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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o estudo quimico dos extratos de
Piranhea trifoliata (PICRODENDRACEAE) e a avaliagdo do seu potencial frente
aos ensaios antimicrobiano, antioxidante, antimalarico e toxico. Para a
pesquisa foram realizadas quatro coletas na Volta Grande do Xingu (Altamira),
PA, em épocas distintas. O material coletado foi seco em temperatura
ambiente, triturado, pulverizado e extraido com diclorometano (DCM), primeira
e segunda coleta, metanol (MeOH) e &gua (H,0O), sendo realizadas trés
extracBes por 20 minutos em ultrassom com cada solvente. O material vegetal
da terceira e quarta coleta foram extraidos com o hexano como seu primeiro
solvente. Os extratos DCM das folhas, talo da folha, galhos e caules
apresentaram indicios de terpenos quando revelados com sulfato cérico, bem
como os extratos hexanicos, os extratos MeOH das folhas, galhos, casca,
caule e os aquosos das folhas, talo das folhas, galho, cacas e caules
apresentaram caracteristicas de compostos fendlicos quando revelados com
cloreto férrico. O estudo fitoquimico das folhas de Piranhea trifoliata da
segunda coleta forneceu o triterpeno: 28-hidroxi-friedelin-3-ona, identificado por
RMN de 'H e de '3C e outra substancia caracteristica de triterpeno quando
analisado por RMN de 'H. Quanto & atividade antimicrobiana frente a
Aeromonas hydrophila, apresentaram atividade os extratos MeOH e H,O dos
talos das folhas (1% coleta) , MeOH galhos (12 coleta), MeOH e H,O dos caules
(22 coleta). Quanto a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) o menor valor
encontrado foi de 2,5 mg/mL para os extratos MeOH e H,O dos caules e talos
das folhas (22 coleta) e a fase AcOEt dos galhos (12 coleta), quanto a
Concentracdo Minima Bactericida (CMB) o menor valor encontrado foi de 5
mg/mL para a fase AcOEt dos galhos (12 coleta). Quanto a atividade
antimalarica frente a P. falciparum apresentaram atividade os extratos MeOH
das folhas e galhos (12 coleta), MeOH e H,O dos caules e folhas (22 coleta),
Hexanicos e MeOH das folhas, galhos e cascas (32 coleta) e os MeOH das
folhas e galhos (42 coleta). Quanto a atividade antioxidante utilizando ao radical
DPPH apresentaram atividade os extratos MeOH e H,O das folhas e galhos (12
coleta), MeOH e H,O das folhas, talo das folhas, caule e casca (22 coleta),
MeOH das folhas e cascas (32 coleta), e MeOH dos galhos (42 coleta).

Palavras chave: Piranhea trifoliata, fitoquimica, bioatividade.
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ABSTRACT

This work aimed to study the chemical extracts of Piranhea trifoliata
(PICRODENDRACEAE) and its potential antimicrobial tests ahead, antioxidant,
antimalarial and toxic. For the research was carried out on the four collections in
the Volta Grande of Xingu (Altamira), PA, in epoch different. The collected
material was dried at room temperature, crushed, pulverized and extracted with
dichloromethane (DCM), the first and second sample, methanol (MeOH) and
water (H,O), and three extractions performed by ultrasound in 20 minutes with
each solvent. The plant material collected in the third and fourth were extracted
with hexane solvent as its first. The DCM extracts of the leaves, leaf stems,
twigs and stems showed signs of terpenes revealed when ceric sulfate, and the
leaf extracts, the MeOH extracts of the leaves, twigs, bark, stem and the
agueous leaf, stem leaves, branch, and stems showed characteristics of
phenolic compounds when revealed with ferric chloride. Phytochemical study of
leaves of Piranhea trifoliata provided a triterpene: 28- hydroxy-Friedelin-3-one,
identified by NMR of 'H and **C and another substance characteristic of
triterpenes was analyzed by 'H NMR. As for antimicrobial activity against
Aeromonas hydrophila, showed activity MeOH and H,O extracts of the stems of
the leaves (first collection), MeOH branches (1st gathering), MeOH and H,O of
stems (2nd collection). The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) the lowest
value found was 2,5 mg/mL to H,O and MeOH extracts of the stems and leaf
stalks (2nd collection) and the AcOET phase of the branches (1st collection), as
the Minimum Bactericidal Concentration (CMB), the lowest value found was 5
mg/mL of AcOEt phase branches (1st collection). The antimalarial activity
against P. falciparum showed activity extracts MeOH leaves, branches (1 st
Collection), MeOH and H,O of stems and leaves (2nd collection), hexanes and
MeOH leaves, bark and branches (3rd Collection) and MeOH from the leaves
and branches (4th collection ). The antioxidant activity using the radical DPPH
showed activity extracts MeOH and H,O of leaves and branches (1 st
Collection), MeOH and H,O of leaves, stem and bark (2nd collection), MeOH
leaves and bark (3rd Collection ), and branches of MeOH (4 th collection).

Keywords: Piranhea trifoliata, phytochemistry, bioactivity



1. INTRODUCAO

As plantas sdo uma das mais importantes fontes de substancias
organicas, apresentando variadas classes quimicas com propriedades
bioldgicas. Na busca por novas fontes de medicamento, os produtos naturais
destacam-se pela diversidade estrutural e, assim, as plantas sdo de grande
importancia para a prospeccdo de novos compostos bioativos (GIORDANI,
2008).

Nesse contexto, diversas plantas tém sido utilizadas pelo homem, como
fonte de alimento e de tratamento de doencas, devido a sua facilidade de
obtencdo e abundancia na natureza. O emprego das plantas no controle de
diversas doencas e pragas talvez seja tdo antigo quanto o proprio
aparecimento da humanidade (FRANCA, 2001).

Os resultados positivos obtidos com a utilizacdo de plantas sem carater
cientifico levaram o homem conhecer mais o seu meio ambiente e buscar no
meio outras para o tratamento de diversas enfermidades, e a experiéncia
acumulada foi transmitida por inUmeras geracgdes, levando ao descobrimento
de alguns dos mais valiosos medicamentos utilizados na medicina moderna
como a morfina e a quinina (SIMOES, 1986).

A riqueza da biodiversidade da flora brasileira, associada aos
levantamentos etnobotanicos, etnofarmacolégicos, farmacogndsticos e
fitoquimicos, permitiu aos pesquisadores isolar compostos biologicamente
ativos a partir de diferentes espécies vegetais, 0s quais podem ser usados
como modelos tanto para a sintese de farmacos quanto de outros produtos

para aplicagdo agricola ou florestal (GUERRA; NODARI, 2001).



Entre os biomas brasileiros, a Floresta Amaz6nica destaca-se no fator
biodiversidade, a Amazbnia estende-se por nove estados brasileiros e ocupa
60% do territorio nacional (BORGES et. al., 2004), com mais de cinco milhdes
de quildbmetros quadrados, apresentando varias espécies vegetais que nao
foram anteriormente estudadas fitoquimicamente, assim como suas potenciais
aplicacdes também permanecem ocultas.

As Euphorbiaceae tém tido um papel muito significativo nas pesquisas
fitoquimicas, em especial na determinacdo de novos compostos
farmacologicamente ativos (BITTNER et al., 2001). Na familia sdo comuns os
terpenos em especial os triterpenos, do tipo curcubitacina. Na medicina
tradicional, o uso da familia Euphorbiaceae é muito comum ao longo do
desenvolvimento da propria humanidade. Um exemplo é a espécie Euphorbia
fischeriana, que vém sendo utilizada ha mais de 2.000 anos na China para o
tratamento do cancer (DEI-JI et al., 1991).

Assim, o presente projeto objetiva realizar o estudo fitoquimico de

extratos da espécie Piranhea trifoliata Baill, assim como avaliar as atividades

antimicrobiana, citotoxica e antioxidante dos extratos dessa espécie.



2. REVISAO DA LITERATURA

2. 1. Produtos naturais biologicamente ativos.

Desde a antiguidade o homem tem usado fontes vegetais, para o
tratamento de doencas infecciosas comuns, sendo que algumas dessas, ainda
estdo em pratica no tratamento habitual de varios males (HEINRICH, et al.,
2004; DUARTE, 2005).

Os primeiros relatos sobre a utilizacdo de plantas medicinais, com fins
terapéuticos, estdo disponiveis no coédigo de Hamurabi (2.000 a.C.), no
manuscrito egipicio “Ebers Papirus” (1.500 a.C.), e na obra Universo Medicina
de Penadio Dioscorides (40 — 90 d.C) (SIANI, 2003; DUARTE, 2006).

Nesse contexto a Floresta Amazo6nica destaca-se no fator biodiversidade,
no qual abriga uma grande diversidade de plantas medicinais ricas para a
bioprospeccéo de produtos naturais biologicamente ativos, com isso o nimero
de pesquisadores fitoquimicos vem crescendo e se tornando importante para o
Brasil tendo em vista que sua grande riqueza vegetal ainda encontra-se sem
estudo (CECHINEL FILHO & YUNES, 2001).

Dentre as informagfes relativas a utilizacdo empirica dessas fontes
vegetais, podem ser citados, por exemplo, o uso da infusdo da soja para o
tratamento de furdnculos, carbunculos e outras infec¢des cutanea que ocorrem
na China ha 2.500 a.C., o emprego do mel em feridas infectadas ha 2.000 a.C.
no Egito, entre outras (ACUNAL, 2003).

De acordo com Fetrow e Avila (1999), plantas medicinais s&o aquelas que

possuem em sua composicdo, substancias quimicas, sintetizadas a partir de



nutrientes, agua e luz que provocam no organismo, reacées que podem variar
entre a cura e o abrandamento de doencas, através do teor da acdo de
principios ativos.

Diversas culturas utilizam plantas medicinais no tratamento de
enfermidades, especialmente nas areas rurais de paises em desenvolvimento
(ARAUJO e LEON, 2001; MACIEL et al., 2002; WHO, 2001; COUTINHO et al.,
2004). De acordo com Lima (2001), as pesquisas por principios ativos naturais,
derivados de plantas, buscam a obtencdo de principios ativos contidos nas
espécies vegetais, pelo fato de possuirem alto indice de diversidade molecular.
Esta diversidade pode servir de modelo para uma producdo de novos
farmacos.

Principios ativos sdo substancias que exercem efeito farmacolégico ou
terapéutico (NOLDIN, et. al., 2003). Nos vegetais, eles podem ser produzidos
nas flores, folhas, raizes, frutos, caules e cascas (SANTOS, 2004) e sua
concentracdo ndo é homogénea, variando de acordo com o habitat, parte da
planta e a sazonalidade (NOLDIN, et. al., 2003), (Figura 1).

Para a criagdo de diversos medicamentos originados de um produto
natural, geralmente extraido de um vegetal, € necessario passar por diversas
modificagcdes chegando a um produto que, aparentemente, tem pouca relagao
com o seu precursor natural (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997) e

(ALBAGLI, 2001).
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Figura 1. Fatores que influenciam no teor de metabdlitos secundarios.
Fonte: Gobbo-Neto e Lopes, 2007.

Os principios ativos sdo produzidos pelo metabolismo secundario das
plantas, produtos estes que, mesmo ndo sendo necessariamente essenciais
para 0 organismo produtor, garantem vantagens para a sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie no ambiente em que vive. Estas substancias
pertencem a varias classes quimicas, dentre estas podemos citar 0s
heterosideos cianogénicos, fendis, triterpendides (e seus derivados
metabdlicos, os esterdides), taninos, alcaldides, dentre outros (SANTOS,

2004).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas tiveram um papel
fundamental no desenvolvimento da quimica organica sintética moderna.

Historicamente, tal desenvolvimento ocorreu paralelamente ao estudo de



plantas, principalmente a partir do século XIX, quando foram registrados os
primeiros estudos sobre plantas com base cientifica. Isso resultou no
isolamento de alguns principios ativos de plantas (Figura 2), e que até hoje
ainda sdo muito empregados no tratamento de certas doencas, a exemplo de
morfina (Figura 2A), quinina (Figura 2B), canfora (Figura 2C) e cocaina (Figura

2D) (Montanari & Bolzani, 2001).

HO

(A) Morfina (B) Quinina

HsC—N

(C) Canfora (D) Cocaina

Figura 2. Substancias isoladas de plantas com potencial terapéutico.

