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RESUMO

Crateva benthamii (Capparaceae), espécie arborea, comum em areas de
varzea da Amazonia, pode alcancar de 6 a 12 m de altura. Ha relatos da utilizacao
de suas cascas, pelos povos ribeirinhos da Amazonia, como anti-sépticas e contra o
veneno de cobra; das raizes e das folhas como toénicas, para problemas do
estbmago e de uso tépico como auxiliares na recuperacdo do reumatismo.
Objetivando avaliar as potencialidades farmacoldgicas e biotecnolégicas dos
extratos de C. benthamii, este estudo relata os resultados obtidos na avaliagdo do
extrato metanol/agua (80:20) das cascas de C. benthamii nos testes antifingicos
contra o fungo xil6fago Pycnoporus sanguineus; dos extratos metanol/agua (80:20) e
diclorometano das cascas, nos testes antibacterianos contra as espécies
Staphylococus aureus, Escherichia coli , Salmonella london ,Shigella sonni, Shigella
paratyphi , Shigella tryphimurium, bem como a caracterizagdo das substancias que
compdem o 6leo essencial extraido de sua folhas. O extrato metanol/agua (80:20)
nos ensaios antibacterianos se mostrou ativo para a espécie de bactéria
Staphylococus aureus na concentracao de 1,20 mg/mL tanto pelo método de difusédo
cavidade placa (CP) quanto pelo método de disco placa (DP), enquanto que o
extrato diclorometano ndo se mostrou ativo para nenhuma das espécies de bactérias
estudadas. No ensaio onde se avaliou a atividade antifungica do extrato contra P.
sanguineus, 0 extrato metanol/agua mostrou atividade inibitéria moderada do
crescimento micelial do fungo na concentracdo de 0,1 g/mL, dados estatisticos
mostraram que o aumento da concentragdo pode levar a uma completa inibicdo do
crescimento micelial. A andlise do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de C do extrato diclorometano apresentou Lupeol e 0o Germanicol como
triterpenos majoritdrios e o fracionamento cromatogréfico deste resultou no
isolamento e identificacdo do Lupeol, além de uma substancia ndo identificada que
se mostrou na forma de um 6leo de coloracdo amarelada, com odor agradavel, cujo
espectro de RMN de *3C sugere que seja um éster de a-amirina. Na analise por
CG/EM do oleo essencial, identificaram-se oito substancias sendo o trans-cariofileno
um dos compostos majoritarios.



ABSTRACT

Crateva benthamii (Capparaceae), a common tree species in the Amazonian
floodplain areas, may reach from 6 to 12 m in height. There are reports on it being
used by the people inhabiting the riverside, on account of its bark being used as
antiseptic and against snake poison, its roots and leaves being used as tonics for
stomachic problems and its topical use as auxiliaries in the recovery of the
rheumatism. Aiming to evaluate the pharmacological and biotechnological
potentialities of the C. benthamii extracts, the present study reports on the findings
obtained on the evaluation of the methanol/water extract (80:20) of the C. benthamii
bark, on the antifungal tests against the xylophagous fungus Pycnoporus sanguineus
and on the methanol/water (80:20) and dichloromethane extracts of the bark on the
antibacterial tests against species Staphylococus aureus, Escherichia coli |,
Salmonella london ,Shigella sonni, Shigella paratyphi , Shigella tryphimurium, as
well as the characterization of the substances that compose the essential oil
extracted of its leaves. The methanol/water extract (80:20) on the antibacterial
assays showed to be active to Staphylococus aureus bacterium species on 1.20
mg/mL concentration both by plate cavity diffusion (CP) as plate discus (DP) method,
while the dichloromethane extract did not show activity for others bacteria studied.
On the assay to evaluate the antifungal extract activity against P. sanguineus the
methanol/water extract on the concentration of 0,1 g/mL showed moderate inhibitor
activity on micelial growth. Statistical data showed that the concentration increase
may inhibit micelial growth. The *C NMR spectrum analyses of the dichloromethane
extract showed Lupeol and Germanicol as majority triterpenes. Chromatographic
fraction resulted on the Lupeol isolation and identification in addition to another not
identified substance similar to yellowish-coloured oil, with a pleasant odour, whose
13C NMR spectrum suggests being a a-amirin ester. In the essential oil CG/EM
analysis eight substances were identified, with the trans-caryophyllene being one of
the major compounds.



INTRODUCAO

Estima-se que o Brasil seja detentor de 20% de todo o patrimbnio genético
da biodiversidade mundial (PINTO et al., 2002). O pais possui a maior diversidade
genética vegetal do mundo, sdo cerca de 55 mil espécies vegetais, 22% do total

registrado no planeta (DIAS, 1996; PINTO et al., 2002).

De um total aproximado de 250 mil espécies de plantas superiores no
mundo, cerca de 100 mil crescem na América Latina (SIQUEIRA, 2001). Estima-se
gue, na Amazbnia Legal, crescem, no minimo, 30 mil espécies vasculares
(GENTRY, 1982; SIQUEIRA, 2001) incluidos todos os habitos de crescimento,
arvores, arbustos, ervas, cipos, hemiepifitas, epifitas e parasitas, sendo sem duavida,
um das regides com o maior potencial genético floristico do planeta (MAIA, 2001).
Inimeras drogas em uso clinico no mundo sdo derivadas de produtos naturais da

Amazoénia (HOSTETTMANN, QUEIROZ e VIEIRA, 2003).

A espécie estudada (Crateva benthamii Eichler) é tipica das florestas de
varzea e abundante no Amazonas (KLINGE, ADIS e WORBES, 1995; WALDORFF

& MAIA, 2000; MAIA & CHALCO, 2002). A medicina popular utiliza o extrato das



folhas aplicando externamente contra reumatismo, suas raizes e flores s&o
consideradas ténica e estomaquica (MORS, RIZZINI & PEREIRA, 2000) e a
entrecasca € utilizada contra o veneno de cobra (ALBUQUERQUE, 1989; MORS,

RIZZINI & PEREIRA,2000; VIEIRA, 1992).

Desde tempos remotos a humanidade aprendeu a utilizar as propriedades
biolégicas das plantas, na cura de doencas ou mesmo como veneno. Muitos dos
componentes quimicos destas plantas foram identificados, posteriormente, como
substancias ativas, através do estudo quimico detalhado da planta (SCHENKEL,
GOSMANN & PETROVICK, 2003). O estudo quimico consiste em isolar o principal
componente da planta, elucidar sua estrutura quimica, caracterizar suas
propriedades e entdo obter derivados com maior indice de similaridade estrutural
com o produto natural que apresente as propriedades desejaveis, podendo assim
chegar ao desenvolvimento de um novo farmaco (CECHINEL FILHO & YUNES,

1998; MONTANARI & BOLZANI, 2001).

O conhecimento preciso e acurado das propriedades fisico-quimicas é de
importancia fundamental num estudo quimico farmacoldgico (PINTO et al., 2002).
Muitos laboratérios de Produtos Naturais tém inserido dentro de suas rotinas de
isolamento, purificacdo e elucidacado estrutural, diversos ensaios biolégicos simples,
no intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na
procura de substancias bioativas (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998,
HOSTETTMANN, QUEIROZ & VIEIRA, 2003). Vérias espécies vegetais sdo

capazes de fornecer substancias, importantes para a fabricagcdo de produtos



farmacéuticos e nutricionais, ou constituem uma parte integrante dos sistemas vitais

dos quais dependemos (BRISKIN, 2000; SIMOES & SCHENKEL, 2001).

Estudos mostraram que o género Crateva apresenta algumas espécies que
podem ser utilizadas como antiinflamatdério, anti-bacteriana, inseticida e na reducao
de leucdcitos (MORS, RIZZINI & PEREIRA, 2000; GEETHA, VARALAKSMI &
LATHA, 1998). Da casca de C. benthamii foi extraido com éter de petréleo e isolado
o triterpeno lupeol (AYNILIAN, FARNSWORTH & PERSINOS, 1972), substancia
esta freqientemente encontrada em vegetais e que tem sido estudada pelos seus
efeitos inibidores, atuando como anticorpo e mediador celular de respostas
imunologicas (JUNGES et al. 2000; MONTE, OLIVEIRA & FILHO, 2001; PATOCKA,

2003).

Segundo Patoc¢ka (2003) terpendides sdo um amplo grupo de compostos
naturais com consideravel significancia pratica. No dia-a-dia, encontramos direta ou
indiretamente varios terpendides, tais como mono e sesquiterpenos componentes de

Oleos essenciais, 0s quais contribuem para o aroma das plantas.

Triterpenos de diferentes tipos estdo presentes em todas as plantas
superiores, sS40 compostos extremamente importantes na defesa do vegetal, como
exemplos de importancia ecolégica podem ser citados, 0s quassindides, as
cucurbitacinas, que servem de defesa contra herbivoros e as saponinas que séo

toxicas para os animais de sangue frio (ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997).



Ha um crescente interesse em triterpenos naturais gerado pelo amplo
espectro de atividades biolégicas a eles relacionadas. Os triterpenos séo
bactericidas, fungicidas, anti-viral, citotoxicos, analgésicos, anti-cancer, espermicidas
e antialérgicos. Recentemente varios estudos tém sido realizados com trés
compostos deste grupo, especialmente: lupeol, acido betulinico e betulina

(PATOCKA, 2003; ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997; ZUCO et al., 2002).

Apesar do recente interesse pelo lupeol, motivado pelas propriedades
biol6gicas a ele associadas, ressalta-se que, muitos estudos ainda necessitam ser
realizados para o melhor conhecimento deste composto e verificacdo de sua
presenca em vegetais no Brasil. Neste contexto, um grande numero de espécies
amazonicas que apresentam valores nutricionais, farmacoldgicos e econémicos
agregados a seus produtos e subprodutos, ainda permanecem desconhecidas,
ficando o seu conhecimento e beneficios limitados a poucas comunidades ou grupos

indigenas, detentores durante milénios de um vasto conhecimento.

Assim, em decorréncia da demanda de informacdes sobre o lupeol e suas
potencialidades de utilizacao, buscou-se neste trabalho realizar o estudo fitoquimico
e avaliar a potencialidade farmacologica dos extratos de C. benthamii, através da
extracdo do lupeol com solvente diclorometano e metanol de cascas do tronco; a
caracterizacdo quimica do 6leo essencial das folhas; como também, verificar por
meio de ensaios preliminares a atividade biol6gica do extrato como inibidor de
fungos (Pycnoporus sanguineus) e bactérias (Staphylococus aureus, Escherichia

coli, Salmonella london ,Shigella sonni, Shigella paratyphi, Shigella tryphimurium).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Capparaceae e sua Distribuicdo Geografica.

