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RESUMO

No século XIX o Brasil foi visitado por naturalistas europeus, atraidos pelas riquezas naturais
do pais. O francés Saint-Hilaire, em sua obra Plantas Usuais dos Brasileiros descreveu
plantas que eram usadas pelos habitantes da regido norte/nordeste de Minas Gerais. Dentre
estas, encontra-se a Erythroxylum suberosum A. St.-Hil. (Erythroxylaceae), conhecida
popularmente como “galinha-choca” e “mercurio do campo”, abundante nas proximidades da
cidade de Diamantina (MG). Os objetivos do presente trabalho foram o resgate de
informagdes sobre as espécies botanicas descritas por Saint-Hilaire no norte/nordeste de
Minas Gerais, no século XIX, incluidas em sua obra Plantas usuais dos brasileiros ¢ a
realizagdo de estudo fitoquimico e determinacdo da atividade antioxidante de extratos das
folhas de E. suberosum. Foram realizadas pesquisas em herbdrios virtuais para deteccdo de
coletas, nos séculos XIX, XX e XXI, de quinze espécies descritas por Saint-Hilaire no
norte/nordeste de Minas Gerais, em sua obra. Estas informac¢des foram wusadas no
direcionamento de coletas destas espécies na regido de Diamantina e na verificagdo da
ocorréncia atual de tais plantas. Algumas espécies sdo encontradas, ainda na atualidade, nos
locais citados pelo naturalista ou em localidades muito proximas: quatro, das quinze espécies
encontradas por Saint-Hilaire, foram coletadas e georreferenciadas nas proximidades de
Diamantina. Para realizagdo de estudo fitoquimico e determinagdo de atividade antioxidante,
as folhas de E. suberosum foram coletas em Diamantina-MG. O material, seco e pulverizado,
foi usado para maceragdo com os solventes hexano, acetato de etila e etanol e extracdo pelo
M¢étodo Stas-Otto, para pesquisa de alcaloides. A triagem fitoquimica dos extratos sugeriu a
presenca de alcaldides, cumarinas, flavonoides (incluindo antocianidinas), taninos
condensados e triterpenos/esteroides e analises por CLAE/DAD sugeriram a presenca de
compostos fendlicos nas amostras. Os extratos preparados pelo Método Stas-Otto foram
analisados por CG/EM, sendo sugerida a presenca de 23 substancias, dentre as quais encontra-
se o alcaloide tropanico tropacocaina. Quanto a atividade antioxidante os extratos de E.
suberosum, quando comparados ao padrdo (4cido gélico), ndo apresentaram pronunciada
atividade de retirada de radical DPPH; no entanto, o extrato etanolico apresentou uma maior
quantidade de fenélicos totais, maior poder de redugdo do fon metdlico Fe’™ e maior
capacidade antioxidante pela analise por voltametria ciclica. Assim este trabalho contribuiu
para a recuperacdo e disponibilizacdo de informacdes sobre plantas uteis coletadas por
naturalistas europeus no norte/nordeste de Minas Gerais e para o conhecimento sobre a

composi¢ao quimica e atividade antioxidante da espécie E. suberosum.



Palavras-chave: Erythroxylum suberosum, naturalistas europeus em Minas Gerais,

fitoquimica, atividade antioxidante.



ABSTRACT

In 19th century the Brazil was visited by European naturalists, attracted by the country's
natural resources. The French Saint-Hilaire, in his book Useful Brazilian plants described
plants that were used by the residents of the north /northeast region of Minas Gerais. Among
these is Erythroxylum suberosum A. St.-Hil. (Erythroxylaceae), popularly known as "galinha
choca" and "mercurio do campo" abundant near the city of Diamantina ( MG ). The objectives
of this study were the rescue of the information about botanical species described by Saint-
Hilaire in the north/northeast of Minas Gerais, in the 19th century, included in his Useful
Brazilian plants and realization of phytochemical study and determination of the activity
antioxidant of the extracts of the leaves of E. suberosum. Researches were conducted in
virtual herbarium for detection of collections in 19th, 20th and 21th centuries of fifteen
species described by Saint-Hilaire in the north/northeast of Minas Gerais, in his book. This
information was used in targeting these species collected in the region of Diamantina and
verify the actual occurrence of this plants. Some species are found, even today, in the places
cited by the naturalist or very nearby localities. Four species found near Diamantina were
collected and georeferenced. To perform phytochemical study and determination of
antioxidant activity, the leaves of E. suberosum were collected in Diamantina-MG. The
material, dried and pulverized, was used for maceration with the solvents hexane, ethyl
acetate and ethanol and extraction by Stas-Otto method, for the detection of alkaloids. The
phytochemical screening of the extracts suggested the presence of alkaloids, coumarins,
flavonoids (including anthocyanins), condensed tannins and triterpenes/steroids. The extracts
prepared by Stas-Otto method were analyzed by GC/MS, being suggested the presence of 23
substances, among which is the tropane alkaloid tropacocaine. As for antioxidant activity the
extracts of E. suberosum, when compared to standard (galic acid), showed no pronounced
activity withdrawing DPPH radical; however, the ethanolic extract showed a higher content of
phenolic compounds and greater power reduction of Fe’" metal ion and greater antioxidant
potential in assay performed by cyclic voltammetry. Thus this work contributed to the
recovery and availability of information on useful plants collected by European naturalists in
the north /northeast of Minas Gerais and the knowledge of the chemical composition and

antioxidant activity of the species E. suberosum.