A producdo desses metabdlitos comeca a partir da divisdo entre
metabdlitos primarios e secundarios, em que os metabdlitos secundarios sao
substancias organicas micromoleculares que podem ser isolados com o

objetivo de identificacdo ou elucidacdo dos mesmos, sendo que esses



metabdlitos secundarios sédo classificados de acordo com as seguintes rotas
metabdlicas: Acetato, Chiquimato, Mevalonato e a rota independente do

mevalonato, Desoxixilulose (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997; SIMOES et
al., 2004) (Figura 3).

Substincias Organicas Naturais - Quimica de Produtos Naturais
Quimicos de Produtos Naturais Bioquimicos
Processos Metabélicos Secundérios Processos Metabélicos Primérios
Metabélitos Especializados Polimeros Naturais
u ias Orgénicas Microm efu ares Macromoleculares:
- Proteinas
(Isolamento e Elucidagdo Estrutural) Acidos Nucleicos
R . T Polissacarideos
Mctabolismo sccuniino (especializado) Ligninas
Rota Acetato- *—1—» Rota Chiquimato Rota Mevalonato l
-Malonato (Metabolismo de amino4cidos (isoprendide * .
arométicos) Desoxixilulose
Policetideos } Ve
AlcalGides Terpcnéldcs
Ligné6ides . .
{ NeolignGides Triterpendides
Flavonéides Estersides
Xantonédides Derivados
Prenilados
Terpenéides
Alcaléides
Flavondéides
XantonGides .
Antraquinéides Gleu::lstirc:;os
Ligndides (=  derivados
Neoligndéides naturais
Cumarinéides
Carotendides
Policetideos

Figura 3. Esquema de estudo e via de biossintese das principais classes de
metabalitos secundarios. Fonte: Simdes et al., 2004; Devick, 2002.



2.2. Atividade antimicrobiana

As florestas tropicais sao as regides que abrigam a maior diversidade de
espécies florestais de grande interesse, devido as caracteristicas favoraveis
apresentadas. Sendo assim, existem varias espécies vegetais que podem ser
portadoras de principios ativos, com potencial terapéutico contra Vvarias

doencas.

Os principios ativos naturais possuem metabdlitos que exercem funcdes
como, por exemplo, a defesa contra herbivoros, a atracdo de polinizadores ou
animais dispersores de sementes, alelopatia, dentre outras (SANTOS, 2004;
MALHEIROS; PERES, 2001). Estudos mostram que plantas com estas classes
de metabdlitos apresentam efeito terapéutico contra varias doencas,
principalmente no que diz respeito a doencas causadas por agentes

bacterianos (CUNICO et al., 2006; TANAKA et al., 2005).

Isso adquire grande importancia, visto que, os antibacterianos disponiveis
no mercado estdo se tornando cada vez mais ineficientes gracas ao
aparecimento de cepas com resisténcia a seus principios ativos, 0 que tem
gerado uma preocupagao mundial. Os agentes antimicrobianos podem
manifestar sua atividade através de varios mecanismos: 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 drogas antimicrobianas podem ser classificadas como bactericidas,

gquando matam o microrganismo, ou bacteriostaticas, quando impedem o



crescimento do mesmo. No caso das drogas bacteriostaticas, o hospedeiro se
defende por si, utilizando mecanismos como a fagocitose e a producédo de

anticorpos, normalmente destruindo o microrganismo (TORTORA et al., 2005).

Sao inimeros os relatos na literatura a respeito de espécies vegetais com
atividade contra agentes bacterianos (BEHERA et al., 2008; LOGUERCIO et
al., 2005; MAHASNEH; EL-OQLAH, 1999; SISTI et al., 2008). Vérias pesquisas
estdo sendo realizadas com o objetivo de purificar e identificar substancias de

origem vegetal com propriedades antibacterianas.

A resisténcia bacteriana € um fenbmeno natural entre os microrganismos,
mas o0 uso indiscriminado de medicamentos tem acentuado este problema.
Bactérias do género Aeromonas sdo responsaveis por grandes perdas na
piscicultura, muitas vezes aparecendo como agente primario causador de
lesGes ulcerativas e septicemia hemorrdgica em peixes de &agua doce
(GHENGHESH et al., 2001; RADU et. al., 2003; SAHA; PAL, 2002; SOUZA;
SILVA-SOUZA, 2001). Estas sdo bacilos ou coco-bacilos, Gram-negativas,
anaerobios facultativas, ndo esporulantes (ROBERTS, 1993) e que também
estd se tornando cada vez mais resistente aos antibidticos usados
tradicionalmente (HATHA et al, 2004), (AKINBOWALE et al., 2007),

(RICHARDS; ROBERTS, 1978).

A Aeromonas hydrophila possui como caracteristicas ser tipicamente
oportunista, patogénica facultativa, que quando ha desequilibrio dos sistemas
bactéria-hospedeiro-ambiente, podem desencadear o aparecimento de

doencas (PAVANELLI et al., 1998; VENTURA; GRIZZELE, 1998).
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Dentre as medidas que podem ser tomadas para evitar ou diminuir a
resisténcia bacteriana esta o uso racional de antibioticos e o desenvolvimento
de novos medicamentos (WANNMACHER, 2004). Os vegetais tém sido visto
como uma fonte promissora de novas substancias antibacterianas, e as

pesquisas nessa area vém ganhando importancia mundial.

Segundo Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2007), alguns
compostos da classe dos flavonodides, tais como, morina e quercetina, isolados
da folha de Psidium guajava, demonstraram efeito bacteriostatico sobre
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida,
Flavobacterium columnare, Lactococcus garvieae, Streptococcus agalactiae,

Vibrio salmonicida.

2.3. Atividade antimalarica

A maldria € a doenca causada por um parasito encontrado
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, ela € considerada uma das
doencas mais importantes por sua alta incidéncia e taxa de mortalidade
(RODULFO et al., 2007) e ela €& considerada um desafio diagnostico para

laboratérios na maioria dos paises ndo endémicos (GATTI et al., 2007).

7

No Brasil a malaria é endémica na Amazbnia legal em que ela é
causada por um protozodario do filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae e género
Plasmodium. Sabe-se que hoje existem aproximadamente 150 espécies de
parasitas causadores da malaria em diferentes hospedeiros vertebrados, sendo

gque somente quatro espécies infectam o homem: Plasmodium falciparum,
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Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Estas espécies
sao transmitidas por fémeas de mosquitos Anopheles, que inoculam formas
esporozoitas no hospedeiro durante a alimentacdo sanguinea. Essas formas
extracelulares migram rapidamente para o figado pela corrente sanguinea e
invadem os hepatocitos. Cada esporozoito invasor diferencia-se e divide-se
mitoticamente em milhares de merozoitos hepaticos que, quando liberados,
invadem os eritrocitos, comec¢ando o ciclo sanguineo assexuado (COWMAN e
CRABB, 2006). Ela é caracterizada como uma enfermidade sistémica, febril e
aguda, cuja gravidade e curso dependem da espécie e cepa do parasita
infectante, além do grau de imunidade do hospedeiro. Ocorre geralmente o
aparecimento de anemia, hepato e esplenomegalia, alteracdes renais e

hipoglicemia (ANDRADE, 2005).

O P. falciparum causa a forma mais virulenta das malarias humanas, por
infectar eritrocitos em qualquer estagio e resultar em parasitemias altas, o que
pode causar complicacbes e morte, na maioria das vezes em individuos néo
imunes. A infeccdo também pode resultar em estagios dormentes hepéticos do
parasita, que acarretam em recorréncias da infeccdo em meses ou anos

(HALDAR e MOHANDAS, 2007; BLEVINS et al., 2008).

As drogas antimalaricas, denominadas esquizonticidas sanguineos, pois
apresentam acao sobre 0s estagios assexuados sanguineos do parasito, que
sdo responsaveis pelas manifestacbes clinicas da doenga podem ser
classificadas de acordo com seu grupo quimico: 4-aminoquinolinas (cloroquina
e amodiaquina), aril-aminoalcoois (quinina, mefloquina, halofantrina e

lumefantrina), 8-aminoquinolinas (primaquina), peréxido de lactona
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sesquiterpénica (derivados da artemisinina), naftoquinonas (atovaquona) e os
antibioticos (tetraciclina, doxiciclina e clindamicina). (Levy et al. 1991,WHO

2006).

2.4. Atividade citotoxica

Muitos laboratérios de Produtos Naturais tém inserido dentro de suas
rotinas de isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural, diversos ensaios
bioldgicos simples, no intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de
extratos de plantas na procura de substancias bioativas (HAMBURGER, et
al.,1991). Dentre estes bioensaios, encontra-se a toxicidade sobre Artemia
salina (TAS). InUmeros constituintes bioativos tém sido obtidos de extratos
vegetais utilizando este teste na monitoracdo de estudos fitoquimicos

(MCLAUGHLIN, et al., 1991); ( MCLAUGHLIN, et al., 1993).

Artemia salina € um microcrustdceo de agua salgada que é utilizado
como alimento vivo para peixes, sendo seus cistos facilmente encontrados em
lojas de aquaristas. Ele € um organismo sensivel a um amplo espectro de
substancias com atividades bioldgicas (McLAUGHLIN, et al., 1991). O ensaio
de toxicidade frente a Artemia salina, segundo Meyer et al., (1982), é um
ensaio biologico rapido, de baixo custo, ndo requer ambiente asséptico, utiliza
um grande numero de organismos para validacdo estatistica, ndo requer
eguipamentos especiais e a quantidade de amostra é relativamente pequena 2
- 20mg (MEYER et al., 1982). O ensaio permite a avaliacdo de metabdlitos e

extratos toxicos e também a determinacdo da concentracdo em que a
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porcentagem de mortalidade seja de 50% dos individuos (CLso) (GONZALES et
al., 2007). A simplicidade do bioensaio TAS favorece a utilizacdo rotineira,
podendo ser desenvolvido no préprio laboratério de fitoquimica (McLAUGHLIN,
et al., 1991). Os cistos de Artemia salina eclodem cerca de 24 horas, sendo
que o ciclo de vida relativamente curto favorece seu uso (McLAUGHLIN et al.,

1998).

Além disso, os cistos que ndo sdo eclodidos tém um comportamento
metabolicamente inativo, e podem ser conservados por longos periodos, se
mantidos desidratados e a baixas temperaturas (MICHAEL et al., 1956).
Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina com
atividades como antifingica, viruscida e antimicrobiana (MacRAE et all., 1988)

entre outras.

2.5. Atividade antioxidante

A pesquisa por constituintes quimicos ativos de plantas levou ao
desenvolvimento de numerosas técnicas de ensaios para monitoramento e
selecéo de extratos bio/farmacologicamente uteis (VIEGAS Jr, 2004). Segundo
Roginsky e Lissi (2005), a atividade antioxidante é a capacidade de um
componente (ou mistura) de inibir a degradacao oxidativa.

O uso de produtos que possuam espécies quimicas antioxidantes tem por
objetivo retardar ou inibir processos oxidativos, prolongando assim a vida da
célula (FRAGA FILHO, 2003). A busca por prolongar a vida com saude e boa

aparéncia tem impulsionando as pesquisas cientificas visando novos
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antioxidantes, principalmente de origem natural, que possam ser utilizados nas
industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética entre outras (MELO, 1989; KIM
et al., 1997; MATIUCCI, 1998; MENSOR, 1999; MOREIRA, 1999; FREITAS,

2000).

Antioxidantes sao substancias que retardam a velocidade da oxidacdo ou
a inibem, através de um ou mais mecanismos, tais como neutralizacdo de
radicais livres e complexacdo de metais (PIETTA, 2000). Eles podem ser
sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em alimentos, devem ser
seguros para a saude. Dentre os antioxidantes naturais importantes destacam-

se acido o ascorbico, a vitamina E e o B-caroteno (RICE-EVANS, 1996).

Estudos recentes vém demonstrando que a avaliacdo antioxidante esta
relacionada com o numero de grupos hidroxilas livres (MOSADDIK et al. |,
2004). Pode estar relacionada, também, com o tamanho da cadeia carbénica
com ligacBes duplas conjugadas. Extratos que possuem atividade antioxidante
usualmente contém substancias fendlicas derivadas dos aminoacidos:
triptofano, fenilalanina e tirosina (Figura 4), por exemplo, cumarinas,

flavonoides, e catequinas (DAPKEVICIUS et al., 1998).