A familia Capparaceae é composta por aproximadamente 50 géneros e
700 espécies, ocorrendo nos Trépicos e Subtropicos de ambos os hemisférios e no
Mediterraneo (Fig. 1). E representada no Brasil por aproximadamente 9 géneros e
46 espécies. (RIBEIRO, 1999). Na tabela 1 estdo representados o0s principais

géneros.

Figura 1: Distribuicdo geografica da familia Capparaceae
Fonte: Guia de Consultas Botanicas 11,2004.



Tabela 1

Familia Capparaceae e o0s principais géneros.

CAPPARACEAE
GENEROS
Apophyllum F.Muell. Cristatella Nuitt. Oxystylis Torr. & Frem.
Atamisquea Miers Dactylaena Schrad. Pentadiplandra Baill.
Bachmannia Pax Dhofaria A.G.Mill. Podandrogyne Ducke
Beautempsia Gaudich. Dipterygium Decne. Poilanedora Gagnep.
Belencita H.Karst. Euadenia Oliv. Polanisia Raf.
Borthwickia W.W.Sm. Forchhammeria Liebm. Puccionia Chiov.
Boscia Lam. Haptocarpum Ule Ritchiea R.Br. ex G.Don
Buchholzia Engl. Isomeris Nutt. Setchellanthus Brandegee
Buhsia Bunge Koeberlinia Zucc. Steriphoma Spreng.
Cadaba Forssk. Maerua Forssk. Stixis Lour.
Capparis L. Morisonia L. Thilachium Lour.
Cladostemon A.Braun & Vatke Neothorelia Gagnep. Tirania Pierre
Cleome L. Neocalyptrocalyx Wislizenia Engelm.
Cleomelia DC. Niebuhria DC.
Crateva L.
Oceanopapaver Guillaumin

FONTE: Royal Botanic Gardens, Kew, 2004.

2.2 Morfologia das Capparaceas

A familia inclui espécies herbaceas, arbustivas, arbéreas, raramente lianas,
com folhas geralmente alternas, simples e palmadamente compostas. As flores sao
vistosas, com sépalas e pétalas livres, de coloragéo verde, amarela, branca, rosa ou
lilds, com gineceu crescendo sobre um gin6foro (haste alongada segurando o

pistilo). Os frutos séo siliquas, bagas, capsulas ou drupas (RIBEIRO et al., 1999).



Figura 2: Cleome hadlleriana Figura 3: Capparis grandipetala
(detalhe daflor) (detalhe da flor e do fruto)

Dentre os grupos de substancias quimicas encontradas na familia
Capparaceae ha relatos que indicam a presenca de glucosinolatos, glicosideos

cianogenicos, alcalodides, saponinas e o triterpeno lupeol (GIBBS, 1974).

2.3 Aspectos morfolégicos de C. benthamii na Amazb6nia

Crateva benthamii Eichler popularmente conhecida como caravari, catoré,
trapid, catauari, catauré, tapid, cotore, trerid € uma arvore de 6 a 12 m de altura, cujo
habitat € a mata de varzea, podendo eventualmente ser encontrada no igap0. A sua
distribuicdo geografica na Amazoénia abrange as floresta do Peru e Brasil (MAIA,

2001). A figura 4 apresenta a arvore adulta na fase terrestre da floresta inundada.

Figura 4: Arvore de C. benthamii.
Foto: Maia, 2001



A espécie apresenta como caracteristicas anatdmicas folhas alternas,
digitadas, trifolioladas, peciolo com cerca de 11,0 cm de comprimento e
inflorescéncia em corimbo terminal com pétalas lanceoladas, cremes, ginéforo e

filete roxos e calice verde. A figura 5 mostra a inflorescéncia com flores e botdes.

Figura 5: Inflorescéncia de Crateva benthamii .
Foto: Maia, 2001

Seu fruto € uma baga que apresenta forma globosa, com pontuagdes
brancas, com cerca de 9 cm de comprimento e 8 cm de largura. Suas sementes sao

escuras, globosas, possuem de 0,8 a 1,0 cm de diametro com testa dura e lenhosa.

As figuras 6 e 7 apresentam o fruto maduro, 0 mesocarpo e as sementes,

respectivamente.

Figura 6: Fruto maduro de C. benthamii
Foto: Maia, 2001



Foi observado que C. benthamii floresce entre julho e novembro, frutifica de

outubro a julho e apresenta 0 méaximo de frutificacdo entre abril e julho.

Figura 7: Mesocarpo com sementes de C. benthamii
Foto: Maia, 2001

Algumas espécies de peixes como, por exemplo, a Matrinxa (Brycon
cepahlus), o Pacu (Metynnis sp.,Mylesinus sp., Myleus sp., Mylossoma sp.) e o

Tambaqui (Colossoma macropomo) se alimentam com os frutos de C. benthamii.

2.4 Importancia Socio-econémica das Plantas Medicinais

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
namero de farmacos, contudo, estudos indicam que somente 8% das espécies
vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de compostos metabdlitos
(GARCIA et al, 1996). Uma anélise de dados ja obtidos revela que apenas 15 a 17%

das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (SOEJARTO,1996).



A biodiversidade de plantas medicinais da Amazdnia tem importancia socio-
econdmica para a regido, dados etnobotanicos revelam que foram catalogadas mais
de 300 espécies de fitoterapicos (REVILLA, 2000). Estas plantas sdo usadas
popularmente contra doencas infecciosas e parasitarias, vetores, problemas cronico-
degenerativos, emagrecimento, regulacdo da menstruagéo, procedimento abortivo e

como antidoto ao veneno de cobra.

As plantas medicinais se apresentam como Unico recurso terapéutico para
uma grande parcela da populacédo brasileira e de mais de 2/3 da populacdo mundial,
sendo que o mercado mundial de fitoterdpicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes
anualmente, sendo um dos setores que a cada ano ganha mais adeptos. (PINTO et

al., 2002)

Dados revelam que no periodo de 1983-1994, 6% dos medicamentos
aprovados mundialmente foram extraidos diretamente de vegetais, 24% foram de
produtos derivados e 9% foram desenvolvidos através da modelagem molecular,
onde a estrutura molecular dos compostos isolados servia de protétipos nos

processos de sinteses quimicas. (ALVES, 2001)



Diferentes fontes de agentes
terapéuticos
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@ Produtos sintéticos
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0 Biolégicos

0 Produtos naturais

m Derivados de produtos naturais

Figura 8: Diferentes fontes de agentes terapéuticos
Fonte: Cragg et a.,1997

Um terco dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo foram
desenvolvidos a partir de produtos naturais e que no caso das drogas
anticancerigenas e dos antibidticos esse percentual atinge cerca de 70 % (CRAIG,

NEWMAN & SNADER, 1997).

Em termos financeiros o custo de producdo de fitomedicamentos € sem

davida alguma muito mais viavel, como é expresso pelo texto:

Comparado ao desenvolvimento de um novo medicamento
sintético, que envolve vultosas somas de recursos (cerca de US$ 350
milhdes a US$ 800 milhbes e cerca de 10 a 15 anos de pesquisa), 0O
desenvolvimento de um fitomedicamento requer muito menos recursos, e
também menor tempo de pesquisa. Com base no vasto conhecimento
popular ja existente para o uso de muitas plantas medicinais, estima-se que
0s custos para o desenvolvimento de um fitomedicamento (fitoterapicos)
ndo devem ultrapassar 2 a 3% daquele previsto para o desenvolvimento de
um novo medicamento sintético (CALIXTO, 2004).

Se considerarmos a imensa biodiversidade brasileira podemos facilmente

afirmar que as potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe



de estarem esgotadas, tal fato é ressaltado nas palavras de Schenkel, Gosmann &

Petrovick (2003):

Novos conhecimentos e novas necessidades certamente
encontrardo no reino vegetal, solucdes através da descoberta e
desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica, ou com
aplicacbes na tecnologia farmacéutica ou no desenvolvimento de
fitoterdpicos com maior eficiéncia de acgéo.

2.5 Metabolismo Secundéario

Denomina-se Metabolismo Secundario o conjunto de reagcfes quimicas que
ocorrem no interior de cada célula, reacdes essas direcionadas por enzimas
especificas que dao origem as denominadas rotas metabdlicas, nos vegetais em
especial, as substancias quimicas formadas (metabdlitos) podem ser divididas em

dois grandes grupos (SANTOS, 2003).

No primeiro grupo encontram-se as substancias que s&o produzidas,
degradadas ou até mesmo transformadas com a funcédo de suprir diretamente as
necessidades vitais da espécie (energia e macromoléculas celulares). Ao segundo
grupo pertencem as que sao produzidas, transformadas ou acumuladas nao
necessariamente relacionadas as necessidades vitais, mas que garantem vantagens
na sobrevivéncia e na manutencdo da espécie (SANTOS, 2003). Ao primeiro grupo
de substancias, denomina-se de Metabdlitos primarios e ao segundo grupo de

Metabdlitos secundérios ou Metabdlitos especiais (GOTTLIEB et al. 1996).

Uma outra forma de diferenciar-se o metabolismo primario do metabolismo

secundario é quanto a sua distribuicdo nos vegetais, enquanto o metabolismo



primario é distribuido universalmente nos vegetais, ou seja, todos 0s vegetais
realizam tais reacdes, o metabolismo secundario ndo apresenta distribuicdo
universal, de acordo com a necessidade de cada espécie (fatores bidticos e
abidticos) as substancias produzidas serdo diferenciadas, tal caracteristica pode ser
utilizada inclusive em estudos taxonémicos (quimiossistematica) onde cada espécie
vai apresentar uma ou mais substancias caracteristicas da familia ou grupo

taxonémico ao qual pertence. (GOTTLIEB, 2003)

Por serem fatores de interacdo entre organismos 0s metabdlitos especiais
frequentemente apresentam atividades bioldgicas interessantes (ELISABETSKY &
SOUZA, 2003). Sua importancia comercial reside em trés grandes areas: a

farmaceéutica, a nutracéutica e as aplicagdes industriais diversas (PERES, 2003).

Na farmacéutica os metabdlitos especiais tém demonstrado sua importancia
pelo fato de que tais substancias podem ser empregadas como protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos e como fonte de matérias — primas
farmacéuticas para a fabricagdo de fitofarmacos ou de fitoterapicos (SIMOES &

SCHENKEL, 2003).

O que se tem observado é que os metabodlicos secundéarios responsaveis
pela defesa do vegetal através de atividade citotoxica contra patdgenos podem ser
utilizados na medicina como agentes antimicrobianos, os que atuam através de
atividades neuroldgicas, podem ser empregados como anestésicos, antidepressivos

ou sedativos (BRISKIN, 2000).