Keywords: Erythroxylum suberosum, European naturalists in Minas Gerais, phytochemical,

antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

O territorio brasileiro possui uma das maiores biodiversidades do planeta,
correspondendo aproximadamente a 20% do total mundial (CALIXTO, 2003). Esta riqueza
natural, associada a sua grande diversidade étnica e cultural, faz com que o pais seja detentor
de um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais nativas
(BRASIL, 2006). As florestas e outras formagdes vegetais brasileiras possuem uma alta
quantidade de espécies com fins terapéuticos, estima-se que o patrimonio vegetal do Brasil
represente aproximadamente 16,5 bilhdes de genes (RAMOS, 2000).

O interesse pela flora nativa do Brasil remonta ao século XVII, quando varios
naturalistas europeus visitaram o pais. Estes naturalistas estiveram no Brasil até o final do
século XIX, para estudar as paisagens e a flora brasileira. Praticamente todas as colec¢des
vegetais feitas por estes naturalistas foram depositadas em herbarios europeus (GIULIETTI et
al., 2005).

Entre os naturalistas europeus que excursionaram pelo estado de Minas Gerais no
século XIX, Auguste de Saint-Hilaire foi o que percorreu maiores extensoes territoriais e
registrou o uso das plantas pela populagdao da época. O aproveitamento de varias espécies do
Cerrado e da Caatinga foi registrado por este naturalista e estdo descritos em suas obras, como
o livro Plantas Usuais dos Brasileiros (BRANDAO, 2010; SAINT-HILAIRE, 2009).

Apesar de possuirem grande importancia econdmica, as plantas nativas brasileiras sdo
ainda bastante desconhecidas sobre o ponto de vista taxondmico e essas lacunas sobre o
conhecimento das plantas dificultam o avango cientifico da area farmacéutica, que necessita
da confiabilidade do nome e da ocorréncia correta das espécies. Assim, as informagdes sobre
as plantas medicinais nativas do Brasil precisam ser revistas, pois sdo imprescindiveis para o
sucesso de pesquisas de valoracdo e melhor aproveitamento da flora brasileira. Recuperar,
valorizar e valorar as plantas tuteis nativas do Brasil ¢, portanto, urgente e necessario
(BRANDAO, 2010).

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma em area do Brasil, ocupa um territério de
aproximadamente dois milhdes de Km? (23% do territorio brasileiro) (RATTER et al., 1997).
Este bioma apresenta, aproximadamente, 6.671 espécies vegetais nativas, distribuidas em 170
familias e 1.140 géneros. Sua flora é considerada a mais rica entre as savanas do mundo

(MENDONCA et al., 1998a).
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Sdo poucos os estudos envolvidos na identificagdo de plantas do Cerrado utilizadas
com fins terapéuticos, principalmente quando comparada a diversidade e a area ocupada
(GUARIM NETO & MORAIS, 2003). A caréncia de conhecimento sobre sua riqueza ¢
preocupante quando ja se estima que quase 55,0% deste bioma ja tenha sido devastado e
apenas 2,2% da area do Cerrado se encontra legalmente protegida, sendo considerada
atualmente a vegetacdo em maior risco no pais (KLINK & MACHADO, 2005; MACHADO
et al., 2004).

E de grande importincia a recuperagdo de informacdes sobre as plantas uteis
brasileiras descritas por naturalistas europeus. Muitas destas espécies sdo usadas
tradicionalmente a mais de dois séculos pela populacdo brasileira e carecem de estudos em
diversas areas (Quimica, Farmacologia, Botanica, Toxicologia, entre outras). Como exemplo
pode ser citada a espécie Erythroxylum suberosum A. St-Hil. (Erythroxylaceae), comumente
encontrada no Cerrado brasileiro, que foi descrita por naturalistas europeus em suas obras
sobre a flora brasileira. Entretanto, poucas referéncias sdo encontradas quanto a composicao
quimica e atividades biologicas desta espécie e de outras do género Erythroxylum (LUCAS

FILHO, 2009).