OH

/ HN H

HN. H HN
(1) fenilalalina (2) Tirosina (3) Triptofano

Figura 4. Aminoacidos que originam as substancias fendlicas.
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Substancias antioxidantes estdo naturalmente presentes em frutas, sendo
que algumas as possuem em altas concentracbes (HARBORNE, 2000;
ARABBI, 2004). A acerola apresenta grandes concentracdes de acido
ascorbico enquanto que no morango, amora e acai, predominam determinados
grupos de flavondides como antocianinas, flavonodis e flavonas (ASSIS, et al.,
2001; CORDENUNSI, et al., 2005; MAATTA-RIIHINEN, et al., 2004; POZO-

INSFRAN, et al., 2004).

Vérios trabalhos académicos e artigos indicam que diversos tipos de
danos teciduais, inclusive em tecidos vitais, sdo causados por grupos de
substancias quimicas, conhecidas como radicais livres, produzidas
naturalmente em grandes quantidades no organismo. Dessa forma, ja se
conhece bastante sobre o papel dos radicais livres nos mecanismos geradores
de doencas, buscando-se agora tentativas de intervencdo que possam
minimizar os danos causados ou mesmo impedir a sua formacdo. Tais
intervengbes podem ser através de utilizagdo da substéncias com atividade
antioxidante, que neutralizam os radicais livres formados em excesso

(YOUNGSON, 1996).

As substancias antioxidantes presentes nas plantas podem ser de varios
tipos: antocianidinas, cumarinas, compostos fendlicos, flavondides, licopeno,

terpenos entre outros (Figura 5).

OH OH OH

HO

HO &

1y O (2)  OCHs (3) OCH,
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(6)
Figura 5. Substancias antioxidantes: (1) acido galico, (2) BHA, (3) BHT, (4)

guercetina, (5) a-tocoferol e (6) B-caroteno.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade
antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rapida selecdo de substancias
e/ou misturas potencialmente interessantes, na prevencao de doencas crénico-
degenerativas. Dentre estes métodos destaca-se o método de sequestro de
radicais livres, tais como DPPH- - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila. Este método esta
baseado no descoramento de uma solugdo composta por radicais estaveis
DPPH- de cor violeta e na presenca de doadores de hidrogénio (antioxidantes
sequestrantes de radicais livres) se reduz tornando-se amarelo (HUANG, et al.,
2005; BRAND-WILLIAMS, et al, 1995). Esta reacdo € amplamente utilizada
para testar a habilidade de compostos em sequestrarem radicais livres ou
doadores de hidrogénio, e assim, avaliar a atividade antioxidante de alimentos

e extratos vegetais (YAMAGUCHI et al., 1998 apud GAMA, 2008).
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2.6. A familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae possui aproximadamente 7500 espécies
distribuidas principalmente nas regifes tropicais, onde os maiores centros de
dispersio ficam na América e na Africa (PEREIRA et al., 1998; CORREA, 1984
apud BRANCO & PIZZOLATTI, 2002). E uma familia bem intensa na
Amazobnia, sendo que algumas nunca foram estudadas do ponto de vista
quimico e outras ainda ndo foram classificadas botanicamente (ABREU et al.,

2001).

Segundo os caracteres descritos em APG Il, os membros da familia
Euphorbiaceae podem apresentar diferentes aspectos: arbustivo, arboreo,
plantas rasteiras e lianas, podendo ser mondicos ou didicos. Comumente sdo
laticiferas; suas folhas séo, em geral, dispostas helicoidalmente em torno do
galho, sendo menos comum a distribuicdo oposta das mesmas; flores em geral
pequenas, dotadas de estames e frutos deiscentes ou nédo, entre outras

caracteristicas (APG I, 2003).

E por apresentar essa diversidade de caracteristicas morfoldgicas que o
grupo botéanico Euphorbiaceae é considerado o mais controvertido, e por isso
também se sugere que o grupo seja de origem polifilética, ou seja, as espécies
apresentam estruturas morfolégicas aparentemente relacionadas, mas tém

origens ancestrais diferentes (BITTNER et al., 2001).

No levantamento feito por Bittner e colaboradores (2001), foi observado

que aproximadamente 90% das espécies de Euphorbiaceae estudadas até
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aguele momento tinham os terpendides como 0s compostos biologicamente

ativos.

Em virtude a grande quantidade de terpenos na familia foi possivel
encontrar pequenas quantidades de alcaldides que foram considerados como
possiveis responsavel pela agcdo anticancér e antitumoral relacionados, na
maioria dos casos, ao potencial acdo citotoxica que exibem alguns alcaléides
(ALMEIDA et al., 2005), (BOLZANi et al., 1683), (CONEGERO et al., 2003)

(PEIXOTO, et al., 2009).

Alguns dos farmacos mais utilizados no tratamento de cancer séo
alcaloides de diversas familias botanicas, como os alcaldides da vinca
(vincristina e vimblastina), o taxol e as podofilotoxinas (ALMEIDA et al., 2005;

CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Em pesquisa recente, Wang e colaboradores (2006), obtiveram dos
extratos das raizes de Euphorbia fischeriana nove diterpenos, dos quais sete
ainda ndo eram conhecidos, elucidando suas estruturas principalmente por
meios  espectrofotométricos; destes compostos, dois apresentaram
consideravel citotoxicidade in vitro, a prostratina, um composto ja conhecido € o
17-acetoxiolkinolida B, composto descrito pela primeira vez por estes autores.
Wyde et al. (1993) demonstraram efeitos antivirais seletivos de polimeros
polifendlicos obtidos a partir de cascas do caule de plantas do grupo das
Euphorbiaceae contra diversos tipos de virus de acentuada relevancia em
casos clinicos principalmente para paises em desenvolvimento com o Brasil,
tais como para influenza tipo 1; virus influenza tipos A e B; e virus respiratério

sinsicial. Estes sdo casos relevantes porque, nos paises em desenvolvimento,
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complicacbes decorrentes de infec¢cdes causadas por virus destes tipos
frequentemente podem levar a morte, principalmente em pacientes cujo estado
fisico ja se encontre debilitado em decorréncia de subnutricdo e/ou outros

fatores.

Na familia Euphorbiaceae, h& espécies bastante estudadas sob o
aspecto de absorcdo de minerais, principalmente aguelas espécies que sédo de
vegetacao “pioneira”’, como algumas do género Croton (VANDRESEN et al.,
2007), além das cultivadas para alimentacdo, como as do género Manihot
(VANDRESEN et al., 2007; ZANGARO et al., 2002) conhecida popularmente

como mandioca.

A tabela 1 mostra algumas substancias isoladas da familia

Euphorbiaceae.

Tabela 1. Metabdlitos secundarios isolados da familia Euphorbiaceae

Estrutura Parte vegetativa Referéncia

CHs_ CHja

Folhas RODRIGUES, et al.,

. _ 2002
(Ricinus communis)

Folhas RODRIGUES, et al.,

. , 2002
(Ricinus communis)

Rutina
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Folhas, caules e
cascas

(Ricinus communis e
Croton pullei var.

RODRIGUES, et al.,
2002 e ABREU et al,
2001

B —sitosterol glabrior)
~ Folhas, caules e RODRIGUES, et al.,
cascas 2002 e ABREU et al,
. . 2001
(Ricinus communis e
HO Croton pullei var.
Estigmasterol glabrior)
OH
OH
oH o Folhas RODRIGUES, et al.,
| . . 2002
on (Ricinus communis)
OH |O
Quercetina
I
‘/ NIO Folhas RODRIGUES, et al.,
2002
I\/ CN (Ricinus communis)
OCH3
Ricinina
OH
OH
o o Folhas RODRIGUES, et al.,
- . 2002
(Ricinus communis)
I 0 —Galactose
OH O

Hiperosideo
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H/NIO
\/ CN
OCHs

N-demetilricinina

Folhas

(Ricinus communis)

RODRIGUES, et al.,
2002

OH
OH

OH 0
\T:;:]i%r/\o——xnme

OH O

3-xilopiranosideo
Cont.

Folhas

(Ricinus communis)

RODRIGUES, et al.,
2002

Folhas

(Ricinus communis)

RODRIGUES, et al.,
2002

Folhas

(Ricinus communis)

RODRIGUES, et al.,
2002

Kaempferol-3-rutinosideo

Folhas

(Ricinus communis)

RODRIGUES et al.,
2002
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e
>:F “ﬂ%

guanidinico N-1,N-2,N-3-
triisopentenilguanidina

Folhas

(Alchornea glandulosa)

CONEGERQO et al,
2003

OH
HO
HO, SN
J= e 6/ \——OH
HO— /f —/
\\_,_i'l l\f .
\ /
I —
0=
o o ) 0

oo 0 ot
| 0 }‘1/‘{

MQ \_ /on
LY OH ™ F,-"-1‘-

i

1
oH o

Corilagina

Folhas

(Alchornea glandulosa)

CONEGERQO et al,
2003

fom S

Julocrotina

Caules e Cascas

(Croton pullei var.
glabrior)

ABREU et al, 2001

Ribenona

Caules

(Croton pullei var.
glabrior)

ABREU et al, 2001
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“COOH

Acido caurenoico

Caules e Cascas

(Croton pullei var.
glabrior)

ABREU et al, 2001

L

Cascas do caule

(Croton pullei var.

ABREU et al, 2001

RO glabrior)
R=H
R=CH3(CH,)nCO
Lupeol e éster do lupeol
COOR;
Folhas BATISTA et al, 2004
R3 Ry
R, (Alchornea discolor)

R1=CH3; R2=0H; R3=0H
R1=H; R2=0CHS; R3=0H
R1=H; R2 =0H; R3=0H

Galato de metila (1), 4-O-
metilgalico (2), acido
protocatecuico (3), acido
galico (4).

OH

Isocorilagina

Folhas

(Alchornea discolor)

BATISTA et al, 2004
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Buscando entender se as familias de Angiospermas constituiriam
grupos monofiléticos, estudos baseados em analise de DNA mostraram que
nenhuma evidéncia molecular sustenta Euphorbiaceae como uma familia Unica

e APG I (2003).

Em virtude a essa pesquisa a familia Euphorbiaceae foi dividida em trés
novas familias: Euphorbiaceae S.S., Picrodendraceae Small e Phyllanthaceae

Martinov (Chase et al., 2002) e APG Il (2003).

De acordo com essas pesquisas observou-se, que alguns constituintes
quimicos ja haviam sido isolados da familia Picrodendraceae. As tabelas 2 e 3
mostram as substancias isoladas previamente da familia Picrodendracea

(Tabela 2 e 3).

Tabela 2. Substancias isoladas do género Androstachys

Cerne PIACENZA, 1979

ent-33-Hidroxibeyer-15(16)-
en-2,12-diona

Cerne PIACENZA, 1979

ent-2-hidroxibeyer-l,15-diene-
3,12-diona




Cont.
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Raizes AMMANAMANCHI, et al.
2002.
PIACENZA, et al. 1979.
R=Ac
R=H
2-acetoxi-1,15-beyeradien-
3,12-diona ; 2-hidroxi-1,15
beyeradiena-3,12-dione
Cerne PIACENZA, 1985
ent-2-benzilidenebeyer-15-en-
3,12-diona
Cerne PIACENZA, 1985
ent-benzilidenebeyer-15-en-3
ona
CHs
H
Cerne PIACENZA, 1985

ent-2-beﬁzylidene- 16a-
hydroxyatis-13-en-3-ona
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Cerne PIACENZA, 1985

ent-16a-Hidroxi-2a-
hidroxibenzy-atis -13-en-3-ona

Tabela 3. Substancias isoladas do género Petalostigma

OH
A
o Cerne Grace et al. 2006
100

Petalostigmona A

/

0]

/
Vi

(0]
“ Cerne Grace et al. 2006

Petalostigmona B

/

Y

OH
© \ Cerne Grace et al. 2006

/

Petalostigmona C
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Cont.
'D a7
i
Hr“ “J e
A0 j,f“'
0 ﬁﬁ Cerne Grace et al. 2006
7
et —
w
pubescenone
0]

Cerne Grace et al. 2006
/

ent cleistanthane-

sonderiano

2.7. Género Piranhea

O género Piranhea possui apenas quatro espécies (MOBOT), Piranhea
longepedunculata, Piranhea mexicana, Piranhea securinega e Piranhea
trifoliata. Esta ultima foi identificada por Baill, em 1866, a qual é o foco deste
trabalho. No levantamento bibliografico realizado P. mexicana apresentou

sinonimia Celaenodendron mexicana.