A nutracéutica, area que combina a nutricdo com a prevencao de doencas,
setor emergente que se ocupa na busca dos alimentos funcionais, encontra nos
metabolitos especiais muitas substancias com propriedades antioxidantes que sao

capazes de prevenir varias doencas (PERES, 2003).

Quanto as aplicacdes industriais podem-se citar exemplos da utilizacdo dos
metabdlitos especiais, no setor de cosméticos, que emprega os denominados 6leos
essenciais, que nada mais sdo do que uma mistura de metabdlitos secundéarios com
baixo peso molecular e por isso muito volateis, obtidos a partir da extracdo por
arraste a vapor de partes dos vegetais (SIMOES & SPITZER, 2003), substancias
essas muito apreciadas por seus aromas e propriedades bioldgicas, até o setor de
corantes naturais, que também se beneficia das propriedades organolépticas de
determinadas substancias para dar tonalidades de cor a seus produtos (ARAUJO,

2001).

2.6 Terpendides

Os terpendides sdo definidos como substancias naturais cuja estrutura pode
ser dividida em unidades de isopreno (CsHs), tais unidades sdo biogeneticamente
formadas a partir do acetato por via do acido mevaldénico ou pela via mais
recentemente descoberta denominada de mevalonato—independente ou via
dioxixilulose fosfato, que provavelmente é a mais utilizada na natureza (ROBBERS,

SPEEDIE & TYLER 1997; CROTEAU, KUTCHAN & LEWIS, 2000; DEWICK, 2002).



Segundo Robbers, Speedie & Tyler (1997) o numero aproximado de
terpendides isolados de compostos naturais é cerca de 20 mil, um nimero muito alto
se comparado ao de qualquer outra classe de compostos de produtos naturais. O

mesmo autor expressa a importancia biolégica dos terpendides da seguinte forma:

Os terpenoides vegetais tém papel proeminente nas discussdes
sobre ecologia quimica, pois desempenham fung¢des importantes como
fitoalexinas, insetifugos, repelentes de insetos, agentes de atragéo polinica,
agentes de defesa contra herbivoros, feroménios, aleloquimicos, hormdnios
vegetais e moléculas de sinalizagéo.

Santos (2003) descreve o processo inicial da biossintese dos terpenos a

partir do acetato pela via do 4cido mevalénico com as seguintes palavras:

O mevalonato é formado da condensagdo de uma unidade da
acetoacetil-CoA com uma molécula da acetil-CoA. Apdés a condensacgdo
alddlica, ocorre uma hidrélise originando a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) que é reduzida a mevalonato, numa reacao irreversivel, a
reducdo da HMG-CoA depende do fosfato de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH) e é catalisado pela  HMGCoA-redutase O
mevalonato é entdo convertido em isopentenil-pirofosfato (IPP), ou isopreno
ativo, a unidade bésica na formacao dos terpenos e esterdides.

Por sua vez Rohdich, Hecht, Bacher & Eisenreich (2003) descrevem o

processo de formacéo dos precursores dos terpenos a partir da via do mevalonato-

independente ou via dioxixulose fosfato da seguinte forma:

O piruvato reage com D-gliceraldeido 3-fosfato que apds um
processo de descarboxilagdo gera o 1-dioxi-D-xilulose-5-fosfato que
mediante a acdo de NADPH se transforma em 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato
gue apls isso € convertido em 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato pela
acdo de enzimas especificas. O ciclo difosfato € reduzido em 1-hidroxi-2-
metil-2-(E)-butenil-4-difosfato que pode ser convertido em IPP.

A figura 9 mostra a biossintese dos terpenos, o isopreno é representado no

esquema seguinte como uma unidade basica. A juncédo de uma unidade de isopreno



ou isopentenilpirofosfato (IPP) e seu isbmero dimetilalil-pirofosfato (DMAPP) forma o
geranilpirofosfato (GPP), que é o precursor dos monoterpenos. Quando mais uma
unidade de IPP é acoplada gera o farnesilpirofosfato (FPP), que € o precursor dos
sesquiterpenos. A adicdo de mais um IPP a um FPP origiha o
geranilgeranilpirofosfato (GGPP), sendo este o precursor dos diterpenos. A jungéo
de duas unidades de FPP gera os triterpenos e de duas unidades de GGPP gera os

tetraterpenos (SANTOS, 2003)
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Figura 9: Esquema da biossintese dos terpenos

As plantas possuem mecanismo que possibilitam a ocorréncia das duas vias
metabdlicas para a formacdo de terpenos, contudo, as enzimas da via do &cido
mevaldnico estdo localizadas no citosol e as da via da dioxixilulose fosfato estdo
localizadas nos cloroplastos. Por isso, triterpenos e esterodides (produtos citosolicos)
sdo formados pela via do acido mevalénico e os outros terpendides formados nos

cloroplastos sao originados da via da dioxixilulose fosfato (DEWICK, 2002).



Atualmente s&do conhecidos mais de mil monoterpenos, e devido as
caracteristicas de volatilidade e odor pungente, estas substéncias sdo bastante
procuradas pelas industrias de cosmeéticos e de alimentos. Contudo, a subclasse de
terpenos mais abundantes é a dos sesquiterpenos, sendo 0s mesmos bastante
difundidos no reino vegetal, alguns inclusive, de origem marinha. Os sesquiterpenos
apresentam variadas atividades bioldgicas relatadas, dentre elas podemos citar a
atividade antimicrobiana e antitumoral, sendo alguns muito téxicos para o0s
mamiferos (ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997; CROTEAU, KUTCHAN &
LEWIS, 2000). Dentre os primeiros sesquiterpenos isolados de fontes naturais

estavam o B-cadineno e o B-cariofileno.

Os diterpenos nao sao volateis e podem ser encontrados tanto em vegetais,
guanto em fungos, organismos marinhos e alguns insetos. Em geral sédo toxicos aos
herbivoros, contudo, sdo detentores de muitas atividades biolégicas, como por
exemplo, a atividade anticancerigena demonstrada pelo taxol, a atividade reguladora
de crescimento vegetal das giberelinas e a atividade inseticida dos acidos resinicos

da madeira de coniferas. (CROTEAU, KUTCHAN & LEWIS, 2000).

Os triterpenos em sua grande maioria sdo constituidos por alcoois que
guando combinados com acucares formam glicosideos, como € o caso das
saponinas. Os que se apresentam na forma livre sdo componentes de resinas, do
latex ou da cuticula das plantas (CROTEAU, KUTCHAN & LEWIS, 2000; ROBBERS,
SPEEDIE & TYLER, 1997). Podem ser classificados dentro desse grupo o0s
esteréides (C,;7), que sao formados nos estagios finais da biossintese dos

triterpenos, onde pequenos fragmentos contendo carbono podem ser retirados para



formar compostos com menos de 30 atomos de carbono (ROBBERS, SPEEDIE &

TYLER, 1997).

Os triterpenos atualmente sdo bastante procurados em decorréncia de suas
propriedades como inseticidas (limondides), como interruptores da metamorfose de
insetos (fitoecdisonas) ou como medicamentos (glicosideos) (ROBBERS, SPEEDIE

& TYLER, 1997).

Os carotendides sdo substancias bastante difundidas na natureza, sao
responsaveis por algumas das cores amarelas, vermelhas, alaranjadas e puarpuras
observadas em muitos seres vivos, atualmente sdo conhecidos em torno de 600
carotendides naturais e é grande o potencial do mercado para o uso de carotendides
pela industria de alimentos, racdo animal, cosméticos e agentes farmacéuticos

(ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997; DEWICK,2002).

2.7 Triterpenos Pentaciclico: Lupeol

Os triterpenos pentaciclicos segundo seu esqueleto basico podem ser
divididos em trés grupos principais: B — amirina (Oleananos), a — amirina (Ursanos) e
Lupeol (Lupanos). No lupeol a estereoquimica entre os anéis A/B, B/C, C/D e DIE é
trans, além disso, o seu quinto anel é formado por 5 carbonos, ndo possuindo
estrutura hexagonal como nos outros triterpenos. Outros tipos de grupos mais
raramente encontrados incluem: friedelano, taraxastano e hopano (SCHENKEL,
GOSMANN & ATHAYDE, 2003). A tabela 2 mostra as atividades biolégicas do

lupeol.



Tabela 2

Atividades biologicas do Lupeol

Atividade Bioldgica Referéncia

Antiinflamatério (inibidor seletivo da
proteina cAK) HASMEDA et al, 1998.
Antiinflamatorio e antiartrite
(inibidor da peroxidagdo de lipidios) | GEETHA, VARALAKSMI & LATHA,

1998.
Antiurolitica (anticalciuria e
antioxaluria) ANAND et al., 1995.
Citotoxica (inibidor da
topoisomerase Il) para os tumores MORIARITY, 1998.
Hep-GZ, A-431 e H411E
Antiinflamatério (inibidor seletivo da
Serina protease) RAJIC et al., 1999.
Citotoxica ( contra as linhagens de
células Vero, B1gF10 € Hep-2) BADAMI et al., 2003.

Antiinflamatoério e antiartrite (teste
em edema de pata, granuloma e AGARWAL, 2003.
artrite induzida)

Segundo Moreno (2004) em termos bioldgicos os triterpenos séo
importantes na manutencdo da fluidez da membrana celular, além de participarem
como elementos nas ceras epicuticulares (defesa) e quando estdo glicosilados

(saponinas) podem funcionar como agentes emulsificadores (transporte).

Enquanto agentes de defesa da planta, os triterpenos sédo importantes por
que os insetos dependem de esterdides para seu processo de muda, contudo, sdo
incapazes de biosintetizar esteroides, por isso, sdo completamente dependentes da
ingestdo de precursores de esterbidais em sua dieta. Como os triterpenos sao
descarboxilados até a formacdo dos esqueletos dos esterdides e apresentam uma

parte da estrutura semelhante, por isso ndo podem ser distinguidos pelos receptores



de esterdides das células do inseto e ao ingerirem tais triterpenos estes se mostram

extremamente toxicos para muitas espécies de insetos (BOLILLA 9, 2003).

2.8 Estruturas Quimicas e Atividades biolégicas do género Crateva.

De acordo com Aynilian, Farnsworth & Persinos (1972) o extrato de Crateva
religiosa apresenta atividade antidiarréica e inseticida e a populacao das Philipinas o
utiliza contra ataques convulsivos, héa relatos que na Africa a casca é empregada
como estimulante de apetite e na india como laxante. Lorenzi (2003) e Aynilian,
Farnsworth & Persinos. (1972) afirmam que o extrato de Crateva tapia apresenta
atividade cardiorespiratéria e oxitoxica, além de que sua casca é utilizada como
amargo-ténica e febrifuga e que indios da Amazénia Ocidental, consideram o cha de
suas folhas um estomaquico muito eficaz, além de utilizarem a seiva da planta
contra dores reumaticas. Por sua vez Geetha et al. (1998) e Anand et al. (1995)
mostram que o extrato de Crateva nurvala apresenta atividades antiinflamatoria,

antiartrite, laxativa, antihelmintico, antipirético e antiurolitica.