Este trabalho ¢ wuma contribuicdo ao projeto “Pesquisa, recuperagdo e
disponibilizagdo de dados, imagens e amostras de espécies coletadas por naturalistas
franceses e ingleses em Minas Gerais e Goias no século XIX” (Coordenacdo: Prof* Dr* Maria
das Gragas Lins Brandao — UFMG) que faz parte do Programa REFLORA (Edital
MCT/CNPq/FNDCT/MEC/CAPES/FAP’s No 56/2010). Auguste de Saint-Hilaire escreveu
varias obras como fruto de suas viagens pelo Brasil, dando énfase em plantas tUteis e
medicinais. Ele esteve na regido da atual Diamantina e em sua obra “Plantas usuais dos
brasileiros” descreveu plantas desta regido. Assim, neste trabalho sdo relatadas pesquisas
sobre essas plantas em herbarios virtuais, foram refeitas coletas de algumas destas espécies
encontradas atualmente na regido de Diamantina e, uma destas plantas, a Erythroxylum
suberosum, abundante na regido, foi selecionada para realizacdo de estudos fitoquimicos e

ensaios para detecgao de atividade.
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2 OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVOS GERAIS:

O presente trabalho teve como objetivos gerais:

% Resgatar informagdes sobre as espécies botanicas descritas por Saint-Hilaire no
norte/nordeste de Minas Gerais, no século XIX, incluidas em sua obra Plantas usuais dos
brasileiros;

¢ Realizar estudo fitoquimico e avaliagdo da atividade antioxidante de extratos das folhas

de uma dessas espécies, a Erythroxylum suberosum A. Sil.-Hil. (Erythroxylaceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

O presente trabalho teve como objetivos especificos:
¢ Pesquisar em herbarios virtuais dados sobre coletas realizadas no século XIX, em Minas
Gerais, de plantas uteis indicadas por Saint-Hilaire;

% Pesquisar em herbarios virtuais dados sobre coletas dessas plantas nos séculos XX e XXI
em Minas Gerais. A partir desses dados, ter uma localizagdo atual dessas plantas para
realizar nova coleta, em especial na regido de Diamantina (MG);

% Verificar quais dessas plantas ainda ocorrem, na atualidade, na regido de Diamantina,
conforme indicado por Saint-Hilaire na obra Plantas usuais dos brasileiros;

¢ Realizar pesquisa especifica com uma das plantas descritas por Saint-Hilaire na sua obra
e, atualmente, abundante na regido de Diamantina:

» Resgatar informagdes botanicas de coletas de E. suberosum nos séculos XIX a XXI, em

Minas Gerais;

» Realizar estudos fitoquimicos com extratos das folhas de E. suberosum, evidenciando a

presenca de alcaloides;

» Avaliar o potencial antioxidante de extratos das folhas de E. suberosum por meio de

diferentes metodologias.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 0 BRASIL NO SECULO XIX

O Brasil foi uma colonia portuguesa de 1500 a 1822. Até o inicio do século XIX, o
pais permaneceu sob controle rigido de Portugal. Assim a exploragao cientifica estrangeira era
dificultada, pois o governo portugués queria manter o monopdlio de exploragao e comércio na
colonia. Esta politica visava resguardar os recursos naturais exploraveis brasileiros e
potencialidades econdmicas de outras nagdes européias (ANDRADE & BASTIAN, 2012;
BRANDAO et al., 2011; CALAES & FERREIRA, 2009).

Em 1808, a invasao de Portugal pelo exército de Napoledo Bonaparte fez com que a
familia real portuguesa fugisse para a colonia luso-americana e a sede do governo portugués
se instalasse no Rio de Janeiro (ANDRADE & BASTIAN, 2012; BRANDAO et al.,2012;
HENRIQUES, 2008). A vinda da corte portuguesa (Figura 1) resultou na abertura dos portos
brasileiros as “nagdes amigas” e os estrangeiros ganharam permissao para entrar no pais. Isto
trouxe um grande progresso para a economia, a cultura e a ciéncia no Brasil (BRANDAO et

al., 2011; SALLAS, 2010).

Figura 1. Pintura de Candido Portinari (1952) sobre a chegada de D. Jodao VI em Salvador.
Fonte: Goulart (2010).
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O século XIX ¢ marcado na historia brasileira pela vinda de varios naturalistas, que
foram atraidos pela grande biodiversidade do pais e inumeras possibilidades de pesquisas e
descobertas que poderiam ser realizadas no Brasil. Estes naturalistas, artistas e cientistas
viajaram pelos territorios brasileiros, registrando os recursos naturais (minerais, animais e
vegetais), bem como os costumes dos habitantes da colonia. Iniciou-se assim, um ciclo de
expedicoes cientificas patrocinadas por diferentes paises € uma vasta producao de obras sobre
as riquezas naturais brasileiras (ANDRADE & BASTIAN, 2012; BRANDAO et al., 2011),

como por exemplo, a ilustracdo da provincia de Minas retratada por Martius (Figura 2).

Figura 2. Santo Antonio do Deserto, provincia de Minas (Martius).
Fonte: Kury (2001).

3.2 NATURALISTAS EUROPEUS EM MINAS GERAIS

Os naturalistas europeus vieram ao Brasil interessados em estudar os recursos naturais
e avaliar seu potencial uso pela sociedade. Estes chegavam primeiro ao Rio de Janeiro e apos
explorarem a zona costeira, viajavam para outros locais. A provincia de Minas Gerais foi
muito visitada pelos naturalistas durante o século XIX. Em suas obras eles documentavam
suas observagdes sobre varios aspectos da vida dos habitantes, incluindo o uso de plantas
medicinais (BRANDAO et al., 2011).