De acordo com Castafiieda e colaboradores (1993), os indios do México
usam C. mexicana na medicina popular como anti-séptico. Do estudo

fitoquimico foram isolados alguns triterpenos. Outros estudos realizados com
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esta espécie mostraram possuir atividade antimalarica (KAUR, et al., 2009),

antiprotozoaria e citotoxica (CAMACHO et all, 2003).

Tabela 4. Substancias isoladas de Celaenodendron mexicana

Acido elagico-4-O-B-D-
xylopyrosidio-3,3’

dimetil eter

Cascas do CASTANIEDA et al.,
tronco 1993
Cascas do CASTANIEDA et al.,
tronco 1993
Cascas do CASTANIEDA et al.,
tronco 1993
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Folhas KAUR, K. et al., 2009
Acido oleandlico
5 COH
Folhas CORONA-
CAMACHO, et al.,
2009
Acido 3a - hidroxi-7,24Z- dien-
tirucala-26-oico
CO,H
BACAB-CHAN et al.,
o/ Folhas 2001
Acido 3-oxitirucala-7,24-dien-26-
dico
Folhas BACAB-CHAN et al.,

CHY “CH,

Acido epi-oleanolico

2001
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2.8 Piranhea trifoliata

Piranhea € uma arvore grande com os ramos bem desenvolvidos, em
geral parcialmente submersos nas margens dos rios, tronco com cascas de cor
cinza, estriadas longitudinalmente (REMADE, 2010). E uma arvore do dossel

superior, alcancando idade de mais de 400 anos (WORBES, et al 1992).

Suas espécies ocorrem com frequiéncia ao longo dos rios da Amazénia e
no estado do Mato Grosso, na Guiana e no México. E conhecida popularmente

como Piranheira.

Figura 6. Exsicata e folhas verdes de Piranhea trifoliata.

Sua morfologia polinica destaca-se por possui graos de polen médios,

isopolares, de simetria radial, ambito circular, pantoporados.

No levantamento bibliografico ndo ha citacdo de estudos quimicos

prévios feitos com a espécie Piranhea trifoliata.
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Com isso, esta proposta de trabalho contribuirda para ampliar o
conhecimento cientifico realizando estudos de bioprospeccédo para a espécie
P. trifoliata bem como avaliar o seu potencial antimalarico, antioxidante,

antioxidante e toxico sobre Artemia salina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Estudo quimico e bioatividade dos extratos das folhas, galhos, cascas e caule

de Piranhea trifoliata.

3.2. Objetivos especificos:

1. Avaliar os extratos das folhas, galhos, cascas e caule de Piranhea trifoliata,

guanto ao seu potencial antimicrobiano, antioxidante, antimalarico e citotoxico;

2. Fracionar os extratos das partes vegetais que apresentarem atividade

biolégica;

3. Avaliar as fragbes obtidas quanto ao potencial antimicrobiano, antioxidante,

antimalarico e toxico sobre Artemia salina;

4. Isolar as substancias presentes nos extratos a serem fracionados;

5. Identificar ou elucidar a estrutura quimica das substancias purificadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Metodologia

4.1.1. Coleta do material vegetal e preparo dos extratos

4.1.1.1. Coleta

O material vegetal foi coletado quatro vezes nas margens do rio Xingu,
em um local especifico, na Volta Grande do Xingu (Altamira) PA (Figura 7). As
exsicatas do material coletado (Figura 6, pag. 26) foram enviadas para
identificacdo taxondmica no Herbario da Coordenagdo de Pesquisas em
Botanica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia — INPA e

depositadas no herbario da CPBO/INPA.

Figura 7. Coleta do material vegetal.
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4.1.1.2. Preparo dos extratos

As partes vegetais foram separadas e secas em temperatura ambiente,

moidas e pulverizadas em moinho de facas.

Apos, foram extraidos com diclorometano, hexano, metanol e agua.
Foram realizadas trés extracdes com cada solvente utilizando o banho em
ultrassom por 20 minutos em cada extracdo. Apés o banho em ultrassom, o
material foi filtrado, e o residuo vegetal apds as trés extracdes com o solvente
foi seca a temperatura ambiente. Esse mesmo material vegetal foi extraido com

0s proximos solventes, em ordem crescente de polaridade (Figura 8).

Os extratos obtidos da primeira e segunda coleta, respectivamente,
foram extraidos primeiro com o solvente diclorometano e posteriormente foram
usados os solventes metanol e agua. Visando contribuir para uma qualidade
ambiental global, o laboratério aderiu a substituicdo de solventes clorados por

outros menos toxicos, assim o diclorometano foi substituido por hexano.

O diclorometano sera usado apenas em volumes pequenos, quando

necessario para particdes ou colunas cromatograficas.
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Material Vegetal
Seco e moido

1) Extrac&o comDCM|ou Hexano
3x ¢ ultrassom (20 min.)
2) Filtragéo

3) Concentracéo Material

Vegetal

[ Vo

1) Extracdo comMedH usando
3X 4 ultrassom (20 min.)

2) Filtrac&o

3) Concentracéo

Material
Vegetal 1) Extrag&o com H,0 §sando

3x ¢ ultrassom (20 min.)

2) Filtracéo

Descartado

siduo

3) Concentragéol H20 || =}‘ Re \

Figura 8. Preparo dos extratos vegetais de Piranhea trifoliata.

Os extratos hexanicos, diclorometanico e metandlico

foram

concentrados em rotaevaporador, ja os extratos aquosos foram liofilizados. As

tabelas 5, 6, 7 e 8 mostram as massas dos extratos obtido

Tabela 5. Massa dos extratos obtidos das folhas de Piranhea trifoliata

Massa
Amostra Parte Vegetal Solvente Extrato (Q)
1 Folha DCM 9,24
1 Folha MeOH 6,31
2 Folha DCM 10,12
2 Folha MeOH 3,23




2 Folha H,O 2,55
2 T. folha* DCM 1,46
2 T. folha* MeOH 0,24
2 T. folha* H,O 0,70
3** Folha Hexano 2,47
3% Folha MeOH 0,03
3** Folha H,O 0,09
4** Folha Hexano 0,91
4* Folha MeOH 0,02
4x* Folha H,O 1,01

*talo das folhas, **foram realizados micro extracdes.

Tabela 6. Massa dos extratos obtidos dos galhos de Piranhea trifoliata

Massa
Amostra Parte Vegetal Solvente Extrato (Q)

1 Galho DCM 1,02
1 Galho MeOH 10,03
1 Galho H,O 8,70
Chia Galho Hexano 3,83
3** Galho MeOH 0,02
3** Galho H,O 2,02
4** Galho Hexano 0,87
4x* Galho MeOH 0,05
4rx Galho H,0 0, 04

**foram realizados micro extracdes

Tabela 7. Massa dos extratos obtidos das casca de Piranhea trifoliata

Amostra Parte Vegetal Solvente Massa
extrato (g)
3** Casca Hexano 2,78
3** Casca MeOH 0,04
3** Casca H,O 0,52

**foram realizados micro extracoes
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Tabela 8. Massa dos extratos obtidos dos caules de Piranhea trifoliata

Amostra Parte Vegetal  Solvente ex'\t/lztsos?g)
2 Caule DCM 9,2808
2 Caule MeOH 7,3685
2 Caule H.O 0,6324

4.1.2. Analise cromatografica dos extratos

As andlises iniciais dos extratos foram realizadas por cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC), empregando cromatofolhas de aluminio,
com silica gel impregnado com indicador de fluorescéncia (UV 254). A eluicédo
das cromatofolhas foi realizada com varios solventes, em diferentes
proporcdes. e para a revelacdo utilizou-se a luz ultravioleta (comprimento de
onda de 254 nm e 365 nm), iodo resublimado, sulfato cérico, cloreto férrico,

cloreto de aluminio e anisaldeido sulfurico.

Essa metodologia também foi utilizada para a determinacdo dos
procedimentos para o fracionamento e para a analise das fracdes obtidas das
técnicas de fracionamento, indicando a similaridade entre as fra¢des, o nivel de

pureza, e as possiveis classes de metabdlitos presentes.

Os extratos foram analisados em Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de *H *C, com o objetivo de obter o perfil cromatogréafico de cada 6rgdo

vegetal em cada coleta.
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4.1.2.1 Particdo liquido-liquido

Apl6s a analise em cromatografia em camada delgada, o extrato
metandlico da primeira coleta foi submetido a uma particao liquido-liquido. Para
tal procedimento, o extrato foi solubilizado em solugdo de agua destilada e
MeOH (9:1) e extraido trés vezes primeiro com diclorometano (DCM), depois

com acetato de etila (AcOEt) e finalmente com butanol (BuOH).

4.1.2.2. particdo liquido-liguido do extrato metandlico dos galhos da

coletade niumero 1

Para a realizacdo da extracdo, 6 g de extrato bruto metandlico foram
solubilizados, em um Becker, em agua destilada e metanol (9:1). Apés, o
extrato solubilizado foi transferido para um funil de separacéo e adicionou-se o
volume de 300 mL de diclorometano. O funil foi agitado e apés a formacao de
duas fases durante o repouso do funil, retirou-se a fase diclorometano. Esse
procedimento foi realizado no total de trés vezes. A fase aquosa foi entdo
submetida a particdo com 300 mL de acetato de etila, sendo também realizada
a extracao por trés vezes. Por fim, a fase aquosa foi particionada com butanol,

300 mL cada extracao, no total de trés extracoes.

Seguindo os mesmos procedimentos da extracdo anterior, foi realizada
uma nova extracdo com uma massa igual a 4 g para obter uma maior

guantidade de cada fase.
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As fases obtidas das particdes foram concentradas em rotaevaporador e

analisadas em CCDC para o fracionamento.

4.1.2.2.1. Fracionamento das fases obtidas dos extratos metandlicos dos

galhos da primeira coleta.

4.1.2.2.2. Fase diclorometanica do extrato metandlicos dos galhos da

primeira coleta.

Apés a extracdo liquido-liquido, as fases obtidas foram novamente
analisadas em CCDC para a escolha do método cromatografico de
fracionamento. O volume de eluicdo utilizado para o fracionamento da coluna
cromatografica aberta é calculado a partir do conhecimento do volume morto
da coluna. Cada sistema de eluicdo utilizado € calculado para conter duas

vezes 0 volume morto da coluna em que esse volume é a quantidade de

solvente necessaria para umedecer toda a fase estacionaria.

ApoOs a analise em CCDC foi observado que a fase diclorometanica
apresentava uma melhor separacdo quando comparada com as outras fases.
Esta fase foi entdo fracionada em coluna cromatogréfica aberta (h = 110 cm, di
= 3,0) utilizando silica gel como fase estacionaria e eluida com as misturas dos
solventes hexano (Hex) e acetato de etila (AcOEt) nas proporgdes de 95:5 até
acetato de etila 100%, acetato de etila e metanol (MeOH) até metanol 100%

(tabela 9).
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Tabela 9. Eluentes utilizados para o fracionamento da fase DCM.

Fractes Eluentes

0-3 Hex/AcOEt 95:5

4-6 Hex/ AcOEt 9:1

7-8 Hex/A AcOEt 8:2
9-10 Hex/ AcOEt 7:3
11-15 Hex/ AcOEt 6:4
16-19 Hex / AcOEt 1:1
20-25 Hex / AcOEt 3:7
26-28 Hex / AcOEt 1:9
29-42 AcOEt 100%
43-47 AcOEt/MeOH 9:1
48-56 AcOEt/MeOH 7:3
57-62 AcOEt/MeOH 6:4
63-66 AcOEt/MeOH 1:1
67-69 AcOEt/MeOH 3:7
70-75 MeOH 100%

Dessa coluna cromatogréfica (fase DCM), foi possivel coletar 75 fracdes
com um total de 50 mL de solvente por fragdo. As fracdes obtidas foram
analisadas através da cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC),
com revelacdo em luz ultravioleta (comprimento de onda de 254 nm e 365 nm),
iodo resublimado, sulfato cérico, cloreto férrico e anisaldeido sulfurico. Em
seguida, as fracdes que apresentaram semelhanca quimica foram reunidas e
submetidas a um novo fracionamento. Algumas fragcdes por apresentarem
pouca massa € com caracteristicas interessantes quimicamente quando
reveladas, foram submetidas a uma separacdo cromatografica em camada

delgada preparativa (CCDP) (fluxograma figura 9). Foram realizadas outras
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colunas cromatograficas mais néo foi possivel obter substancias puras devido

as fracOes apresentarem pouca massa e grande quantidade de substancia em

mistura, (figura 9).