A tabela 3 mostra os metabdlitos secundarios isolados em espécies de
Crateva, a classe de substancias, a estrutura molecular, a substancia isolada e as

atividades bioldgicas dos metabdlitos isolados.



Tabela 3

Metabdlitos secundarios isolados em espécies de Crateva: a classe de substancia, a estrutura molecular, a substancia isolada
e as atividades biolégicas dos metabdlitos isolados.

Espécie Classe de Estrutura molecular Substancia Atividade biologica
Substancia Isolada
lupeol
Ver Tab. 2
Atividade anticancerigena contra o Sarcoma 180 (MARQUES
. et al., 2002).
Terpendides
C. nurvala B-amirina
: Atividade anticancerigena contra sarcoma UMR 106
(MONTE, OLIVEIRA & BRAZ FILHO, 2001; SETZER &
a-amirina | SETZER, 2003)
Reducdo dos niveis de colesterol do sangue e redugdo da
dilatacdo da prostata (hiperplasia prostatica) (LIMA, 2005;
B-sitosterol | OVESNA, VACHALKOVA & HORVATHOVA, 2004, LASZLO,
Esterdides 2005)




Tabela 3 — Cont.

Espécie Classe de Estrutura molecular Substancia Atividade bioldgica
Substancia Isolada
Ver C. nurvala lupeol Ver Tab. 2
Ver C. nurvala
Ver C. nurvala B-amirina
Terpendides
Atividade antitumor, atividade antiviral in vitro contra o HIV
acido (PATOCKA, 2003).
C. tapia betulinico




Tabela 3 — Cont.

Espécie Classe de Estrutura molecular Substancia Atividade bioldgica
Substancia Isolada
Terpendide Ver C. nurvala lupeol Ver Tab. 2
Esterdides Ver C. nurvala p-sitosterol Ver C. nurvala

Atividade virucida contra virus envelopados: virus herpético
guercetina simples do tipo 1, virus respiratorio sincicial, pseudo-raiva,
parainfluenza 3 e sinbis (KAUS, MIDDLETON & OGRA,1985;
MUSCI & PRAGA, 1985), atividade antioxidante (LARSON,
1988), antiinflamatéria (DUWIEJUA & ZEITLIN, 1993),
antimicrobiana e antidlcera (BEIL et al., 1995), e antitumoral
(FORMICA & REGELSON, 1995), Atividade moluscicida sobre a
Biomphalaria glabrat (CARVALHO, 2005).

C.religiosa

Antiviral (MUCSI e PRAGAI, 1985).
Flavonoéides

isoquercitrina

Antioxidante (LARSON, 1988), usada no tratamento de
fragilidade capilar (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997),
Atividade moluscicida sobre a Biomphalaria glabrat (CARVALHO,
2005).

rutina

OH Oo

OHOH OH
OH




Tabela 3 — Cont.

Espécie Classe de Estrutura molecular Substancia Atividade bioldgica
Substancia Isolada
Terpendide Ver C. nurvala lupeol Ver Tab. 2
C. roxburghii

HO,SO_
N=

glucocaparina

Comunicacao inter-espécies, que abrangem desde repeléncia
gquimica até estimulagdo da ovoposicdo (DHAR et al., 1996;
FRANCIS et al.,2001), irritante local e emético, externamente, é
rubefaciente e vesicante (MITHEN et al., 2000).




2.9 Oleos essenciais

A International Standard Organization (ISO) define 6leos volateis ou
essenciais como o0s produtos obtidos de partes de plantas através de
destilacdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por

expresséo dos pericarpos de frutos citricos (SIMOES & SPITZER, 2003).

O que se tem observado é que dependendo da familia botanica os
Oleos essenciais podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais
como pélos capilares (Lamiaceae), células parenquimais modificadas
(Piperaceae), tubos oleaginosos chamados vittae (Apiaceae), ou canais
lisigenos ou esquizogenos (Pinaceae, Rutaceae), podendo ainda ser
formados diretamente pelo protoplasma, pela decomposicdo da camada de
resina da parede celular, ou pela hidrélise de certos glicosideos (ROBBERS,

SPEEDIE & TYLER, 1997)

As substancias quimicas que compdem os 6leos essenciais podem
ser quimicamente classificadas em dois grandes grupos, com base na
biossintese que |lhes deu origem: derivados de fenilpropandides, formados
através da via acido chiquimico, e derivados de terpenos, formados da via da
dioxixilulose fosfato (DEWICK, 2002). Segundo Simdes & Sptizer (2003) os

derivados de terpendides séo as substancias que preponderam.

Todos os 6rgdos de uma planta podem acumular 6leos essenciais,

contudo, sua composi¢cédo pode variar de acordo com a localizag&o, por isso,



Oleos essenciais obtidos de diferentes 6rgdos de uma mesma planta podem

apresentar composicéo bem distintas (SIMOES & SPITZER, 2003).

Cabe ressaltar que Oleos obtidos de um mesmo 6rgdo de uma
mesma espécie vegetal, podem apresentar composi¢do quimica variavel, de
acordo com a época de coleta, condi¢des climaticas e de solo (SIMOES &

SPITZER, 2003)

Segundo Teuscher apud Simbes & Spitzer (2003) “a composicao
guimica de um oleo volatil de uma planta é determinada geneticamente,
sendo geralmente especifica para um determinado 6rgdo e caracteristica

para o seu estagio de desenvolvimento”.

A importancia biol6gica de tais 6leos estd nas propriedades que os
mesmos apresentam como inibidores da germinacdo, na protecdo contra
predadores, na atracdo de polinizadores, na protecao contra a perda de agua
e aumento da temperatura, entre outras (CRAVEIRO & MACHADO;

HARBORNE apud SIMOES & SPITZER, 2003)

Economicamente, tais 6leos séo bastante procurados pelas industrias
de alimentos, cosméticos e farmacéuticos. A industria de alimentos busca em
tais Oleos produtos que poderiam ser empregados como aromatizantes de
alimentos, de bebidas ou como condimentos. Ja a industria de cosméticos,
tem como alvo principal, produtos que poderiam ser usados na fabricagéo de

perfumes e produtos de higiene. A industria farmacéutica, por sua vez, visa



aproveitar

as propriedades farmacolégicas que

tais Oleos possuem

(ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997; SIMOES & SPITZER, 2003). As

propriedades farmacolégicas de alguns 6leos estdo bem estabelecidas, e

podem ser verificadas na tabela 4.

Tabela 4

Propriedades farmacolégicas de alguns éleos essenciais

PROPRIEDADES

ACAO

ESPECIE VEGETAL

Carminativa

Anestesia sobre a cérdia,
provocando a expulsdo do
ar do trato gastrointestinal.

Funcho, Erva-doce,
Camomila, Menta.

Antiespasmadica

Relaxamento da
musculatura lisa intestinal,
diminuindo ou suprimindo
colicas.

Camomila, Macela, Alho,
Salvia.

Estimula a producéo de | Gengibre, Genciana,
Estimulante do apetite secrecbes do aparelho | Zimbro.
digestivo
Cardiovascular Aumento do ritmo | Sélvia, Canforeira.

cardiaco e da pressao
arterial.

Age sobre o SNC

Estimulante, convulsivo
em doses elevadas.

Losna, Erva-de-santa-
maria, Salvia, Canela

Anestésico local

Analgésico local.

Cravo-da-india.

Antiinflamatério

Antiinflamatério.

Camomila

Anti-séptico (uso externo)

Inibe o crescimento de
bactérias e fungos.

Cravo-da-india

FONTE: Simdes e Spitzer, 2003.



2.10 Inibidores de fungos de madeira

Na Amazobnia encontram-se as maiores reservas de florestas tropicais
do planeta, e devido a isso, 0 desenvolvimento da atividade madeireira tem
crescido de forma acelerada, fazendo com que a regido seja o maior produtor
de madeira processada (GERWING et al, 2001). Pesquisas mostram que as
exportacdes brasileiras de madeira e manufaturas, s6 no ano de 2000,
alcancaram US$ 1,478 milhdes. Sendo que essa quantia supera em 6,3 % as

exportacdes do setor no ano anterior (MDIC, 2000).

Os estoques de madeiras possuem importancia econdmica para
a Amazobnica e para o Brasil e € essencial controlar a sua degradacao
causada por fungos (xiléfagos) e por térmitas (JESUS, 2003). Dentre os
fungos, destacam-se os causadores da podriddo branca e da podriddo parda,

distinguidos por Oliveira (1986):

Os causadores da podriddo parda sdo capazes de
degradar, principalmente a celulose e a hemicelulose, resultando
na perda da resisténcia e a madeira tende a colapsar parcialmente.
Os fungos da podriddo branca possuem um sistema enzimético
gue os tornam capazes de degradar, particularmente a lignina e ou
celulose e hemicelulose, sendo que a madeira torna-se esponjosa,
fibrosa ou laminada e com coloragéo esbranquicada.



Figura 10: Fungo causador da podridéo parda

Figura 11: Fungo causador da podriddo branca

Tratamentos preservantes de madeira tem sido a melhor forma de
combater os fungos xil6fagos, contudo, tem se procurado produtos que aliem
fatores como: eficiéncia, economia, seguranca, adaptabilidade a mudanca de
resisténcia dos fungos e preservacdo ambiental, ou seja, produtos

preservativos alternativos e ecoldgicos (JESUS, 2003)

Com vista a alcancar tais produtos € que constituintes bioativos,
isolados de madeiras altamente resistentes, produtos ndo madeireiros e de
fungos com atividade antifingica e, ou térmitas ndo toxicos ao meio
ambiente, vém sendo explorados e propostos como preservantes ou agentes

no tratamento preventivo e efetivo aos fungos xiléfagos (JESUS, 2003).



De acordo com McChesney apud Jesus (2003) a importancia dos
produtos naturais reside no fato que tais produtos apresentam grande
diversidade estrutural, além de que suas moléculas relativamente pequenas

apresentam multiplas propriedades farmacoldgicas e biotecnologicas.

O que se sabe é que dependendo da espécie de madeira a ser
trabalhada, irdo se encontrar diferentes niveis de suscetibilidade a insetos e
fungos. A familia Burseraceae, por exemplo, apresenta espécies altamente
resistentes a fungos e por isso, seus constituintes quimicos sdo bastante
pesquisados como fungicidas, seu perfil quimico mostra claramente a
presenca de terpenos, lignanas e flavondides, e se atribui a tais substancias a
propriedade bioldgica demonstrada por seus membros (JESUS et al., 1994,

KHALID, 1983).