Entre os naturalistas europeus que estiveram no estado de Minas Gerais, destacam-se

Auguste Francois César Provengal de Saint-Hilaire, Johann Baptist Emmanuel Pohl, Karl
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Friedrich Philipp von Martius, Johann Baptiste von Spix, John Mawe, Charles Fox Bunbury,
George Gardner, Richard Burton e Francis Castelnau. (ANDRADE & BASTIAN, 2012).

O austriaco Johan B. E. Pohl (1782-1834) médico, gedlogo e botanico, permaneceu no
Brasil de 1817 a 1821. Este naturalista fez parte da delegacao austriaca que veio ao Brasil por
ocasido do casamento da arquiduquesa austriaca, Leopoldina, com Dom Pedro I, herdeiro da
coroa portuguesa. Pohl visitou varias regides (Minas Gerais, Goids, Mato Grosso e Para) e
coletou grande quantidade de material mineraldgico e cerca de 4.000 espécies de plantas,
levando esse material cientifico para Viena em 1821 (ANDRADE & BASTIAN, 2012;
BRANDAO et al., 2011). Suas observacdes sobre a flora brasileira foram documentadas na
obra Plantarum Brasiliae Icones et Descriptions editada em 1827 (POHL, 1827).

O naturalista alemao Karl F. P. von Martius (1794—1868) e o zoologo Johann Baptiste
von Spix (1781-1826), também vieram ao Brasil com a comitiva da arquiduquesa da Austria.
Eles percorreram aproximadamente 10 mil quildmetros pelo interior do Brasil, entre 1817 e
1820, viajando por Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Piaui, Maranhdo, Para e
Amazonas (BRANDAO et al., 2011; HENRIQUES, 2008).

O encanto de Martius diante da diversidade tropical estd evidente em seu primeiro

relatério de viagem enviado ao rei da Baviera:

“Diante de tanta riqueza de formas, ndo temos maos e olhos suficientes para realizar
nosso trabalho. Cada um de nos teria que ser pintor, empalhador, cagador e
herborista para poder representar e reunir toda esta riqueza” (HENRIQUES, 2008).

Ao retornar 2 Alemanha, Martius levou milhares de amostras de plantas e, a partir de
1823, comegou a publicar os resultados botanicos das coletas realizadas na viagem. Ele
dedicou-se, especialmente, a descricdo de novas familias, géneros e espécies. Entre as
espécies descobertas estdo o acai (Euterpe oleracea), o palmito (Euterpe edulis) e o babagu
(Orbygnia speciosa) (HENRIQUES, 2008). Martius publicou muitas obras importantes,
juntamente com Spix, escreveu Viagem pelo Brasil, mas, certamente, a mais grandiosa de
suas obras foi a Flora brasiliensis, produzida entre 1840 e 1906, juntamente com August
Wilhelm Eichler e Ignatz Urban, com a participagdo de 65 especialistas de varios paises. O
trabalho contém descricdo taxondmica de 22.767 espécies, a maioria, angiospermas
brasileiras, reunidas em 15 volumes, divididos em 40 partes, com um total de 10.367 paginas.
Atualmente esta obra encontra-se digitalizada e disponivel on-line (Centro de Referéncia em

Informac¢do Ambiental — Flora Brasiliensis).
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O naturalista inglés John Mawe (1764-1829) foi o primeiro a obter permissdo para
viajar por Minas Gerais. Ele permaneceu no Brasil entre 1807 e 1811, e, apesar de ndo ser um
especialista em botanica, sua obra Viagens ao Interior do Brasil, descreve o uso de plantas
medicinais pela populagio (BRANDAO et al., 2011).

Charles James Fox Bunbury, naturalista inglés, chegou ao Brasil em 1833, visitou o
Rio de Janeiro e Minas Gerais e também esteve na regido do Rio da Prata, em Buenos Aires e
Montevideo, retornando para Europa em 1835. Em sua obra Viagem de um naturalista inglés
ao Rio de Janeiro e Minas Gerais, Bunbury descreve os lugares que visitou e faz notas

botanicas sobre plantas que encontrou pelo caminho (BUNBURY, 1942).

A respeito de sua volta a Inglaterra, Bunbury escreve:

“Nao foi sem pesar que olhei pela ultima vez para o belo cenario da baia do Rio e
que, finalmente, me despedi deste interessante pais em que tinha passado mais de
ano e meio, com tanto prazer, ¢ guardado em minha mente, tantas imagens
agradaveis, que dificilmente se desvanecerao” (BUNBURY, 1942).

O botanico George Gardner (1812—1849) que chegou ao Brasil em 1838 viajou pelo
Rio de Janeiro, Bahia, Alagoas, Pernambuco, Ceara, Piaui, Goias e Minas Gerais, retornando
a Europa em 1841. Em 1846 publicou a obra Viagens ao interior do Brasil, principalmente as
provincias do Nordeste e aos distritos do ouro e dos diamantes (BRANDAO et al., 2011;
GARDNER, 1846). Richard Francis Burton (1821-1890) também esteve em Minas Gerais.
Ele se interessou pelo grande potencial da natureza do Brasil, incluindo o uso de plantas
medicinais (BRANDAO et al., 2011).