Extrato MeOH
(1GaMeOH)
(10,0 9)
Particao
Fase Fase Fase Fase
DCM AcOEt BuOH H,O
(0,84 g) (1,72 g) (4,5 9) (1,8 9)
CCSsio,
// Hex/AcOEt e AcOEt/MeOH // // //
7/ 4 4 4

3) (17-19) (20-21) (22) (25-27) (31_33)

42 mg 32 mg 4,3 mg 5,6 mg 7,3mg 12,5 mg

ccop CCDP Lavagem
DCM/Acetona 8:2 DCM/Acetona 7:3 | com Hexano
(1) (3) (5) (1) (5) (22.1) (22.2)
13 mg 4 mg 6 mg 5mg 4 mg 0,8 mg 4,3 mg
Recristalizagdo ccbp
Com hexano DCM/Acetona 9:1
| |
1) ) (22.2.1) (22.2.2) (22.2.3) (22.2.4)
4 mg 3mg 1,0 mag 1,2 mqg 0,9 mg 0,6 mg

Figura 9. Fluxograma da particao e fragbes obtidas.




42

4.1.2.2.3. Fase butandlica do extrato metandlicos dos galhos da primeira

coleta.

Em seguida escolheu-se a fase butandlica (BuOH) para andlise e
purificacdo (Figura 10). A fase estacionaria utilizada foi Sephadex LH-20 (10 g)
em coluna cromatografica aberta com um gradiente de eluicdo MeOH/ H,0 (60
mL) e AcOEt/MeOH 3:7 (60 mL) sendo que, ap6s a adicdo de AcOEt 100%.
Para o uso da coluna novamente foi passado AcOEt/MeOH (1:1) e MeOH

100% para a limpeza da coluna. A massa da amostra utilizada foi 180,0 mg

Extrato MeOH
(1GaMeOH)
(10,0 9)

Parti¢cdo (MeOH/H,0 9:1)

Fase Fase Fase Fase
DCM AcOEt BuOH H,O
(0,84 g) (1,72 g) (459) (1,8)
Sep pack C-18
(180 mg)
(1) (4) 9) 14
40 mg 23 mg 20 mg 18 mg

Figura 10. Fracionamento da fase BuOH.

Apbs separacado das fragdes foi realizada uma analise em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE. Os solventes utilizados foram de grau
espectroscopico (Tédia) degaseificados e ultrafiltrados. O equipamento

utilizado possui um Degaseificador DGU-14A (Shimadzu), com Injetor
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automatico modelo SIL-10AF (Shimadzu). Utiliza duas Bombas do modelo LC
6AD (Shimadzu), um Coletor FRC 10A (Shimadzu) e a Interface possui o
modelo SCL 10AVP (Shimadzu). O Detector possui arranjo de diodos, modelo
SPD-M20A (Shimadzu). Foram utilizadas colunas analiticas (250 mm x 4,5 mm
X 5u), semi-preparativa (250 mm x 10 mm 5pu) todas da marca Luna
Phenomenex, com particulas de 100 A. As fases estacionérias utilizadas foram

C-18.

Nesta andlise utilizou-se um volume de injecao de 1 pL com fluxo de 0,5
mL/min, com gradiente H,O/MeOH - 0"- 50%; 15" - 100%; 25"- 100%; 30" 50%,
alem dessas diversos sistemas de eluicdo foram realizados porem né&o obtiram

SuUcCesso0.

4.1.2.3. Fracionamento do extrato diclorometanico das folhas da segunda

coleta.

Apos o fracionamento da fase butandlica foi escolhido outro extrato bruto
para dar continuidade ao fracionamento, no qual escolheu o extrato
diclorometénico das folhas da segunda coleta (2FODCM) por apresentar
caracteristicas interessantes quando analisadas em reveladores fisicos e

guimicos e por apresentar boa massa para o fracionamento (10 g).

Visando um perfil quimico mais detalhado o extrato (2FoDCM) foi
monitorado por RMN *H a 60 Hz que mostrou uma intensidade de sinais nas
regibes de 0 a 2 caracteristico de metilas terpénicas, alem de outros sinais,

esse extrato foi entdo fracionado em coluna filtrante utilizando silica gel como
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fase estacionaria e os gradientes Hex/Acetona, Acetona/MeOH até MeOH
100% como fase movel (Tabela 10). Dessa coluna foram obtidas 20 fracoes em
um volume de 500 mL a cada fracdo coletadas, a seguinte tabela mostra o

sistema de eluentes utilizado no fracionamento.

Tabela 10. Eluentes utilizados no fracionamento 2FoDCM

Fractes Eluentes

0-3 Hex/Acetona 9:1

4 Hex/Acetona 6:4

5-7 Hex/Acetona 1:1

8-11 Hex/Acetona 2:8
12-14 Acetona/MeOH 8:2
15-18 Acetona/MeOH 1:1
19-20 Acetona/MeOH 1:9

Apos analises em CCDC as fragcbes que apresentaram semelhanca

foram reunidas.

A fracdo (5-7) foi fracionada empregando uma coluna cromatografica
aberta (h = 270 cm, di = 97 cm) empacotada com silica gel e eluida com
misturas de Hex/AcOEt, AcCOEt/MeOH até MeOH 100%. Dessa coluna foram
obtidas 40 fracdes que apos serem analisadas em CCDC as que apresentaram

semelhanca foram reunidas.

Na figura 11pode-se observar as primeiras fracdes que foram analisadas

e posteriormente fracionadas.
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b M . 1.11,.

Visivel UV 254 UV 365 Ce(S04),

Figura 11. Fracdes obtidas da coluna (5-7).

Apos analise em CCDC escolheu-se a fragdo (5-7).(2) (figura 13) para
ser fracionada por apresentar poucas manchas e com caracteristicas
terpénicas quando reveladas no Ce(SO4), e confirmadas no espectros de *H de

60 Hz do extrato bruto..

Esta foi fracionada utilizando coluna cromatografica de silica gel (h = 40
cm, di = 1,8 cm). Ao qual foram coletadas 45 fra¢des, em que, as substancias
que tinham uma coloragdo bem caracteristica foram coletadas nos primeiros
sistemas, Hex/Acetona e apresentaram fluorescéncia quando irradiadas com

os dois comprimentos de onda.

Apés analises em cromatofolhas observou-se que a fracdo (5)
apresentava poucas manchas e com RF bem distintos, esta entdo foi
submetida a uma coluna cromatografica preparativa o qual foi obtida a

substéncia 1 (figura 12).



UV 254

UV 365

Anisaldeido
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Figura 12. Andlise em CCDC da fracdo (2FoDCM).(5-7).(2).(5).(3)

que contem a substancia 1.

A seqguir encontra-se o0 fluxograma detalhado das etapas do

fracionamento cromatografico.



Extrato DCM
(2FoDCM)
(10,0 g)

C Filtrante SiO,
Hex/Acetona e Acetona/MeOH

// /,
// //
(5-7) (8-11) (12-14)
1,139 23 mg 20 mg
CC Si0,
/, /, Hex/Acetona e Acetona/l)/IeOH /,
/,
2) (5-7) (8-11) (16)
96 mg 98 mg 70 mg 18 mg
CC Si0,
Hex/AcOEt até MeOH 100%
// // // //
4 7/ 4 7/
(1) 3) 5) (14)
12 mg 15 mg 30 mg 18 mg
CCDP
Hex/AcoEt 8:2
// //
4 7/
1) ) ©))
10 mg 3mg 4 mg

(Substancia 1)
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Figura 13: Fluxograma do fracionamento do extrato diclorometanico das folhas
da segunda coleta.



Apés a identificagdo da substancia 1, foi

fracionamento com a fracdo (2FoDCM).(5-7).(5-7), utilizando uma coluna
cromatografica aberta de silica gel (h = 40 cm, di = 1,8 cm).resultando em 19

fragbes com um volume de 55 mL cada erlennmeyer (Tabela 11).

Tabela 11. Eluentes utilizados para o fracionamento de (2FoDCM).(5-

7).(5-7)

Fracoes

Eluentes

0-1
2
3
4
5-6
7
8-9
10-11
12
13-15
16
17-18
19

Hex/AcOEt 95:5
Hex/ AcOEt 9:1
Hex/A AcOEt 8:2
Hex/ AcOEt 7:3
Hex/ AcOEt 6:4
Hex / AcOEt 1:1
Hex / AcOEt 3:7
Hex / AcOEt 1:9
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 8:2
AcOEt/MeOH 6:4
MeOH 100%

Em seguida, as fracdes foram analisadas em CCDC em que a fracéao 4
apresentou uma boa separacéo e apesar de possuir pouca massa (19 mg) foi

submetida a uma CCDP com um sistema de Hex/AcOEt (8:2) no qual foi obtida

um cristal branco (Figura 12).

Esta amostra foi mandada para anéalise de RMN de *C e 'H, e estamos

aguardando os espectros.

realizado um novo



Anisaldeido

UV 254

UV 365

sulfiirico

Figura 14. Andlise em CCDC da fracdo (4).(1) que contem a substancia 2.

O fluxograma a seguir mostra os detalhes do fracionamento.

(5-7)
98 mg
CC Sio,
Hex/AcOEt até AcOEt/MeOH
// // /s /s /s
(2) (4) (7) (12)
15 mg 19 mg 13 mg 20 mg
ccop
/ Hex/AcoEt 8:2
/ /
"/ 7
1) 3 (1)
4 mg 4 mg 6 mg

(Substancia 2)

Figura 15. Fluxograma do fracionamento cromatografico da fracéao (5-7).
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Em seguida a fracéo (7) foi escolhida para realizar o fracionamento por

apresentar poucas manchas e uma mancha bem definida, a qual apresentou
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uma coloracédo laranja ao ser revelados com anisaldeido sulfarico e cor rosa ao
ser revelado com Ce(SOy), que é caracteristico de terpenos. Esta fracao foi

entdo submetida a uma CCDP que resultou na seguinte substancia isolada.

~

Anisaldeido Ce(S0,),

UV 254

UV 365

sulftirico

Figura 16. Andlise em CCDC da fracdo (7).(4) que contem a substancia 3.

O fluxograma a seguir mostra os detalhes da purificacdo da fracao (5-

7).(7).

(5-7)
98 mg
CCSio,
Hex/AcOEt até AcOEt/MeOH
/. /. /. /. /.
(2) (4) (7) (12)
15 mg 19 mg 13 mg 20 mg
CCDP
/, Hex/A}z/c}Et 1:1
74 4
1) (4) (7)
3mg 3mg 4 mg

Substancia 3

Figura 17. Fluxograma do fracionamento cromatografico (5-7).(7).(4).
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Vale ressaltar que esta substancia foi mandada para a anélise de RMN
de 'H e de *3C, sendo que até o presente momento foi possivel realizar apenas

o RMN de H.

Analise de RMN *H (60 MHz) de extratos, fracdes e substancias puras.

Para a identificacdo de grupos quimicos dos extratos, fracdes e
substancias isoladas, foram primeiramente analisadas em RMN de 'H de 60
MHz, no qual foi possivel identificar grupos quimicos, que corroboraram com a

escolha do extrato para o fracionamento cromatogréfico.

Os espectros apresentaram diferentes classes quimicas de acordo com
0s extratos. Para os extratos diclorometanicos foi possivel identificar varios
singletos, bem como outros sinais, nas regides entre dH 0- 2, concluindo a
possivel presenca de terpenos, para 0s extratos metanodlico observaram-se
varios sinais na regido de ligac6es duplas conjugadas caracteristicas de

flavonodides.

O espectro a seguir, foi obtido da substancia pura (5-7).(7).4) do extrato

diclorometanico das folhas.
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2 0 PPM

) USER: - DATE: 06/10/11 (14:25)
OF1:360.0_ —

| PTSI1d: 8192
NA: S : i LB: 0.0

 Nuts- 162 F (5-7) (1)

Figura 18. Espectro de RMN de *H da substancia (5-7).(7).4.