2.11 Propriedades antimicrobianas de extratos vegetais

A descoberta de substancias que apresentam atividades
antimicrobianas ou antibidticas representa talvez, um dos maiores avangos
da Farmacoterapia das Ultimas cinco décadas (LIMA, 2001; ROBBERS,
SPEEDIE & TYLER, 1997). Pois através de tais substancias pdde-se fazer o
controle efetivo de muitos microorganismos patogénicos que durante muitos
anos provocaram e provocam a incapacidade prolongada ou a morte de
seres humanos, micrébios que nunca fizeram restricbes de faixa etéria,
situacao financeira, ou estado de saude da pessoa contaminada (ROBBERS,

SPEEDIE & TYLER, 1997).



Para que uma determinada substancia seja classificada como um
antibiético, a mesma deve possuir as seguintes propriedades: atividade letal
ou inibitéria contra microorganismos, prevenir o desenvolvimento de
microorganismos resistentes, auséncia de efeitos indesejaveis ao hospedeiro,

estabilidade quimica, entre outras (AMATO NETO et al., 1994).

A titulo de esclarecimento, atualmente os termos antibidtico e
antimicrobiano podem ser usados indiferentemente, sem consideragoes
sobre a origem do composto, podendo ser ela, oriunda de seres vivos,
microorganismos ou vegetais, como também aqueles sintetizados em
laboratério (ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997; AMATO NETO et al.,

1994)

As plantas através da producdo de metabdlitos secundarios
desenvolvem varios compostos, com propriedades de importancia vital para a
espécie vegetal que a produz. Dentre essas propriedades tem-se a de defesa
contra predadores, como fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos,
moluscos e animais superiores (HAENEN, 1985), que uma vez estudada
pode vir a ser empregada em beneficio do homem. Contudo, devido a muitos
problemas associados ao uso de diversos antibiéticos 0 conhecimento sobre
determinadas espécies vegetais com propriedades antimicrobianas tém sido

revisto e ampliado (RECIO et al., 1989).

Recio et al. (1989) fizeram uma avaliagdo concreta sobre a atividade

antimicrobiana de extratos, 6leos essenciais e de substancias obtidas de



plantas contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e espécies fungicas,
tal avaliacdo destaca a atividade antibidtica demonstrada pelos Oleos
essenciais, alcaldides, cumarinas, triterpenos, citral, mirceno, timol, xantanol

e acido caurénico.

Sabe-se que a partir de 1940 iniciaram-se os trabalhos relacionados a
atividade antimicrobiana de plantas e até 1970, grande parte desses
trabalhos referia-se apenas as propriedades antimicrobianas de extratos

brutos ou totais (LIMA, 2001).

Contudo, ha a necessidade de estudos mais aprofundados nesses
trabalhos com extratos vegetais, estudos que visem tanto a determinagdo de
compostos ativos, quanto a observacao da existéncia de efeitos sinérgicos
gue expliguem a atividade antimicrobiana dos mesmos. Uma vez que 0s
agentes antimicrobianos podem manifestar sua atividade através de varios
mecanismos, tais como: lesdo da parede celular, alteracbes da
permeabilidade celular, alteragcbes das moléculas de proteinas e acidos

nucléicos e inibicdo da sintese de acidos nucléicos (LIMA, 2001)

As propriedades bacteriostaticas e bactericidas, e fungistaticas e
fungicidas a partir de produtos vegetais, sdo geralmente estudadas, avaliadas
e confirmadas através de ensaios biolégicos “in vitro” — testes de
susceptibilidade ou sensibilidade. Tais ensaios sdo técnicas padronizadas,
que incluem os métodos de diluicdo em tubos e difusdo em meio solido —

disco, cavidade ou cilindro (MIMS et al., 1995; AMATO NETO et al., 1994)



Para a espécie vegetal Crateva benthamii, ainda ndo ha estudos
cientificos que relatem a confirmacdo de propriedades antimicrobianas,
entretanto, os povos ribeirinhos utilizam a infusdo das folhas como anti-

séptico de uso local.



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Area de coleta de C. benthamii

O material foi coletado na Ilha da Marchantaria, localizada no lago do
Camaledo (AM), rio Solimbes, no municipio de Iranduba, aproximadamente
20 km da cidade de Manaus, na Amazodnia Central, 3°15’ Sul e 59°58’ Oeste
(Figura 12). A vegetacdo é denominada de floresta de varzea e tem como
principal caracteristica a flutuacao ciclica dos rios, que podem atingir até 14
m, entre as estacfes de seca e enchente, provocando com isso inundagdes
peridédicas de grandes areas ao longo de suas margens (JUNK, 1993). Tais
flutuacdes provocam uma série de adaptacdes em plantas, animais e nas
proprias populagées humanas que vivem nestes ecossistemas (JUNK, 1993;

FERREIRA, 2004).



Figura 12: Imagem de satélite da llha da Marchantaria.
Fonte: INPE, IMAGEM LANDSAT TM; 05.12.1999.

3.1.2 Identificacdo e preparo das amostras

Foram coletadas amostras férteis de C. benthamii para a identificacédo
taxonbmica, através de comparacdo com material no Herbario INPA
(Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia) e uma exsicata foi
incorporada ao acervo do referido herbéario, sob o registro no 16.118. As
amostras de casca para as analises quimicas foram secas em estufa a 35 °C
com circulagéo forgcada (estufa ventilada) Mod.-320-SE-FANEM por 72 horas.
As cascas foram moidas em moinho de facas, para obtencdo do material

vegetal em po.



3.1.3 METODOLOGIA QUIMICA

3.1.3.1 Materiais

3.1.3.1.1 Equipamentos e Acessorios de Laboratorio

Os equipamentos e acessorios abaixo citados foram empregados

durante a realizac&o do trabalho:

. Balancas analiticas e semi — analiticas.

- Mettler — Toledo Modelo AB204

- Quimis — Modelo QISA 210

. Evaporador rotativo Fisatom 802, modelo 550.
" Banho ultra-som (Cleaner — Thornton)

" Cabine de UV modelo CC — 20 (Ultra—violet products Chromato —

VUE).

. Liofilizador marca Christ modelo Beta 1-8 K.

. Moinho de facas

" Chapa de aguecimento

" Aplicador de silica tipo “Camag” para preparacdo de placas
comparativas

. Estufa



3.1.3.2 Cromatografia

2.

Cromatografia em camada delgada comparativa (CCD): foram

realizadas em dois tipos de placas de vidro.

Para a preparacao de 12 placas de vidro com tamanho de 5 x 10 cm,
utilizou-se 30g silica gel 60 G - Fy54 da Merck e 60 mL de agua
destilada, a mistura foi agitada com bastéo de vidro até ndo existirem
mais bolhas no interior do gel. Esta mistura foi aplicada com
espalhador (graduado para a espessura de camada igual a 0,25 mm)
nas placas bem limpas (desengorduradas) e niveladas. Apoés
evaporacdo da agua em temperatura ambiente, foram aquecidas e

ativadas a 120 ° C em estufa por 2 horas.

As cromatoplacas comparativas em fase normal preparadas sobre
folhas de aluminio e cortadas para tamanho de 5 x 5 cm, de silica gel
com indicador de fluorescéncia F,s, foram adquiridas da empresa

Merck.

Cromatografia de adsorcdo em coluna aberta (CCA): para fracionar em

coluna cromatografica os extratos e as fragbes, foi utilizada como fase

estacionéria silica gel 60 (70 — 230 mesh) da Merck. A coluna foi empacotada

por via umida, com o cuidado de sempre se evitar a formacao de bolhas e

rachaduras. Isso foi evitado por que se adicionou primeiro o eluente a silica



para em seguida preencher a coluna. A proporcao utilizada para a relagao
amostra / silica foi de 1:10 para a primeira separacdo do extrato e de 1:30
para os fracionamentos subsequentes. Utilizou-se coluna de vidro com um
pequeno pedaco de algoddo na extremidade inferior, para evitar o
escoamento da silica. Apos a coluna ser empacotada adicionou-se a amostra
dissolvida no menor volume possivel do primeiro eluente e foi colocado um
pedaco de algoddo na extremidade superior da coluna para se evitar a

agitacao do material a medida que se fosse adicionando o eluente.

. Revelacdo das placas de CCD: para visualizagdo das substancias
presentes nos extratos e fracdes aplicadas nas placas cromatograficas foram
utilizados: luz UV (254 nm e 365 nm); vapor de iodo a temperatura ambiente;
solucao de sulfato cérico ( Ce(SO,), ) - que apds nebulizagédo sobre a placa a
mesma foi aquecida até a observacdo de manchas sobre a placa e vapor de

hidroxido de amonio (NH,OH) a temperatura ambiente.

3.1.3.3 Métodos Espectroscépicos

3.1.3.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Os espectros de RMN de 'H e de **C foram registrados no Instituto
de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Paulo, em
espectrémetros Bruker AC200 operando, respectivamente, a 200 e 50,3 MHz
e Varian Inova-300 operando, respectivamente, a 300 e 75 MHz, utilizando
como solvente CDCIl; e TMS como referéncia interna, os deslocamentos

quimicos sao registrados em ppm.



3.1.3.3.2 CG/EM

Os espectros de massas, foram obtidos na Central Analitica do
Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA), empregando um sistema CG/
EM da Shimadzu, modelo QP2010 (quadrupolo), com sistema de ionizagéo

por impacto de elétrons (70 ev).

3.1.3.4 Reagentes e Solventes

Os solventes empregados na extracdo do material vegetal e nas
técnicas de separacdes cromatograficas de CCD e CCA, foram de grau de
pureza P.A. Os solventes utilizados na analise do 6leo essencial por CG/ EM,

foram de grau de pureza HPLC, todos da marca Merck.

3.1.3.4.1 Extragao por Solventes

O material vegetal foi pesado e dividido em trés vidros de Mariotte,
acrescentando-se em seguida o solvente diclorometano aos frascos, até que
o volume do solvente cobrisse o material vegetal, ficando em torno de 5 cm
acima. Em seguida os vidros foram colocados em banho ultra-som por 20
min, depois de decorrido esse tempo o liquido obtido foi filtrado em algodao
para um erlenmeyer (1000 mL) e o processo repetido por 3 vezes
consecutivas sempre fazendo a adicdo de solvente aos frascos que

continham o material vegetal pulverizado.



O extrato obtido apresentou uma coloracéo turva, devido a presenca
de particulas solidas dispersas no liquido que apos algum tempo
precipitaram, clareando a coloracdo do extrato. Devido a presenca desse
precipitado o extrato foi novamente filtrado, porém, em papel de filtro com

uma pequena porg¢ao de algodao ao fundo.

