de verificacdo da ocorréncia de efeitos
inibitérios ou estimulatérios na germinacéo e no crescimento de Lactuca sativa

(alface), frente as amostras testadas, em diferentes concentragdes.

4.10.1 Preparo das amostras

As sementes utilizadas na avaliacdo da germinacdo e do crescimento
foram de Lactuca sativa, classe fiscalizada, cultivar Bab4. Esta espécie foi
escolhida por ser amplamente citada na literatura e apresentar caracteristicas
apropriadas para os testes: maior sensibilidade aos efeitos alelopaticos das
plantas, ser facilmente encontrada, requerer pequeno periodo para a
germinacdo e para O crescimento, ndo precisar de foto-periodo, possuir
umidade e temperatura de germinacgdo e crescimento bem definidas, a radicula
da plantula apresentar um eixo Unico, o que facilita a leitura do crescimento,
além do tamanho da semente ser considerado mais uniforme (FERREIRA,
AQUILA, 2000; ANDRADE, 2003).

Além disso, a semente de Lactuca sativa é empregada em ensaios por
apresentar germinacdo uniforme (DIETZ; WINTERHALTER, 1996), ser
pequena, porém com grande superficie de contato, tornando-a bastante
sensivel ao meio que a rodeia e ndo requerer nenhuma manipulacdo além do
contato do meio (MALHEIROS; PERES, 2001).

O extrato bruto e as frag6es foram diluidos em metanol, de forma a se
obter 0,6; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1; 0,05 e 0,025 mg em 2ml de metanol. Todas as
diluicdes foram preparadas em duplicata, para os testes de germinacdo e de
crescimento. Para o preparo destas solugbes utilizou-se uma solucdo-mae
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preparada com extrato e fracbes secas a 50°C em banho-maria, e substancias
isoladas, diluidas em metanol na proporcao de 1mg/ml. O metanol foi escolhido
como solvente com o intuito de obter dissolucdo completa da amostra a ser
analisada.

4.10.2 Preparo do material

As caixas Gerbox utilizadas nos testes foram previamente lavadas,
passadas em solucédo de hipoclorito diluida e enxaguadas com agua.

As amostras foram embebidas em pedacos de papel de filtro nimero 6,
0s quais foram levados a estufa e mantidos a 40°C, durante 24 horas, para
evaporacéo total do solvente. Paralelamente, em cada caixa Gerbox utilizada,
foi acondicionado um pedaco de papel de filtro isento de amostra, com a
finalidade de manter as condicbes de umidade do ambiente (esse
procedimento foi realizado com o auxilio de luvas e mascara, para evitar a
contaminacgao do papel de filtro pela manipulacdo do operador).

ApoOs 24 horas, cada papel de filtro embebido com a amostra na sua
respectiva concentracdo, foi posicionado nas caixas Gerbox, as quais foi
adicionado 3ml de agua destilada e distribuidas 40 sementes de Lactuca
sativa, em 4 repeticdes consecutivas de 10 sementes para cada caixa. A agua
destilada foi utilizada em quantidade segundo KRZYZANOWSKI, VIEIRA,
FRANCA NETO (1999), ou seja, de duas a trés vezes o0 peso do papel.

O controle foram caixa apenas com agua destilada e sementes, e caixa
com metanol, agua destilada e sementes, nas mesmas condi¢cdes do
experimento.

Os procedimentos acima descritos foram realizados em camara de fluxo
laminar, a fim de evitar contaminag¢ao pelos microrganismos presentes no ar.

O material preparado e os controles foram protegidos da luz com papel
aluminio e colocados em germinador Mangelsdorf (Biomatic), com limites de
temperatura entre 17 e 20°C. Este material foi utilizado nos testes de
germinacao e de crescimento.

Para andlise estatistica empregou-se o programa SISVAR (FERREIRA,
2000). A verificacdo das diferencas das médias estatisticamente significantes
foi realizada por meio do teste de Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade.
O teste de Scott-Knott foi escolhido por ser claro, objetivo e isento de
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ambigilidades (presentes na maioria dos testes de compara¢des multiplas). O
tratamento foi considerado efetivo quando todas as repeticbes estiveram no

mesmo grupo de médias.

4.10.3 Teste de germinacao

Para o estudo da germinacéo, fez-se leitura diaria, sempre no mesmo
horario, contando 0 niumero de sementes que germinaram em cada caixa e
retirando-as das caixas. Este procedimento foi realizado durante 7 dias, dentro
de camara de fluxo laminar. As sementes foram consideradas germinadas
conforme descrito por DE FEO, DE SIMONE e SENATORE (2002) e ADEGAS,
VOLL e PRETE (2003), ou seja, quando se tornou visivel a protusdo da
radicula através do tegumento.

Calculou-se o indice de velocidade de germinacdo (IVG) segundo
MAGUIRE (1962) para cada repeticdo de cada tratamento. O referido indice &
calculado utilizando-se a quantidade de sementes germinadas, dividindo-se
pelo dia da germinacdo e somando-se até o ultimo dia de germinacdo. As
médias dos indices de velocidade de germinacdo foram submetidos ao Teste
de Scott-Knott.

4.10.4 Teste de crescimento

O material utilizado para a leitura do crescimento foi mantido no
germinador durante 7 dias. Apds esse periodo, as sementes de cada caixa
foram retiradas e medidos o comprimento da radicula (que origina a raiz) e do
hipocatilo (que origina o caule), com auxilio de papel milimetrado.

Submeteram-se os resultados das leituras de crescimento ao Teste de
Scott-Knott para comparacao das médias, as quais também foram comparadas
em porcentagem, considerando-se o tratamento controle com agua destilada
como 100%.

Apds medir os comprimentos da radicula e do hipocétilo, as quarenta
plantulas de cada tratamento foram reunidas para verificacdo da massa e

posterior comparagcéo com a massa do tratamento controle.



4.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante (capacidade ou potencial antioxidante) € um
parametro utilizado vastamente (em conjunto com outros) para caracterizar
diferentes materiais biologicos. Esta atividade esté relacionada com compostos
capazes de proteger um sistema bioldgico contra os efeitos danosos de
processos ou reacdes que causam oxidacdo excessiva, envolvendo espécies
reativas de (nitrogénio) oxigénio (ARNAO, 2000).

Um antioxidante biolégico é definido como “qualquer substancia que,
presente em baixas concentracdes comparado ao substrato oxidavel, reduz ou

previne significativamente a oxidacdo deste substrato” (BENZIE, 1996).

4.11.1 Ensaio da reducédo do complexo fosfomolibdénio

O método de complexacao pelo fosfomolibdénio € uma maneira simples e
barata de se avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura complexa
de compostos, como € o caso de extratos obtidos de plantas, bem como suas
fracoes. Possui a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante tanto de
componentes lipofilicos quanto de hidrofilicos.

Este método, descrito por PRIETO (1999), fundamenta-se na reducéo do
molibdénio (VI) a molibdénio (V) ocorrida em presenca de determinadas
substancias com capacidade antioxidante, com formacdo de um complexo
verde entre fosfato/molibdénio (V), em pH &cido, o qual é determinado
espectrofotometricamente a 695nm.

O complexo fosfomolibdénico, formado pela reagcdo da solucdo de
NasPO4 (28ml, 0,1mol/l) com solu¢do de (NHs)sM07024.4H20 (12ml, 0,03mol/l)
e solucao de H,SO, (20ml, 3mol/l), em meio aquoso, sendo o volume final,
ajustado com H,O destilada para 100ml, possui coloracdo amarela, tornando-
se verde a medida que se reduz.