Essa substancia mostrou 8 singletos largos na regido relativa as metilas.

Os singletos em & 0,72, 0,81, 0,86, 0,93, 0,98, 1,07, 1,14 e 1,25 foram

atribuidos aos grupos metilicos caracteristicos de triterpenos.

Esta analise é de grande importancia, pois, nos mostram as possiveis

caracteristicas das substancias presentes nos extratos, fracdes e até mesmo

nas substancias isoladas.
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4.1.3. Ensaios Bioldgicos

4.1.3.1. Verificagéo de atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana dos extratos e fracfes foram

realizados segundo a metodologia de cavidade-placa.

Aeromonas hydrofila foi inoculada em placas de Petri contendo o meio
de cultura Agar Mueller-Hinton, através da técnica de spread-plate, onde s&o

feitas cavidades circulares de 6 mm.

Em seguida foram adicionados, os extratos de P. trifoliata na
concentracdo de 3 mg/mL de extrato. Utilizou-se como controle negativo o
solvente usado para dissolver as amostras DMSO (figura 19A) e a

oxitetraciclina como controle positivo.

i

Extrato vegetal

.
i H 0,1mL
l,\ Controle negativo: pMSO
) Controle positivo: oxitetraciclina 20ug
Agar 2 \
Miueller-Hinton

A. hydrophila

Incubacao
30°C/ 24h

Halo
Inibicao Crescimento

Figura 19A. Esquema de realizacdo do ensaio antimicrobiano.
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Apbs 24 horas de incubacdo a 30 °C, procede-se a verificacdo da
formacdo dos halos de inibicdo de crescimento e, em caso de atividade

positiva, a verificacdo do diametro do halo com o auxilio de uma régua.

Concentracdo Inibitéria_Minima (CIM): realizou-se a determinacdo da

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido, através da técnica de
macrodiluicdo. Para isto, foram realizadas diluicdes sucessivas dos extratos
(128 mg/mL até 0,065 mg/mL). Em seguida, inoculou-se a bactéria nos tubos

de ensaio que foram incubados a 30 °C por 24 horas.

Considerou-se o valor de CIM a menor concentracdo do extrato onde

ndo houve crescimento bacteriano visivel (figura 19B).

Concentracdo Bactericida Minima (CBM): Os tubos incubados para

determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido foram
utiizados para determinacdo da CBM. Uma aliquota (100 pL) de cada
concentracéo (a partir da CIM) foi inoculada em placas de Agar Mueller-Hinton

e incubadas nas condi¢des adequadas.

Considerou-se CBM a menor concentragdo do extrato onde ndo houve
crescimento celular sobre a superficie do agar inoculado (99,9 % de morte

microbiana) (figura 19B).
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0 0,06 0,12 0,25 0,5 1

2 4
Concentragdo de extrato mg/mL / / /
MBC P

Figura 19B: Esquema da determinacdo da Concentrag&o Inibitoria Minina
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM).

4.1.3.2. Verificagdo da atividade antimalérica.

Os ensaios in vitro foram realizados no laboratorio de bioensaio da
faculdade de farmacia da UFMG, com hemacias infectadas por P. falciparum,
clone W2, resistente a cloroquina, através do método do HRP2 (NOEDL et

al.,2002).

Primeiramente foi realizada uma incubacédo parasito-droga: 20 ul de
cada diluicdo dos compostos testados colocados em microplacas de 96 pocos,

em triplicata, onde j& se encontravam 180 ul da suspensdo de hemécias
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infectadas (1,5% hematocrito, 0,05% de parasitemia), provenientes de um
cultivo mantido por pelo menos trés dias sem hipoxantina. Foram usados
controles sem drogas, com heméacias infectadas (controle positivo) ou

hemacias ndo infectadas (controle negativo).

As placas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C por 72
h na presenca dos extratos. ApOs esse periodo as microplacas foram

congeladas (-20 °C por no minimo 24 h), para promover a lise das hemacias.

O lisado celular foi transferido para placas de 96 pocos previamente
incubadas com anticorpo de captura anti-HRP2. Apds 1 h de incubacédo, as
placas foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase por mais uma hora. As placas foram novamente lavadas e
incubadas por 10 min na presenca do substrato TMB. A reacéo foi interrompida

com HCI 1 N e a absorbéancia registrada em espectrofotometro.

Os percentuais de reducdo do crescimento dos parasitos foram

calculados a partir da absorbancia.

Para a solubilidade das amostras uma solugcéo estoque de cada amostra
foi preparada na concentragdo de 50 mg/mL em DMSO. As amostras 307G

Hex, 230 Fo HEX, 307 Fo HEX e 162 Fo DCM foram insoluveis em DMSO.

4.1.3.3 Ensaio de citotoxicidade utilizando Artemia salina

Para o teste, utilizou-se como meio de crescimento uma solucéo salina

(3,8%), e para a eclosao, adicionaram-se 10 mg de cistos de Artemia salina .
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As condicdes de crescimento utilizadas foram: temperatura de 25 a 28 °C, e
iluminacdo em lampada fluorescente, durante 48 horas. ApOs esse periodo, as
larvas séo transferidas para placas de 24 pocos, sendo distribuidas 10 larvas
de Artemia salina para cada poco. Nos pocos sdo adicionados 100 pL do
extrato na concentracdo de 1000 pug/mL, e avoluma-se para 1 mL, em triplicata.
No controle, adiciona-se o solvente usado para dissolver o extrato. As placas
com as larvas de A. salina sdo mantidas por 24 horas sob iluminacédo de
lampada fluorescente. ApOGs esse periodo, avalia-se o numero de larvas
sobreviventes, tanto nos pocos de controles quanto no teste. Testa-se
inicialmente na concentragao de 1000 pg/mL e, se for citotoxico, diluir o extrato

até encontrar a CLs (Figura 20).

10 mg de Cistos de
A. salina

48 horas

e = | EclosZo dos cistos |

SclucZo aquosa de sal

marinho sintético 39 g/L

Apds 24h, contagem
da mortalidade

Figura 20. Esquema de realiza¢do do ensaio toxico.



4.1.3.4. Ensaio antioxidante empregando a metodologia do DPPH

A solucéo de DPPHe- foi preparada solubilizando 28 mg do DPPH+ com 1

mL de DCM e avolumando com MeOH até 100 mL.

A diluicdo da solucdo do acido ascorbico com agua deionizada resultou

nas seguintes concentragdes: 0, 100, 200, 400, 600 e 800 pg/mL. A solugéo de

DPPH?e é utilizada na concentragao de 2,8 mg/L (Figura 21).

Preparagcdo da curva do DPPHe.: adicionam-se em seis novos micro-
tubos 990 uL de DPPHe e completa-se com 10 pL da solugdo de acido

ascorbico. Espera-se por 30 minutos para realizar a leitura da absorbancia em

espectrofotdometro no comprimento de 517 nm.

.

rr— 1 ¢ 30 min.
a5 ,;

o r—

~~

990 uL DPPH - + 10 pL de acido
ascorbico em diferentes
concentragdes e amostras

Extratos solubilizados

Figura 21. Esquema de realizac&o do ensaio antioxidante.
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Ensaio com os extratos: apés a verificacdo da curva de calibracdo e sua
linearidade, adicionam-se 0,5 mg/mL dos extratos nas solu¢cdes de DPPHe-.
Realiza-se a leitura da absorbancia (517 nm) no espectrofotdmetro, e apos 30
minutos de reacéo, a leitura é realizada novamente . A variacdo da absorbancia
dos extratos é comparada com o acido ascorbico para a avaliacdo quantitativa

do potencial antioxidante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anélises cromatograficas e fracionamento dos extratos

Os extratos das quatro coletas foram analisados por CCDC e revelados

para revelar as possiveis classes quimicas contidas.

Os extratos diclorometanicos e hexanicos quando revelados em UV 365
nm, verificou-se fluorescéncia caracterizando possivelmente compostos
aromaticos. Observaram-se também manchas de cores laranja e roxa quando
reveladas com sulfato cérico, confirmando a presenca de terpenos. Através da
revelacdo quimica com cloreto férrico, o qual revela substancias fendlicas com
a coloracdo verde escura, percebeu-se que os extratos DCM e Hexanicos

possuem uma baixa quantidade desse grupo de metabdlitos (Figura 22).

Ao revelar com cloreto de aluminio verificou-se presenca de flavondides
quando intensificou a cor verde quando foi visualizado no UV — 365 (Figura 22).
A revelacdo com anisaldeido sulfarico mostrou que os extratos possuem uma
grande complexidade de substancias, porém, como esse revelador € universal,
nao revela um grupo especifico de metabdlitos, assim sendo, ndo € possivel

inferir sobre as classes de metabdlitos presentes.
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3FH 3GH 3CaH 4FH 4GH 3FH 3GH 3CaH 4FH 4GH

3FH 3GHe 3CaH 4FH 4GH

Figura 22. Placas cromatogréficas reveladas com anisaldeido sulftrico (A);

cloreto férrico (B) e cloreto de aluminio (C) eluidas com Hexano/Acetona
8:2.

Os extratos MeOH mostraram a presenca de compostos aromaticos
quando revelados com cloreto férrico, quando reveladas com Dragendorff
observou-se a auséncia de alcalbides, pois ndo apareceu cor laranja. Ao sere
revelado com sulfato cérico observou-se a presenca de possiveis terpenos,
pois apresentou coloracéo lildas (WAGNER & BLADT, 2001). Observou-se ainda

que os extratos MeOH apresentam variedade de polares (Figura 23).
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A

3FH 3GHex3CaH 4FHe 4GH 3FH 3GHe 3CaH 4FH 4GH

Figura 23: Placa cromatografica visualizada em UV — 254 eluidas com
DCM/hexano 8:2.

Os extratos aquosos mostraram, nas placas cromatograficas, rastros bem
intensos, devido a grande polaridade das substancias. Quando revelados com
cloreto férrico observou-se a possivel presenca de compostos fendlicos,
coloragéo escura, e quando reveladas com cloreto de aluminio observou-se a
possivel presenca de flavonodides, coloragdo azul escuro, que intensificou na

luz UV 365 (Figura 24).

Figura 24: Placas cromatogréficas reveladas com: cloreto férrico (A) e cloreto
de aluminio (B) eluidas com Acetona/MeOH 2:8.
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5.2. Determinacéao estrutural das substancias isoladas

5.2.1. 28-hidroxi-friedelin-3-ona

A fragdo (5.3) denominada de substancia 1 foi obtida na forma de
cristais brancos e quando revelada com anisaldeido sulftrico verificou-se a cor
rosa e quando revelada com sulfato cérico verificou-se as cores laranja e roxo
caracterizando um triterpenos.

O espectro de RMN de *H (Figura 26 e 27, p. 64 e 65) mostrou 7 sinais
o4 0,73 a 1,26, referentes aos hidrogénios de metilas, indicandondo um
triterpeno com uma metila a menos. Observaram-se sinais em oy 2,27 (m, 2H),
em 6y 2,39 (ddd, 2H, J=7,J= 5 e J=2 Hz) e em &y 3,63 (sl, 2H) caracteristico
de hidrogénio carbindlico.

Entre os sinais de RMN de **C (Figura 28 e 29 p. 66 e 67) observou a
falta de ligacdo dupla sugeriu um esqueleto do tipo friedelano, a carbonila em
213,0 ppm aliada a metila em 7,0 ppm e um carbono carbindlico em 68,2 ppm
indicaram a presenca de 28-hidroxi-friedelin-3-ona, o qual foi confirmados com
os dados da literatura (MAHATO & KUNDU,1994).