O francés Francis de la Porte, conde de Castelnau, foi o chefe de uma expedicao
francesa enviada ao Brasil. Ele permaneceu no pais de 1843 a 1847. Sua expedicao percorreu
o Rio de Janeiro, Minas Gerais, Goias ¢ Mato Grosso. Este naturalista fez descri¢des sobre a
formagao geoldgica e sobre a vegetacdo das regides que visitou (ANDRADE & BASTIAN,
2012).

O naturalista francés Auguste de Saint-Hilaire (1779-1853) chegou ao Brasil em 1816,
acompanhando a missdao do Duque de Luxemburgo. Esta missao tinha o objetivo de resolver o
conflito entre Portugal e Franca em relagdo a posse da Guiana, apdés o fim do periodo
napolednico (BRANDAO et al., 2011). Saint-Hilaire permaneceu no Brasil até 1822. Em suas
viagens explorou as regides de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Goids, Sao

Paulo, Paran4a, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Uruguai (ANDRADE & BASTIAN,
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2012; BRANDAO et al., 2011; BRANDAO et al., 2012; LICCARDO & MENDES, 2001). A
viagem deste naturalista foi patrocinada pelo governo francés, tendo como objetivo oficial
enviar pesquisas e colecdes ao Museu de Histéria Natural de Paris (SOALHEIRO, 2008).

O principal interesse desse viajante era a realizacao de estudos botanicos, chegando a
reunir um herbario de 30.000 espécimes, que abrangia 7.000 espécies de plantas, muitas das
quais até entdo avaliadas como desconhecidas (ANDRADE & BASTIAN, 2012; BRANDAO
et al., 2012). Saint-Hilaire foi um modelo em relagdo a forma como os cientistas europeus
deveriam se relacionar com os demais paises. Além de observagdes sobre a biodiversidade
brasileira, ele registrou os héabitos e costumes locais. Mostrou-se muito preocupado com a
destrui¢io da flora nativa para pastagens e outras atividades humanas e econdmicas. E
grandiosa a contribuicdo deste naturalista para o conhecimento sobre a diversidade vegetal
brasileira (BRANDAO et al., 2011; BRANDAO et al., 2012).

Em 1824, Saint-Hilaire publicou a obra Plantas usuais dos brasileiros onde sdo
apresentadas descri¢des botanicas, locais de ocorréncia e usos de espécies nativas do Brasil
(SAINT-HILAIRE, 2009). Em Viagem pelo distrito dos Diamantes e litoral do Brasil
publicado em Paris em 1833, Saint-Hilaire escreveu sobre o distrito dos Diamantes (atual

cidade de Diamantina — MG):

“0O Distrito dos Diamantes é um dos mais elevados da Provincia de Minas Gerais,
estd encravado na comarca do Serro Frio; ele faz parte da grande cadeia
ocidental...rochedos sobranceiros, altas montanhas, terrenos arenosos e estéreis,
irrigados por um grande nimero de riachos, sitios os mais bucolicos, uma vegetagiao
tdo curiosa qudo variada, eis o que se nos apresenta no Distrito dos Diamantes; e ¢
nesses lugares selvagens que a natureza se contenta em esconder a preciosa pedra
que constitui para Portugal a fonte de tantas riquezas”.

Outras obras produzidas pelo naturalista foram: Viagem pelas provincias do Rio de
Janeiro e Minas Gerais, Viagem as nascentes do Rio Sdo Francisco, Segunda viagem do Rio
de Janeiro a Minas Gerais e a Sao Paulo, entre outras. Uma obra de grande importancia ¢ o
Flora Brasiliae Meriidionalis.

Saint-Hilaire destacava as possibilidades de aproveitamento econdmico de diversas
espécies nativas. Atualmente o Herbario Virtual A. de Saint-Hilaire e suas obras encontram-se
disponiveis on-line (Herbario Virtual A. de Saint-Hilaire - CRIA).

A Figura 3 (p. 36) apresenta ilustragdes de alguns naturalistas europeus que

excursionaram pelo estado de Minas Gerais no século XIX.
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Figura 3. Alguns naturalistas que estiveram em Minas Gerais: Johan B. E. Pohl (a). Karl Friedrich Philipp von
Martius (b). Auguste Frangois César Provengal de Saint-Hilaire (c).
Fonte: Wilkie (2009) (a), FAPESP - Flora Brasiliensis on-line (b), Dataplamt (c).

3.3 O USO DE PLANTAS NATIVAS

Os naturalistas europeus, em seus trabalhos, descreveram diferentes aspectos da
vegetacdo brasileira, incluindo o uso de plantas medicinais nativas € a preocupagdo com a
destruicdo da flora nativa para dar lugar a variadas atividades econdmicas e para a ocupagao
humana do espago (ANDRADE & BASTIAN, 2012; BRANDAO et al., 2011).