Para o preparo do complexo fosfomolibdénico, todos os reativos foram
transferidos para um baldo volumétrico e o volume foi completado para 100ml

com agua destilada.
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O extrato e fracdes foram levados a secura em banho-maria (40°C), e a
partir do material seco, bem como das substancias isoladas, preparou-se
solugbes aquosas com concentracdo final de 200ug/ml, utilizando-se uma
guantidade minima de metanol para dissolver as amostras, quando necessario.
Destas, foram tomados 0,3ml e adicionado 1ml de solugdo reagente do
complexo fosfomolibdénio. Os tubos foram fechados e mantidos em banho-
maria a 95°C por 90 min. Apds resfriamento, procedeu-se a leitura a 695 nm,
em um espectrofotdmetro UV-1601 Shimadzu®, para obtencdo das
absorvancias, usando-se agua destilada como branco. A capacidade
antioxidante das amostras foi expressa em relacdo a vitamina C (200pg/ml)
usada como padréo, e rutina (200pg/ml) cuja atividade antioxidante de
referéncia foi considerada 1,00. A vitamina C € um dos antioxidantes biol6gicos
mais eficazes e mais conhecidos (YOUNGSON, 1996).

4.11.2 Abordagem do potencial antioxidante por cromatografia de camada

delgada

De acordo com o método descrito por CONFORTI et al (2002) e
WAGNER e BLADT (1996), as amostras e padroes (10mg/ml) foram
submetidos a cromatografia em camada delgada (CCD), usando-se como fase
movel a mistura hexano:20, acetato de etila:30, acido formico:2. Em seguida,
as placas foram reveladas com solucdo a 0,2% (p/v) de DPPH em etanol e

fotografadas com auxilio de camera digital.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 TEOR DE SOLIDOS NO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E NAS

FRACOES

A tabela 2 relaciona o teor de solidos do extrato etandlico bruto e das

fracOes obtidas de Dorstenia multiformis Miquel, em relacdo a quantidade de

amostra e a quantidade de material vegetal.

TABELA 2 — TEOR DE SOLIDOS NA PARTICAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE
Dorstenia multiformis MIQUEL

Extrato/fracéo

Rendimento (g%) em

Residuo seco (mg/ml) relacdo a massa do

vegetal seco (5kg)

Extrato etandlico bruto
Fracdo hexano
Fracao cloroférmio

Fracdo acetato de etila

78,5 7,22
38,0 3,50
46,7 4,30
14,5 1,33

5.2 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

TABELA 3 - CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE Dorstenia Multiformis

Parametro Extrato etandlico
Odor Adocicado
Sabor Adocicado
Coloracgao Marrom
pH 6,0
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5.3 PESQUISA DE GRUPOS FITOQUIMICOS NOS EXTRATOS E FRACOES

As tabelas 4 e 5 apresentam os resultados da analise sistematica

qualitativa preliminar para a identificagdo de grupos de metabdlitos

secundarios presentes em cada fracao obtida de Dorstenia multiformis, Miquel.

5.3.1 Analise Sistematica com Extrato alcoodlico 20%

Conforme pode ser observado nos resultados da analise preliminar,
tabela 4, as cumarinas estdo presentes em todas as fracbes analisadas,
indicando que a espécie Dorstenia multiformis € rica em cumarinas, 0 que
confirmou o descrito na literatura para o género Dorstenia.

Na pesquisa de flavonoides, a cor visualizada foi a cor vermelha a
vermelho sangue, nas fracdes cloroférmio e acetato de etila. O aparecimento
da cor vermelha a vermelho sangue é indicativo da presenca de flavondides da
classe dos flavondis, confirmada pela presenca de fluorescéncia amarela
esverdeada na Reacdo de Taubock, tornando nitida a presenca desses
compostos nas referidas fracdes. A presenca de flavondides é amplamente
descrita na literatura para o género Dorstenia.

Na pesquisa de esterdides e/ou triterpenos, as caracteristicas
apresentadas pela reacdo de Liberman — Bouchard indicou a presenca de
triterpenos, o que foi observado nitidamente em todas as fragdes analisadas,
confirmando o indicado na literatura para o género. A coloracdo amarela,
observada para a fracdo hexano, foi indicativa de grupamento metila no
carbono 14, enquanto que a coloracdo rosea, observada nas fracoes
cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlica indicou presenca de funcéo
carbonila na posicdo 3 e duplo enlace nas posicoes 5 e 6 ou 7 e 8, sendo
ambas caracteristicas de estruturas terpendides.

A Unica amostra que apresentou reacdo positiva para a reacao de Keller-
Kelliani foi a fracdo hexano, com desenvolvimento de coloracéo azul, indicativa

da presenca de esterdides. O hexano € um liquido extrator com baixa hidrofilia,
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0 que arrasta mais facilmente o grupo esteroidal, uma vez que se trata de uma

molécula organica grande.

TABELA 4 - ANALISE SISTEMATICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Dorstenia

multiformis
Andlise Extrato Fracao Fracéo Fracdo
Hidroalcodlico | Hexano | Cloroférmio | Acetato de
etila
Reativo Mayer - - - -
é Reativo Dragendorff - - - -
% Reativo Bouchardat - - - -
< Reativo Bertrand - - - -
Leucoantocianidinas - - - -
" Heterosideos - - vermelho Vermelho
% flavonicos
§ Oxalico borico - - flsc Flsc
CEG Pacheco - - - -
Zinco em HCI - - vermelho Vermelho
" Tubo flsc - flsc Flsc
g
E Papel flsc flsc flsc Flsc
O
Antraquinonas - - - -
- Reacdo Liberman- Rosa Amarelo Rosa Rosa
é % Bouchard
E g Reacao Keller - Azul - -
i E|Kelliani
* flsc: fluorescéncia
No extrato aquoso foram encontrados 0s seguintes grupos quimicos;

taninos condensados, aminogrupos e acidos fixos, de acordo com a coloracao

caracteristica para cada reacao (tabela 5).
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Na pesquisa de taninos, houve desenvolvimento de coloracdo verde com
o cloreto férrico 1%, indicando a presenca de taninos condensados.

A presenca de amino grupos foi confirmada com o aparecimento de
coloragéo azul violacea.

No ensaio para verificacdo de &cidos fixos, houve aparecimento de

coloragédo marrom, indicando resultado positivo.

TABELA 5 - ANALISE SISTEMATICA DO EXTRATO AQUOSO

Andlise Extrato aquoso

Heterosideos antocianicos -
Heterosideos saponinicos -
Heterosideos cianogénicos -

Acidos volateis -

Taninos Hidrolisaveis -
Condensados Verde

Acidos fixos Marrom

Aminogrupos Violeta

5.4 SEPARACAO E PURIFICACAO DE COMPOSTOS

5.4.1 Analises realizadas em cromatografia em camada delgada

A andlise por CCD, do material correspondente as porc¢des soluvel (1) e
nao solavel (II) em acetona revelou a presenca de um composto principal, em
guantidade muito maior que os demais compostos presentes, sendo esse
composto 0 mesmo para as duas porcoes. A revelagdo com solucdo de KOH
produziu coloragcdo amarelo intenso, evidenciando a presenca de cumarinas,
inclusive para o composto principal. A revelagdo com vanilina sulfarica
evidenciou algumas manchas pequenas, coradas sutiimente de Vvioleta,
indicando a presenca de esterdides e/ou triterpenos nas amostras, porém em
guantidade muito menor que os demais compostos presentes.