Apés esse processo 0 extrato foi concentrado no evaporador rotativo,
a uma temperatura branda (40 °C) e uma rotacdo de 60 rpm. O material
concentrado foi entdo recolhido em um vidro de boca larga para facilitar a

evaporacao total do solvente dentro da capela.

Para se efetuar a extracdo com a mistura de solventes Metanol —
Agua (8:2), colocou-se o material vegetal presente no Mariotte para secar
dentro dos proprios frascos e em seguida acrescentou-se um volume da
mistura metanol/agua (8:2) suficiente para além de submergir o material,

formar uma camada de aproximadamente 5 cm acima do material vegetal.

Apos a aplicacdo de ultra-som, por processo idéntico ao descrito nos
paragrafos anteriores, o material foi filtrado e o extrato concentrado até o
menor volume possivel, apds isso, o volume obtido foi recolhido em frascos e
colocado para solidificar no congelador, para em seguida ser levado ao
liofilizador, onde seria retirada a agua presente no sistema, o volume de
liquido presente em cada frasco a ser levado ao liofilizador ndo deve

ultrapassar um terco do volume do frasco.



3.1.3.4.2 Calculo de Teores Extrativos ( T.E)

Utilizou-se a formula T.E (%) = R / S . 100, para expressar a
porcentagem de teores extrativos obtidos nos processos de extragdo, e onde

R = rendimento do extrato e S = quantidade de material moido.

3.1.3.5 Fracionamento cromatogréafico do extrato de diclorometano

Uma fracdo do extrato de diclorometano (10,0038 g) foi fracionada
através de CCA, em uma coluna de vidro com 32 cm de comprimento e 3,2
cm de didmetro, empacotada com silica gel 60 (100 g) com gradiente de

Hexano/Acetato de etila.

Foram recolhidas quarenta e nove fracdes de 250 mL, que apés
concentracdo em evaporador rotativo, foram analisadas por CCD
empregando diversos sistemas de eluentes, sendo as placas reveladas com

luz ultravioleta (254 e 365 nm), vapores de iodo, Ce(S0O,). e NH,OH.

Apo6s andlise cromatogréafica por CCD das fragbes recolhidas, as
mesmas foram reunidas de acordo com as respostas cromatograficas

semelhantes, resultando num total de vinte fracGes resultantes.



3.1.3.6 Extracédo de oOleo essencial das folhas

O 6leo essencial de C. benthamii foi extraido de folhas secas. As
folnas foram coletadas na llha da Marchantaria, no periodo da manha

(03.12.2004). A area de coleta ndo estava alagada.

As folhas foram selecionadas, evitando-se as que estavam
necrosadas, atacadas por insetos ou apresentavam contaminagdo por
fungos. Estas foram secas a temperatura ambiente, separadas do peciolo,
picotadas e pesadas. Utilizou-se 74 g de folhas seca, que foram colocadas
em um baldo de fundo redondo (1000 mL) e adicionado agua destilada até
que o volume de agua estivesse nivelado ao volume de folhas presentes no
baldo. Acrescentou-se ao baldo 3 pedacos de ceramica porosa, para que a
ebulicio dentro do baldo fosse regular. Deixou-se o0 sistema de

hidrodestilagdo em ebulicdo por 4 h.

Apb6s decorrido as 4 horas o 6leo foi separado do hidrolato em um
funil de separacédo, através da adi¢cdo de pentano (2 aliquotas de 50 mL). A
fase aquosa foi desprezada e a fase composta por O6leo/pentano foi
rotaevaporada em condicbes brandas para eliminacdo de uma parte do
solvente, sendo acrescentado em seguida Sulfato de so6dio anidro para
eliminacdo da agua residual. O restante do solvente foi evaporado em

temperatura ambiente.



3.1.3.6.1 Analise do Oleo essencial das folhas secas de C. Benthamii.

Para a analise do Oleo essencial das folhas secas de C. benthamii
foram utilizadas as seguintes condicdes experimentais: Temperatura do
Injetor igual a 240 °C, com uma programacédo da temperatura de 60 °C - 240
°C (3 °C/min), a temperatura da interface igual a 230 °C, o fluxo de gas na
colunaigual a 1 mL/min, o gas de arraste foi Hélio (He), o modo de injec¢éao foi
Split com uma razéo de 1/20 e o volume injetado foi de 1uL. A coluna capilar
utilizada foi uma DB-5MS (25m x 0,25mm; 0,25um filme) 95% dimetil e 5%

difenil polisiloxano, fase apolar.

A andlise qualitativa das substancias foi realizada através do célculo
do indice de retencdo de Kovat's (IRk) que comparado ao registrado na
literatura (ADAMS, 1995) e Pino, Marbot e Rosado (2002). O padrdo de
hidrocarboneto utilizado (Cg — Cy0) para coinjecdo com a amostra é da marca

Fluka.

IRk = 100. n ((TRsubs — TRhidant) / (TRhidpost — TRhidant)) + 100. N° Chigant

Onde:

IRk = Indice de retencéo de Kovat's

n = Diferenga entre o nimero de Carbonos imediatamente anterior e posterior
a substancia que se quer determinar

TRsups = Tempo de retencéo da substancia

TRhigant = Tempo de retencao do hidrocarboneto anterior

TRuidpost = Tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior

N° Chigant = N° de carbonos do hidrocarboneto anterior



3.1.4 METODOLOGIA DE ENSAIOS BIOLOGICOS

3.1.4.1 Materiais

3.1.4.1.1 Equipamentos e Acessorios de Laboratério

Os equipamentos e acessoérios abaixo citados foram empregados

durante a realizac&o do trabalho:

. Balancas analiticas e semi — analiticas.
- Mettler — Toledo Modelo AB204

- Quimis — Modelo QISA 210

" Chapa de aguecimento
" Camara de fluxo laminar
. Estufa

. Autoclave

= Placas de Petri



3.1.4.2 Preparacao do Meio de Cultura para testes antifungicos

Dissolveu-se 20 g de malte (Acumedia), 20 g de agar agar puro
(Vetec), 20 g de Dextrose anidra P.A (Dinamica) e ¥ capsula de ampicilina
(500 mg da Medquimica), empregada para inibir o crescimento de bactérias,
em um erlenmeyer completando-se o volume para 1000 mL de agua
destilada. A mistura foi aquecida em chapa e agitada com bastao de vidro até

sua completa dissolucao.

Utilizou-se um tampéao feito com algodéo envolto em papel aluminio e
fixado com fita crepe, apropriada para autoclave. O recipiente com o material
foi colocado em autoclave vertical ( CS — Prismatec) para esterilizar o meio
de cultura a 120° C, por 15 min., e deixado para esfriar até uma temperatura

adequada para manuseio.

Apbs isso, em camara asséptica (Camara de fluxo laminar — Quimis,
mod. Q-216F21) trés aliquotas de 60 mL do meio de cultura foram
transferidas para erlenmeyers de 100 mL onde foram acrescentados
quantidades distintas (6, 0,6 e 0,06g) do extrato metanol-agua (8:2) da casca
do tronco de C. benthamii, sendo a concentracdo final de cada meio de

cultura igual a 0,1; 0,01; 0,001 g/mL, respectivamente.

Em seguida, 20 mL de cada mistura foram vertidos em placas de

Petri, previamente esterilizadas. Os tratamentos do tipo inteiramente



casualizados foram realizados em triplicata. A testemunha consistiu de meio

sem o acréscimo de extrato.

3.1.4.2.1 Inoculacédo dos fungos xil6fagos

Solidificado o meio de cultura, a temperatura ambiente, inoculou-se
no centro da placa de Petri, cerca de 10 mm de micélio do fungo PIC 07
(Pycnoporus sanguineus), em ambiente estéril. O mesmo procedimento foi
usado para as culturas-testemunha, onde inoculou-se o fungo em placas

contendo somente 0 meio de cultura original, isto €, sem solucao extrativa.

ApoOs essa etapa, as placas de Petri foram vedadas com fita Parafilm

e deixadas a temperatura ambiente (24° C + 2° C) por um periodo de 8 dias.

3.1.4.2.2 Avaliacédo da acéo fungitéxica das solucdes extrativas

A avaliagdo do crescimento fungico foi feita pela mensuracdo do
didmetro da fronteira micelial. As medidas foram tomadas em uma unica
direcdo, comparando-se a cultura — testemunha. Essas medi¢des foram feitas

todos os dias, em um horério fixo, durante o periodo estipulado.



3.1.4.2.3 Tratamento Estatistico

3.1.4.2.3.1 Teste F, comparacao das meédias

Para a comparacdo das médias de crescimento micelial no teste
antifingico através de célculos estatisticos, utilizou-se o teste F, que é feito
através de uma analise de variancia, que separa a variabilidade devido aos 4
tratamentos (0,1 g/mL;0,01 g/mL; 0,001 g/mL e Testemunha) empregados da

variabilidade residual, isto é, devido ao acaso (VIEIRA, 1980).

3.1.4.2.3.2 Teste T, observacdes pareadas

O teste T para observacOes pareadas foi empregado para testar o
efeito dos tratamentos aplicados, contudo, somente as médias de
crescimento micelial da concentracdo 0,1 g/mL do extrato metanol-agua
(80:20) foi utilizada, uma vez que apresentava um efeito inibidor visivel no
crescimento micelial do fungo, com isso comparou-se as médias de
crescimento da concentragdo 0,1 g/mL com as meédias de crescimento da

amostra testemunha, a um nivel de significancia de 5%.

3.1.4.3 Determinacédo da atividade antibacteriana

Os ensaios para determinacado de atividade bacteriana foram realizados pela

Coordenacao de Pesquisa em Ciéncias da Saude — CPCS do INPA.



Foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas da colegédo de
bactérias do laboratério de microbiologia de alimentos do INPA:
Staphylococus aureus, Escherichia coli, Salmonella london, Shigella sonni,

Shigella paratyphi, Shigella tryphimurium .

3.1.4.3.1 Preparagao das cepas bacterianas utilizadas

As cepas bacterianas utilizadas foram inoculadas em 3 mL de caldo
de nutriente em um tubo de ensaio estéril. Em seguida, adicionou-se a cepa
bacteriana previamente cultivada. O tubo de ensaio foi incubado a
temperatura de 37° C por 24 horas. Apés esse periodo, as cepas bacterianas
foram utilizadas nos testes microbiologicos. O contetudo do tubo de ensaio
deve corresponder ao tubo n° 5 da escala de Mac Farland, caso a turbidez
nao seja correspondente ao tubo de escala, pode-se ajustar, utilizando-se

agua destilada ou caldo de nutriente.

