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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi estudar a espécie vegetal Cupania vernalis
Cambessedes, comumente chamada de 'camboatd vermelho', uma espécie nativa,
mas nao endémica do Brasil, pouco estudada, membro da familia Sapindaceae. A
partir das partes aéreas desta espécie, coletada no campus Jardim Boténico da
Universidade Federal do Parana, preparou-se o extrato etandlico bruto e as fracées
com solventes de diferentes polaridades. O extrato bruto e as fragdes obtidas foram
submetidas ao ensaio sistematico fitoquimico por CCD, bioensaio frente ao
microcrustaceo Artemia salina, atividade hemolitica e estudo alelopatico. Durante o
fracionamento do extrato etandlico com solvente hexano, um precipitado cristalino se
formou como subproduto da extracdo. Para fins de elucidagdo, os cristais foram
separados e enviados para analise para determinar o grau de cristalinidade utilizando
a técnica de DRXm. Tal técnica confirmou a presenga de um ciclitdl, caracterizado
como L-quebrachitol, um produto natural ndo relatado anteriormente para esta espécie
e que possui acao anti-inflamatdria, antioxidante e neuroprotetora. Na busca por
patentes contendo L-quebrachitol, foi verificado patentes registradas mundialmente,
nas quais utilizam o L-quebrachitol como material de partida na sintese de novas
moléculas e compostos biologicamente ativos devido a sua estrutura molecular
opticamente ativa. Apos avaliagdo dos resultados apresentados nos testes in vitro de
atividade hemolitica e toxicidade frente a Artemia salina, foi observado que a espécie
Cupania vernalis Cambess. ndo possui potencial toxico. No estudo alelopatico, foi
evidenciado inibicdo do crescimento do hipocdtilo e radicula das sementes da espécie
alvo. Portanto, torna-se interessante dar continuidade ao isolamento de outros
compostos e realizar novas atividades biolégicas e farmacoldgicas para a espécie
Cupania vernalis.

Palavras-chave: Cupania; L-quebrachitol; L-2-o-methyl-chiro-inositol; toxicidade;
patentes.



ABSTRACT

The objective of this research was to study the plant species Cupania vernalis
Cambessedes, commonly called 'red camboata’, a native species, but not endemic to
Brazil, little studied, member of the Sapindaceae family. From the aerial parts of this
species, collected at the Jardim Boténico campus of the Federal University of Parana,
the crude ethanolic extract and fractions with solvents of different polarities were
prepared. The crude extract and fractions obtained were subjected to systematic
phytochemical testing by CCD, bioassay against the microcrustacean Artemia salina,
hemolytic activity and allelopathic study. During the fractionation of the ethanolic
extract with hexane solvent, a crystalline precipitate formed as a by-product of the
extraction. For elucidation purposes, the crystals were separated and sent for analysis
to determine the degree of crystallinity using the mXRD technique. This technique
confirmed the presence of a cyclitol, characterized as L-quebrachitol, a natural product
not previously reported for this species and which has anti-inflammatory, antioxidant
and neuroprotective actions. In the search for patents containing L-quebrachitol,
patents registered worldwide were verified, in which they use L-quebrachitol as a
starting material in the synthesis of new molecules and biologically active compounds
due to its optically active molecular structure. After evaluating the results presented in
in vitro tests of hemolytic activity and toxicity against Artemia salina, it was observed
that the species Cupania vernalis Cambess. does not have toxic potential. In the
allelopathic study, inhibition was evidenced only of the growth of the hypocotyl and
radicle of the target species' seeds. Therefore, it is interesting to continue the isolation
of other compounds and carry out new biological and pharmacological activities for the
Cupania vernalis species.

Keywords: Cupania; L-quebrachitol; L-2-O-Methyl-chiro-inositol; toxicity; patents.
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1 INTRODUGAO

As plantas sao utilizadas medicinalmente a milhares de anos por culturas de todo
o mundo. O uso surge de forma independente em grande parte dos povos, fazendo
parte da evolugdo humana, sendo o primeiro recurso terapéutico a ser utilizado
(BARNES; ANDERSON; PHILLIPSON, 2007).

De acordo com Organizagdo Mundial da Saude, 80% da populagdo mundial
utiliza remédios a base de plantas como principal forma de manutencdo da saude
(BARNES; ANDERSON; PHILLIPSON, 2007). Uma parte significativa do mercado de
consumo esta convencida de que os produtos naturais estao associados a seguranga
e a saude, enquanto os produtos sintéticos estdo ligados a efeitos secundarios
indesejaveis (MOREIRA et al., 2006).

Os tratamentos com plantas estdo no centro de muitos dos diversos sistemas
médicos do mundo, formando a base da medicina moderna e muitos dos compostos
farmacéuticos e medicinais sao derivados de fontes naturais (HEINRICH et al., 2012).
O emprego correto das plantas para fins terapéuticos pela populagédo em geral, requer
o uso de plantas selecionadas por sua eficacia e seguranca terapéutica, pois, podem
ser uma fonte de exposicao a elementos toxicos, dependendo da sua origem (BRIMA,
2017).

A toxicidade de medicamentos preparados com plantas pode parecer
insignificante quando comparada com os medicamentos sintéticos, entretanto é um
problema preocupante a saude publica (BALBINO; DIAS, 2010) .

As plantas medicinais sado ferramentas importantes para a pesquisa
farmacolégica e o desenvolvimento de novos farmacos, nao apenas quando os
constituintes vegetais sao utilizados diretamente como agentes terapéuticos, mas
também como materiais de partida para a sintese de medicamentos ou como modelos
para compostos farmacologicamente ativos (WHO, 1998). Vale ressaltar que muitas
plantas que ndo sao consideradas medicinais podem ser fontes de novas moléculas
biologicamente ativas, se exploradas dentro de um programa adequado voltado para
a pesquisa e desenvolvimento (P&D) e producdo de novos farmacos (BARATA,;
SALLES-FILHO; QUEIROZ, 1998)

A validagao de novos farmacos de origem vegetal por meio de pesquisa, a fim
de garantir sua eficacia e segurancga, seria 0 caminho para obtengdo de um melhor

aproveitamento das plantas medicinais e seus derivados, de forma que seu uso seja
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fundamentado em evidéncias experimentais que comprovem o risco-beneficio e que
possam ser aplicados na fitoterapia (EMILIANO; BALLIANO, 2019).

A seguranca e tudo o que ela implica sao as principais preocupacgdes para
qualquer pessoa envolvida nos cuidados de saude. Qualquer discussao significativa
sobre seguranga, risco e toxicidade devem levar em conta a farmacologia,
epidemiologia e estatistica, bem como em questdes de percepgdo (HOFFMANN,
1951).

O foco da comunidade de pesquisa em produtos naturais, no entanto,
raramente esta nos protocolos usados na fitoterapia, mas sim nas proprias plantas
como fontes de estruturas quimicas novas e, portanto, patenteaveis (HOFFMANN,
1951).

Dentre os setores que patenteiam inovagdes, destaca-se o setor farmacéutico,
pelo alto investimento em pesquisa e desenvolvimento. A industria farmacéutica é
uma das que mais geram patentes atualmente, principalmente no Brasil, sendo
considerado um dos setores que mais inovam (DE LIMA, 2011).

E preciso ressaltar que a biodiversidade brasileira e a consequente composigao
quimica diversificada das espécies vegetais, nao é conhecida com precisao tal a sua
complexidade. A sinergia entre os fitoquimicos pode potencializar seus efeitos
benéficos proporcionando vantagens sobre os tratamentos baseados em farmacos
sintetizados quimicamente (MONTEIRO-ALFREDO et al., 2023).

Cupania vernalis Camb., conhecida como "camboata", "arco de pipa" ou "arco
de peneira", € uma arvore semidecidua, de 10 a 22 metros de altura, pertencente a
familia Sapindaceae, que cresce de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul,
principalmente no Cerrado e mata de galeria. Varias investigagdes cientificas
revelaram que varios tipos de extratos desta espécie tém potencial bioativo contra
diversas patologias, com acao diurética, expectorante, sedativa e dermatites.
(KESHARWANI; GAJBHIYE, 2023)

A escolha do tema do projeto foi baseada no interesse e necessidade de

pesquisas sobre plantas nativas, principalmente aquelas pouco estudadas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico e de atividades biolégicas das partes aéreas da
espécie Cupania vernalis Cambessedes (Sapindaceae).

1.1.2. Objetivos especificos
Coletar e identificar as partes aéreas da espécie em estudo;

Cadastrar a pesquisa no SisGen;

Determinar a perda por dessecacéao e cinzas totais;

AR NEENEEN

Obter o extrato etandlico bruto e fragbes hexano, cloroférmio, acetato de etila
e remanescente;

Realizar analise fitoquimica preliminar;

Isolar e identificar composto;

Realizar o levantamento de patentes da estrutura isolada;

Investigar a toxicidade preliminar frente a Artemia salina;

Investigar a atividade hemolitica;

NN

Avaliar o potencial alelopatico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA SAPINDACEAE

A familia Sapindaceae pertence a ordem Sapindales, contida na subclasse
Rosidae, classe Magnoliopsida, da divisdao Magnoliophyta (GUARIM NETO;
SANTANA, 2000). Radlkofer (1931-1934) considera duas subfamilias,
Eusapindaceae e Dyssapindaceae, 4 subséries, 14 tribos e 4 subtribos (ROSADO,
2011).

Desde a obra seminal de Radlkofer, varios autores tém tentado superar os
desafios apresentados pela complexa classificacado infrafamiliar da familia. O estudo
sobre a classificagdo taxonbmica da familia, realizado por Buerki et al. (2021), a
classificacao infrafamiliar de Sapindaceae do quadro 1 segue a sequéncia dos clados
recuperados nas analises filogenéticas. Quatro subfamilias s&o reconhecidas
juntamente com 20 tribos distribuidas da seguinte forma: duas tribos em
Hippocastanoideae, 2 em Dodonaeoideae e 16 em Sapindoideae; nenhuma tribo é

reconhecida na subfamilia monotipica Xanthoceratoideae (BUERKI et al., 2021).

QUADRO 1 - CLASSIFICAGAO INFRAFAMILIAR DE SAPINDACEAE

Taxonomia Sapindaceae

Reino Plantae

Clade Traquedfitas
Clade Angiospérmicas
Clade Eudicotiledéneas
Clade Rosideos

Ordem Sapindales
Familia Sapindaceae Juss.

Dodonaeoideae
Subfamilias Hippocastanoideae

Sapindoideae

Xanthoceratoideae

FONTE: Adaptado de (BUERKI et al., 2021).

A familia Sapindaceae esta constituida por representantes que se apresentam

com diferentes formas de vida, englobando desde as trepadeiras, como em Serjania
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Miller, Paullinia L., até as altas arvores, como em Talisia Aublet e Cupania L. (GUARIM
NETO; SANTANA, 2000)

Mais de 80% da diversidade genérica esta restrita aos ecossistemas tropicais
e subtropicais do Hemisfério Sul (BUERKI et al., 2021). Cosmopolita, a familia
supracitada tem uma ampla distribuicdo, constituida globalmente por cerca de 200
géneros e 2.000 espécies (GUARIM NETO; SANTANA, 2000) .

Foi descrita por Antoine Laurent de Jussieu em 1789 e os primeiros estudos
floristico-taxonbmicos envolvendo espécies de Sapindaceae no Brasil foram
realizados no século XVII por Piso e Marcgrave (1648), seguidos por Cambess.
(1824), na Flora Brasiliae Meridionalis e por Radlkofer (1892-1900), na Flora
Brasiliensis (PEREIRA, 2014).

No Brasil ha 25 géneros e cerca de 411 espécies. Tem distribuicdo
predominantemente pantropical, embora alguns taxons ocorram em areas
temperadas (BUERKI et al., 2021). A maior diversidade dentro do grupo ocorre nas
areas de Mata Atlantica e Amazobnica, biomas conhecidos pela alta riqueza de
espécies e altas taxas de endemismo das angiospermas (BELLONZI et al., 2020).

Arvores, arbustos, lianas com gavinhas ou trepadeiras, os caules das espécies
de lianas geralmente apresentam cilindros vasculares multiplos e muitas vezes com
presenca de latex branco (SPRENGEL-LIMA; REZENDE, 2013). Apresentam
algumas sinapomorfias quimicas (aminoacidos de ciclopropano) e moleculares
(baseadas nos genes rbcL e matK) que reforgam sua monofilia (JUDD et al., 2008).

Algumas espécies sao polinizadas pelo vento e outras por aves e mamiferos,
como o género Cupania L., que apresentam capsulas que contrastam em cor com as
sementes (LIMA JR et al., 2006).

A polpa dos frutos, folhas e sementes, de muitos géneros pertencentes a
familia, sdo ricos em vitaminas e minerais, proporcionando varios beneficios no
combate & subnutricdo e & pobreza na Africa Ocidental (ADEYEMI; OGUNDIPE;
OLOWOKUDEJO, 2012).