A analise por CCD, do material resultante das fragbes da coluna

cromatografica, da porcdo soluvel em acetona, indicou a presenca de um
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composto presente em grande quantidade, nas fracdes 13 - 46 e 50, e outro
composto presente em menor quantidade. A revelacdo com solucdo alcodlica
de KOH produziu a coloracdo amarelo intenso na mancha caracteristica do
composto principal, e amarelo menos intenso para a outra mancha,
caracterizando os compostos como sendo cumarinicos.

As fracBes 3 e 12, analisadas por CCD, apresentaram trés compostos
gue ndo deram reacdo por revelacdo com solucdo de KOH, indicando a
auséncia de compostos cumarinicos para essas amostras. A revelagdo com
solucdo de vanilina sulfdrica produziu colorag¢do violeta intenso, indicando a

presenca de esteroides e/ou triterpenos nessas fragdes.

FIGURA 14 — CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DAS FRACOES OBTIDAS EM
COLUNA CROMATOGRAFICA COM A PORGCAO SOLUVEL EM ACETONA

5.5 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DOS COMPOSTOS PRESENTES
NAS AMOSTRAS CRS1 e CRS2

5.5.1 Identificacdo dos Compostos presentes na amostra CRS1 por

Cromatografia Gasosa acoplada a massa
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A partir da analise cromatografica em cromatografia gasosa acoplada a
massa da amostra CRS1 pode-se observar na figura 15 e figura 16 a
ocorréncia de absorcdo em 11,19 min indicativo de tratar-se da possivel
estrutura quimica do psoraleno e outro pico em 13,49 min, correspondendo a
possivel estrutura do bergapteno, estes foram confirmados pelo espectro de
RMN-13C e 1H conforme demonstrado nas figuras 21 e 22. Ainda no espectro
de CG-EM, figura 16, uma outra intensidade de pico em 13,39min refere a
possibilidade de uma ocorréncia do isopsoraleno apresentado na figura 18 nao
sendo possivel confirméa-la por meio do espectro de RMN-13C e 1H. Na figura
17 tem-se o cromatograma do banco de dados do equipamento que apresenta
a fragmentacé@o compativel com o isopsoraleno. Na figura 16 tem-se o espectro
do segundo composto isolado da fracdo CRS1 indicando uma intensidade de
pico em menor concentracdo em 13,49min, compativel com a estrutura do
bergapteno. Na figura 19 pode-se observar o cromatograma de fragmentacéo
do banco de dados do equipamento indicando a estrutura do psoraleno ( DATA
BASE / NIST, 1998).

FIGURA 15 - CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A MASSA DA AMOSTRA CRS1
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FIGURA 16 - CROMATOGRAMA DE CG/MS, RELATIVO A ANALISE DA AMOSTRA CRS1

File : C:\HPCHEM\1\BDATA\UFPR\FITO\BSB\CBDULIO3.D
Operator : [BSB1l]Klezia

Acquired ;15 Qet 2004 10:22 using AcgMethod OBRULIO
Instrument : GC/MS Ins
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Misc Info
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- CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A MASSA DA AMOSTRA CRS1

FIGURA 17

PARA O ISOPSORALENO DO DATABASE/NIST98
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FIGURA 18 - CROMATOGRAMA DO ISOPSORALENO DATABASE/NIST 1998
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FIGURA 19- CROMATOGRAMA DO PSORALENO DATABASE/NIST 1998
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FIGURA 20 - CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A MASSA DA AMOSTRA CRS1

PARA BERGAPTENO DATABASE/NIST1998

ozmznw ;93
7H-Furo(3,2-9] [1)benzopyran-7-one, 4-methoxy-

ID

Abundnce

8000

6000

4000

2000

8000

6000

4000

2000

=

S

2

53
58

SRUIE t_ T _2;_ f:_. :;fj‘:

g 47 : prrd A:_

Scan 1903 (13.396 min). OBOULIO3.D

173

145 20

5 188
- 158

S TR -

4_2]4+Tj11]‘ﬂ34: :43414: f:‘ At rmrn e preren ey e ?_—:I

ALY LALL A4 b

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 mc 65 70 75 mo 85 90 95 _8 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 150 195 200 205 210 215220 225

51

AR SRR N R A RN R R AR A AR R e A LR KRS AR RN R

10 15 20 25 30 35 40 45 S0 56 60 65

#126743. TH-Furol3 2-gi| 1Jhenzopyran-7-ong, 4-methoxy-

216
113
145 A
i 158
R " 131 159
o ‘_cc i._m L
~<‘::<—<4 5 ‘4:—:<4— N_:.;_a‘_wj ..,«344—.4:44_‘14‘_4.44.4._41‘;4\*4!«444‘—.ﬂ<j~u‘ﬂ. J%aﬂjqu«Hﬂf;.Aﬂ-_.ﬂAHﬂg.;,,._ﬂﬂ-a“<1f—.< 4M“‘_Jv‘<<ﬂj‘..A«J.ﬂwiﬂﬂﬂda\ﬂdjqﬂﬂd‘

70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 165 150 195 200 205 210 215 220 225



77

5.5.2 Ressonancia magnética nuclear de carbono e hidrogénio da amostra
CRS1

O espectro de 3C foi obtido em 50MHZ , apresentado na figura 21 e
figura 22, respectivamente; estes revelaram absorcbes que estao
demonstradas na tabela 6. A referida tabela apresenta absorcdes referentes a
estrutura quimica do psoraleno e na tabela 7 respectivamente tem-se as
absorgbes referentes a estrutura compativel com o bergapteno abaixo

apresentada.

TABELA 6 - DESLOCAMENTOS EM ppm DO ESPECTRO DE RMN - *C E 'H PARA
SUBSTANCIA ISOLADA PSORALENO, DA AMOSTRA CRS1

CARBONO TIPO ABSORCAO (ppm) PROTON

1

2 CH 160,86

3 CH 112,18 (5,58-5,78)
(1H.d. H3)

4 CH 139,15 (7,71- 7,66)

(1H.d.9.2.H4)

5 CH 144,62

6 C 104,9

7 C 156,19

8 CH 93,46 (7.16)
(1H.S.H.8)

9 C 151,79

10 C 112,18

17 CH 104,9 6,40 (1H.d.H2")
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TABELA 7 — DESLOCAMENTOS, EM ppm, DE RMN DE - *°C E 'H PARA SUBSTANCIA
ISOLADA DA AMOSTRA CRS1, BERGAPTENO

CARBONO TIPO ABSORCAO (ppm) PROTON
CH 160,86
(5,58-5,78)
3 CH 112,18 (1H.d. H3)
(7,71- 7,66)
4 CH 139,15 (1H.d.9.2.H4)
5 CH 144,62
6 C 104,9
7 C 156,19
(7.16)
8 CH 93,46 (1H.S.H.8)
C 151,79
10 C 112,18
1" CH 104,9 6,40 (1H.d.H2")
2 CH 143,9 (6,62-6,59) (1H.d.H2")
0-CH3 59,88 3,83(S,3H.J.9,34)

Comparando-se os dados do espectro aos valores relatados pela
literatura para psoraleno na tabela 6 e bergapteno tabela 7 sugere-se que a
estrutura majoritaria seja o psoraleno figura 19, sendo que o0s sinais
excedentes no espectro sdo coincidentes para a estrutura quimica do
bergapteno.