3.1.4.3.2 Preparo do extrato para uso Microbiolégico

Dos extratos, foram testadas as solubilidades em solventes organicos
e inorganicos, para adicionar o veiculo de inoculacdo (DMSO,H;0). Para o
biomonitoramento, os extratos ou substancias quimicas isoladas foram
testados, numa mesma concentragéo e os percentuais de mortalidades foram

comparados.



3.1.4.3.3 Ensaios Microbioldgicos “IN VITRO”

Para a determinacdo “in vitro“ da atividade antibacteriana dos
extratos, foram utilizados métodos difusdo disco-placa (Antibiograma) e

difusdo cavidade-placa de acordo com Bauer.

Para todos os testes foram utilizados os meios de cultura Mueller
Hinton (Difco), o caldo nutritivo (Merck) e disco de controle bacteriano
(Sensibiodisc—Cecon). Os Solventes utilizados foram o DMSO
(Dimetilssulfoxido) para os extratos hidrofébicos e agua destilada para os

extratos hidrofilicos.

3.1.4.3.4 Procedimentos dos ensaios microbioldgicos.

Em placa de Petri estéreis, com auxilio de uma micropipeta, foram
colocados 150 uL do in6culo bacteriano, adicionando-se 15 mL de meio de
cultura fundido. Homogeniza-se vigorosamente a placa de Petri durante
alguns minutos, mantendo-a em repouso até a solidificacdo. Cada teste foi
repetido pelo menos trés vezes contra cada microorganismo, evitando

davidas nos resultados quanto a presenca de atividade antibacteriana.

3.1.4.3.5 Método de difusao disco — placa.

Os extratos foram testados pelo método do antibiograma que consiste

em discos de papéis estéreis com dimensédo de 8 mm de diametro, contendo



1,20 mg/mL dos extratos testados. Com auxilio de uma pinca estéril, sao
colocados sobre a placa em pontos equidistantes tendo ao centro o disco de
papel industrializado servindo como controle do crescimento bacteriano. A
placa é invertida e incubada em estufa microbiolégica a temperatura de 37°

durante 24 horas.

3.1.4.3.6 Método de difusdo cavidade-placa

Os testes realizados pela difusdo cavidade-placa, foram realizados
com auxilio de um sistema composto por uma pipeta Pasteur estéril
conectada em sua extremidade com péra de plastico sugadora, através deste
sistema de sucgdo, os orificios foram formados em placa em pontos
equidistantes, os quais, posteriormente, foram inoculados o0s extratos
vegetais. Ao centro da placa, coloca-se o disco controle, a placa ndo é
invertida e € incubada a temperatura de 37° C durante 24 h. Apds este
periodo, foram realizadas leituras das placas, obtendo-se os primeiros

resultados.



RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO EXTRATIVO

A tabela 5 apresenta os valores de rendimento de cada extrato (R) e

a quantidade de material moido (S) utilizado.

Tabela 5
Extrato da casca de C. benthamii: valores de rendimento do extrato (R) e a

qguantidade de material moido (S).

Solvente R (9) S (9) % T.E
Diclorome}ano 11,378 678,873 1,676
Metanol/Agua 25,0899 678,873 3,696

(8:2)

4.2 ENSAIO ANTIBACTERIANO

Na concentracdo testada (1,20 mg/mL) o extrato diclorometano da
casca de C. benthamii se mostrou inativo para as cepas de bactérias

empregadas no ensaio antibacteriano (Staphylococus aureus, Escherichia



coli , Salmonella london ,Shigella sonni, Shigella paratyphi , Shigella
tryphimurium). Contudo, o extrato metanol — agua (80:20) das cascas de C.
benthamii se mostrou ativo frente a espécie Staphylococus aureus, tanto pelo
método de difusdo cavidade placa (CP) quanto pelo método de disco placa

(DP).

O resultado é bastante promissor, tendo em vista que quando
observamos estudos como os de Cardoso e Santos apud Lima (2001) em
gue foi feita a avaliacdo dos extratos de 100 plantas, usadas na terapéutica
medicamentosa, como cicatrizantes ou antiinflamatorias, somente 5 extratos
apresentaram atividade inibitéria contra Staphylococus aureus. Ressalta-se
que tal bactéria causa infeccdes como: septicemia, endocardite, osteomielite,
pneumonia, intoxicagdo alimentar, furunculose e infeccbes em feridas

(ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997)

4.3 ENSAIO ANTIFUNGICO (XILOFAGOS)

A figura 13 mostra os valores do crescimento micelial do fungo
xil6fago Pycnoporus sanguineus, obtidos no ensaio antifGngico com o extrato

metanol — dgua (80:20) das cascas de C. benthamii.

O crescimento micelial nos tratamentos 0,01 g/mL e 0,001 g/mL e
Testemunha mostraram valores médios similares para o crescimento. Por

outro lado, para a concentracdo de 0,1 g/mL observa-se um valor médio do



cresciemento bem abaixo daqueles observados para as outras concentragdes

e a testemunha. Visualmente também se observa essa diferenca.

Crescimento Micelial do fungo Pycnoporus
sanguineus

) 6 a a a
T 54
Q
E 47 b
S g 34
<,
2 i
3 1.
4
5 0

0 0.001 0.01 0.1

Concentracgao (g/mL)

Nota: Letras iguais significam que nédo existe diferenca significativa ao nivel de 5% de
significancia.
Figura 13. Crescimento micelial do P. sanguineus em diferentes concentracbes do

extrato bruto de C. benthamii.

Utilizou-se o teste F para a comparacdo das médias e verificou-se, ao
nivel de significancia de 5%, que as médias sdo estatisticamente diferentes.
Para testar o efeito do tratamento aplicou-se o teste T para observacoes
pareadas, com isso, comparando as médias de crescimento da concentracao
0,1 g/mL com as médias de crescimento da amostra testemunha, a um nivel
de significancia de 5%. Verificou-se que o tratamento (0,1 g/mL) tem efeito ao

nivel de significancia estabelecido.

As analises estatisticas revelaram que para a inibicdo total do
crescimento micelial do fungo Pycnoporus sanguineus seria necessario uma

concentracdo maior do extrato da casca de C. benthamii. A figura 14 mostra o



crescimento micelial do P. sanguineus na concentracdo de 0,1 g/mL. Nessa
concentracdo o fungo apresentou uma coloracdo mais intensa possivelmente
em funcdo da maior concentracdo do(s) principio(s) ativo(s) encontrados no
extrato bruto. Urge a necessidade de estudos mais detalhados para se

confirmar tal suposicao.

Figura 14: Cresc. micelial do P. sanguineus na conc. de 0,1 g/mL.

Existe uma relacdo linear entre o avango da fronteira micelial e o
tempo de crescimento do fungo nos tratamentos (figura 15). Em funcéo disso
€ possivel calcular a velocidade de crescimento (cm/h) em determinado
intervalo de tempo (tabela 6) . A velocidade de crescimento do fungo mostra-
se constante nas concentragfes testadas, com excecao da concentracdo de
0,1 g/mL onde o fungo apresentou um valor médio menor para a velocidade
de crescimento. Nesta concentracéo ja se observa um efeito regulador dos

compostos quimicos no crescimento do fungo P. sanguineus.



Tabela 6

Velocidade de crescimento micelial do fungo P. sanguineus em fungéo do tempo

Concentracédo (g/mL) Velocidade (cm/h) Velocidade com
efeito lag phase
0,1 0,048 0,036
0,01 0,067 0,042
0,001 0,074 0,044
Testemunha 0,073 0,044
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Figura 15. Relagdo linear do avanco micelial em funcéo do tempo de crescimento nas
véarias concentragOes de extrato de C. benthami.. (A) 0,1 g/mL. (B) 0,01 g/mL. (C)
0,001 g/mL. (D) Testemunha.



4.4 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

O odleo retirado da folha seca apresentou coloracdo amarela, odor

forte e irritante. O rendimento foi de 0,0292 %.

Foram encontrados 13 substancias, sendo que destas somente 8
foram identificadas. O percentual por area obtido através da técnica de
integrac@o dos picos utilizada, mostra que as substancias trans-Cariofileno e
Linalol sdo as substancias que se apresentam com um maior teor no 0Oleo
extraido. A tabela 7 mostra o indice de retencdo de Kovat's e a porcentagem
por area dos cromatogramas de ions totais dos compostos quimicos

identificados no 6leo essencial extraido de folhas secas de C. benthamii.

Tabela 7
indice de retencéo de Kovat's e porcentagem por area dos cromatogramas de

fons totais identificados no 6leo essencial de folhas de C. benthamii.

Pico Substancia % Area IR Exp IR it
1 Linalol 11,49 1090,26 1098
3 a - Terpineol 2,60 1193,19 1189
4 2,3 Diidro-benzofurano? 7,34 1212,07 1224
6 Geraniol 1,85 1247,05 1255
8 trans-Cariofileno 21,33 1413,41 1418
11 a - Humuleno 5,81 1449,09 1454
12 trans- B-lonona 1,94 1472,08 1485
13 Oxido de cariofileno 7,61 1574,04 1581

Total 8 compostos 59,97

1. Adams, 1995; 2. PINO, MARBOT e ROSADO, 2002.



Das substancias identificadas € importante ressaltar a importancia do
Linalol para a industrial de cosméticos (KALIL FILHO e LUZ, 2000; BITTNER et
al., 2001), bem como a atividade enquanto larvicida e moluscicida do Geraniol
(SIMAS et al.,2004) e do trans-Cariofileno (CARVALHO, 2005), além da
atividade antimicrobial e antifingica do a — Humuleno e do Oxido de
Cariofileno (BAILAC et al., 2000; VELICKOVIC et al., 2002; DIAZ et al., 2003;

BENEVIDES, YOUNG & BOLZANI, 2000).

A tabela 8 apresenta as estruturas quimicas e as atividades
bioldgicas das substancias identificadas no 6éleo essencial extraido das folhas

secas de C. benthamii.

Tabela 8

Estrutura quimica e atividade biol6gica das substancias
identificadas no 6leo essencial das folhas secas de C. benthamii

Estrutura quimica das Substancia Atividade bioldgica
substéancias

OH Fixador de Perfume (FILHO,

KALIL e LUz, 2000),
‘ Linalol atividade larvicida (SIMAS et
al.,2004)

Causa irritacdo na mucosa
a - Terpineol das membranas, ataxia,
hipotermia e afeta o SNC.
Efeito inseticida
OH (CALDERONE, et al., 1991).




Tabela 8 — Cont.

2,3 diidro-benzofurano

Ratos expostos a substancia
apresentaram danos nos
rins, figado, pulmdo e
estbmago (ATSDR, 1995).