A familia possui muitas espécies economicamente importantes, em que suas
frutas s&o utilizadas, como por exemplo, o guarana, longan, pitomba e rambutan
(BUERKI, 2021). Mais de 50 espécies de Sapindaceae s&o utilizadas pelo homem
com finalidades econbémicas, sendo estas aplicadas na construgao civil, industria
madeireira, alimenticia, farmacéutica e de biocombustiveis, sendo os principais

géneros com aplicagdo econdmica Talisia, Cupania e Paullinia (NETO; SANTANA;
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SILVA, 2000).

Talisia e Cupania, por serem predominantemente arboreas, séo utilizadas pela
industria madeireira. Outros representantes da familia sao utilizados como
ornamentais a exemplo de Allophylus, Cardiospermum e Matayba. Ainda, o género
Paullinia apresenta potencial na industria farmacéutica, industria alimenticia para
fabricacao de sucos e refrigerantes e propriedades ictiotoxicas (PEREIRA, 2014).

Muitas espécies pertencentes a esta familia apresentam atividades bioldgicas
e farmacoldgicas (SOFIDIYA, 2012). Sao utilizadas na medicina tradicional como
diuréticas, estimulantes, expectorantes, sedativas, vermifugas, em dermatites e dores
estomacais, em diversas regides do mundo (SOUZA, 2006).

Informacgdes etnofarmacoldgicas revelaram que extratos de membros desta
familia sdo comumente usados para o tratamento de furinculos, ulceras, problemas
dermatoldgicos, cicatrizacao de feridas e diarreia (SOFIDIYA, 2012).

A investigagdo quimica desta familia levou ao isolamento de saponinas,
diterpenos, flavonoides, entre outros metabdlitos secundarios (CAVALCANTI et al.,
2001). Foram isolados de espécies da familia Sapindaceae saponinas do acido
oleandlico e derivados, com agao hemolitica e ictiotoxica e a presenga de taninos,
justificando seu uso secundario contra infec¢des intestinais (MAZZA et al., 2000).

A acao antioxidante, antidiabética e anti-inflamatéria sdo atribuidas aos
compostos fendlicos encontrados em muitas espécies da familia e a presenca de
cianolipidios téxicos nas sementes, metabolitos caracteristicos apenas das
Sapindaceaes, apresentam forte atividade inseticida e larvicida, e tem sido investigada

como fonte para o desenvolvimento de pesticidas (DIAS; ROSSINI, 2012).

2.2 GENERO Cupania L.

O género foi relatado pela primeira vez por Lineu (1754) no Genera Plantarum
(IPNI, 2023). E um dos varios géneros pertencentes a tribo Cupanieae nas
Sapindaceaes. O estado do conhecimento sobre a Cupania L. indica que o principal
centro de distribuicdo esta no Brasil com 27 espécies (SOMNER; FERRUCCI, 2004).
O quadro 2 demonstra as atividades biologicas e farmacoldgicas descritas na

literatura para as espécies do género Cupania L.
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QUADRO 2 - RELACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA/FARMACOLOGICA REALIZADAS COM
PLANTAS DO GENERO Cupania L.

Espécie Atividade b|9|9g|cal I?'f:rte Solvente Referéncias
farmacologica utilizada
_ Cupania Antparas’lt_arla Casca Extrato hexanico GACHET et al.,
cinerea Poepp. Antimalarica 2011
Giardicida Casca Extrato metandlico CALZADA;
Cupania e fragdes BAUTISTA, 2020
dentata Moc. & ZAMORA-
Sessé ex DC. Antidiarreica Folhas | Agua (Infus&o) MARTINEZ;
POLA, 1992
Cupania glabra C't‘?to.X'C'd.ade Casca e Extrato bruto de SETZER et al.,
Antimicrobiana .
SW. e caule diclorometano 2005
Antifungica
Anti-inflamatoria Folhas Extrato etandlico NAPOLITANO et
al., 2005
. . (DE MESQUITA
Antitumoral Folhas Extrato hexanico et al., 2000)
Extrato bruto
. . g SOBOTTKA et
Cupania Antioxidante Folhas fhldri)alcot;)htco eI al., 2021
vernalis ragao n-butano
Cambess. Antimalérica/ . DE MESQUITA
Antiplasmodial Folhas | Extrato hexanico | - o "50q7
Antifanaica Casca Extrato bruto CAVALCANTI et
9 cloroférmico al., 2001b
Leishmanicida Folhas Extrato hexanico GACI—2I(I§;I'1et al.,
Cupania ~
scrobitulata Larvicida Frutos Fragao af:etato de| FALKOWSK] et
. etila al., 2020
Rich.
Cupania Cascae
platycarpa Antitussigena caule Extrato etanolico
Radlk.
LIMA et al., 2006
Cupania Caule e
oblongifolia Antitussigena tolh Extrato etandlico
Mart. olhas

FONTE: Autora (2021).

As espécies de Sapindaceae sao de dificil identificacdo, sendo o fruto uma

caracteristica importante na definicdo de géneros e espécies (BUERKI et al., 2009).

O quadro 3 demonstra as chaves para identificagdo das espécies do género

Cupania L.
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QUADRO 3 - CHAVES DE IDENTIFICAGAO DE ESPECIES DO GENERO Cupania L.

Chave Espécie

1. Ovario 2-carpelar; capsula obtriagular; achatada lateralmente. . .
Cupania ludowigii

1. Ovario 3-carpelar; capsula trigona, obovdide, piriforme, turbinada ou Somner & Ferrucci
trigono-subclavada.

2. Capsula trigono-piriforme, epicarpo com lenticelas esbranquicadas. Cupania oblongifolia

2. Capsula trigona, obovoide, turbinada ou subclavada, epicarpo sem Mart.
lenticelas esbranquicadas.

3. Foliolos com margem inciso-denteada; dentes conspicuos; capsula
ferrugineo-tomentosa. Cupania furfuracea

3. Foliolos com margem denteado-serrada ou repando-denteada; Radlk.
capsula nunca ferruginea-tomentosa.

4. Capsula com epicarpo tuberculado-rugoso; tricomas amarelo-
ocraceos; domacias pilosas ou em forma de bolsa.

4. Capsula nunca com epicarpo tuberculado-rugoso, glabro ou quando
piloso sem tricomas amarelo-ocraceos; domacias quando presentes
foveoladas.

Cupania vernalis
Cambess.

5. Capsula cartacea, avermelhada. Cupania tenuivalvis

5. Capsula coriacea ou sublenhosa, negra ou castanha. Radlk.
Capsula trigono-subclavada, sublenhosa, negra, epicarpo Cupania
glabrescente. : : _ zanthoxyloides

6. Capsula trigono-obovoide, 3-lobada, coriacea, castanha, epicarpo Cambess

pubérulo ou pubescente.

, : . . Cupania concolor
7. Foliolos planos, face adaxial brilhante, glabra; endocarpo viloso. P

Radlk.
7. Foliolos bulados, face adaxial opaca, pubescente apenas nas Cupania bracteosa
nervuras principais; endocarpo com tricomas crespos. Radlk.

FONTE: Adaptado de Wanderley et al. (2009).

2.3 Espécie Cupania vernalis Cambessedes

O nome genérico Cupania foi dado em homenagem ao monge e botanico
italiano Francesco Cupani (1657 — 1710), diretor do Jardim Botanico do Principe Della
Catolica (Sicilia, Italia) e autor de Hortus Catholicus e de outros trabalhos botanicos;
o epiteto especifico vernalis vem do latim vernalis (vernal), relativo a primavera
(CARVALHO, 2006).

Cupania vernalis Cambessedes (Sapindaceae), conhecida popularmente como
camboata-vermelho, € uma espécie arbdrea perenifdlia nativa, mas ndo endémica no
Brasil, que atinge até 25 m de altura e 80 cm de didametro (BOSCARDIN et al., 2012).

Pode ser encontrada no Parana, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goias, Mato
Grosso, Paraiba, Bahia, Maranhao, Minas Gerais, Espirito Santo e Santa Catarina
(NETO; SANTANA; SILVA, 2000).
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As sinonimias da espécie sdo Cupania clethrodes Martius, Cupania uraguensis
Hooker & Arnott, Cupania bangii F.A. Barkley e Stadmannia sorbifolia Linden (WFO,
2023).

Popularmente € conhecida como camboata, camboata, camboata-vermelho,
cuvantd, cubanta, cragoata (SP), guaranta, Miguel-pintado (SC), arco-de-pipa, arco-
de-peneira, pau-de-cantil, jagua-ratai (LORENZI, 1992) e ainda rabo-de-bugio e arco-
de-barril (WANDERLEY et al., 2009).

Possui atividade antifungica, em que o extrato cloroférmico bruto demonstrou
ser ativo contra cepas mutantes de Saccharomyces cerevisiae (CAVALCANTI et al.,
2001); anti-inflamatdria, em que o extrato etandlico das folhas inibiram a producao de
oxido nitrico em macrofagos in vitro, um importante mediador inflamatério
(NAPOLITANO et al., 2005); atividade antimalarica e antiplasmodial identificada no
extrato hexanico das folhas da espécie (MESQUITA et al., 2007) e atividade
leishmanicida a partir do extrato hexanico das folhas de Cupania vernalis, atribuida a
citotoxicidade geral dos glicosideos diterpénicos presentes na planta (GACHET et al.,
2011).

Em relacdo a composi¢cao quimica, foi isolado do caule de Cupania vernalis
um composto denominado vernandlideo (Figura 1). A estrutura foi determinada por
técnicas espectrométricas, incluindo RMN mono e bidimensionais. Além disso, foram
obtidas misturas de sitosterol, estigmasterol, 3-3-D-glucosilsitosterol, 3-B-D-
glucosilestigmasterol e cumarina escopoletina, esta ultima responsavel pela atividade
moderada contra as cepas mutantes de Saccharomyces cerevisiae (CAVALCANTI et
al., 2001).

FIGURA 1 - ESTRUTURA VERNANOLIDEO

OCOCH3
CH30CO o
O
O
OCOCHs
o}
OCOCH3

FONTE: Adaptado de Cavalcanti et al. (2001), utilizando o software KnowitAll (2023).



24

2.3.1. Enquadramento taxondmico de Cupania vernalis Cambess.

O enquadramento taxondmico da espécie Cupania vernalis Cambess. esta

demostrado no quadro 4.

QUADRO 4 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA ESPECIE Cupania vernalis Cambess.

TAXONOMIA DE Cupania vernalis Cambess.
Reino Plantae
Divis&o Magnoliophyta
Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht.
Super ordem Rosanae Takht.
Ordem Sapindales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia Sapindaceae Juss.
Subfamilia Sapindoideae Burnett
Género Cupania L.
Espécie Cupania vernalis Cambessedes

FONTE: Adaptado de Tropicos.org Missouri Botanical Garden (2021).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 FLUXOGRAMA DA PESQUISA
A figura 2 apresenta o fluxograma geral da metodologia de obtencédo e

atividades biolégicas dos extratos e fracbes da espécie Cupania vernalis

Cambessedes.

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DA PESQUISA COM AS PARTES AEREAS DE Cupania vernalis

Determinacéao de perda por
Material Vegetal 1 dessecagéo e

| cinzas totais

Identificacdo da espécie

Extrato etandlico bruto

Concentragao

Particéo liquido-liquido

> Isolamento de
— composto

| '

Fragdo Hexano

i Busca por patentes
Atmdac'ie h_emolltlca Fracao Cloroférmio —> CCD
in vitro l
Toxicidade frente Fragao Acetato de Etila Caracterizacdo de compostos
Artemia salina
Potencial alelopatico __ Fracéao
sobre Lactuca sativa Remanescente T

FONTE: A Autora (2022).
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3.2 CLASSIFICAGAO DO TIPO DA PESQUISA

A pesquisa realizada é do tipo experimental e exploratéria, por possuir fins
praticos, envolvendo a investigagdo de compostos quimicos e de atividades biolégicas
da espécie Cupania vernalis Cambessedes. Essa pesquisa também envolveu revisdo
de literatura para a fundamentagédo tedrica. Para a analise dos dados obtidos a

pesquisa foi qualitativa e quantitativa.

3.3 MATERIAL VEGETAL

3.3.1. Coleta, identificagao e exsicata

O material vegetal foi coletado no Capao do Cifloma, localizado na
Universidade Federal do Parana, campus Jardim Botanico no més de agosto de 2021.
A identificacdo botanica da espécie foi realizada por comparagdo com a exsicata
registrada sob o numero 13881 de Cupania vernaliss Cambess. do Herbario Escola
de Florestas Curitiba — EFC, no setor de Ciéncias Agrarias da UFPR.

A figura 3 apresenta a exsicata depositada no local e as partes aéreas da

espécie vegetal Cupania vernalis Cambessedes coletada e utilizada no estudo.
3.3.2. Cadastro SisGen
O acesso ao patrimdnio genético da espécie vegetal Cupania vernalis possui

cadastro no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob o n® AOATFDA4.
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FIGURA 3 - EXSICATA E PARTES AEREAS DA ESPECIE Cupania vernalis Cambess.