K. F. P. von Martius em Systema Materiae Medicae Vegetabilis Brasiliensis (1843)
escreveu que desejava formar uma relacdo completa das plantas medicinais brasileiras e que
seu livro fosse uma fonte de informacao sobre as inumeras riquezas farmacéuticas do Brasil.
Esta obra foi traduzida para o portugués em 1854 por Henrique Velloso d’Oliveira. Segundo
Martius, nem todos os remédios mencionados em sua obra possuiam a eficacia comprovada.
As propriedades medicinais de alguns eram confirmadas pelo uso consagrado e composi¢ao
conhecida. Mas para a maioria, o efeito ndo era, ainda, evidente. Sendo que a comprovagao de
sua eficacia dependeria da experiéncia clinica e da continuagcdo de seu uso pelos habitantes
locais (MARTIUS, 1854).

Um grande nimero de plantas medicinais brasileiras ja eram conhecidas e usadas
pelos indigenas, mas, ele advertiu que estava enganado aquele que pensasse que todas as

plantas tteis tivessem sido indicadas aos colonos pelos indios. Ele acreditava que, pelo menos
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a metade das plantas medicinais teriam sido descobertas pelos negros e brancos que viviam na
colonia (MARTIUS, 1854).

A obra de Martius ¢ divida em classes, de acordo com as propriedades quimicas dos
vegetais. Por exemplo, Classe Primeira: Amilaceas, Classe Segunda: Mucilaginosas, Classe
Terceira: Gordurentas e oleosas e etc. Em seu texto, ele cita o nome cientifico e popular da
espécie, as indicacdes de uso e, muitas vezes, o modo de preparo dos remédios (MARTIUS,
1854).

Saint-Hilaire descreveu o uso de setenta espécies nativas do Brasil em Plantas Usuais
dos Brasileiros. Nesta obra, foram mencionados diversos usos que os colonos faziam das
plantas, ndo somente o medicinal. Além disso, o livro contém a decri¢do botanica das espécies
com desenhos explicativos, citacdes sobre as localidades onde a planta foi encontrada e o
nome popular dado pelos habitantes. Saint-Hialire falava da necessidade de realizacao de
estudos que confirmassem a eficacia das plantas medicinais usadas no Brasil (SAINT-
HILAIRE, 2009). Este pensamento do naturalista continua atual e estd evidente neste trecho

retirado do livro Viagem pelas provincias do Rio de Janeiro e Minas Gerais (1830):

“Seja como for, sente-se que a matéria médica dos brasileiros, baseada unicamente
no empirismo, deve ser muito imperfeita. Todavia entre tantas plantas as quais se
atribuem falsamente propriedades maravilhosas, algumas existem que realmente
fornecem remédios eficacissimos. Se existisse no Brasil maior nimero de homens
instruidos, o governo desse pais faria obra de grande utilidade, nomeando em cada
provincia uma comissdo que se encarregasse de submeter a exame minucioso todas
as plantas de que se utilizam os colonos para aliviar seus males. Por esse meio,
poder-se-ia chegar a constituir, para os vegetais, uma matéria médica brasileira, que
elucidaria os colonos a respeito de remédios ineficazes ou perigosos, €, a0 mesmo
tempo, daria a conhecer, aos nacionais e estrangeiros, grande nimero de plantas
benéficas. Trabalho de tal envergadura nio se podera fazer, sem duvida, sendo daqui
a longos anos. Possa ao esperar a que vier, a obra que publiquei sobre as Plantas
Usuais do Brasil tomar o lugar, tanto quanto possivel, de uma matéria médica mais
aprofundada, e provar aos brasileiros o desejo que tenho de lhes demonstrar meu
profundo reconhecimento mediante um trabalho que lhes seja ttil!” (SAINT-
HILAIRE, 1975).

Burton e Saint-Hilaire sugeriram melhores usos dos recursos naturais, criticando a
forma destrutiva utilizada pelos portugueses e brasileiros. Saint-Hilaire ¢ Mawe, em seus
relatos, se mostraram preocupados com a substitui¢do da vegetagao nativa por plantacdes de
cana-de-agucar, café e pastagens de gado. Sendo que, esta destruicdo contribuiu para a perda
gradual de conhecimento sobre plantas nativas utilizadas na medicina tradicional
(BRANDAO et al., 2008a; BRANDAO et al., 2008b; BRANDAO et al., 2011). Espécies

medicinais e seus usos estdo descritos em obras desses naturalistas europeus que viajaram
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pelo Brasil no Século XIX, sendo assim, fontes importantes para o conhecimento sobre as
plantas nativas brasileiras (BRANDAO et al., 2008a; BRANDAO et al., 2011).