Assim como verificado a identificacdo da fracdo 5.3, observa-se a
conformacao bote dos anéis D e E responsavel pelo alto deslocamento quimico
em direcdo a alta frequéncia observado para C-8 &c (52,7) (STESKIND et al,
1995). Este triterpeno possui ponto de fusdo que varia entre 255,5 -257,8 °C

(CLAUDINO, G. P., 2005), cuja formula molecular corresponde a C3yHs00>
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Tabela 12. Dados de RMN de *3C da 28-hidroxi-friedelin-3-ona comparados
com a literatura (MAHATO & KUNDU,1994)

&c Sc
Posicdo | Observado Literatura Carbonos

1 22,4 22,1 CH,
2 41,7 41,6 CH,
3 213,0 212,6 C=0
4 58,4 57,8 CH
5 42,2 41,9 C

6 41,4 41,0 CH,
7 18,4 18,1 CH,
8 52,7 51,2 CH
9 38,5 37,3 C

10 59,7 59,1 CH
11 35,6 35,5 CH,
12 29,9 29,9 CH,
13 39,7 39,1 C

14 37,8 38,0 C

15 31,4 31,3 CH;
16 29,3 29,0 CH,
17 35,7 31,1 C

18 39,6 39,2 CH
19 34,7 34,4 CH,
20 28,4 27,9 C

21 31,6 31,4 CH,
22 33,5 33,2 CH;
23 7,0 6,7 CHs;
24 14,8 14,5 CHs;
25 18,2 18,0 CHs;
26 19,3 18,9 CHs;
27 194 19,1 CHs;
28 68,2 67,0 CH,
29 33,0 32,9 CH;3
30 34,4 34,2 CHs

29 30

Figura 25. Estrutura de 28-
hidroxi-friedelin-3-ona
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Figura 26. Espectro de RMN de *H do 28-hidroxi-friedelin-3-ona
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5.2.2. Substancia 2 com caracteristicas de triterpeno.

A substancia obtida da fracdo (5-7).(7).(4)., foi obtida na formas de
cristais brancos e caracterizada como um triterpeno quando analisado seu
espectro de H.

O espectro de RMN de 'H revelou 8 sinais entre 8y 0,72 a 1,25,
referentes aos hidrogénios de metilas, caracterizando um triterpeno.

Observaram-se sinais em 0y 2,28 (m, 2H), em &4 2,39 (ddd, 2H, J=7, J=
5 e J= 2 Hz), em &y 3,35 (d, 2H, J= 10 Hz) e em &y 3,42 (d, 2H, J= 10HZ)
caracteristico de hidrogénio carbindlico (Figura31 e 32 p. 71 e 72).

Os espectros de *C até o presente momento ndo foi realizado por

motivo de manutencao do equipamento.
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5. 3. Ensaios Bioldgicos

5.3.1. Atividade antimicrobiana contra Aeromonas hydrophila.

Os extratos hexanicos, DCM, MeOH e H,O das folhas, galhos, cascas e
caules de P. trifoliata foram analisados quanto a atividade antibacteriana frente
a Aeromonas hydrophila. O resultado pode ser visualizado quanto ao seu halo

de inibic&o (Figura 33).

Figura 33. Resultado da atividade frente a Aeromonas hydrophila

A = placa vista de frente; B = placa vista pelo lado de trés.
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As partes vegetais coletas foram organizadas em tabelas separadas
para a melhor compreensdo dos resultas como as seguintes medicoes
adotadas no laboratorio: de 0 a 6,9 mm € considerada baixa atividade, de 7 a
13,9 mm é considerada média atividade e acima de 14 mm sera considerado

alta atividade.

A tabela 13, mostra os resultados dos extratos das folhas para todas as
coletas. Nela podem-se observar diferentes resultados quanto ao tamanho do
halo de inibicdo. Os extratos DCM e hexanicos apresentaram variagdes de 2 a
3 mm, nas quatro coletas, indicando baixa ou sem atividade. Os extratos
metandlicos apresentaram variacbes de 1 mm a 8 mm quando testados, no
qual foi considerado uma média atividade os extratos dos talos das folhas da
segunda coleta. Ja os extratos aquosos das folhas, obtiveram varia¢cdes quanto
ao seu halo de inibicdo de 3 mm a 7 mm, mostrando-se que a segunda coleta

apresenta importantes metabdlitos secundarios referente a este teste.

Tabela 13 - Resultados da atividade dos extratos das folhas contra a bactéria
Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila
Concentracao de 3 mg/mL de extratos

Coleta Parte gevetal Solvente  Diametro do Halo

Folha DCM S/IA
Folha MeOH 5 mm

Folha DCM 3 mm

1
1
2
2 Folha MeOH 4 mm
2 Folha H,O 4 mm
2

T. folha* DCM S/IA
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2 T. folha* MeOH 8 mm
2 T. folha* H.O 7 mm
3 Folha Hexano 2 mm
3 Folha MeOH 3 mm
3 Folha H.O 3 mm
4 Folha Hexano S/IA
4 Folha MeOH 1 mm
4 Folha H,O 3 mm

*Talo da folha (na 12 coleta foi realizado extrato dessa parte vegetal separado).
S/A=sem atividade.

Outras partes vegetais testadas sobe a mesma bactéria foram os
extratos dos galhos (Tabela 14), que apresentou semelhanca quanto ao
crescimento do seu halo de inibicdo. Na primeira coleta os extratos metandlicos
apresentaram média atividade, os demais extratos mostraram-se com baixa ou
sem atividade, na segunda e terceira coleta todos os extratos apresentaram
baixa atividade mostrando que os metabolitos secundarios ndo apresentam

significancia quando testado com este micro organismo.

Tabela 14 - Resultados da atividade dos galhos contra a bactéria Aeromonas
hydrophila

Aeromonas hydrophila
Concentragao de 3 mg/mL de extratos

Coleta Parte gevetal Solvente Diametro do Halo

1 Galho DCM S/IA

1 Galho MeOH 7 mm
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1 Galho H.0O 3 mm
3 Galho Hexano 3 mm
3 Galho MeOH 6 mm
3 Galho H.O 3 mm
4 Galho Hexano 3 mm
4 Galho MeOH 6 mm
4 Galho H.O N/T

S/A=sem atividade, N/T= n3o testado.

A tabela 15 mostra os extratos dos caules obtidos apenas na segunda
coleta. Como podemos observar, os halos de inibicbes dos extratos
metandlicos e aquosos apresentaram meédia atividade, mostrando que essa

parte vegetal possui importantes metabdlitos secundarios.

Tabela 15 - Resultados da atividade dos caules contra a bactéria Aeromonas
hydrophila

Aeromonas hydrophila
Concentracdo de 3mg/mL de extratos

Coleta Parte gevetal Solvente Diametro do Halo
2 Caule DCM 3 mm
2 Caule MeOH 7 mm
2 Caule H,0 7 mm

Ja a tabela 16, mostra os resultados obtidos dos extratos das cascas,
coletados apenas em uma época do ano. Seus halos de inibicées variaram de

1 mm a 6 mm, mostrando- se todos com baixa atividade.
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Tabela 16 - Resultados da atividade das cascas contra a bactéria Aeromonas
hydrophila

Aeromonas hydrophila
Concentragao de 3mg/mL de extratos

Coleta Parte gevetal Solvente Diametro do Halo
3 Casca Hexano 1 mm
3 Casca MeOH 6 mm
3 Casca H,O 3 mm

Diversos estudos mostram que 0s extratos metanodlicos de espécies
vegetais sdo constituidos por metabdlitos secundarios como flavonoides,
triterpendides, alcaldides, antraquinonas, dentre outras, que apresentam
atividade antibacteriana (CONEGERO, et al., 2003; KUETE et al.,, 2006;

OLIVEIRA et al., 2007).

Como o0s extratos testados sdo provenientes de coletas diferentes,
realizadas em épocas do ano diferentes, a natureza das substancias e a
concentracdo responsavel pela atividade antibacteriana contra Aeromonas

hydrophila podem estar variando conforme a sazonalidade e a temperatura.

5.3.1.1 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragcdo Bactericida

Minima (CBM).

A andlise antibacteriana por difusdo em agar é classificada como
gualitativa, dessa forma, para se obter um resultado quantitativo, foi
determinada a concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo minima

bactericida (CMB) das fases obtidas do extrato metandlico dos galhos da
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primeira coleta, os extrato metandlico e aquoso do caule e Talo das folhas da

segunda coleta, para uma melhor avaliagéo de sua atividade (tabela 17).

Tabela 17. Concentragdo Inibitéria Minina (CIM) e Concentracdo Bactericida

Minima (CBM).

Concentra¢gdes Minimas contra Aeromonas hydrophila

Amostra  Parte gevetal Solvente CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)

1.1 Galho AcOEt* 2,5 5

1.2 Galho BuOH* 5 10
1.3 Galho H,O* 2,5 10
2 Caule MeOH** 2,5 10
2 Caule H,O** 2,5 16
2 T. Folha MeOH** 5 16
2 T. Folha H,O** 2,5 16

*fases; **extrato bruto.

Como podemos observar as amostras obtidas da particdo do extrato

metandlico dos galhos da primeira coleta apresentou um MIC que variou de 2,5

a 5 mg/mL e um MBC entre 5 e 10 mg/mL. Outros resultados satisfatérios

estédo relacionados com os caules e talo das folhas da segunda coleta o qual

apresentaram MIC de 2,5 e MBC com variagao de 10 a 16 mg/mL.

Através desses resultados podemos dizer que as fases obtidas dos

galhos possuem atividade tanto bacteriostatica quanto bactericida, ou seja,

pode tanto inibir o crescimento quanto possuir a capacidade de matar a

bactéria.
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5.3.2 Atividade antimalérica dos extratos vegetais.

Para a avaliacdo do potencial antimalarico dos extratos, foram
selecionados apenas alguns extratos devido ja ndo contarmos com masa

suficiente.

As amostras foram testadas em duas concentracdes, 25 e 50 pg/ml. Os
extratos das folhas mostraram-se com resultados (Tabela 18) satisfatorios visto
que, da primeira coleta o extrato metandlico apresentou uma reducdo de
parasistemia igual a 52% na concentracdo de 25 pg/mL e 100% na

concentragéo de 50 pg/mL.

Para o0s extratos da segunda e terceira coleta o0s extratos
dicloromatéanicos (42% em 25 pg/mL e 100% em 50 pg/mL), hexanicos (100%
em 25 pg/mL e 100% em 50 pg/mL), metandlicos (100% em 25 pg/mL e 100%
em 50 pg/mL; 78 % em 25 pg/mL e 100% em 50 pug/mL) e aquoso (42% em 25
pg/mL e 100% em 50 pg/mL) mostraram um bom percentual de reducdo de
parasistemia seguido dos extratos metanolicos da quarta coleta. Esses
resultados que apresentaram um percentual de redugcdo de parasitemia igual
ou maior que 50% (tabela 18) nas duas concentracdes foram testados para

determinacao da Clsp.
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Tabela 18. Atividade antimalarica contra P. falciparum das folhas de P. trifoliata

% Red.
Amostra  P. Vegetal Solvente 25ug/ml 50pg/ml
1 Folhas MeOH 52 100
2 Folhas DCM 42 100
2 Folhas H.0O 42 100
2 Folhas MeOH 100 100
2 T folhas* H.O 14 42
2 T. folhas* MeOH 50 100
3 Folhas Hex 100 100
3 Folhas MeOH 78 100
4 Folhas Hex 30 84
4 Folhas MeOH 78 100
Cloroquina 100 100

* Talo da folha

O extrato metandlico e a fase butandlica dos galhos da primeira coleta
apresentaram um bom percentual de reducdo de parasitemia (69% em 25
png/mL e 100% em 50 pg/mL) e (67% em 25 pg/mL e 100% em 25 pg/mL),
respectivamente. Essa reducdo pode ser observada também nos extratos
metandlicos da terceira e quarta coleta (100% em 25 e 50 ug/mL), os demais
extratos dos galhos analisados, ndo apresentaram resultados satisfatérios

(Tabela 19).
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Tabela 19. Atividade antimalarica contra P. falciparum dos galhos de P.
trifoliata

% Red.

Amostra P. vegetal Solvente 25ug/ml 50pg/mi
1 Galhos BuOH 67 100

1 Galhos DCM 22 50

1 Galhos H.O 0 37

1 Galhos MeOH 69 97

3 Galhos MeOH 100 100

4 Galhos MeOH 100 100

4 Galhos Hex 0 0
Cloroquina 100 100

Os extratos metandlicos e aquosos dos caules da segunda coleta
apresentaram um percentual de 97% e 69% para a concentracdo de 25 pg/mL
e 100% para a concentracdo de 50 pug/mL (Tabela 20), portanto estes foram

selecionados para ICs.

Tabela 20. Atividade antimalarica contra P. falciparum dos calhes de P. trifoliata

% Red.
Amostra P.vegetal Solvente 25ug/ml 50ug/ml
2 Caule DCM 4 50
2 Caule H.O 97 100
2 Caule MeOH 69 100

Cloroquina 100 100
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Os estudos relacionados com as cascas da terceira coleta mostraram
gue apenas o extrato metandlico foi capaz de ter um percentual de reducéo de

parasitemia (tabela 21).