FONTE: A Autora (2021).

NOTA: (A) exsicata registrada sob o numero 13881 de Cupania vernalis Cambess. do Herbario Escola
de Florestas Curitiba — EFC, no setor de Ciéncias Agrarias da UFPR; (B) material vegetal coletado no
Capéao do Cifloma, localizado na Universidade Federal do Parana, campus Jardim Botanico.

3.3.3. Analises fisico-quimicas

As partes aéreas foram colocadas para secagem em temperatura ambiente e
posteriormente rasuradas, em moinho de facas e martelos. Foram realizadas as

analises de perda por dessecagao e cinzas totais no vegetal rasurado.

3.3.3.1 Perda por dessecagao

Para determinacdo de perda por dessecacdo das partes aéreas da espécie
vegetal estudada, foi escolhida a metodologia para a determinagcdo de agua em
vegetais, descrita na Farmacopéia Brasileira 6% edicdo (BRASIL, 2019a), com

algumas adaptagdes. O procedimento foi realizado em triplicata, pesando-se 2 g da



28

planta rasurada, acondicionada em uma placa de Petri previamente dessecada nas
mesmas condi¢des a serem adotadas para a amostra, durante 30 minutos.

O conjunto foi levado a estufa de circulagao forcada de ar (100-105) °C, por
cinco horas. Os cadinhos foram depositados em dessecador até resfriamento
completo e procedeu-se a pesagem novamente. O teor de umidade foi determinado a
partir da diferenga (em massa) entre a umidade do material estabilizado e a umidade
do material seco em estufa, conforme demonstrado na férmula 1, caracterizando a

perda por umidade.

FORMULA 1- CALCULO PARA DETERMINAGCAO DE PERCENTUAL DE PERDA POR
DESSECACAO

(%) de agua =

(P amostra + P placa de Petri) - (P amostra dessecada + P placa de Petri) x 100

P amostra
Em que:
P = massa

% = porcentagem de agua presente na espécie vegetal

FONTE: Farmacopéia Brasileira 62 edi¢cao (2019).

3.3.3.2 Cinzas totais

Para determinagao das cinzas totais, foi utilizada a metodologia, presente na
Farmacopéia Brasileira 62 edicdo (BRASIL, 2019a).

O material residual da etapa de determinagdao de perda por dessecacao foi
utilizado como ponto de partida. Os cadinhos recém pesados foram inseridos em
mufla, com aumento de temperatura gradativo, sem ultrapassar a temperatura de 600
°C, para que todo o material fosse incinerado (aproximadamente 2 horas), tornando-
se cinzas.

Apos o resfriamento em dessecador, o conjunto foi pesado. A analise foi
realizada em triplicata e o resultado foi calculado em porcentagem de cinzas em

relagdo ao material vegetal original seco a temperatura ambiente.
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3.4 OBTENGCAO DOS EXTRATOS E FRACOES

3.4.1. Extrato etandlico bruto

As partes aéreas da planta seca rasuradas foram pesadas e extraidas em
aparelho de Soxhlet modificado, patente de modelo industrial no INPI sob o n° PI
0601703-7 A2 (Figura 4).

Aproximadamente 500 g do material vegetal seco foi introduzido, no suporte de
vidro do aparelho de Soxhlet (este continha uma placa porosa e uma camada de
algodao em sua base). O aparelho de Soxhlet modificado foi conectado a um baléao
de fundo chato contendo pérolas de vidro e adicionou-se 4000 ml de etanol 96 °GL.
Em seguida, o sistema foi conectado ao condensador de bolas e levado ao
aquecimento em manta aquecedora. A extracao foi realizada por 20 horas, até o
clareamento do liquido contido no canal lateral do Soxhlet. Este processo de repetiu
por mais 2 vezes, totalizando 1.500 g da espécie vegetal e 12 L de etanol.

Apos inicio do aquecimento, o liquido extrator contido no baléo foi evaporado e
posteriormente condensado no condensador de bolas, percorrendo novamente o
material vegetal; a amostra é repetidamente colocada em contato com as porgdes
frescas do solvente, permitindo a extracgao.

Quando o liquido atinge o nivel de transbordamento, o extrato &€ descarregado
no baldo por sifonamento carregando os constituintes extraidos. Estes ciclos se
repetem até o clareamento do liquido contido no canal lateral do Soxhlet. Em cada
ciclo da operagdo, o material entra em contato com o solvente renovado. Este
procedimento permite uma maior eficiéncia na extracdo de compostos organicos
presentes na amostra, pois a quantidade de liquido extrator é constante no sistema,
garantindo um contato prolongado entre a amostra e o solvente, sendo a melhor
alternativa de lixiviagao (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).
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FIGURA 4 - EXTRATO ETANOLICO BRUTO OBTIDO POR APARELHO DE SOXHLET MODIFICADO

FONTE: A Autora (2021).

i

NOTA: (A) aparelho Soxhlet modificado; (B) material vegetal rasurado em contato com alcool 96° GL.

3.4.2. Determinacao do teor de sélidos

A anadlise de teor de sodlidos foi realizada segundo a metodologia para

determinacao de residuo seco em extratos fluidos e moles, presente na Farmacopéia

Brasileira 62 edicdo (BRASIL, 2019a).

Pipetou-se volumetricamente 5 ml do extrato alcodlico bruto e transferiu-se para

uma placa de Petri previamente dessecada. A placa contendo a amostra foi levada a

estufa a 105° C, por 3 horas.

O teor de sdlidos totais (g/ml) foi determinado pela verificagdo da massa do

extrato seco nas placas de Petri, apds resfriamento em dessecador.
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3.4.3. Sistema de particao liquido/liquido

Para obtencdo das fragdes foi utilizado o método de particdo sistema
liquido/liquido, utilizando solventes de padrao analitico (PA), seguindo a ordem
crescente de polaridade: n-hexano, acetato de etila e cloroformio. O objetivo da
operagao € separar os constituintes de uma mistura liquida pelo uso de um solvente
liquido insoluvel (ABUBAKAR; HAQUE, 2020).

Para a realizacao da particao liquido-liquido utilizou-se o aparelho de Soxhlet
modificado, patente de modelo industrial no INPI sob o n°® PI 0601703-7 A2, conectado
a um balao de fundo chato de 1000 ml contendo pérolas de vidro (CARVALHO et al.,
2007b).

O extrato etandlico bruto concentrado foi colocado no suporte de vidro do
aparelho de Soxhlet e em seguida, foi adicionado o primeiro solvente (hexano) sobre
o extrato etandlico bruto. Este sistema foi acoplado ao condensador de bolas, levado
ao aquecimento em manta aquecedora e deixado sob refluxo por 10 horas, até
extracdo completa. Este processo foi repetido com os demais solventes: cloroférmio
e acetato de etila.

O produto remanescente da ultima etapa de fracionamento foi denominado
como fragdo remanescente ou residual. Por fim, foram obtidas quatro fracées das
partes aéreas: hexanica (FH), cloroférmica (FCL), acetato de etila (FAE) e
remanescente (FR), correspondendo a quatro polaridades. Estas fragbes foram
avaliadas nos bioensaios e demais testes juntamente com o extrato bruto (EB),

totalizando cinco amostras analisadas.

3.4.4. Difratometria de raio X de monocristal (DRXm)

O estudo cristalografico foi escolhido como técnica para elucidagao da estrutura
cristalina. No presente estudo, a técnica de DRXm foi empregada para determinar o
grau de cristalinidade do precipitado gerado apos o particionamento do extrato
etandlico bruto com o solvente hexano.

A anadlise de difratometria de raio X de monocristal foi realizada no
departamento de Quimica da UFPR pela coleta de um cristal (RSH001) presente no
precipitado cristalino, selecionado com auxilio de uma lupa, depositado em dleo

mineral e analisado em um difratdbmetro Bruker® modelo D8 Venture, equipado com
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detector de area Phton 100, fonte de radiagdo monocromatica de Mo-Ka (0,71073 A).
A anadlise da estrutura cristalina foi realizada através do banco de dados

estruturais da Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC).

3.4.5. Levantamento de patentes de L-quebrachitol com aplicagao clinica

Em uma primeira etapa foram definidas as bases de dados a serem utilizadas.
Assim, para a busca mundial foi escolhida a base de dados gratuita Espacenet e para
a busca nacional foi escolhida a base de dados do INPI. Em uma segunda etapa foi
definido o intervalo de tempo para efetuar a pesquisa, sendo escolhido dois cenarios:
uma busca das patentes publicadas sem prazo de tempo e uma busca
compreendendo o periodo de 2013 — 2023, totalizando os ultimos 10 anos de
inovacao. A terceira estratégia para rastrear as patentes foi a escolha da palavra-
chave, em que a escolhida foi “quebrachitol or 2-metil-L-chiro-inositol” e a sele¢ao dos
filtros A (Necessidades humanas), 61 (Ciéncias médias ou veterinarias; higiene), P
(Atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou prepara¢dées medicinais)
e Q (Utilizacao especifica de cosméticos ou preparagdes semelhantes de higiene
pessoal).

A busca no INPI foi efetuada utilizando a palavra-chave “quebrachitol or 2-metil-
L-chiro-inositol”, selecionando “todas as palavras” contidas no “resumo”. O INPI
apresenta limitagdes na busca (poucos conectores entre campos de busca e pesquisa
somente em lingua portuguesa). Como critério de exclusdo, foram retirados os
registros com caracteres orientais e os registros que nao houve mengao da palavra-
chave.

A busca pelas patentes na base Espacenet e INPI foi realizada em maio de

2023. O quadro 5 representa o planejamento e execugao das atividades.
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QUADRO 5 - FASES E ATIVIDADES PARA A BUSCA DE INFORMAGCAO TECNOLOGICA EM BASES
DE PATENTES.

Fase Atividade

Formular questédo para a busca;

Identificar palavras-chave;

Montar string de busca;

Identificar classificacao internacional (CIP);
Decidir quanto ao periodo de tempo;
Definir critérios de inclusdo e de excluséo;
Selecionar base(s) de dados

Realizar busca nas bases de dados
Organizar resultado das buscas
Selecionar patentes

Analisar as patentes selecionadas

Planejamento

Execucéao

Analise

FONTE: Adaptado de Fernandes et al. (2018).

3.5 PERFIL FITOQUIMICO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Para identificagdo dos principais grupos do metabolismo secundario da espécie
vegetal, foi realizado um ensaio fitoquimico por separacéao fisico-quimica, para a
pesquisa de terpenos, cumarinas, alcaloides, taninos, flavonoides e antraquinonas.

Para a realizagdo do ensaio de CCD foram utilizadas cromatoplacas de silica
gel 60 UV 254, da marca Whatman®, de dimensdes 5 x 3 cm, como fase estacionaria
e como eluentes misturas de diferentes propor¢des com os solventes: tolueno, acetato
de etila, DCM, acetona, acido formico, acido acético glacial, cloroférmio, metanol e
agua.

Pararevelar as classes dos compostos foram utilizados reveladores especificos
como: anisaldeido sulfurico para terpenos, hidroxido de sédio 1% para cumarinas,
cloreto férrico 2% para taninos, reativo de NEU para flavonoides, Dragendorff para
alcaloides e hidroxido de sodio 5% para antraquinonas.

As amostras foram aplicadas com auxilio de tubo capilar a 0,5 cm da borda
inferior. Apés a eluicao da fase movel pela cromatoplaca e a evaporacao do solvente,
foram utilizados diferentes reveladores especificos para cada grupo de metabdlitos
secundarios. As analises de CCD foram realizadas conforme quadro 6.

As placas foram visualizadas sob luz UV (254 a 365 nm) antes e apés a
revelacdo com seus respectivos reagentes. Nas técnicas para flavonoides e
cumarinas, a exposi¢ao a luz UV deve alterar a coloracdo apos a utilizacdo do

revelador.
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QUADRO 6 - COMPOSICAO DOS SOLVENTES DAS FASES MOVEIS E REVELADORES DA CCD
E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS PARA AS FRAGOES DE Cupania vernalis.