Os principais deslocamentos referentes ao carbono estdo no espectro
figura 21 de RMN*C ( 50 MHZ em CDCl; ) para os compostos denominados
psoraleno e bergapteno. Na figura 22 encontram-se o0s deslocamentos
referentes ao RMN *H (50MHZ em CDCIz) também para ambos os compostos
isolados da amostra CRS1.
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE RMN “C (50 MHZ em CDCIl3s) PARA O PSORALENO E
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE RMN ‘H ( 50 MHZ em CDCls) PARA O PSORALENO E
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Na figura 23 que segue abaixo, apresenta-se a expansdo do préton H
na faixa de deslocamento entre 5,6 e 7,8 ppm para o psoraleno e bergapteno

como demonstrado na tabela 7.
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FIGURA 23 — ESPECTRO EXPANDIDO DE RMN 'H PARA COMPOSTOS ISOLADOS DA
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FIGURA 24 — ESPECTRO RMN *C REFERENTE A AMOSTRA CRS2
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Na figura 24, apresenta-se o cromatograma do Dept correspondente a

amostra CRS2. Este demonstra ndo haver ligacado CH> na amostra em analise.
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TABELA 8 - VALORES DE DESLOCAMENTO QUIMICO DE RMN DE “CIDEPT/'H (CDCLg3,
TMS, A ) PARA A AMOSTRA CRS2

a Amirina

C |BC-d¢c-(a) | H-8y(a) |BC-8c-B)| H-du-(B) Acetil

1 3845 38.45 387 38.7

2 2802 28.74 272 27.3

3 80.61  449(dd,H)  80.61  4.49(dd, H) 783 79.0 80.61

4 3804 38.25 387 38.8

5 5524 55.24 552 55.3

6 18.10 18.25 183 185

7 32,97 32.85 329 32.8

8 4002 38.45 400 38.8

9 4754 47.63 477 477

10 36.78 37.70 369 37.6

11 23.36 23.58 233 23.6

12 12431 512(dd,H)  121.63  5.12 (dd, H) 1234' 1218

13 139.19 145.20 1339' 145.1

14 4205 41.70 420 41.8

15 28.74 26.12 28.7 26.2

16 26.92 26.59 26.6 27.0

17 33.74 32.58 33.7 325

18 59.04 47.54 58.9 47.4

19 39.64 28.02 396 46.9

20  39.60 31.07 396 31.1

21  31.24 34.72 312 34.8

22 4153 37.13 415 372

23 2798  1.01(d,CHs) 2805  1.01(d CHy) 281 282

24 1572  111(d.CHs; 1554  1.11(d.CH:) 156 155

25 1616  0092(s,CHy) 1596  0.89(s,CHs) 156 156

26 1680 1.05(s,CH,)  16.85 0.96(s, CH,) 16.8 16.9

27 2321  124(s CHs) 2593 124 (s, CHs) 233 26.0

28 2808  0.79(s, CHs) 2839  0.78(s CHs) 28.1 28.4

29 1748  099(s CH,) 3332 095(d CH) 17.4 333

30 2138  081(sCHy)  23.68  085(d CH) 21.3 237

. 17099 170.99 170.9
(C=0) (C=0) 9

, 2.034 2.034

2 2038(CH)  Be0) 2L38(CHY (Ao 21.38

Ref. 3] [2] [1.4]

No espectro de RMN 'H observa-se o perfil caracteristico de triterpenos,

conforme tabela 8. A presenca de 10 metilas singleto e seis metilas duplete no

espectro de préton é confirmada no carbono-13 (figuras 27, 28, 29 e 30),

sugerindo um esqueleto pentaciclo derivado do ursano e lanostano contendo

uma ligacao dupla trisubstituida definida pelos sinais de préton em 5,12 ppm H,
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e carbono em 124,1 e 121,7 ppm CH e 139,4 e 145,1 ppm para C (figuras 31 e
32). O duplo duplete centrado em 4.49 ppm para um proton carbindlico
correlacionado ao CH em 80,61 indicam a presenca do 3B-acetato. A
comparacdo dos deslocamentos quimicos de carbono-13 com dados da
literatura (GALLEGOS, OLEA e NiDIA, 1990 ; KNIGHT e RESON,1974; SEO,
TOMITA e TORI, 1981, e BARRETO et al, 1998) permitiu identificar os
triterpenos 3B-O-acetato de B amirina e 3a-O-acetato de a amirina, cujos
valores de deslocamento apresentam-se descritos no quadro 3 e figuras 23 e
24,

FIGURA 25 - ESTRUTURA QUIMICA DA ALFA AMIRINA

29 30

2. Alfa amirina ( 3a-O-acetato de a amirina)



FIGURA 26 — ESTRUTURA QUIMICA DA BETA AMIRINA

3. Beta amirina (3 B amirina -O-acetato 3 amirina )

85
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FIGURA 27 - ESPECTRO de RMN > C DA AMOSTRA CRS2 DE 3a-O-acetato de a amirina
e 3 B amirina -O-acetato 3 amirina
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FIGURA 28 - ESPECTRO DE RMN > C EXPANSAO REFERENTE DE 14 A 33 ppm PARA
AMOSTRA CRS2 DE 3a-O-acetato de a amirina e 3 3 amirina -O-acetato 3

amirina
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FIGURA 29 — ESPECTRO DE RMN > C EXPANSAO REFERENTE DE 32 A 60 ppm PARA
AMOSTRA CRS2 DE 3a-O-acetato de a amirina e 3 B amirina -O-acetato 3
amirina
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FIGURA 30 - ESPECTRO DE RMN *° C EXPANSAO REFERENTE DE 95 A 190 ppm PARA
FRACAO CRS2 DE 3a-O-acetato de a amirina e 3 B amirina -O-acetato B
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FIGURA 31 — ESPECTRO EXPANDIDO DE RMN — '‘H NA FAIXA DE 0,0 A 7,5 ppm DA
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FIGURA 32 - ESPECTRO EXPANDIDO DE RMN ‘H NA FAIXA DE 4,20 a 5,50 REFERENTE
A CRS2 DE 3a-O-acetato de aamirina e 3 B amirina -O-acetato f amirina
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5.6 CROMATOGRAMA DA AMOSTRA CRS1 EM CLAE UTILIZANDO COMO
PADRAO PSORALENO E BERGAPTENO

No cromatograma por CLAE utilizou-se psoraleno e bergapteno na
concentracdo de 0,1mg/mL (figura 33). Por este cromatograma observou-se a
concentragdo de Psoraleno 90mg e a concentracdo de bergapteno 9,0mg, cuja
relacdo encontra-se apresentada na tabela 10, confirmando que na amostra
CRS1 foi identificado como o composto majoritario o psoraleno.

FIGURA 33 - CROMATOGRAMA POR CLAE DA FRAGAO CRS1

Chrom Type: HPLC Channel : 1
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TABELA 9 - CONCENTRACAO DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NA FRACAO CRS1

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD

No. RT Area ' Conc 1 Name
mg/mL
6 40,67 4982797 0,0902900 _ Psoraleno
7 46,13 1089226 0,00971000 Bergapteno
6082023 0,100000

- Peak rejection level: 0
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5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada para o extrato

etandlico bruto e as frac6es hexano, cloroférmio e acetato de etila.