Tabela 21. Atividade antimalarica contra P. falciparum das cascas de P.
trifoliata

% Red.
Amostra P. vegetal Solvente 25ug/ml 50pg/ml
3 Casca Hex 24 78
3 Casca MeOH 100 100
Cloroquina 100 100

5.3.3 Atividade citotdxica frente ao microcrustaceo Artemia salina

Neste ensaio foram submetidas amostras dos extratos das quatro coletas
realizadas de Piranhea trifoliata. A tabela 22 mostra os resultados do ensaio
realizado com o microcrustaceo Artemia salina. Alem desses extratos, outras
partes vegetais agrupadas nas tabelas 7, 8 e 9 mostram-se com letalidade
significativa contra o microcrustaceo. Esse teste foi realizado a partir de uma
concentragcdo maxima (1000 ug/mL), e caso apresentassem uma mortalidade
acima de 50%, seriam testado em concentragcbes menores até encontrar a

CLso.

Os extratos metandlicos obtidos das folhas da segunda coleta se

mostraram com maior citotoxicidade, tendo uma mortalidade de 76,6 % quando
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testados com uma concentracdo de 1000 pg/mL, esse mesmo extrato foi
testado novamente, agora com uma concentracdo de 800 ug/mL e apresentou
uma mortalidade de 70 % mostrando-se bastante toxico. Os extratos referentes

a primeira, terceira e quarta coleta amostraram todos com baixa citotoxicidade.

Tabela 22. Teste de citotoxicidade das folhas realizado frente a Artemia salina

Mortalidade (%) nas concentracdes (ug/mL)

Coleta  Partes vegetal  Solvente** 1000 800 400

1 Folha DCM NT NT NT
1 Folha MeOH 10 NT NT
2 Folha DCM NT NT NT
2 Folha MeOH 26,6 NT NT
2 Folha H20 36,6 NT NT
2 T. folha* DCM NT NT NT
2 T. folha* MeOH 76,6 70 NT
2 T. folha* H20 0 NT NT
3 Folha Hexano 75,4 55,3 13,3
3 Folha MeOH 16,6 NT NT
3 Folha H20 10 NT NT
4 Folha Hexano 74,7 56,7 13,8
4 Folha MeOH 3,3 NT NT
4 Folha H20 NT NT NT

*Talo da folha, considerado como folha.
**Solvente que foi solubilizado a amostra.
NT= ndo testada.

A tabela 23 mostra os resultados dos galhos coletados em trés épocas do
ano diferente. Nela, pode-se observar uma alta citotoxicidade na maioria dos

extratos, em que alguns deles foram testados em menores concentragdes a fim
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de encontrar a CLsp. Os extratos DCM podem apresentar sua CLsp em uma
concentracdo variante entre 800 pg/mL a 400 pg/mL, para o0s extratos
hexanicos essa concentracdo pode variar de 400 pg/mL a 200 pg/mL e os

metanolicos em torno de 700 pg/mL.

Tabela 23. Teste de citotoxicidade dos galhos realizado frente a Artemia salina

Mortalidade (%) nas concentragcdes (g/mL)

Coleta Parte vegetal Solvente* 1000 800 400 300 200

1 Galho DCM 63,4 54,3 26,6 NT NT
1 Galho MeOH 46,6 NT NT NT NT
1 Galho H.O 93,3 NT NT NT NT
3 Galho Hexano 88,5 81,5 73,3 56,5 16,6
3 Galho MeOH 20 NT NT NT NT
3 Galho H.O NT NT NT NT NT
4 Galho Hexano 69,4 59,0 56,6 16,6 NT
4 Galho MeOH 60,4 33,3 NT NT NT
4 Galho H.O NT NT NT NT NT

*Solvente que foi solubilizado a amostra.
NT= ndo testada.

A tabela 24 mostra os resultados dos extratos dos caules, o qual foi
coletado em apenas uma época do ano, em gue apenas o extrato metandlico
apresentou alta citotoxicidade e sua ClLsy pode ser encontrada nas

concentracdes entre 1000 pg/mL e 800 pg/mL.
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Tabela 24. Teste de citotoxicidade dos caules realizado frente a Artemia salina

Mortalidade (%) nas concentrag¢des (pg/mL)

Coleta Partes vegetal Solvente* 1000 800 400
2 Caule DCM NT NT NT
2 Caule MeOH 66,6 40 NT
2 Caule H,O 6,6 NT NT

*Solvente que foi solubilizado a amostra; NT= n3o testada.

A tabela abaixo mostra os resultados dos testes realizados com o0s

extratos das cascas. A CLsg dos extratos metandlicos encontrado foi obtida em

uma concentracdo de 1000 pg/mL.

Tabela 25. Teste de citotoxicidade das cascas realizado frente a Artemia salina

Mortalidade (%) nas concentragdes (pg/mL)

Coleta Partes vegetal Solvente 1000 800 400
3 Casca Hexano NT NT 53,3
3 Casca MeOH 50 NT NT
3 Casca H,O NT NT NT

Segundo MEYER et al. (1982), extratos com valores de CLsg inferiores a

1000 pg/mL s&o considerados bioativos.

Conforme os resultados demonstrados, pode-se observar que diversas

amostras testadas apresentam consideravel bioatividade frente a Artemia

salina, indicando que podem ser prosseguidos o0s estudos biologicos com

algumas partes vegetais de P. trifoliata, uma vez que este ensaio foi utilizado
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como estudo inicial para deteccdo simultanea de toxicidade (OJALA et al.,

1999; MOREIRA et al., 2003; PIMENTA et al., 2003).

5.3.4. Atividade antioxidante

A determinacdo do potencial antioxidante ocorreu com a reducdo do
radical DPPH em contato com as substancias presentes nos extratos de

Piranhea trifoliata.

Essa reacdo é perceptivel quando ha uma mudanca na sua coloracgéo,
do roxo para o amarelo esbranquicado, devido a presenca de grupos doadores
de hidrogénio. Na tabela 26, podemos observar que os extratos metandlicos
das folhas apresentaram uma boa atividade com uma equivaléncia entre 1 e 2,
iSSO mostra que esses extratos possuem importantes metabdlitos secundarios
com um potencial antioxidante, outros extratos que apresentaram boa atividade
foram os extratos aquosos como pode ser observado o talo da folha da

segunda coleta.

Os extratos DCM e hexanicos por sua vez nao apresentaram uma boa
atividade antioxidante. Esse fato pode ser explicado devido aos metabdlitos
secundarios responsaveis, ndo possuirem grupos de hidrogénio ou hidroxilas

livres em sua estrutura.
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Tabela 26. Resultados dos extratos das folhas de Piranhea trifoliata quanto ao
seu potencial antioxidante

Atividade Antioxidante

Coleta Parte vegetal Solvente Equivaléncia
1 Folha DCM 19,05
1 Folha MeOH 1,53
2 Folha DCM 18,28
2 Folha MeOH 1,24
2 Folha H,O 9,49
2 T. folha* DCM 46,28
2 T. folha* MeOH 1,44
2 T. folha* H,O 1,52
3 Folha Hexano 16,89
3 Folha MeOH 1,66
3 Folha H,O NT
4 Folha Hexano 18,37
4 Folha MeOH NT
4 Folha H.0 NT

NT=Nao testado * Talo da folha

O resultado da atividade antioxidante obtida dos galhos (Tabela 27)
mostrou que os extratos metanolicos e aquosos tiveram um bom resultado nas
trés coletas, com sua equivaléncia entre 1,33 e 1,82. Com relagdo aos extratos
DCM e hexéanicos, o potencial antioxidante apresentou-se com uma maior

equivaléncia entre 20,05 e 56,97.
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Tabela 27. Resultados dos extratos dos galhos de Piranhea trifoliata quanto ao
seu potencial antioxidante

Atividade Antioxidante

Amostra Solvente Equivaléncia

1 Galho DCM 22,12
1 Galho MeOH 1,82
1 Galho H,O 1,65
3 Galho Hexano 56,97
3 Galho MeOH 1,33
3 Galho H,O NT

4 Galho Hexano 20,05
4 Galho MeOH 1,58
4 Galho H.0O NT

NT=Nao testado

Os extratos dos caules foram coletados em apenas uma época do ano e
seus resultados mostram uma boa equivaléncia para os extratos metandlicos e

aquosos observados na tabela 28.
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Tabela 28. Resultados dos extratos dos caules de Piranhea trifoliata quanto ao
seu potencial antioxidante

Atividade Antioxidante
Amostra Solvente Equivaléncia
2 Caule DCM 20,94
2 Caule MeOH 1,34
2 Caule H.O 1,43

Os extratos das cascas por sua vez, foram coletados também em apenas uma
época do ano e foram analisados apenas o0s extratos metanodlicos que se

mostrou com um bom potencial antioxidante (Tabela 29).

Tabela 29. Resultados dos extratos dos caules de Piranhea trifoliata quanto ao
seu potencial antioxidante

Atividade Antioxidante

Amostra Solvente Equivaléncia
3 Casca Hexano NT
3 Casca MeOH 1,51
3 Casca H.0O NT

NT=Nao testado

Os extratos metanodlicos e aquosos de todas as partes vegetais
mostraram um maior potencial antioxidante quando comparado com a

equivaléncia do acido ascérbico. Ja os extratos diclorometéanico e hexanicos
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foram o0s menos ativos. Isso indica que a espécie P. trifoliata possui
importantes metabdlitos secundarios com alta polaridade e que possui
hidrogénios livres em sua estrutura capazes de realizar uma boa interacéo

guando em contato com o radical DPPH.



91

6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico preliminar realizado por meio de cromatografia em
camada delgada, com a espécie Piranhea trifoliata (PICRODENDRACEAE)
evidenciou a presenca das seguintes classes quimicas: triterpenos e
flavonoides.

O fracionamento por cromatografia em coluna de silica-gel do extrato
diclorometéanico da segunda coleta forneceu o triterpeno 28-hidroxi-friedelin-3-
ona, o qual foi identificado por RMN de *H e **C, sendo descrito pela primeira
vez nesta familia. Da segunda substancia isolada foi possivel identificar apenas
a sua classe quimica, como sendo um triterpeno, até o presente momento nao
obtivemos os espectros de carbono treze. Outras substancias foram isoladas,
mas, até o presente momento seus espectros ainda nao foram obtidos.

A atividade antibacteriana dos extratos e fases sobre Aeromonas
hydrophila evidenciou que o0s mesmos apresentaram média atividade
principalmente os extratos MeOH dos galhos (12 coleta), talo das folhas e caule
(22 coleta) e H,O dos caules (22 coleta). Esses resultados foram confirmados
quando analisados a concentracdo minima bactericida e a concentracdo
minima bacteriostatica, destacando a fase ACOET dos galhos (12 coleta) por
apresentar menor resultado de ambos sendo considerado bactericida e
bacteriostatico.

A atividade antimalarica mostrou que os extratos MeOH das folhas,
galhos e fase BUOH dos galhos (12 coleta) foram ativos seguido dos extratos

MeOH das folhas e Caule (22 coleta), MeOH das folhas, galhos, casca e
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Hexanico das folhas (32 coleta) e MeOH das folhas e galhos (42 coleta),
confirmando que estes possuem importantes metabolitos secundarios capazes
de matar esse micro organismo.

O ensaio de toxicidade sobre Artemia Salina mostrou que 0s extratos
das quatro coletas possuem alta toxicidade evidenciando os extratos hexanicos
das folhas e galhos (32 e 42 coleta) que possuiram uma maior toxicidade.

A determinacdo do potencial antioxidante evidenciou que os extratos
metandlicos e aquosos das folhas, talo das folhas, galhos, caule e casca (12,
22, 32 e 42 coleta) apresentaram importantes equivaléncias quando comparados
com o acido ascorbico.

Esses resultados contribuiram para o conhecimento das atividades
biolégicas bem como o conhecimento das substancias quimicas de Piranhea
trifoliata, tendo em vista que o triterpeno isolado, esta sendo descrito pela
primeira vez na familia. Estes resultados mostraram-se promissores, abrindo

oportunidades para futuros desenvolvimentos de farmacos.
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