Constituinte

Fase moével

Revelador

Evidéncias

Metodologia

quimico | proporcio
Anisaldeido sulfurico: Coloragso
Terpenos Tolueno: acetato Aci d'gn;izlﬁfc:dc;aoéglnqlo mi rosa/violacea apos WAGNER;
P de etila (93:7) 9 aquecimento em BLADT, 1996
Metanol 85 ml o
.- . estufa 105°C
Acido sulfarico 5 ml
— TIPS =
. DCM: Acetona HIdl:O?(IdO de sqdlg 1% Coloragéo azul ou
Cumarinas (10:10) Hidréxido de potassio 1 g verde quando
' Etanol gsp 100 ml expostas a luz UV
Coloragéao verde para
Acetato de etila: taninos condensados.
acido férmico: Cloreto Férrico 2% Coloragéo azul para )
. o o - ) o WAGNER,;
Taninos acido acético Cloreto Férrico 2 g taninos hidrolisaveis.
S . = BLADT, 1996
glacial: agua Metanol ou agua qsp 100 ml Coloragéo marrom
(100:11:11:26) para compostos
fendlicos.
Acetato de etila:
acido formico: Reativo de NEU Desenvolvimento de .
. . fy . R . ~ WAGNER,;
Flavonoides acido acético Difenol boril oxi etil amino 1 g | coloragdo amarela em
S BLADT, 1996
glacial: agua Metanol 100 ml luz UV
(100:11:11:26)
Dragendorff
Cloroférmio: Carbonato de bismuto 5g Coloracso alaraniado
Alcaloides Metanol lodeto de potassio 25 g P ng o ; 4o | VALENTE etal,
(95:5) Acido cloridrico 12 ml aIcZIoi desg 2006
Universo aménio Agua destilada gsp
100 ml
Acetato de Etila: Hidroxido de potassio 5%
Antraquinonas Metanol: Agua Hidréxido de potassio Coloracio vermelha WAGNER;
a destilada 5g ¢ BLADT, 1996
(100:17:13) Etanol gsp 100 ml

FONTE: A autora (2022).

3.6 ESTUDOS DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.6.1. Ensaios de toxicidade in vitro

Os testes de toxicidade in vitro sédo técnicas utilizadas com intuito de investigar

o efeito de compostos ou extratos que nao envolvam tecidos animais vivos nem

animais inteiros (HOUGHTON et al., 2007) para determinac¢des prévias de toxicidade

do material vegetal, através da avaliagdo da viabilidade celular.

Os métodos para avaliacao de toxicidade do extrato bruto e fragdes das partes

aéreas da espécie Cupania vernalis foram toxicidade aguda sobre o microcrustaceo

Artemia salina e atividade hemolitica in vitro.
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3.6.1.1. Analise da atividade sobre Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina, segundo Meyer et al. (1982), é
um ensaio bioldgico rapido, de baixo custo, ndo requer ambiente asséptico, utiliza um
grande numero de organismos para validag&o estatistica, ndo requer equipamentos
especiais e a quantidade de amostra € relativamente pequena.

Devido a facil eclosao dos cistos e disponibilidade durante todo o ano, os
nauplios do camaréo de Artemia salina sdo organismos de teste mais convenientes
para estudos de toxicidade (SORGELOOS; WIELEN; PERSOONE, 1978).

Para obtengao dos nauplios de Artemia salina foi necessario a incubagéo dos
ovos deste microcrustaceo em solugdo salina. Foi preparada agua do mar artificial
pela adicdo de 36 g de sal marinho em 1000 ml de agua purificada. O pH foi ajustado
para a faixa de 8-9 com Na2COs para evitar o risco de morte dos nauplios por
diminuicao do pH durante a incubagao. Segundo Lewan et al. (1992), pH superior a 6
€ essencial para o desenvolvimento de Artemia salina, e um pH superior a 10,5 deve
ser evitado (LEWAN; ANDERSSON; MORALES-GOMEZ, 1992).

Os ovos de Artemia salina (200mg/400ml) foram colocados em contato com a
solugdo salina e entdo incubados em temperatura (27-30) °C por 48 horas, com
aeragcdo e iluminagdo constante, para que favorecesse a eclosao das larvas
(metanauplios) (MEYER et al., 1982).

O extrato e as fracbes das partes aéreas foram diluidos com 1% de
dimetilsulféxido (DMSO) e o volume completado com agua do mar artificial até a
concentragao desejada. Preparou-se uma solugao estoque com concentragcéo de 100
mg/100 ml para cada uma das amostras testadas (extrato etandlico e fragdes).

A partir da solugdo estoque, foram preparadas as amostras em 7

concentracdes diferentes conforme a tabela 1.

TABELA 1 - DILUICOES DAS AMOSTRAS PARA O ENSAIO DE Artemia salina

Concentracéo (ug/ml) Volume de SE (ul) Volume de Salina (ul)
1000 5.000 -
750 3.750 1.250
500 2.500 2.500
250 1.250 3.750
100 500 4.500
50 250 4.750
10 50 4.950

FONTE: A Autora (2022).
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A figura 5 ilustra as diferentes concentragdes realizadas para o teste.

FIGURA 5 - FRASCOS EM DIFERENTES CONCENTRAGOES DAS AMOSTRAS UTILIZADAS NA
ANALISE DE TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

FONTE: A Autora (2022).

Para controle, os nauplios foram avaliados frente ao solvente utilizado (DMSO
1% em salina). Como controle negativo (branco) foi utilizado solugédo salina e como
controle positivo o sulfato de quinidina nas mesmas concentragdes das amostras.

Foram colocadas em cada frasco contendo 5 ml das amostras ou controles, 10
nauplios de Artemia salina, os quais foram novamente incubados em temperatura de
(27-30) °C por 24 horas. Apds 24 horas realizou-se a contagem dos nauplios mortos
e vivos com auxilio de lupa.

Os dados foram submetidos a analise estatistica pelo método probit (FINNEY,
1949) utilizando o software SPSS® versédo 23.0 (IBM CORPORATION, 2015) para
determinar os valores de CL50, bem como intervalo de 95% de confianca e valores de
qui-quadrado.

Todos os testes foram realizados em quintuplicara. As fragbes foram
consideradas ativas ou téxicas quando a CL50 for menor que 1000 pg/ml (MEYER et
al., 1982).

3.6.1.2. Atividade hemolitica in vitro

A atividade hemolitica avalia a capacidade da substancia estudada em realizar

o rompimento das hemacias liberando hemoglobina. O ensaio foi realizado segundo
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(ASLAM et al., 2011).

O sangue de carneiro utilizado foi adquirido da empresa Newprov ® (Figura 6).
Este foi levemente homogeneizado e 3 ml foram transferidos a um tubo Falcon para
centrifugacao durante 5 minutos a 3000 rpm.

ApoGs a centrifugagdo o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado lavado
com tampao fosfato-salino (PBS) gelado. O processo se repetiu até que o
sobrenadante ficasse completamente incolor. Em seguida a papa de eritrécitos foi
diluida com PBS para obtengédo de uma diluigao a 2,5% (m/v).

Para a verificacdo da atividade hemolitica, foi utilizado o extrato bruto e suas
fragOes nas concentragdes determinadas na tabela 2. A diluicdo das amostras/solugao

mae foi feita com 10% de metanol completando o volume da solu¢gdo com PBS.

TABELA 2 - DILUIGOES PARA O TESTE DE HEMOLISE

Concentragao (ug/ml) Solugao Mae (ul) PBS (ul)
100 100 900
500 500 500
1000 1000 -

FONTE: A Autora (2022).
NOTA: Tampao fosfato salina (PBS).

Os padrdes utilizados na analise estdo demonstrados no quadro 7. O metanol
utilizado para preparar as amostras nas diferentes concentragcées também foi utilizado

como padrao negativo de hemolise.

QUADRO 7 - CONTROLES PARA O TESTE DE HEMOLISE

Controles Padrao
Triton 0,1% em agua destilada
Saponina em agua destilada
Metanol

Controle positivo

Controle negativo PBS
Rutina em PBS

FONTE: A Autora (2022).
NOTA: Tampao fosfato salina (PBS).

ApOGs o preparo das solugdes e diluigdes, foi realizado o teste em tubos tipo

Eppendorfs de 1,5ml, conforme a tabela 3.
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TABELA 3 - PROCEDIMENTO DO TESTE DE HEMOLISE

Amostra Teste
Solugédo Mae e diluicdes desejadas 20 ul de solugéo da amostra + 180 pl de hemacia
Controle positivo Triton 0,1% 20 pl de Triton 0,1% + 180 pl de hemacia
Controle positivo Saponina 20 ul de Saponina + 180 ul de hemacia
Controle negativo Metanol 20 ul de Metanol + 180 ul de hemacia
Controle negativo PBS 20 ul de PBS + 180 pl de hemacia
Controle negativo Rutina 20 ul de Rutina + 180 ul de hemacia

FONTE: A Autora (2022)
NOTA: Tampao fosfato salina (PBS).

Os tubos foram homogeneizados manualmente com leve agitagdo e incubados
em estufa com temperatura controlada de (37 + 0,5) °C por 30 minutos. Na sequéncia,
os tubos foram encaminhados ao banho de gelo por 5 minutos e depois centrifugados
a 3.000 rpm por mais 5 minutos.

Os tubos foram observados quanto a ocorréncia ou ndo da formagao de
hemolise total (solugao limpida, vermelha e sem depdsito de eritrocitos).

A figura 6 ilustra tubo positivo para hemdlise (1) e tubo negativo para hemolise

2).

FIGURA 6 - TUBOS COM OS PADROES FITOQUIMICOS UTILIZADOS NO TESTE DE HEMOLISE

FONTE: A Autora (2022).
NOTA: (1) Controle positivo Saponina; (2) Controle negativo Rutina.
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O sobrenadante foi diluido em PBS gelado e 200 pl desta dilui¢ao foi transferida
para placa de Elisa de 96 pocos, para posterior leitura em espectrofotdmetro na faixa
de 576 nm.

O teste de comparacao multipla de médias de Tukey foi utilizado para testar
diferencas significativas entre as médias (ao nivel de 5%). As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa Action® versdo 2.9 (ESTATCAMP, [s.d.]). O

teste foi realizado em ftriplicata.

3.6.2. Potencial alelopatico

Para avaliagcao da atividade alelopatica foram utilizados o extrato bruto e as
fragdes obtidas do extrato, de acordo com o método descrito em Chon et al. (2005) e
Dias et al. (2005).

A metodologia utilizada foi a de verificagdo da ocorréncia de efeitos inibitérios
ou estimulatérios na germinagao e no crescimento de Lactuca sativa L. (alface), frente

as amostras testadas, em diferentes concentragdes.

3.6.2.1. Germinacao

As caixas Gerbox utilizadas nos testes foram previamente lavadas com solugao
de hipoclorito diluida a 1% e enxaguadas com agua. Em seu interior foram inseridas
duas camadas de papel filtro Whatman® n° 6, embebidos em 6 ml de cada solugao

estoque de amostra nas concentragdes determinadas na tabela 4.

TABELA 4 - DILUICOES DAS AMOSTRAS PARA O ESTUDO ALELOPATICO

Diluigao (pl /ml) Volume de SE ml Volume de Metanol ml
1000 12 -
750 3
500 6
250 9
100 1,2 1,8

FONTE: A Autora (2022).
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As caixas Gerbox foram deixadas abertas, dentro da camara de fluxo laminar
até a total evaporagédo do solvente, em temperatura ambiente, por 24h, vedando a
janela de ventilagdo com papel filme de PVC para evitar uma possivel contaminagao.
Apods evaporacgao total do solvente, foram adicionados 6 ml de agua destilada e as 20
sementes de alface foram depositadas.

Como controle positivo foi utilizado agua e como controle negativo metanol sob
as mesmas condi¢des das amostras.

As caixas foram vedadas com Parafiim® e mantidas no interior do fluxo laminar,
durante 7 dias. O numero de sementes germinadas foi verificado a cada 24h durante
o periodo de sete dias para a alface. Foram consideradas germinadas apds o
aparecimento da protusdo da radicula através do tegumento. (DE FEO; DE SIMONE;
SENATORE, 2002).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi calculado, conforme
(MAGUIRE, 1962).

3.6.2.2. Crescimento

O bioensaio de crescimento foi realizado da mesma forma descrita para
germinagao. Realizou-se a verificagdo do crescimento fazendo a leitura do
crescimento do hipocétilo e da radicula em milimetros, no sétimo dia do teste apenas,

com auxilio de régua e papel milimetrado.

3.6.2.3. Analise estatistica

Para a verificacao das diferencas estatisticas, os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade com auxilio do programa Action® versao 2.9 (ESTATCAMP,
[s.d.]).

Os resultados foram expressos em relagcdo ao controle negativo e

demonstrados em grafico de barras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

A realizacao de testes fisico-quimicos e fitoquimicos sdo essenciais para o
controle de qualidade de plantas medicinais, no intuito de proporcionar a seguranga e
a efetividade, além de fornecer dados para futuros estudos para a padronizagao e
desenvolvimento de novos farmacos (SOUZA et al., 2017).

Estudos sobre a constituicdo quimica e teor de cinzas em plantas sao
importantes como etapa de identificagao das espécies, entretanto muitas plantas néo
possuem monografias farmacopeias, e necessitam de estudos visando estabelecer
alguns parametros de qualidade (ALVES et al., 2007). Sao importantes a se
estabelecer, uma vez que denunciam adulteragdes ou falsificacdes de materiais e

confirmam a identidade botanica.