5.7.1 Difusdo em agar

Os resultados da atividade antibacteriana de difusdo em gel dos
controles (metanol, cefalotina e cloranfenicol) e das amostras testadas (extrato
etandlico bruto e fragcbes hexano, cloroformio e acetato de etila de Dorstenia

multiformis) estao apresentados na tabela 10.
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TABELA 10 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE Dorstenia multiformis, POR DIFUSAO EM

AGAR

MEDIA DO DIAMETRO DOS HALOS DE INIBICAO EM mm

CONCENTRACOES Ec Kp Pm Pa St Sa Se Sp
100,0% 0 7,0 0 0 8,0 7,0 0 0
EEB 50,0% 0 7,0 0 0 7,0 7,0 0 0
25,0% 0 0 0 0 7,0 7,0 0 0
12,5% 0 0 0 0 7,0 7,0 0 0
Controle cefalotina (30u9) 0 255 11,0 0 26,0 49,5 40,0 44,5
Controle cloranfenicol (30ug) 325 300 275 300 355 335 375 34,5
Controle metanol 0 0 0 0 0 0 0 0
100,06 O 0 0 0 0 7,0 8,0 0
50,0% O 0 0 0 0 7,0 8,0 0
FH 250% O 0 0 0 0 7,0 7,0 0
125% O 0 0 0 0 7,0 7,0 0
Controle cefalotina (30u.9) 0 232 11,0 0 29,0 48,3 35,0 445
Controle cloranfenicol (30ug) 328 330 275 300 37,0 350 395 35,0
Controle metanol 0 0 0 0 0 0 0 0
100,0% O 7,0 0 0 0 7,0 8,0 0
50,0% O 7,0 0 0 0 7,0 8,0 0
FC 25,0% 0 7,0 0 0 0 7,0 0 0
12,5% 0 7,0 0 0 0 0 0 0
Controle cefalotina (30n9) 0 21,0 115 0 29,3 48,0 354 44,5
Controle cloranfenicol (30ug) 325 321 245 290 355 340 381 34,5
Controle metanol 0 0 0 0 0 0 0 0
100,0% 0 0 0 0 0 0 0 0
50,0% 0 0 0 0 0 0 0 0
FAE 250% O 0 0 0 0 0 0 0
125% O 0 0 0 0 0 0 0
Controle cefalotina (30u.9) 0 255 12,0 0 29,0 49,5 48,0 43,5
Controle cloranfenicol (30ug) 338 340 275 300 330 375 355 34,8
Controle metanol 0 0 0 0 0 0 0 0

NOTA: EEB = Extrato etandlico bruto; FH = Fracdo hexano; FCF = Fragéo cloroférmio; FAE =

Fracdo acetato de etila;

Ec = Escherichia coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pm =

Proteus mirabilis; Pa = Pseudomonas aeruginosa; St = Salmonella typhimurium; Sa =

Staphylococcus aureus; Se =

pyogenes.

Staphylococcus epidermidis; Sp

Streptococcus
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Os resultados apresentados mostram atividade antibacteriana do extrato
etanolico bruto e fragbes hexano e cloroférmio sobre Staphylococcus aureus,
em todas as concentracfes testadas, com excecdo da concentracdo 12,5%
para a fracao cloroférmio.

O Staphylococcus aureus_é conhecido por causar infeccbes como
endocardite, pneumonia e ocasionalmente a meningite (TRABULSI, 1999).

A bactéria Staphylococcus epidermidis sofreu inibicdo do crescimento
em presenca das fracbes hexano (em todas as concentracdes testadas) e
cloroférmio (nas maiores concentracées — 100 e 50%).

O Staphylococcus epidermidis tem sido isolado de infec¢des associadas
a implantacdo de proteses cardiacas, articulares e vasculares, e em
endocardites (TRABULSI, 1999).

Observa-se também influéncia inibitéria do extrato bruto sobre as
bactérias Salmonella typhimurium (em todas as concentracfes testadas) e
Klebsiella pneumoniae (nas maiores concentracdes — 100 e 50%), sendo esta
ultima bactéria também inibida em presenca da fracao cloroférmio em todas as
concentragdes testadas.

As enterobactérias Salmonella typhimurium e Klebsiella pneumoniae sao
agentes etiolégicos das enterocolites, que sdo processos infecciosos também
denominados intoxica¢ao alimentar (TRABULSI, 1999).

A auséncia de halo de inibicdo é interpretada como auséncia de
atividade antimicrobiana para a amostra em questdo sobre determinada
bactéria.

O resultado negativo apresentado pelos microrganismos Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa para o controle cefalotina € devido a resisténcia
destes frente a cefalotina, ou seja, houve aparecimento de col6nias no halo de
inibicéo.

A hidrofilia dos constituintes quimicos € determinante para a difusdo no
meio de cultura utilizado, uma vez que, segundo ROMEIRO (2001), um meio
semi-solido, o qual contenha agar como agente solidificante, é definido como
um gel perfeito. Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos para o teste
de difusdo em gel, presume-se gque a maioria dos constituintes quimicos
presentes nas amostras testadas apresentam caracteristicas lipofilicas,
dificultando sua difusdo no meio de cultura e, conseqientemente, o contato
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com a bactéria inoculada no meio. Este fato pode explicar a auséncia de halos
de inibigdo na maioria das amostras testadas, bem como a formagao de
pequenos halos para algumas amostras. Deve-se desconsiderar a
possibilidade de ocorréncia de problemas com o método, uma vez que 0s
padrdes apresentaram resultados dentro do esperado (halos de inibicdo) e o
controle (metanol) n&do apresentou crescimento — demonstrando que a

presenca de metanol ndo exerce influéncia sobre a atividade das amostras
testadas.

FIGURA 34 — CONTROLE DE ESTERILIDADE DO ENSAIO

Como pode-se observar na figura 34, os antibiéticos controle e as
amostras, bem como o solvente utilizado nas diluicbes, encontram-se em

condicdes estéreis, demonstrando ndo haver crescimento bacteriano em meio
de cultura sem inéculo.
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FIGURA 35 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA FRACAO CLOROFORMIO PARA S. aureus

5.7.2 Concentracao inibitéria minima (MIC)

Os resultados dos testes de MIC estdo apresentados na figura 36. A
Ultima diluicio em que n&o houve crescimento de microrganismo foi
considerada a concentragdo minima da amostra capaz de inibir o
desenvolvimento da bactéria em questao.

A inibicdo mais expressiva foi relativa a fragdo hexano sobre a bactéria
Escherichia coli, onde observou-se auséncia de crescimento bacteriano, por
comparacdo com o controle negativo de crescimento (meio de cultura e
amostra), no tubo de maior concentracédo da fracdo hexano, ou seja, na diluicdo
1:1. Considere-se que a baixa polaridade dos compostos da fragdo hexano
diminui a velocidade de difusdo no agar em relacdo aos antibiéticos controle
gue sao polares e ao extrato bruto, o que explica a auséncia dessa atividade no
teste de difusdo em agar.

Os esterdides e triterpenos comumente presentes nas plantas estéo

concentrados geralmente na fragdo mais apolar, neste caso a fragdo hexano, e
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sdo conhecidos por diversas atividades de interesse biologico, dentre as quais
a atividade antimicrobiana. Substancias como o [(-sitosterol, a a-amirina e
lupeol demonstraram atividade contra as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (SINGH; SINGH, 2003) e segundo JAIN, JAIN e SINGH
(2003) a a-amirina (0,29%) demonstrou a maior atividade entre os triterpenos
presentes na Arnebia hispidissima (Lehm.) DC. contra a E. coli.

Observou-se, ainda, no teste de concentracdo inibitéria minima,
atividade moderada contra o0s microrganismos Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, para todas as amostras testadas, e uma fraca
atividade contra as bactérias Escherichia coli (extrato bruto e fracGes
cloroférmio e acetato de etila), Klebsiella pneumoniae, para todas as amostras
testadas, Salmonella thyphimurium (extrato bruto e fracdo hexano) e
Streptococcus pyogenes (extrato bruto e fracbes hexano e acetato de etila).
Todas as atividades no teste de concentracao inibitéria minima ocorreram com
a maior concentracao da amostra testada (diluicao 1:1).