Geraniol

Flavorizante,Ferormonio
utilizado pelas abelhas para
comunicacéo, atividade
larvicida (SIMAS et al.,2004),
antimicrobial (DIAZ et al.,
2003)

trans - cariofileno

Atividade moluscicida sobre
a Biomphalaria glabrat

(CARVALHO, 2005),
atividade antiespasmolitica,
anestésica local e

antiinflamatéria
(LIMBERGER, 2004).

Atividade antimicrobial
(BAILAC et al, 2000;
VELICKOVIC et al., 2002,
DIAZ et al, 2003),
antifangico (BENEVIDES,
YOUNG e BOLZANI, 2000).

trans — 3 - lonona

Quando presente nas
moléculas de carotendides
ativa a funcdo de pr6-
vitamina A dos carotendides.
(PAULA, PERES e CARMO,
2004)

Oxido de cariofileno

g
A
i/\OH
E ; /
éijv a - Humuleno
=
%
; O
H,C

Atividade antimicrobial
(BAILAC et al., 2000;
VELICKOVIC et al., 2002
DIAZ et al., 2003),
antifangico (BENEVIDES,
YOUNG e BOLZANI, 2000).

E importante ressaltar que ndo ha trabalhos onde conste andlise de

constituintes de 6leo essencial de C. benthamii, por isso, era um 6leo sem

caracterizacdo quimica. Onde um estudo sobre a sazonalidade de producao

ainda deve ser realizado.



4.4 ANALISE POR RMN DE **C DO EXTRATO DICLOROMETANICO

O extrato diclorometéanico apds ser analisado por CCD e revelado
com Ce(SO4), mostrou manchas lilAs caracteristicas de triterpenos. Com
base nesse fato, o extrato foi analisado por RMN de **C (Anexos A a A6) o
qual mostrou sinais da presenca de dois triterpenos majoritarios, cuja
identificacdo foi baseada inicialmente nos deslocamentos quimicos dos sinais
relativos as ligacdes duplas sendo atribuido posteriormente os demais sinais

(NUNEZ, 2000).

A substancia 1 apresentou deslocamentos quimicos em 150,9 ppm e
109,3 ppm caracteristicos do grupo olefinico C-20 e C-29 dos triterpenos
com esqueleto lupano. A substancia 2 apresentou deslocamentos quimicos
em 1425 e 129,6 pertencentes ao grupo olefinico C-18 e C-19 dos
triterpenos com esqueleto olean-18-enos. As duas substancias se mostram
majoritarias no extrato diclorometéanico, fato esse comprovado pela anélise

relativa da intensidade dos picos registrados.

Os demais deslocamentos quimicos (ppm), observados para 0s
carbonos duas substancias quimicas mencionadas, foram comparados com
os valores da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994) e mostraram-se
compativeis com o Lupan-20(29)-3B-ol (Lupeol) e Olean-18(19)- 3B-ol
(Germanicol, Fig. 16). A tabela 9 apresenta os valores individuais observados

por RMN de *C e os provenientes da literatura.



Tabela 9

Dados de RMN de *3C do extrato diclorometanico de C.benthamii

Posicéo Lupeol Germanicol
Observado Literatura* Observado Literatura*
1 38,7 38,7 38,7 38,7
2 27,4 27,4 27,4 27,4
3 79,0 78,9 78,9 78,9
4 38,8 38,8 38,8 38,8
5 55,3 55,3 55,3 55,3
6 18,3 18,3 18,3 18,3
7 34,1 34,2 34,2 34,2
8 40,8 40,8 40,8 40,8
9 50,4 50,4 50,4 51,3
10 37,1 37,1 37,3 37,3
11 20,95 20,9 20,95 21,2
12 251 251 25,6 26,2
13 38,09 38,0 38,8 39,0
14 42,8 42,8 43,0 43,4
15 27,4 27,4 27,4 27,6
16 35,6 35,5 37,1 37,7
17 43,0 43,0 34,3 34,4
18 48,3 48,0 142,5 142,8
19 47,9 47,9 129,6 129,8
20 150,9 150,9 31,9 32,3
21 29,8 29,8 34,0 33,4
22 40,0 40,0 37,1 37,4
23 27,99 28,0 27,9 28,0
24 15,3 15,4 15,3 15,4
25 16,1 16,1 15,9 16,1
26 15,9 15,9 16,1 16,7
27 14,5 14,5 14,5 14,6
28 18,8 18,0 25,5 25,3
29 109,3 109,3 31,7 31,3
30 19,3 19,3 29,3 29,3

*FONTE: MAHATO & KUNDU, 1994



Figura 16: Germanicol

Estudos indicam que o germanicol apresenta atividade anti-HIV
contra o virus tipo |, possuindo efeitos inibidores para a enzima transcriptase
reversa, com uma ICso — concentracao inibitéria a 50%, de 45 uyM (AKIHISA
et al.,, 2001), além de possuir atividade antitumoral e antiinflamatoria. Os
extratos que contém a presenca do germanicol apresentam um forte potencial

analgésico (KIM et al., 2005; ROCHA, 2002).

A presenca do triterpeno Germanicol estd sendo pela primeira vez

relatada para a espécie Crateva benthamii.



4.6 ANALISE POR RMN DE **C E *H DA FRACAO CB1.14 DO EXTRATO

DICLOROMETANICO

As fracbes CB1l.14 a CB1.27 apls evaporacdo do solvente,
mostraram-se sob a forma de um Oleo de coloracdo amarela, com odor
agradavel. A andlise por CCD mostrou que todas essas fraces
apresentavam uma mesma resposta cromatografica. Quando reveladas com
Ce(S0,),, apresentaram uma coloracdo inicialmente vermelha que passou
para o lilas e finalmente para o marrom, as mesmas, portanto, foram reunidas

e registradas como CB1.14.

A anélise do espectro de RMN **C (Anexo B) e de 'H (Anexos C e
C1) da mistura CB1.14 destaca os deslocamentos quimicos 124,3 e 139,3
caracteristicos do grupo olefinico dos triterpenos com esqueleto urs-12-enos
(MAHATO & KUNDU, 1994; MENDES et al., 1999; LIMA, 2000; ) , além de
mostrar um sinal em 172,9 atribuido a carbono carbonilico de ésteres graxos
(DAVID et al., 2004). Foram também observados no espectro de RMN *H
sinais caracteristicos de substancia contendo esqueleto triterpénico, o sinal
em 5,3 do hidrogénio olefinico H-12 foi indicativo do esqueleto ursano (DAVID

et al., 2004).

Segundo Abreu et al. (2001) a auséncia do sinal de H-3 (3,25 ppm) e
a presenca de um duplo dubleto em 4,2 ppm sugere que a hidroxila da
posicdo 3 do triterpeno esteja esterificada, o que é confirmado pelo intenso
sinal em 1,23 ppm e os tripletos em 0,8ppm e em 2,3 ppm que caracterizam a

presenca de um éster graxo. Contudo, como a mistura nédo foi purificada,



supbe-se que 0 composto majoritario presente na mistura CB1.14 seja um

éster da o — amirina.

4.7 ANALISE POR RMN 'H DA FRACAO CB1.30 DO EXTRATO

DICLOROMETANICO

A fracdes CB1.30 a 1.32 quando recolhidas e apés evaporacédo do
solvente se cristalizaram como sélido branco, amorfo, sem cheiro. Quando
analisadas por CCD apresentaram uma mesma resposta cromatografica além
sinais de substancia pura. Quando reveladas com Ce(SQ,), apresentaram
coloracéo lilas, tipica dos triterpenos, portanto, foram reunidas e registradas
como CB1.30, rendendo uma massa de 1,63 g. A andlise do espectro de
RMN de 'H (Anexo D) dessa amostra revelou sinais do grupo triterpénico dos
lupanos. Os deslocamentos quimicos em 3,25 ppm, 4,5 e 4,6 e 1,67 ppm,
caracterizam, respectivamente, os hidrogénios H-3, H-29a e H-29b e H-30 do

triterpeno lupeol (CARVALHO et al., 1998).

A presenca majoritaria do lupeol no extrato de Crateva benthamii
atesta a eficacia no uso do extrato dessa planta, pelos povos ribeirinhos da
Amazébnia, como antiinflamatério, uma vez que tal atividade do lupeol é

amplamente relatada na literatura cientifica.



CONCLUSOES

As analises fitoquimicas, deste estudo, revelaram que a casca de C.
benthamii apresentou compostos majoritarios, como 0s triterpenos
pentaciclicos lupeol (1,63 g) e germanicol, que podem ser potencialmente

ativos em modelos bioldgicos e farmacolégicos.

O estudo das atividades antimicrobianas revelou que os extratos de
diclorometano da casca de C. benthamii ndo apresentaram atividade inibitoria
sobre o desenvolvimento de cepas de Staphylococus aureus, Escherichia coli
, Salmonella london, Shigella sonni, Shigella paratyphi, Shigella
tryphimurium. Contudo, o extrato metanol-agua (80:20) se mostrou ativo para

Staphylococus aureus.

Para a inibicdo total do crescimento micelial do fungo Pycnoporus
sanguineus seria necessario uma concentragdo maior do que 0,1 g/mL do

extrato bruto da casca de Crateva benthamii.



As substancias identificadas no 6leo essencial, extraido das folhas,
de C. benthamii indicaram esta espécie com potencial de utilizacdo para a

producao de inseticida e antibidticos.

Crateva benthamii pode ser uma fonte alternativa para a obtencéo de
compostos como lupeol, germanicol, trans-Cariofileno, linalol, a — humuleno,
a — terpineol e geraniol que apresentam vérias atividades bioldgicas,
comprovadas na literatura cientifica. Estudos com fragces com maior grau de
pureza e concentracbfes serdo capazes de fornecer substancias de
importancia para as industrias de farmacos, cosméticos e nutraceuticos,

dentre outras.
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ANEXOS - Espectros de RMN de *C e H



ANEXO A — Espectro de RMN de **C do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).



ANEXO A1l - Detalhe do espectro de RMN de **C do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).



ANEXO A2 — Detalhe do espectro de RMN de *C do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).



ANEXO A3 - Detalhe do espectro de RMN de *C do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).



ANEXO A4 — Detalhe do espectro de RMN de *C do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).



ANEXO A5 — Detalhe do espectro de RMN de *C do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).



ANEXO A6 — Detalhe do espectro de RMN de *C do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).



ANEXO B — Detalhe do espectro de RMN de **C da fracdo CB 1.14 do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).



ANEXO C — Espectro de RMN de 'H da fracdo CB 1.14 do extrato diclorometanico, em CDCl;z (300 MHz).



ANEXO C1 - Detalhe do espectro de RMN de *H da fracdo CB 1.14 do extrato diclorometanico, em CDCls (300 MHz).



ANEXO D - Espectro de RMN de 'H da fragdo CB 1.30 do extrato diclorometanico, em CDCl; (300 MHz).
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