4.1.1 Perda por dessecacgao

A importancia da determinacao da perda por dessecagao esta relacionada a
estabilidade microbiolégica da matéria-prima vegetal, como expressdo da sua
suscetibilidade ao desenvolvimento de fungos e bactérias e a estabilidade quimica,
representada, especialmente, pelos processos de hidrélise (WHO, 1998).

A combinacéo destes parametros fisico-quimicos € exclusiva de cada espécie.

Os resultados estdo demonstrados como média + desvio padrado na tabela 5.

TABELA 5 — ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO MATERIAL VEGETAL

Amostra Perda por dessecacgao (%)
Partes aéreas 9,65+ 0,07

FONTE: A autora (2022).

A presenga de umidade em matéria-prima vegetal propicia a agado de enzimas
podendo acarretar a degradacado de constituintes quimicos da planta, produzindo
substancias que se ingeridas podem provocar intoxicagédo, além de diminuir o valor

farmacolégico da planta e até anula-lo e possibilitar o desenvolvimento de fungos e
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bactérias (DOURADO; DOCA; ARAUJO, 2005).
O resultado para a espécie Cupania vernalis corrobora com o teor maximo de
umidade estabelecido nas diferentes farmacopéias; variando entre 8% e 14%, limite

maximo recomendando para vegetais (BRASIL, 2010).

4.1.2 Determinacéo de cinzas totais

A determinacao do teor de cinzas é um indicativo de impurezas inorganicas néo
volateis que podem estar presentes como contaminantes no material vegetal (LUCCA
et al., 2010). As cinzas totais incluem as derivadas de tecido vegetal (cinzas
fisiologicas) e de materiais estranhos, especialmente areia e terra aderente a
superficie da droga (cinzas n&o fisioldgicas) (SILVA et al., 2007).

Na Farmacopeia Brasileira nao ha informacgdes sobre o limite maximo de cinzas
para espécies vegetais, porém o resultado da determinagdo de cinzas totais na
espéecie em estudo apresenta-se abaixo de 11%, conforme os limites estabelecidos
nas monografias de diversas drogas vegetais descritas, como por exemplo das partes
aeéreas de quebra-predra e hortela-do-Brasil, demostrando uma quantidade adequada
de material inorganico na espécie vegetal analisada (BRASIL, 2019b)

Conforme metodologia descrita, o teor de cinzas das partes aéreas da espécie

esta descrito na tabela 6 (média + desvio padréo).

TABELA 6 — DETERMINACAO DE CINZAS NO MATERIAL VEGETAL

Amostra Cinzas (%)

Partes aéreas 3,62% * 0,27

FONTE: A autora (2022).

4.1.3 Teor de solidos e rendimento do extrato e fracbes de Cupania vernalis

Assim como os ensaios fisico-quimicos, o teor de solidos pode ser aplicado
como parametro de controle de qualidade dos extratos. Esse valor pode ser utilizado
como um parametro da avaliacdo da eficacia de extracdo do solvente,

correspondendo aos solidos totais presentes no extrato (LIMA et al., 2020).
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N&o ha padrbes estabelecidos para valores aceitaveis de teor de sdlidos de
extratos, pois a descricdo do teor € inédita a essa espécie.
Conforme metodologia descrita, o teor de sélidos totais (g/ml) do extrato bruto

das partes aéreas esta descrito na tabela 7 (média + desvio padrao).

TABELA 7 — TEOR DE SOLIDOS TOTAIS NO EXTRATO BRUTO

Amostra Teor de solidos (g/ml)
Extrato bruto 0,107 g/ml + 0,002

FONTE: A autora (2022).

O extrato bruto das partes aéreas foi obtido por meio de extragado por Soxhlet.
Foram utilizadas 1.500 g de material vegetal, rasurada para que no momento da
extracdo fosse aumentada a superficie de contato entre o material e o solvente,
melhorando a eficiéncia da extracao (POLEZ et al., 2021), obtendo-se apds a extragao
6,6 L de extrato etandlico bruto. Foi determinado o residuo seco tedrico (0,227 g/ml)
deste extrato e posteriormente foi concentrado até a secura, em banho-maria a 60°C,
obtendo-se 138,2 g de residuo sélido total no extrato etandlico bruto, fornecendo um
rendimento de 9,22%.

Ap0s o calculo do rendimento, o extrato etandlico bruto (EB) foi fracionado para
a obtencao da fragao hexano (FH), fracdo acetato de etila (FAE) e frag&o cloroférmio
(FC). Na tabela 8 esta demonstrado o rendimento de cada fragdo em relagdo ao
extrato bruto.

TABELA 8 - RENDIMENTO DAS FRACOES EXTRAIDAS POR SOXHLET

Rendimento (%) em relagao

Amostra Massa obtida (g) ao extrato bruto total
EB 138,2 100%
FH 36,07 26%
FC 8,33 6%
FAE 35,17 25%

FONTE: A Autora (2022).

Pode-se observar que a fragdo com maior rendimento foi a fragédo hexano (FH)
seguido da fracdo acetato de etila (FAE), e a de menor rendimento foi a fragao

cloroférmio (FCL).
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4.2 IDENTIFICACAO DA ESTRUTURA CRISTALINA

A difracdo de raio X serve para observar a cristalinidade dos compostos
cristalinos, sejam eles inorganicos ou organicos. O seu funcionamento ocorre através
da interagéo entre o feixe de raios x incidentes e os elétrons dos atomos componentes
de um material (FIGUEIREDO, 2017), permitindo avaliar os parametros geométricos,
as distancias e os angulos interatdmicos, interagbes intermoleculares e o arranjo
supramolecular (FERREIRA, 2019b).

Durante o particionamento do extrato bruto com solvente hexano, um

precipitado cristalino (PC) se formou como subproduto da extracao (Figura 7).

FIGURA 7 - PRECIPITADO GERADO APOS FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO COM
HEXANO

FONTE: A Autora (2022).
NOTA: (A) aparelho Soxhlet modificado; (B) depdsito de cristais durante o particionamento; (C)
precipitado cristalino isolado.

O produto obtido apds o particionamento do extrato etandlico bruto com o
solvente hexano foi observado em lupa de aumento e classificado como amostra
cristalina.

Foram obtidos 4,35 g de precipitado cristalino (PC), e o rendimento foi de 0,29%
quando comparado com a quantidade de material vegetal inicial (1.500 g). Se
comparado a massa obtida do extrato etandlico bruto (138,2 g), o rendimento do

precipitado cristalino foi de 6,01%.
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Desse modo, um cristal transparente denominado RSHO001 e na forma de um

paralelepipedo foi isolado e submetido a DRXm.

A analise do cristal revelou uma célula unitaria compativel com a estrutura

depositada no Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), cujo cdédigo

27711002 pode ser encontrado no banco de dados de estruturas cristalinas.

Os dados cristalograficos obtidos para o cristal RSH001 estao descritos na

tabela 9.

TABELA 9 - DADOS CRISTALOGRAFICOS DA CELULA UNITARIA OBTIDOS POR DRXm

Cédigo de identificagcdo da amostra

RSH001

Database identifier

27711002

Nome (+)-Quebrachitol

Sinénimos (+)-2-O-methyl-chiro-inositol
Férmula empirica C7H14 06

Massa molar 194,18 g.mol"

Temperatura 299 K

Comprimento de onda da radiagdo 1,54 A

Formalcor Paralelepipedo/incolor
Sistema cristalino Monociclico
Grupo espacial P21

Dimensoes da célula unitaria
a=y=90°#

a=6.69A a=90°
b=7.19A =90,20"°
c=8.73A y=90"°

FONTE: Adaptado de The Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) (2023).

A estrutura do cristal analisado revelou um composto quiral, composto por um

anel de seis atomos de carbono, cinco grupos hidroxila e um grupo metoxi.

O composto foi caracterizado como 2-metil-L-chiro-inositol (L-quebrachitol)

(Figura 8).
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FIGURA 8 - ESTRUTURA MOLECULAR 2-METIL-L-CHIRO-INOSITOL (L-QUEBRACHITOL)

HO OH

OH

OH

HO
O—CHj

FONTE: Adaptado do The Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) utilizando o software
KnowitAll.

O quebrachitol € um ciclitél, um constituinte bioativo da planta, de ocorréncia
natural (VIJAYAKUMAR et al.,, 2020). Os ciclitdis sao altamente soluveis e
metabolicamente inertes, o que permite que eles se acumulem em niveis elevados
sem interferir nas estruturas celulares ou no metabolismo (WU et al., 2018).

Os ciclitois sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e em outras células
vivas e exibem uma ampla gama de atividades biologicas (AL-SUOD et al., 2017). Um
papel desses compostos é ajudar as plantas a sobreviverem a condigdes ambientais
adversas em resposta a varias situagbes de estresse (ORTHEN; POPP;
SMIRNOFF, 1994).Ainda, desempenham um papel importante nos processos de
regulacao celular, transducao de sinal, osmorregulacao, fisiologia dos canais idnicos
e sao um componente da membrana celular (OWCZARCZYK-SACZONEK et al.,
2018). Na natureza, o quebrachitol tem sido sugerido como um dos principais
contribuintes para a pressao osmaética e um agente crioprotetor, diminuindo os danos
a membrana do congelamento (WU et al., 2018).

O L-quebrachitol isolado das partes aéreas de Cupania vernalis nao foi relatado
antes para nenhuma espécie do género Cupania. Foi descrito pela primeira vez como
um produto natural em Aspidosperma quebracho (Apocynaceae), € mais tarde foi
detectado em varias espécies das Sapindaceae, bem como em membros das familias

Aceraceae e Euphorbiaceae (WU et al., 2018).
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O acumulo de quebrachitol pode ser um traco taxonémico de plantas
pertencentes as Sapindaceaes (FAN et al., 2021).

Diversas atividades para este carboidrato foram identificadas; papel citoprotetor
do quebrachitol conferindo gastroprote¢cao contra o dano gastrico induzido pelo etanol
e indometacina, possivelmente mediado, em parte, por prostaglandinas endogenas e
liberagéo de oxido nitrico (DE OLINDA et al., 2008); forte atividade antagbnica da
PAF (fator ativador plaquetario), um potente mediador glicerofosfolipideo que esta
envolvido em uma série de fungdes fisioldgicas, como agregacado plaquetaria e
neutrofilica, inducdo de alteracbes na permeabilidade vascular, anafilaxia e
hipotensao (MOHARAM et al., 2010); proliferagao, diferenciagédo e mineralizagao de
osteoblastos, através da ativacao da via Wnt, uma das principais vias conhecidas para
regular o desenvolvimento embrionario, renovagao tecidual e regeneragdo em
organismos multicelulares, podendo ser uma estratégia no tratamento da
osteoporose (BLAGODATSKI et al., 2020; YODTHONG et al., 2018); inibicdo da
formagdo de biofilme e viruléncia de Staphylococcus epidermidis (KARUPPIAH;
THIRUNANASAMBANDHAM, 2020) e Staphylococcus aureus (VIJAYAKUMAR et al.,
2020); agao citoprotetora em um sistema de cultura mesencefalica fetal de ratos,
oferecendo protecao contra agentes toxicos em células neuronais e nao neuronais,
possivelmente envolvendo multiplos mecanismos, entre os quais a agao antioxidante,
podendo servir como pistas no desenvolvimento de farmacos para o tratamento de
varios disturbios neurodegenerativos (NOBRE JUNIOR et al., 2006) e potencial
antimalarico in vivo (MISHRA et al., 2023).

L-Quebrachitol também pode ser empregado como um material de partida na
sintese de compostos biologicamente ativos devido a sua estrutura molecular
opticamente ativa, como um bloco de construgao quiral (KIDDLE, 1995). Um exemplo
€ a pironetina, isolada do caldo de cultura de Streptomyces, que apresenta agao
imunossupressora e antitumoral, sintetizada em 1997 a partir do L-quebrachitol e
acido malico (CHIDA et al., 1997). Bengamidas, compostos naturais de uma espécie
de esponja marinha, que apresentam agao antitumoral e anti-helminticas (FONSECA,
2005) e o ciclofelitol, um inibidor da B-glucosidase e potente inibidor do virus HIV,
isolado de uma cultura de cogumelos foram sintetizados a partir do L-
quebrachitol (AKIYAMA et al., 1991).



48

Estratégias sintéticas para a preparacdo de uma série de antibioticos e
inibidores enzimaticos em forma ética ativa também foram alcancadas a partir de L-
quebrachitol (KIDDLE, 1995), assim como derivados de inositol, conhecidos por suas
propriedades medicinais, como ésteres de mio-inositol, usados em hepatologia,
hexassulfato de mio-inositol, usado em quimioterapia e aminociclitols, usados como
antibidticos (VAYSSE et al., 2012).

Vale ressaltar que as empresas farmacéuticas, que investem milhdes de
délares em pesquisa, na maioria dos casos, nao esperam descobrir novos compostos
de uso terapéutico a partir de plantas medicinais, ainda que isso tenha uma pequena
chance de ocorrer. Elas procuram, na verdade, modelos na natureza (templates), que
lhes permitam utilizar como ponto de partida para o desenho de novas drogas
(HARVEY, 2007).