TABELA 11 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE Dorstenia multiformis — CONCENTRACAO
INIBITORIA MiNIMA

MICRORGANISMOS

AMOSTRA
Ec Kp Pm Pa St Sa Se Sp
FRACAO HEXANO NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
(2:1)
Controle dos Microrganismos + + + + + + + +

NOTA: + = crescimento de microrganismos em meio de cultura isento de material testado;
NEG. = resultado negativo, nenhuma concentracdo inibiu o crescimento de
microrganismos.
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FIGURA 36 — FOTOGRAFIA DO MIC PARA A FRACAO HEXANO

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Submeteram-se a este estudo amostras do extrato etandlico, fracdes

hexano, cloroférmio e acetato de etila e controles.

5.8.1 Avaliagédo da germinacgao

Observa-se diferenca estatistica, nas maiores concentracdes utilizadas,
para o extrato etandlico bruto e fragcbes hexano e cloroférmio, ao comparar com
0 respectivo controle (tabela 12). Com os resultados apresentados, ha
indicacdo de influéncia inibitéria do extrato etandlico e fragcbes hexano e
cloroformio sobre a germinacédo de Lactuca sativa, nas concentracfes de 0,6;
0,4 e 0,1mg do extrato bruto etandlico; 0,6; 0,4; 0,3; 0,2 e 0,1mg da fracdo

hexano; e 0,6; 0,4; 0,3 e 0,1mg da frac&o cloroférmio.
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TABELA 12 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NOS iNDICES DE VELOCIDADE DE
GERMINAGCAO DE Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM
EXTRATO BRUTO E FRACOES DE Dorstenia multiformis

CONCENTRACAO CONTROLE
EXTRATO/ 0,05 | 0,025 AGUA
FRACAO 06mg | 04mg | 0.3mg | 02mg ) 01mg mg mg DESTILADA
EXTRATO 6,8750 6,8325 9,0000 8,3750 8,1250 8,6250 8,3750
BRUTO d d g g f g g
ETANOLICO 8,8325¢g
FRACAO 5,0400 5,6650 6,1250 6,1025 7,5000 8,7500 8,6250
HEXANO a b c c e g g
FRACAO 42500 4,1425 4,1650 3,6650 4,1525 4,4850 4,4225
CLOROFOR b b b a b c c
MIO 4,7136 ¢
FRACAO 4,6225 4,3625 4,6425 4,9375 4,6650 4,4350 4,5255
ACETATO c c c c c C C

DE ETILA

NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma linha, ndo diferem estatisticamente
entre si.

De acordo com os resultados apresentados, observa-se que a influéncia
alelopética inibitéria sobre a germinacdo ocorreu nas maiores concentracées
para todas as amostras que apresentaram essa atividade, com excecao da
concentragdo 0,1mg do extrato bruto etandlico e da fragdo cloroférmio.

Assim sendo, considere-se que as interferéncias alelopéticas raramente
sdo provocadas por uma unica substancia, sendo mais comum que o efeito se
deva a um conjunto delas. Basicamente, reconhece-se que 0s agentes
aleloquimicos presentes em uma espécie podem afetar diversas funcées como:
a absorcdo de nutrientes, a regulacdo do crescimento, a fotossintese, a
respiracdo, a permeabilidade da membrana, a sintese protéica e a atividade
enzimatica. Considere-se ainda que o fato de uma mesma substancia afetar
diversas funcdes fisioldgicas da planta, assim como a constatacdo de que uma
mesma fungdo possa ser afetada por mais de um composto, é um fator que
complica no entendimento das inter-relacbes entre efeitos e causas
(EINHELLIG, 1995; SEIGLER, 1996).

Outro fator que pode explicar a complexa relacdo entre concentracéo e

efeito, nos ensaios de alelopatia, é o fato de que um aleloquimico possui dois



101

atributos complementares: estimulacéo e inibicdo, sendo que ambos possuem
uma resposta sigmoidal a concentracdo de aleloquimicos (AN; JOHNSON e
LOVETT, 1993).

Diante dessas evidéncias, sugere-se que o0 extrato etandlico bruto e a
fracdo cloroformio de Dorstenia multiformis possuam no minimo dois agentes
aleloquimicos, sendo um com expressiva atividade inibitoria e outro com uma
sutil atividade estimulatéria, e que essas atividades oscilem de acordo com a
concentracao utilizada, podendo, em algum momento (com o aumento da
concentracdo), a atividade estimulatéria anular a atividade inibitéria e, em
seguida, esta pode ser novamente expressa, ja que, as atividades relacionadas
a enzimas, por exemplo, podem deixar de aumentar com 0 aumento da
concentracdo (por saturacdo enzimatica) e, dessa forma, sugere-se que a
atividade inibitéria novamente sobressairia-se em relacdo a atividade

estimulatoéria, evidenciando o efeito inibitorio.

5.8.2 Avaliacéo do crescimento

Esse parametro € avaliado pela comparacdo das médias das leituras de
crescimento. De acordo com a tabela 13, estatisticamente, houve inibicdo do
crescimento da radicula e do hipocétilo de Lactuca sativa ao utilizarmos a
fracdo hexano nas maiores concentracfes testadas; a radicula foi influenciada
nas diluicdes de 0,6 e 0,4mg, e o hipocotilo teve seu crescimento influenciado

inibitoriamente pela concentracdo de 0,6mg da fracdo hexano.
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TABELA 13 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIACAO DO CRESCIMENTO
DA RADICULA E DO HIPOCOTILO COM EXTRATO E FRACOES DE

Dorstenia multiformis

RADICULA HIPOCOTILO
TRATAMENTO | REPETIGCAO MEDIA (MM) MEDIA (MM)
EBE ‘ FH | FC ‘ FAE EBE FH FC FAE

0,6mg 1 375a 29,la 443c 387c 255b 19,8 a 29,6 b 252h
2 412b 321a 447c 31,9b 264D 18,4 a 29,3b 21,7a
3 402b 3l,1a 401c 426c 254b 229a 26,8b 229a
4 387b 31,7a 49,8c 41,0c 28,1b 20,0 a 28,7b 26,9b
0,4mg 1 373a 27,7a 436c 185a 281b 212a 26,0 b 24,0 b
2 384b 348a 41,1c 320b 29,1b 222a 271b 19,0 a
3 356a 31,3a 422c 37,7c 280b 24,7b 30,2b 214a
4 36,8a 341la 446c 353b 289b 26,2 b 30,3b 234a
0,3mg 1 438b 363a 393c 505c 24,1b 20.6 a 26,2 b 275b
2 41,0b 37,3a 427c 428c 26,1b 24,3b 28,6 b 25,6 b
3 39,1b 39,1b 436c 335b 259b 195a 29,8 b 225a
4 447b 346a 401c 319b 294b 239b 29.9b 209 a
0,2mg 1 37,3a 40,1b 422c 335b 259b 253 b 27.8b 219a
2 41,1b 346a 416c 375c 252b 255hb 215b 26,9b
3 382b 368a 19,3a 454c  264b 253 b 15,0 a 29.8b
4 41,0b 337a 380c 451c 254b 24.8b 292 ¢ 252hb
0,1mg 1 402b 365a 404c 453c  245b 26,1b 19,2a 253b
2 380b 385b 423c 451c 26,0b 251b 20,0 a 239a
3 40,1b 185a 40,3c 421c  258b 26,2 b 213a 279b
4 41,1b 32,0a 375c 434c 256b 26,9b 24,7b 28,0b
0,05mg 1 36,8a 356a 454c 382c 236b 28,6 b 27.8b 26,9 b
2 41,3b 338a 454c 427c  239b 24,5b 27,0b 26,9b
3 41,4b 349a 329b 420c 250b 26,0b 209 a 26,6 b
4 415b 388b 450c 456c  26,8b 276b 26,0 b 26,4 b
0,025mg 1 39,1b 357a 441c 352b 226a 26,2 a 30,3b 20,4 a
2 435b 338a 454c 419c 265b 233a 273b 236a
3 426b 349a 466c 459c  26,2b 26,4 b 32,4b 24,7b
4 41,7b 388b 470c 411c 198a 26,9 b 30,2b 232a

Controle 1 52,1b 38,3¢c 26,0b 274b

2 45,3b 49,4 ¢ 242b 31,0b

3 49,7b 50,4 ¢ 255b 323b

4 42,3b 476¢ 24,5b 26,8b

NOTAS: (1) EBE= Extrato Bruto Etandlico; FH= Fracdo Hexano; FC= Fragdo Cloroférmio;
FAE= Fracéo Acetato de Etila.