Um destaque especial ¢ dado a obra Plantas usuais dos brasileiros de Saint-Hilaire, na
qual ele descreve 15 espécies na regidao norte/nordeste de Minas Gerais (inclusive a regidao da
atual Diamantina), que sdo apresentadas no Quadro 1. Dentre estas espécies de ocorréncia no
norte/nordeste de Minas Gerais, a Erythroxylum suberosum A. St-Hil. (Erythroxylaceae) ¢

uma das mais frequentes nos arredores da atual Diamantina.

Quadro 1. Espécies descritas por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais em sua
obra Plantas usuais dos brasileiros

Familia Nome cientifico Nome popular
Bixaceae Cochlospermum regium (Schrank) Pilg. butua do curvo
Dilleniaceae Davilla elliptica A.St.-Hil. sambaibinha
Erythroxylaceae Erythroxylum suberosum A.St.-Hil. galinha chg;iipr:)lercurlo do
Esenbeckia febrifuga (A.St.-Hil.) A. Juss. trés folhas vermelhas, laranjeira
Rutaceae
ex Mart. do mato
Helicteres sacarolha A.St.-Hil., A. Juss. &
Malvaceae sacarolha, rosea paras malas
Cambess.
Hypericaceae Hypericum laxiusculum A.St.-Hil. alecrim bravo
Verbenaceae Lippia pseudo-thea Schauer capitdo do mato, cha de pedestre
Euphorbiaceae Maprounea brasiliensis A.St.-Hil. marmeleiro do campo
Ochnaceae Ouratea hexasperma (A.St.-Hil.) Baill. -
Oxalis repens Thunb. azedinha, frero
Oxalidaceae
Oxalis hirsutissima Mart. ex Zucc. -
Rubiaceae Remijia ferruginea (A.St.-Hil.) DC. quina da Serra, quina de Remijo
Annonaceae Rollinia sylvatica (A.St.-Hil.) Martius araticu do mato
Malvaceae Sidastrum micranthum (A.St.Hil.) Fryxell malvalistro
Loganiaceae Strychnos pseudoquina A.St.-Hil. quina do campo

Os naturalistas contribuiram grandiosamente para o conhecimento sobre a flora nativa
do Brasil, centenas de novas espécies foram descobertas e diversos novos géneros foram
descritos, baseados em seus trabalhos. A pesquisa nas obras destes viajantes desempenha um
papel importante na recuperacdo de informacdes relacionadas a utilizagdo de plantas
medicinais brasileiras (BRANDAO et al., 2008b; BRANDAO et al., 2011). E tais plantas
merecem ser estudadas sob diversos aspectos, tais como quimico, farmacolégico e
toxicologico, com o objetivo de desenvolvimento de novos medicamentos (em especial

fitoterapicos), além de validar e dar seguranca ao seu uso popular.



39

3.4 O GENERO Erythroxylum

A familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros e cerca de 240 espécies com
distribuicdo pantropical. Os géneros, Aneulophus Benth., Nectaropetalum Engl. e
Pinacopodium Exell & Mendonga, possuem poucas espécies e estao presentes exclusivamente
na Africa. O género Erythroxylum P. Browne, ¢ o mais representativo, possui
aproximadamente 230 espécies que sdo encontradas na América do Sul, Africa e Madagascar
(BRACHET et al., 1997, LOIOLA et al.,, 2007; OLIVEIRA et al.,, 2011). O Brasil ¢
considerado um centro de endemismo e diversidade deste género, das 187 espécies de
Erythroxylum da América tropical, 114 sdo encontradas no pais (PLOWMAN & HENSOLD,
2004).

Quimicamente, o gé€nero caracteriza-se pela presenca de alcaloides tropanicos
(BRACHET et. al., 1997, ZUANAZZI et al., 2001), dentre os quais destaca-se a cocaina
(Figura 4), um alcaloide natural produzido por E. coca e E.novogranatense (BIERI et al.,
2006; LOIOLA et al., 2007). Pesquisas sobre a composi¢do quimica do género Erythroxylum
indicam também a ocorréncia de diterpenos (ANSELL et al., 1993; SANTOS et al., 2006),
flavonoides e triterpenos (CHAVEZ et al., 1996; NASCIMENTO, 2008). No Quadro 2 (p. 40)
sao apresentados alguns estudos realizados com espécies do género, evidenciando as

substancias identificadas e atividades biologicas detectadas.

Figura 4. Estrutura da cocaina, um alcaloide tropénico.
Fonte: Simdes e colaboradores (2007).
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Quadro 2. Estudos realizados com espécies do género Erythroxylum