O isolamento de fontes naturais € geralmente uma abordagem primaria para
fornecer produtos naturais e para descobrir e desenvolver novos candidatos a
medicamentos (WANG et al., 2017), cosméticos e produtos alimenticios. Uma vez que
a substancia ¢é isolada, ela pode ser caracterizada e estudada para determinar suas
propriedades quimicas e bioldgicas.

Além disso, substancias naturais podem ser utilizadas no desenvolvimento de
produtos ecologicamente corretos devido a sua biodegradabilidade e baixa

toxicidade.

4.2.1. Patentes de L-quebrachitol

O levantamento de documentos de patentes foi realizado englobando
tecnologias da area farmacéutica na base de dados internacional Espacenet.

Na pesquisa sem restricdo de tempo foram encontradas 64 patentes. Destas,
38 (29,3%) foram publicadas entre os anos de 2013 e 2023 (Gréfico 1).
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GRAFICO 1 - COMPARAGCAO ENTRE O NUMERO TOTAL DE PATENTES PUBLICADAS NA BASE
DE DADOS ESPACENET SEM RESTRIGAO DE TEMPO (A) E NO PERIODO DE 2013 A 2023 (B)
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FONTE: A Autora (2023).

Neste contexto, o presente estudo analisou criticamente as patentes
compreendidas entre os anos de 2013 e 2023, pelo fato de que continuardo em vigor
por mais alguns anos. Na sequéncia, foi efetuado uma organizagéo de acordo com o
ano de publicagao destes documentos (Grafico 2), os paises depositantes (Grafico 3).

Ao avaliar o indicador relacionado com o numero de publicagdes de patentes
de L-quebrachitol por ano, pode-se observar que no periodo avaliado o maior niumero
de depdsitos foi registrado no ano de 2013, com 10 patentes. Logo na sequéncia, a
partir de 2014, as publicacbes de patentes da tematica apresentaram declinio, ndo
ultrapassando mais de 5 patentes por ano (Grafico 2).

Os dados demonstram que novas tecnologias vém sendo propostas e
protegidas intelectualmente nos ultimos anos, demonstrando ser uma estrutura com

potencial no desenvolvimento de novos farmacos.
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GRAFICO 2 - RELAGAO DO NUMERO DE PATENTES DEPOSITADAS POR ANO NA BASE DE
DADOS ESPACENET DURANTE O PERIODO DE 2013 A 2023
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FONTE: A Autora (2023).

Dentre os paises detentores de patentes (Grafico 3), os de maiores destaques
sdo Estados Unidos com 19 registros e Organizagdo Mundial da Propriedade
Intelectual (WO) com 6 registros, seguido pela Organizagdo Europeia de Patentes
(EP), Coréia e China com 3 registros, Japao com 2 registros e Espanha e Australia

com 1 registro.

GRAFICO 3 - RELACAO DO NUMERO DE PATENTES PUBLICADAS NA BASE ESPACENET DE
ACORDO COM OS PAISES DEPOSITANTES DURANTE O PERIODO DE 2013 A 2023
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FONTE: A Autora (2023)

NOTA: Australia (AU), China (CN); Organizagdo Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI/WIPO)
(WO); Japao (JP); Organizacao Européia de Patentes (OPE/EPO) (EP); Estados Unidos (US); Espanha
(ES); Coreia (KR).
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Com relagdo aos tipos de depositantes, esses podem ser divididos em
empresas, universidades, parcerias entre empresas e universidades, ou ainda
depositantes independentes (pessoa fisica ao invés de pessoa juridica). Conforme
demonstrado no grafico 4 os depositantes de maior destaque foram empresas,
representando 82% das titularidades das patentes. Logo na sequéncia encontram-se
as empresas em parceria com universidades (10%), universidades (5%) e depdsitos
independentes (3%).

GRAFICO 4 - RELACAO DOS TIPOS DE DEPOSITANTES DAS PATENTES PUBLICADAS NA BASE
ESPACENET DURANTE O PERIODO DE 2013 A 2023 COM A PALAVRA-CHAVE L-QUEBRACHITOL

B Empresa
® Universidade
Independente

Universidade + Empresa

FONTE: A Autora (2023).

A patente francesa n° FR2406M ¢é o registro de patente mais antigo, registrada
em 1964, dentro da classificacdo cooperativa de patentes (CPC) A61 (necessidades
humanas; ciéncias médicas ou veterinarias; higiene). A invencado forneceu um
medicamento contendo quebrachitol. A requerente descobriu que o quebrachitol
possui propriedades terapéuticas devido essencialmente a sua baixa toxicidade,
mesmo em grandes doses, e a sua agao laxativa, ocasionada pelo aumento de agua
no lumen intestinal.

A patente japonesa n° JPH0245407A é registro de patente mais antigo (1990),
com utilizacdo especifica em cosméticos ou preparacbes semelhantes de higiene
pessoal (A61Q). A invengao fornece um cosmético contendo L- quebrachitol, extraido

do soro da borracha, de efeito umectante e suavizante para a pele, de qualidade
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estavel e de baixo custo. O L- quebrachitol existente no soro da borracha natural € um
componente essencial para incorporagdo em cosmeético como logcédo facial, locéo
lactea e creme; pode ser separado do soro em grande quantidade com um processo
simples e de baixo custo. O composto tem excelente afinidade com a pele e moderada
propriedade de retencdo de umidade, suaviza a pele pelo efeito de restauragao e é
livre toxicidade.

Ap0s a analise dos 38 registros encontrados, 9 registros entraram no critério de
exclusao, sendo 4 registros de patentes descritos em caracteres orientais e 5 registros
excluidos da prospeccdo por nao apresentarem tecnologia envolvendo o L-
quebrachitol.

No quadro 8 estdo demostradas as patentes registradas no Espacenet com
atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou preparacdes medicinais e
utilizacao especifica em cosméticos ou preparagdes semelhantes de higiene pessoal
compreendendo o periodo de 2013 a 2023, totalizando os ultimos 10 anos de

inovacgao.
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Das 29 patentes selecionadas e compreendidas nos ultimos 10 anos de
inovacéao, 23 patentes apresentaram como inovagédo o desenvolvimento de regimes
terapéuticos mais eficazes para o tratamento de varias doencgas e disturbios, com o
objetivo de melhorar a entrega de agentes biologicamente ativos, particularmente
drogas de moléculas pequenas.

Os desafios associados a formulagdo e entrega de agentes farmacéuticos
podem incluir baixa solubilidade aquosa do agente farmacéutico, toxicidade, baixa
biodisponibilidade, instabilidade e rapida degradacédo in vivo (CHENG; RIGGS-
SAUTHIER, 2013).

O termo PEGylation refere-se a modificagcdo de moléculas biolégicas por
conjugagao covalente com polietilenoglicol (PEG), um polimero atdéxico e nao
imunogénico. PEGylation é tipicamente usado como uma estratégia para superar
desvantagens particulares associadas a alguns biofarmacos. A PEGylation pode
alterar as propriedades fisicas e quimicas de uma molécula biolégica, tais como sua
conformacao, ligagao eletrostatica, hidrofobicidade e perfil farmacocinético (WATKINS
et al., 2011).

Tem sido empregada para melhorar a biodisponibilidade e solubilidade de
pequenas moléculas terapéuticas, melhorar a estabilidade quimica e diminuir a
toxicidade, introduzindo biocompatibilidade e contornando as respostas do sistema
imunologico (ABBINA; PARAMBATH, 2018). Também aumenta a estabilidade da
droga e o tempo de retencéo dos conjugados no sangue, além de reduzir a protedlise
e a excregao renal, permitindo assim uma frequéncia de dosagem reduzida
(MENDLEIN et al., 2015).

Ao aumentar a dose de droga recebida no local alvo enquanto reduz a
quantidade de droga em tecido n&o alvo, a janela terapéutica do agente
farmacologicamente ativo pode ser aumentada. Esse efeito pode permitir a
administracado de agentes farmacologicamente ativos altamente potentes, cujo uso é
normalmente limitado devido aos seus perfis de efeitos colaterais (KONAKOVA et al.,
2014).

Os conjugados PEG-droga tém varias vantagens: atividade bioldgica
aumentada em comparagdo com as moléculas ndo conjugadas; uma residéncia
prolongada no corpo, demonstrando caracteristicas farmacocinéticas muito
superiores; uma diminuicdo da degradagao por enzimas metabdlicas e uma redugao
ou eliminacdo da imunogenicidade proteica (VERONESE; PASUT, 2005).
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Com relacdo aos polimeros n&o-peptidicos soluveis em agua hiper ramificados,
esses normalmente contém trés ou mais polimeros, cada um com a capacidade de se
ligar covalentemente a um farmaco, e cada um conectado a um nucleo central (por
exemplo um residuo de um poliol) (KONAKOVA et al., 2014).

Os compostos polihidroxilados cicloalifaticos que sao preferidos como nucleos
dos polimeros incluem compostos lineares ou de anel fechado e alcoois de agucar,
tais como o quebrachitol (DING et al., 2021). O L-quebrachitol € uma das opgdes de
poliol a ser utilizado através da ligagdo covalente a um polimero soluvel em agua
(conjugacao) com o polietilenoglicol (PEGylation).

O principal objetivo da funcionalizagcdo desses polidis €& abordar
simultaneamente os principais problemas encontrados com os farmacos, bem como
com seus carreadores, ou seja, solubilidade em agua, estabilidade no meio bioldgico
e segmentacao (TZIVELEKA et al., 2006).

Entre outros beneficios, os polimeros nao peptidicos soluveis em agua hiper
ramificados, dada a capacidade de cada ramificagdo se ligar covalentemente a um
medicamento ou a um agente ligante, tém o potencial de fornecer maior carater de
farmaco em comparacgao, por exemplo, com um polimero linear que tenha um unico
medicamento ligado a ele (KONAKOVA et al., 2014).

Os compostos divulgados nas patentes descritas no quadro 8 fornecem a
entrega direcionada de agentes farmacologicamente ativos. Espera-se que os
compostos tenham uma meia-vida mais longa, sendo possivel reduzir a dose do
agente farmacologicamente ativo administrado ao paciente, reduzindo o risco de
efeitos colaterais. Os compostos também podem ser capazes de entregar uma maior
quantidade do agente farmacologicamente ativo a alvos especificos, proporcionando
assim uma maior dose efetiva (KONAKOVA et al., 2014).

Os pré-farmacos e os farmacos das invengdes sao terapeuticamente eficazes,
e exibem propriedades melhoradas in vivo quando comparados com a droga mé&e nao
modificada (VIEGAS et al., 2014).

4.2.2. Patentes nacionais de L-quebrachitol

Para complementar o presente trabalho, foi realizada uma comparacgéao entre

os dados internacionais e a realidade tecnoldgica brasileira sobre novos produtos e

processos protegidos intelectualmente envolvendo L-quebrachitol. Para isso, uma
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busca de patentes com 0 mesmo delineamento sistematico foi efetuada na base de
dados do INPI.

A busca na base de dados do INPI ndo trouxe patentes ligadas ao tema. Este
resultado demostra o potencial da tematica no ambito da pesquisa, quando
comparado aos resultados obtidos mundialmente. Uma hipotese é sobre a baixa
importancia atribuida pelas empresas inovadoras as relagbes cooperativas com
universidades e institutos publicos de pesquisa (BAGATOLLI; DAGNINO, 2013).

Conforme evidenciado por Matias-Pereira (2011), existem deficiéncias na
avaliagao do desempenho da gestédo do sistema de protecao a propriedade intelectual
no pais, além das dificuldades na administragcédo das politicas estabelecidas no
segmento de registro e patentes, ndo cumprindo adequadamente seu papel, em

termos institucionais e de geragéo de estimulos a inovacgéo.

4.3 PERFIL FITOQUIMICO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A analise fitoquimica preliminar foi realizada para obter informagdes qualitativas
acerca dos principais grupos de metabdlitos presentes na amostra e
reconhecer/qualificar os componentes quimicos presentes nas plantas, produtos do
metabolismo secundario vegetal, prever suas possiveis atividades biologicas e
direcionar o estudo do vegetal.

A cromatografia em camada delgada (CCD) € um método considerado rapido,
eficiente de baixo custo e facil reprodutibilidade. Consiste na separagcdo dos
componentes de uma mistura através da migragao diferencial sobre uma camada
delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana (SILVA, 2010).

O valor medicinal das plantas reside nos constituintes fitoquimicos bioativos,
que produzem efeitos fisioldgicos definidos no corpo humano. Cada familia, género e
espécies produzem uma mistura caracteristica destes compostos quimicos, e podem,
por vezes, ser utilizados como caracteres taxonémicos na classificacdo de plantas
(KABERA et al., 2014).