(2) Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna,

estatisticamente entre si.

5.8.2.1 Avaliagdo da porcentagem de crescimento de Lactuca sativa

nao

diferem

A avaliacao da porcentagem de crescimento tem por objetivo demonstrar
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visualmente e comparativamente as influéncias das amostras testadas, sobre
as sementes de Lactuca sativa, bem como visualizar a amostra capaz de
provocar a influéncia mais significativa sobre o crescimento dessas sementes.

A menor porcentagem de crescimento da radicula e do hipocoétilo de
Lactuca sativa pode ser observada nos graficos 1 e 2, utilizando-se a fracao
hexano de Dorstenia multiformis.

Plantulas com menores taxas de crescimento apresentam menor
incorporacao de suprimento de reserva dos tecidos pelo eixo embrionério, por
meio da menor capacidade de transformacdo e de suprimento de reserva,
inviabilizando o pleno desenvolvimento do vegetal (KRZYZANOWSKI; VIEIRA;
FRANCA NETO, 1999).

GRAFICO 1 — PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DA RADICULA DE Lactuca sativa
SUBMETIDA A ENSAIO ALELOPATICO COM EXTRATO BRUTO
ETANOLICO E FRAGCOES DE Dorstenia multiformis

120%

S

c

g 100% |

S . \— _v___’/.:.

o 80% - \04!\

o —Y

S 60% - —e_EBE

£ —m—FH

% 40% FC

= FAE

g 20%

[e]

07

1 2 3 4 5 6 7 8
Concentragao

83% 78% 89% 83% 84% 85% 88% 100%
65% 69% 78% 77% 66% 76% 76% 100%
96% 92% 89% 76% 86% 91% 99% 100%
83% 67% 85% 87% 95% 91% 88% 100%

NOTAS: (1) EBE= Extrato Etandlico Bruto; FH= Fracdo Hexano; FC= Fracao
Cloroférmio; FAE= Fracao Acetato de Etila
(2) CONCENTRACOES: 1 — 0,6mg; 2 — 0,4mg; 3 — 0,3mg; 4 — 0,2mg; 5 —
0,1mg; 6 — 0,05mg; 7 — 0,025mg; 8 — controle.
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GRAFICO 2 — PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DE Lactuca sativa
SUBMETIDA A ENSAIO ALELOPATICO COM EXTRATO BRUTO
ETANOLICO E FRACOES DE Dorstenia multiformis

120%
8
c o 0/‘\0\,_
2 100% D ———
[3]
2 8o% -
o
3 60%
£
& 40%
S
S 20%
8 0
o
—e—EBE
—s—FH 1 2 3 4 5 6 7 8
FC Concentragao
FAE
105% 114% 105% 103% 102% 99% 95% 100%
82% 75% 82% 88% 89% 91% 78% 100%
97% 97% 97% 83% 72% 87% 102% 100%
81% 94% 88% 101% 104% 107% 103% 100%

NOTAS: (1) EBE= Extrato Etandlico Bruto; FH= Fracdo Hexano; FC= Fragéo
Cloroférmio; FAE= Fracdo Acetato de Etila
(2) CONCENTRACOES: 1 — 0,6mg; 2 —0,4mg; 3 — 0,3mg; 4 — 0,2mg; 5 —
0,1mg; 6 — 0,05mg; 7 — 0,025mg; 8 — controle.

5.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.9.1 Ensaio pelo método de reducéo do complexo fosfomolibdénio

Por esse método, os resultados foram expressos na forma de atividade
antioxidante relativa (AAR%(4c. ascorbico) e AAR%(rutina)) e os calculos

estabelecidos através das seguintes equacoes:

AAR%(ac. ascorbico) = Abs(amostra) — Abs (branco) . 100
Abs(ac. ascorbico) — Abs(branco)

AAR%(rutina) = Abs(amostra) — Abs (branco) . 100
Abs(rutina) — Abs(branco)
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De acordo com os resultados apresentados, observa-se que todas as
amostras testadas (extrato etanodlico bruto, fragcbes hexano, cloroférmio e
acetato de etila, e substancias isoladas do residuo do extrato bruto,
denominadas amostras CRS1 e CRS2, demonstraram atividade antioxidante
por reducdo do complexo fosfomolibdénio, adquirindo a coloracdo verde
caracteristica, conforme apresentado na figura 40.

Para o extrato bruto etandlico (EB), a AAR(vitamina C) foi igual a 21,21%
e para a fracdo hexano obteve-se o valor de 19,78% para a AAR(vitamina C),
enquanto que para a fracéo cloroférmio, a AAR(vitamina C) foi de 34,49%. Para
a fracdo acetato de etila obteve-se o valor de AAR(vitamina C) de 21,50% e
para as substancias isoladas do residuo do extrato bruto obteve-se 8,87%,
para a amostra CRS1, e 26,45%, para a amostra CRS2. Esses valores foram
obtidos em relacdo a 100% da atividade total atribuida a vitamina C (acido
ascorbico).

Quando essas amostras foram comparadas com o padrdo de rutina, a
AAR(rutina) para o extrato etanolico bruto foi igual a 65,30% e para a fracéo
hexano obteve-se o valor de 60,88%, enquanto que para a fracao cloroférmio,
a AAR(rutina) foi de 106,19%. A fracdo acetato de etila apresentou AAR(rutina)
de 66,19% e as amostras CRS1 e CRS2 27,29% e 81,44%, respectivamente,
valores esses obtidos em relacdo a 100% da atividade total atribuida a rutina.

A partir dos resultados obtidos para a atividade antioxidante total do
extrato etandlico bruto, fracdes e substancias isoladas do residuo do extrato
bruto, pelo método da reducdo do complexo fosfomolibdénio, sugere-se que a
atividade antioxidante observada para o extrato bruto e as fracdes ndo seja
devida principalmente aos compostos psoraleno e bergapteno, presentes na
amostra CRS1, uma vez que os valores de atividade antioxidante total obtidos
para essa amostra encontram-se significativamente abaixo daqueles obtidos
para as demais amostras testadas, atribuindo-se uma baixa atividade
antioxidante para esses compostos cumarinicos, por comparacdo com ambos
0s padroes utilizados (vitamina C e rutina).

Dessa forma, considerando-se que tanto o extrato etandlico bruto quanto
as fracOes obtidas do extrato tratam-se de misturas complexas de
componentes quimicos, pode-se supor que a atividade antioxidante mais

pronunciada, observada para essas amostras, em relacdo a amostra CRS1,
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possa ser devida a um sinergismo dos componentes presentes nas referidas
amostras com as cumarinas psoraleno e bergapteno, tornando mais
pronunciada a atividade antioxidante observada para esses compostos. Além
disso, pode-se sugerir a presenga, nessas amostras, dos compostos
terpendides presentes na amostra CRS2, uma vez que tais compostos
apresentaram uma atividade antioxidante relativa significativa, quando
comparado aos padrdes vitamina C e rutina.