Realizou-se testes para as classes de metabdlitos secundarios: terpenos,
cumarinas, alcaloides, taninos, flavonoides e antraquinonas, por meio da analise de
cromatografia em camada delgada (CCD) e os resultados encontrados estao descritos

no quadro 9.



62

QUADRO 9 - ANALISE FITOQUIMICA DAS FRACOES PROVENIENTES DO EXTRATO ETANOLICO
DE Cupania vernalis

Amostras
Metabdlitos secundarios
FH FAE FCL FR
Alcaloides - - + -
Cumarinas + - + +
Terpenos - - + +
Flavonoides - + - +
Taninos - + + +
Antraquinonas - - - -

FONTE: A Autora (2022)

LEGENDA: (+): presenca do grupo quimico; (-): auséncia do grupo quimico.

NOTA: Fracdo hexano (FH), Fragdo cloroférmio (FCL), Fracdo acetato de etila (FAE) e Fragao
remanescente (FR).

As fracdes cloroférmio e remanescente apresentaram coloragao rosa/violacea,
resultado positivo para terpenos quando revelados com anisaldeido sulfurico.

As fragbes cloroférmio, acetato de etila e remanescente apresentaram
resultados positivos para taninos condensados quando reveladas com cloreto férrico
2% pela formacéao de coloragéo verde. Taninos sao soluveis em agua e em solventes
organicos polares.

Nenhuma das fracbes apresentou resultado positivo para antraquinonas,
quando reveladas com hidréxido de potassio 5%.

A fragéo hexano, a fragao cloroférmio e a fragdo remanescente apresentaram
resultados positivos para cumarinas quando reveladas com hidroxido de sodio 1% e
expostas a luz UV; é possivel afirmar que devido ao fato destes metabdlitos
secundarios serem lipofilicos, ocorre uma maior afinidade quimica do liquido extrator
apolar com estes compostos (BAGGIO, 2014).

As fracdes acetato de etila e remanescente apresentaram resultados positivos
para flavonoides, quando reveladas com reativo de NEU e expostas a luz UV. Os
resultados positivos para taninos e flavonoides corroboram com os encontrados por
Sobottka et al. (2021), onde ocorreu a presencga destes metabdlitos na fragado acetato
de etila de Cupania vernalis; também condiz com o esquema de particdo e separagao
dos principais metabdlitos secundarios proposto por Cechinel Filho e Yunes (1998) no

qual da fragcao acetato de etila pode-se extrair flavonoides e taninos.
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A fracéo cloroférmio apresentou bandas alaranjadas, resultado positivo para
alcaloides, quando reveladas com reativo de Draggendorf, em sua maioria, 0s
alcaloides sdo pouco hidrossoluveis, mas os sais formados na reagdo com acidos
geralmente séo soluveis. Em geral essa classe de metabdlitos secundarios é soluvel

em cloroférmio ou outros solventes de baixa polaridade (LACERDA, 2017).

4.4 ESTUDO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.4 1. Atividade frente Artemia salina

Artemia salina € um microcrustaceo de agua salgada utilizado como alimento
vivo para peixes, facilmente encontrado em lojas especializadas em aquarios, que
pode ser utilizado para estimar a toxicidade através da concentragao letal média (CLso)
(MEYER et al., 1982).

E um dos organismos de teste mais valiosos disponiveis para testes de
ecotoxicidade, e a pesquisa disponivel sugere que varias aplicagbes da Artemia na
toxicologia e ecotoxicologia (RAJABI et al., 2015), incluindo estudos em produtos
naturais, como um ensaio preliminar de toxicidade, para rastrear um grande numero
de extratos e compostos para a descoberta de drogas em plantas medicinais
(NTUNGWE N et al., 2020).

A avaliagdo de toxicidade aguda dos extratos e fragdes de Cupania vernalis em
Artemia salina estabelece parametro para a espécie, uma vez que nao foram
encontrados relatos de ensaios ecotoxicoldégicos anteriores para se estabelecer
comparacgoes.

A toxicidade de extratos de plantas expressa como valores de ClLso é
comumente valorizada por comparagédo com o indice de toxicidade de Meyer ou
Clarkson (HAMIDI; JOVANOVA; PANOVSKA, 2014).

De acordo com o indice de toxicidade de Meyer et al. (1982), extratos com CLso
<1000 pg/ml sédo considerados téxicos, enquanto extratos com CLso > 1000 ug/ml sao
considerados néo téxicos. O critério de toxicidade de Clarkson et al. (2004) para a
avaliacdo da toxicidade dos extratos vegetais classifica os extratos pela seguinte
ordem: extratos com CLso acima de 1000 ug/ml ndo sao toxicos, CLso de 500 - 1000
Mg/ml sdo pouco toxicos, extratos com CLso de 100 - 500 pg/ml sdo téxicos a meio,

enquanto os extratos com CLso de 0 - 100 pg/ml s&o altamente toxicos.
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Podemos considerar toxicas amostras que apresentam CLso < 1000 ug/ml, ou
seja, nenhuma das amostras testadas. Todas as fragbes das partes aéreas nao
ocasionaram letalidade nos individuos no periodo avaliado, sendo considerados livres
de toxicidade.

Os resultados obtidos no ensaio em Artemia salina estdo descritos na tabela
10.

TABELA 10 - TOXICIDADE DO EXTRATO BRUTO E FRAGCOES EM Artemia salina

Amostra CL50 pg/mL
EB >1.000
FH >1.000
FC >1.000
FAE >1.000
FR >1.000

FONTE: A autora (2022).
NOTA (1): Extrato bruto (EB); Fragdo hexano (FH); Fracdo cloroférmio (FC); Fracdo acetato de etila
(FAE); Fragao remanescente (FR).

Deve-se levar em consideracao a variabilidade de metabdlitos e componentes
biologicamente ativos em plantas, os quais alteram conforme parametros ambientais,
solo, condigdes de colheita e armazenamento, disponibilidade hidrica, ataque por
patdbgenos e mesmo a idade da planta, interferem qualitativa e/ou quantitativamente
no teor dos principios ativos presentes no vegetal, o que, por sua vez, refletiria em
sua bioatividade (BOTREL et al., 2010; CLARKSON et al., 2004)

Trabalhos adicionais in vitro e in vivo destinados a compreender os
mecanismos de acao da espécie vegetal devem ser realizados para garantir a

seguranga de seu uso.

4.4.2. Atividade hemolitica in vitro

A hemolise é caracterizada por ruptura do eritrocito com liberagdo de
hemoglobina. A hemoglobina livre no plasma é prejudicial a saude causando sérios
danos em orgaos vitais, afetando o sistema cardiovascular e sistema renal, sendo
necessario dessa maneira a observacao da referida atividade (CARVALHO et al.,
2007a).
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Nesse sentido na triagem de atividades biologicas e toxicologicas de extratos
vegetais, faz-se necessaria a verificagdo da atividade hemolitica das espécies
estudadas, sendo apontada como um indicador de toxicidade geral e bioatividade, de
grande importancia na averiguagao da agao de extratos de plantas sobre o sangue
humano. Para o ensaio de atividade hemolitica, foram testados as fragcdes e o extrato
bruto das partes aéreas da Cupania vernalis. Os resultados estao descritos na tabela

11 e grafico 5.

TABELA 11 - AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRAGCOES DAS
PARTES AEREAS DE Cupania vernalis

Amostra Con(::jzn;;:la)gao % Média hemolise Desvio padrao T.?.z:(eege
100 2,16 0,49 efg
EB 500 3,04 0,41 efg
1000 7,04 1,01 e
100 2,30 0,07 efg
FH 500 1,84 0,18 efg
1000 1,38 0,19 fg
100 2,39 0,28 efg
FC 500 1,16 0,08 fg
1000 2,31 0,04 efg
100 20,93 0,96 d
FAE 500 23,53 1,30 cd
1000 18,89 0,12
100 7,11 0,34 e
FR 500 33,33 2,91 b
1000 26,64 5,43 c
100 8,91 0,44 efg
Saponina 500 97,95 3,42 a
1000 95,86 1,33 a
100 3,71 0,53 efg
Rutina 500 6,05 0,63 ef
1000 4,48 0,67 efg
Metanol Controle negativo 0,05 0,00 g
PBS Controle negativo 0,05 0,00
Triton 0,1% Controle positivo 101,3 4,24 a

FONTE: A Autora (2022).

NOTA (1): Extrato bruto (EB); Fragdo hexano (FH); Fragéo cloroférmio (FC); Fracdo acetato de etila
(FAE); Fragdo remanescente (FR).

(2): Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste
de Tukey.
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E possivel observar no grafico 5 que as amostras ndo possuem uma resposta
dose dependente. A fragcdo remanescente na concentragdo de 500 ug/ml e 1.000
pg/ml foram as que apresentaram maior porcentagem de hemolise (33,3% e 26,6%
respectivamente) em comparagao ao controle positivo saponina e triton e as demais
fragbes nas diferentes concentragoes.

As fracOes acetato de etila apresentaram atividade hemolitica na concentracao
de 100 pg/ml (20,9%), 500 ug/ml (23,5%) e 1.000 pg/ml (18,9%).

Nao foi observado hemdlise total para nenhuma amostra em nenhuma diluigcao,
quando comparado aos controles positivo 100% (saponina e triton 0,1%),
demonstrando que as amostras nao foram capazes de promover hemolise total in
vitro.

O extrato bruto e a fragao cloroformio apresentaram atividade hemolitica fraca
quando comparado aos controles positivos 100%.

Segundo Silva (2010), hemdlise quantificada em até 20% pode ser considerada
uma baixa atividade hemolitica, entre 20 e 50% pode ser considerada uma atividade
hemolitica moderada e acima disto a hemdlise pode ser considerada alta.

As saponinas sao quimicamente um grupo heterogéneo de glicosideos esterois
e glicosideos triterpénicos (YANG; SUN; FANG, 2005). Formam complexos com
esterdis da membrana eritrocitaria, causando aumento da permeabilidade e
consequente sua ruptura com perda de hemoglobina (WANG et al., 2007). Este fato é
atribuido as caracteristicas anfifilicas de sua estrutura molecular (VOUTQUENNE et
al., 2002).

A presenca de saponinas em extratos vegetais € facilmente identificada por sua
atividade hemolitica e capacidade de formar espuma estavel em solugdo aquosa
(OAKENFULL, 1981).

Os dados prévios sugerem que a hemdlise e a citotoxicidade das saponinas
esteroidais sdo dependentes de suas estruturas, especialmente da natureza, numero
e sequéncia dos agucares em sua estrutura (WANG et al., 2007).

Como observado na triagem fitoquimica, através da cromatografia em camada
delgada, a fracdo remanescente apresentou resultado positivo para terpenos
justificando a atividade hemolitica encontrada, possivelmente pela presenca de
saponinas.

A fracdo remanescente e a fracdo acetato de etila também apresentaram

resultados positivos para taninos e flavonoides. Entre os polifendis, os taninos sao de
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grande interesse como compostos antibacterianos devido a sua capacidade de
interagir fortemente com proteinas, lipidios e polissacarideos (OLCHOWIK-
GRABAREK et al., 2020).

Um estudo realizado por (FEDELI et al.,, 2004), avaliou o efeito de alguns
taninos sobre eritrocitos de truta expostos ao estresse oxidativo. Os resultados do
presente estudo mostram que, em baixas concentragdes, os taninos apresentaram
efeito protetor sobre os danos ao DNA, enquanto em altas concentragbes podem ser
genotoxicos. O acido tanico em contanto com as hemacias de truta em tempos de
incubagdo mais longos, acelerou o evento hemolitico.

Efeitos inibitérios dos flavonoides sobre a hemdlise induzida por radicais livres
e seus efeitos oxidativos sobre a hemoglobina de eritrocitos bovino foram
demonstrados (KITAGAWA; SAKAMOTO; TANO, 2004). Os flavonoides em estudo
foram quercetina, seus glicosideos rutina e quercetina-3-O-glicosideo, morina e
epicatequina. Na presenca de radicais livres a esses flavonoides retardaram o inicio
da hemolise de forma dose dependente. Na auséncia de radicais livres, os flavonoides
relativamente hidrofébicos quercetina e morina induziram a oxidagdo da
oxihemoglobina a metemoglobina. A oxidacdo pela quercetina foi especialmente
acentuada. Entretanto, essa oxidacdo nao induziu hemolise. Esses achados indicam
que flavonoides relativamente hidrofobicos penetram no citoplasma dos eritrécitos,
interagem com a hemoglobina e oxidam o ferro heme (KITAGAWA; SAKAMOTO;
TANO, 2004).

4.4.3. Potencial alelopatico

A alelopatia, definida por Molisch (1937) é a interacdo quimica entre as
plantas, onde ocorre a liberagdo de bioquimicos com influéncias estimulantes e
inibitérias (CHON et al., 2005). Podem ter efeitos benéficos ou prejudiciais nos
organismos-alvo (JELASSI et al., 2016).

Os efeitos da alelopatia na germinacdo e crescimento das plantas podem
ocorrer através de uma variedade de mecanismos, incluindo redug¢ao da atividade
mitética em raizes e hipocdtilos, atividade hormonal suprimida, redugao da taxa de
absorcao de ions, fotossintese inibida e respiracédo, formacgédo de proteina inibida,
diminuicdo da permeabilidade das membranas celulares e/ou inibicdo da acgao
enzimatica (JEFFERSON; PENNACCHIO, 2003).
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Efeitos significativos na fotossintese e respiracéo sao os resultados mais bem
caracterizados das interacbes alelopaticas. Além disso, compostos alopaticos
parecem induzir um estresse oxidativo secundario expresso como produ¢ao de radical
livre aprimorada e indugdo do sistema antioxidante celular (GNIAZDOWSKA;
BOGATEK, 2005).

A germinacgdo e o desenvolvimento da plantula sdo etapas muito sensiveis a
fatores externos devido a ocorréncia de uma série de processos fisioldgicos, portanto
a presencga de determinadas substancias pode gerar um efeito toxico no processo de
germinacao e no desenvolvimento durante os primeiros dias, que sdo fundamentais
para a sobrevivéncia da espécie (SOBRERO; RONCO, 2004).

A principal vantagem do uso da Lactuca sativa L. (alface) como espécie alvo
no estudo alelopatico é sua sensibilidade aos aleloquimicos, mesmo em baixas
concentragdes, além de apresentar rapida germinacgao e desenvolvimento da radicula
e parte aérea (CARVALHO et al., 2019).

No ensaio de atividade fitotoxica foi avaliada a influéncia do extrato etandlico
bruto e das fragdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente das partes
aéreas da Cupania vernalis Cambess. no indice de velocidade de germinacéao (IVG)

em sementes de Lactuca sativa L. Os resultados estdo demonstrados na tabela 12.
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TABELA 12 - INFLUENCIA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES NO INDICE DE VELOCIDADE DE
GERMINACAO (IVG) DE Lactuca sativa L.

Amostra Concentragdo Média IVG Desvio padrao Teste
(ng/ml) (cm) (%) Tukey
Agua 1,42 2,93 a
Metanol 1,23 2,14 a
1000 1,25 1,85 a
750 1,24 2,62 a
EB 500 1,14 1,59 a
250 1,23 1,87 a
100 1,18 1,84 a
1000 1,14 1,81 a
750 1,23 2,59 a
FH 500 0,85 1,41 a
250 1,12 1,75 a
100 0,96 0,86 a
1000 1,06 1,78 a
750 1,29 2,98 a
FCL 500 1,08 2,22 a
250 1,31 1,93 a
100 1,31 2,97 a
1000 1,14 1,59 a
750 1,24 2,36 a
FAE 500 121 2,23 a
250 1,31 2,21 a
100 1,33 2,18 a
1000 1,15 2,19 a
750 1,22 1,63 a
FR 500 1,25 1,41 a
250 1,31 2,36 a
100 1,15 2,96 a

FONTE: A Autora (2022).

NOTA: Extrato bruto (EB); Fragdo hexano (FH), Fracao cloroférmio (FCL), Fracao acetato de etila
(FAE), Fragdo remanescente (FR); Agua (Hz0).

(2) Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste
de Tukey.

Conforme demostrado no grafico 6, é possivel observar que as sementes da
espécie alvo, Lactuca Sativa L. (alface), ndo sofreram influéncia no processo de
velocidade de germinagao apos contato com o extrato e fragdes obtidas das partes
aéreas de Cupania vernalis, quando comparado ao controle. Nao se observa diferenca
significativa do controle em relagdo a todas as concentragbes testadas, que
apresentaram valores de IVG inferiores ao tratamento teste mais ndo apresentaram
diferencas entre si. O tempo médio de germinacdo nado apresentou diferenca

estatistica entre os tratamentos segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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No ensaio de atividade fitotdxica também foi avaliada a influéncia do extrato

etandlico bruto e das fracbes hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente

das partes aéreas da Cupania vernalis no crescimento da radicula e hipocétilo das

plantulas de Lactuca sativa L. Os resultados estdo demonstrados na tabela 13.

TABELA 13 - INFLUENC[A DO EXTRATO BRUTO E FRAGCOES NO CRESCIMENTO DA RADICULA
E HIPOCOTILO DAS PLANTULAS DE Lactuca sativa L.

Amostra Cic::;:ée:- Radidula De§vio Teste Hipocétilo De§vio Teste
(ug/ml) (cm) padréo (%) | Tukey (cm) padréo (%) | Tukey
Agua 7,00 1,56 a 7,00 1,56 a
Metanol 6,45 1,28 abc 6,45 1,28 ab
1000 3,15 2,21 abcd 2,25 3,68 cde
750 3,10 1,45 abcd 2,85 2,35 cde
EB 500 5,45 4,80 abcd 2,20 1,51 cde
250 3,25 2,12 abcd 2,00 2,41 cde
100 4,10 2,61 abcd 2,85 3,66 cde
1000 2,00 2,16 d 0,95 1,43 de
750 2,60 1,85 cd 2,40 3,42 cde
FH 500 4,20 3,98 abcd 2,65 2,50 cde
250 3,70 1,30 abcd 2,15 1,31 cde
100 4,15 3,91 abcd 1,05 1,57 de
1000 4,90 4,02 abcd 0,35 0,99 e
750 2,00 2,00 d 1,45 2,56 cde
FCL 500 6,95 5,02 . 2,80 2,53 cde
250 6,80 4,55 ab 4,70 4,27 abc
100 2,95 1,47 bcd 1,35 1,39 cde
1000 3,95 2,74 abcd 4,50 4,86 abc
750 3,65 1,63 abcd 2,45 2,52 cde
FAE 500 410 3,26 abcd 3,10 3,67 bode
250 5,30 4,26 abced 4,00 5,75 abcd
100 4,15 3,53 abced 2,85 3,39 cde
1000 4,95 3,22 abcd 1,50 1,88 cde
750 5,20 6,52 abcd 1,80 2,26 cde
FR 500 3,55 1,88 abcd 2,65 2,44 cde
250 6,45 6,04 abc 3,40 4,15 bcde
100 4,40 0,94 abcd 2,10 1,21 cde

FONTE: A Autora (2022).

NOTA: Extrato bruto (EB); Fragdo hexano (FH), Fragéo cloroférmio (FCL), Fracéo acetato de etila
(FAE), Fragao remanescente (FR); Agua (Hz20).
(2) Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste

de Tukey.
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As plantulas submetidas a fragdo cloroférmio na concentragdo de 500 pg/ml
néo diferiu significativamente; O crescimento médio das radiculas nesta concentracéo
nao apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos segundo o teste de Tukey
a 5% de probabilidade, quando comparado ao controle agua. As demais fragbes nas
diferentes concentracdes apresentaram inibicado do crescimento da radicula; a fragcao
cloroférmio na concentragao 750 pg/ml e a fracdo hexano na concentracdo 1.000
Mg/ml apresentaram maior potencial de inibigdo no crescimento.

Pode-se inferir que a atividade de inibicdo apresentada pelas fragdes nas
diferentes concentragdes € devido a presenca dos metabdlitos secundarios, como
observado nas analises por CCD.

Embora os aleloquimicos possam pertencer a qualquer uma das classes de
metabdlitos secundarios, terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos séo classes
de compostos alelopaticos mais comumente associados a alelopatia (ACl et al., 2022;
TREZZI, 2002). Os monoterpenos sado os principais componentes dos oleos
essenciais de plantas e sao os terpenoides inibidores do crescimento via volatizagao
mais abundantes identificados em plantas (SAMPIETRO, 2001) .

Conforme evidenciado na triagem fitoquimica, a fragcao cloroférmio apresentou
resultado positivo para alcaloides, cumarinas e terpenos e a fragao hexano apresentou
resultado positivo para cumarinas. Dewick (2002) afirma que os alcaloides, mesmo
em pequenas quantidades, sdo substancias naturalmente téxicas. Poucos alcaloides
sdo conhecidos por terem atividade alelopatica. Alguns como cocaina, cafeina,
cinconina, fisostigmina, quinina, quininidina, estricnina sdo reconhecidos inibidores da
germinagao (SAMPIETRO, 2001).

Cumarinas tém sido largamente relacionadas a alelopatia. Compostos como
escopolina, escopoletina e furanocumarinas sao apontadas como inibidoras potentes
tanto do crescimento de plantas como da germinagdo de sementes (SAMPIETRO,
2001; SOUZA FILHO; ALVES, 2000). O psoraleno, uma furanocumarina isolada de
sementes de Psoralea subacaulis Purs. pode inibir a germinacdo de sementes de
alface em concentracdes inferiores a 0,001 ppm. Esta classe de metabolitos
secundarios poderiam ser excelentes fontes herbicidas, entretanto existem evidéncias
de citotoxicidade em mamiferos (ALVES; SANTOS, 2002).

Percebe-se que estruturas com caracteristicas mais apolares promoveram a

inibicdo do crescimento das plantulas.
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De forma geral, as raizes mostram-se mais sensiveis a agdo dos metabdlitos
presentes nos extratos quando comparados com as demais estruturas das plantulas,
fato este que pode ser explicado pelas raizes estarem em contato direto com o alelo-
quimicos (LIMA et al., 2011).

Reigosa et al. (1999) sugeriram que a resposta esperada de um processo
fisioldgico a determinadas concentragbes de um aleloquimico é variavel, ou seja, a
resposta ndo é previsivel de acordo com a concentracgao.

Percebe-se no presente estudo que o estimulo alelopatico sobre as sementes
de alface nao apresentam uma relagao dose-dependente. Cada processo fisiolégico
apresenta uma resposta diferente a certas doses de cada aleloquimico, ndao sendo
esse efeito necessariamente dose-dependente. Este fenbmeno chama-se hormese,
no qual uma caracteristica biolégica € estimulada por baixas doses de um composto,
mas inibida por altas doses do mesmo, sendo considerada uma resposta adaptativa
a ruptura da homeostase (JUSSELINO, 2002).

O efeito alelopatico pode ser classificado em dois tipos: auto toxicidade — é um
mecanismo intraespecifico de alelopatia que ocorre quando uma espécie de planta
libera determinada substancia quimica que inibe ou retarda a germinagdo e o
crescimento de plantas da propria espécie; heterotoxicidade — ocorre quando uma
substancia com efeito fitotoxico é liberada por determinada planta afetando a
germinacao e o crescimento de plantas de outra espécie (FAVARETTO, 2014).

Cabe ressaltar que os resultados obtidos em laboratorio para a alelopatia
podem nao se confirmar em condi¢cbes naturais, visto a ocorréncia simultdnea de

fatores bidticos e abidticos que podem interferir nos resultados.
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5 CONCLUSOES

Levando-se em consideragao os objetivos propostos para este trabalho e os

resultados obtidos podem-se fazer as seguintes conclusoes:

A espécie Cupania vernalis Cambess., pertencente a familia Sapindaceae, nao
apresenta descrigao na literatura sobre sua composicao fitoquimica ou qualquer
outro estudo descritivo desse cunho. Em uma pesquisa fitoquimica preliminar por
CCD, esta espécie evidenciou a presenca de grupos de metabdlitos secundarios
como: alcaloides, flavonoides, terpenos, cumarinas e taninos;

Em analise utilizando a técnica de DRXm do precipitado cristalino gerado apds o
particionamento com solvente hexano, identificou-se a presenca de um ciclitol
denominado L-quebrachitol, um composto cristalino bioativo evidenciado pela
primeira vez nesta espécie;

Na busca de patentes contendo o L-quebrachitol, identificou-se um potencial de
pesquisa nacional, quando comparado ao significativo numero de patentes
depositadas mundialmente;

O teste de toxicidade n&o revelou atividade contra o microcrustaceo Artemia salina,
pois, todas as amostras apresentaram um valor de CL50 superior a 1000 ug/ml, o
que evidencia a baixa toxicidade das amostras pelo ensaio.

Nao foi observado hemolise para nenhuma amostra em nenhuma diluicdo, quando
comparado ao controle positivo triton 0,1%, demonstrando que as amostras nao
foram capazes de promover hemolise in vitro.

No estudo alelopatico, as sementes da espécie alvo, Lactuca Sativa L. (alface),
nao sofreram influéncia no processo de velocidade de germinacao, porém foi
evidenciado inibicao do crescimento do hipocdtilo e da radicula apds contato com
o extrato e fragcbes obtidas das partes aéreas de Cupania vernalis.

Este trabalho contribuiu para o enriquecimento dos dados a respeito da espécie

tendo em vista os resultados obtidos nos ensaios realizados. Mostra-se de suma

importancia a continuidade dos estudos para o isolamento e identificacdo de

compostos, principalmente devido as fragdes nao apresentaram potencial téxico e que

podem possuir outras atividades bioldgicas ou farmacoldgicas relevantes.
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