Considere-se ainda que a fracdo cloroformio apresentou atividade
antioxidante relativa superior, quando comparada ao padrédo de atividade
antioxidante rutina. Dessa forma, a fracao cloroformio pode ser considerada um
antioxidante em potencial, com possibilidade de aplicacdo na terapéutica, e

inclusive com possibilidade de separacéo de ativos.
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FIGURA 37 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO ENSAIO DE REDUCAO DO COMPLEXO
FOSFOMOLIBDENIO PARA O EXTRATO ETANOLICO BRUTO, FRACOES E
SUBSTANCIAS ISOLADAS

NOTA: TUBOS: 1= VITAMINA C; 2= RUTINA; 3= EXTRATO ETANOLICO BRUTO; 4=
FRACAO HEXANO; 5= FRACAO CLOROFORMIO; 6= FRACAO ACETATO DE
ETILA; 7= CRS1; 8= CRS2

5.9.2 Ensaio pelo método de cromatografia em camada delgada

O ensaio de atividade antioxidante por cromatografia em camada
delgada possibilitou a visualizagcdo de substancias com tal atividade, por meio
do reativo DPPH, indicativo de atividade antioxidante. O DPPH é um radical
cromoforo que simula as espécies reativas de oxigénio (EROs); dessa forma,
ele pode aceitar um elétron ou radical hidrogénio para se tornar uma molécula
estavel, que apenas raramente pode ser oxidada irreversivelmente. Possui
coloracéo violeta intenso (BOILS, 1958). De acordo com CONFORTI et al
(2002) e WAGNER e BLADT (1996), o DPPH, quando aplicado em placa

cromatografica na forma de solucdo alcodlica, adquire coloracdo amarelo ouro
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caracteristica em presenca de substancias com atividade antioxidante, néo
apresentando alteracéo de cor na auséncia destas.

Uma vez verificada a presenca de atividade antioxidante nas amostras
testadas por meio do ensaio de reducdo do complexo fosfomolibdénio, o ensaio
de cromatografia em camada delgada permite avaliar a atividade das
substancias presentes nas amostras isoladamente, com vistas a separacao de

ativos farmacéuticos.

FIGURA 38 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO ENSAIO DE CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA (A — com revelador DPPH; B — visualizacdo em camara
de UV)

A B

1 2 3 4 5 1 2 3 45

NOTA: PONTOS: 1-Extrato etandlico bruto; 2-Frac@o hrxano; 3-Fracdo cloroférmio; 4-Fragéo
acetato de etila; 5-CRS1.

De acordo com a figura 38, observa-se a presenca de um grande
namero de substancias com atividade antioxidante nas amostras testadas,
especialmente na fracdo cloroférmio, confirmando o resultado de atividade
antioxidante significativa obtido para essa amostra com o reativo

fosfomolibdénio. Assim sendo, a fracdo cloroférmio apresenta potencial para
futuras investigacdes, com possibilidade de isolamento de substancias com
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atividade antioxidante comparavel aos padrdes de atividade antioxidante ja

existentes.
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6. CONCLUSOES

A pesquisa fitoquimica preliminar realizada com a espécie Dorstenia
multiformis evidenciou a presenca dos seguintes grupos quimicos: flavondides,
cumarinas e triterpenos, no extrato alcodlico a 20%, e taninos condensados,
aminogrupos e acidos fixos, no extrato aquoso.

Através do estudo fitoquimico direcionado verificou-se, inicialmente, por
meio de cromatografia em camada delgada, a presenca de um composto
cumarinico principal, além de outros compostos cumarinicos e compostos
terpendides, no residuo obtido do extrato bruto.

A separacdo por cromatografia em coluna de silica-gel e posterior
identificacdo por métodos espectrométricos, evidenciou a presenca de dois
compostos cumarinicos, identificados como psoraleno e bergapteno, e dois
compostos terpenodides, a saber, acetato de a-amirina e acetato de f-amirina, a
partir do residuo do extrato bruto. O doseamento da amostra CRS1 por
cromatografia liquida de alta eficiéncia evidenciou 90% de psoraleno e 10% de
bergapteno, nessa amostra.

Os constituintes quimicos acetato de a-amirina e acetato de B-amirina
podem servir como marcadores da espécie, 0 que oportuniza maior seguranca
na aquisicao de Dorstenia multiformis pela industria farmacéutica.

O ensaio alelopatico realizado com o extrato bruto e fracdes evidenciou
atividade inibitéria da germinacdo e do crescimento das sementes de Lactuca
sativa por Dorstenia multiformis. O efeito inibitério da germinacao foi observado
para o extrato etandlico bruto e as fracdes hexano e cloroférmio, nas maiores
concentracOes utilizadas dessas amostras. Para o crescimento observou-se
influéncia inibitoria com a utlizagdo da fragdo hexano nas maiores
concentragbes testadas, sendo que a menor concentragdo que apresentou
efeito foi de 0,4mg de amostra.

Na atividade antibacteriana utilizando difusdo em gel, evidenciou-se que
785ug de extrato bruto etandlico de Dorstenia multiformis inibe o
desenvolvimento de Salmonella thiphymurium. A bactéria Staphylococcus
epidermidis teve seu crescimento inibido em presenca da fracdo hexano na
concentracdo de 190ug e da fracdo cloroférmio na concentracdo de 233,5ug.

Observou-se, também, influéncia inibitéria, porém bastante sutil, do extrato
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bruto e fracdo cloroférmio sobre a bactéria Klebsiella pneumoniae; a bactéria
Staphylococcus aureus foi influenciada pelo extrato bruto e fragcbes hexano e
cloroféormio e o Staphylococcus epidermidis também sofreu uma sutil inibicdo
em presenca da fragdo hexano. Essa influéncia sutil pode ser devida a baixa
polaridade dos componentes das amostras, dificultando sua difuséo pelo agar.

Ao utilizar-se diluicdo em caldo para testar a concentragdo minima que
apresenta atividade antimicrobiana, evidenciou-se que 38mg da fracdo hexano
€ capaz de inibir o desenvolvimento de Escherichia coli. Observou-se, ainda,
no teste de concentracao inibitéria minima, atividade moderada contra os
microrganismos Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, para
todas as amostras testadas, e uma fraca atividade contra as bactérias
Escherichia coli (extrato bruto e fracdes cloroférmio e acetato de etila),
Klebsiella pneumoniae, para todas as amostras testadas, Salmonella
thyphimurium (extrato bruto e fracdo hexano) e Streptococcus pyogenes
(extrato bruto e fracGes hexano e acetato de etila).

Verificou-se a presenca de atividade antioxidante no extrato bruto,
fracbes hexano, cloroférmio e acetato de etila, e substancias isoladas de
Dorstenia multiformis, destacando-se a fracdo cloroférmio, com atividade
antioxidante superior ao padréo rutina. Por meio de cromatografia em camada
delgada, visualizou-se varias substancias presentes no extrato e fracbes, com
atividade antioxidante, especialmente na fracdo cloroférmio, possibilitando a

separacao de substéancias ativas.
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ANEXO

A figura 15 é ilustrativa de reacdo de fotossensibilidade ocorrida por
contato com as amostras obtidas de Dorstenia multiformis Miquel e posterior
exposicdo aos raios solares. O contato com as amostras provocou
sensibilizacdo e a exposicdo aos raios solares desencadeou reacdo com

Sintomas de alergia (coceira) e queimadura.