Classe de

Espécie Extrato metabolitos Substancias identificadas AFIVl,d?.lde Referéncias
estudado L. biolégica
secundarios
g acido 4-hidroxiigrinico,
. tropacocaina, metilecgonidina,
argentinum 3,6p-ditigloiloxi
O.E. Schulz ,no rtropano
E. Extrato de |~ Alcaloides Nio  |ZUANAZZIetal,
. alcaloides* | tropanicos e , :
pelleterianum (folhas) irrolidinicos tropacocaina analisada 2001
A. St.-Hil. P
E.
microphyllum metilecgonidina
A. St.-Hil.
EI ; 3a,7p-dibenzoiloxi,6B- Nao
alaternifolium Extrato d hidroxi-tropano (alaternifolina) | analisada
A. Rich. Xrato €¢ | Alcaloides P PAYO-HILL et
alcaloides™ A
E. tropanicos ~ al., 2000
. (folhas) . Nio
rotundifolium erythrorotundina .
analisada
Lunan
Extrato palmitato de B-amirila,
hexanico Triterpenos | palmitato de lupenila, acetato
E (folhas) _de lupenila Nio CHAVEZ et al.,
leal-costae Extrato 8-hidroxiluteolina §- .
, . . . analisada 1996
Plowman acetato de . ramnosideo, 6-hidroxiluteolina
. Flavondides , . .
etila 6-ramnosideo, epicatequina,
(folhas) quercetina 3-ramnosideo
Citotoxicida
6B-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5| de contra
E. Extrato de . R I .
; . Alcaloides dimetoxi benzoiloxi) tropano, |linhagens de | OLIVEIRA et al.,
caatingae alcaloides* A . . ,
tropanicos 3a,6B-dibenzoiloxitropano, células 2011
Plowman (caule) . .
catuabina B tumorais
humanas
E. Extrato Flavonoide astilbina
gonocladum etanolico Acidos eraxos acidos palmitico, estearico e | Inibicdo da | LUCAS FILHO et
(Mart.) O.E. (partes £ linolénico ECA al., 2010
Schulz acreas) Triterpeno B-sitosterol
E Extrato quercetina, miricetina, )
o 1 . kaempferol, quercetin-3-O- Atividade [ CORDOVA et al.,
alaternifolium | n-butanélico | Flavonoides D L
! rutinosideo, antioxidante 2012
A. Rich. (folhas) . D
ombuina-3-O-rutinosideo
ent- rosan-1-ona-5a,15,16-triol,
Extrato ent-11a-acetoxi devadarano-
E. barbatum itrzril;ellcg Diterpenos 15’16_d10r1(’)§£§;r§lmd101 X Nio SANTOS et al.,
O.E. Schulz procesteros analisada 2006
cerne do erythroxitriol Q,
tronco) hidroxidevadarool
Triterpeno [-sitosterol
3a-hidroxi-7p-fenilacetoxi
E moonii Extrato nortropano, 3o-cis cinamoil
(Moon) Hochr. | metandlico Alca} oides | oxitropano, 3g-hidroxi-6/-(3- Nao KHATTAK etal.,
(folhas) tropanicos hidroxi-2-metil-3- analisada 2002
fenilpropioniloxi)-74-hidroxi
tropano
E. Extrato Flavonoides ombuina-3-rutinosideo-5- Nio GONZALEZ-
minutifolium | etanolico licosilados glucosideo, quercetina-3- analisada GUEVARA etal.,
Griseb. (folhas) & rutinosideo 2006
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Continuacao: Quadro 2. Estudos realizados com espécies do género Erythroxylum

Hipotensor
(diminuigao
E pungens | XM | Alealoide i oencing da | OLIVEIRA etal,
O.E. Schulz (raizes) tropanico pung resisténcia 2012
vascular
periférica)
Extrato Atividade
E. argentinum etandlico - - antiflamator CHAVES etal,,
. 1988
(folhas) ia
higrina, tropinona, tropina, 3o-
isobutiriloxitropano
Extrato de (butropina), ~
E. mgz)i‘iy UM alcaloides* | Alcaloides 3-(2-Metilbutiriloxi) nortropano anell\lI;(; da CHRISIEI;IS\I ctal,
’ (casca da raiz) (isoporoidine), cuscohigrina,
3B-benzoiloxitropano
(tropacocaina)
E Extrato de higrina, tropinona, tropina,
cam bes.iacum alcaloides* Alcaloides tropan-6f-ol-3-ona, nicotina, Nao CHRISTEN et al.,
N. Robson (casca do valeroidina, 6- analisada 1993
' caule) isovaleriloxitropan-3-ol
E Extrato hidroxi(i;t::;t;irit% 7c€1-tuabina
. cloroformico | Alcaloides . . . Nio ZANOLARI et
vacciniifolium (casca do troDANiCos E, 7f-hidroxicatuabina D, 7/- analisada al. 2003
Mart. caule) p acetilcatuabina E, catuabina F, ”
7p-hidroxicatuabina F
Extratlo de Alcaloides | cocaina, cis- cinamoil cocaina Nao SAUVAIN et al.,
E. coca Lam. | alcaloides* o . . ) .
(folhas) tropanicos trans-cinamoil cocaina analisada 1997

* Extrato obtido por extragdo acido-base, da qual se obtém fragdo concentrada em alcaloides.

Na medicina popular, espécies deste género tém sido usadas como antiinflamatorio,

antibacteriano, tonico e estimulante, para problemas renais, hepaticos e vesiculares, doengas

venéreas e respiratorias (pneumonia, bronquite, asma), diurético e no tratamento de

reumatismo e artroses (CANO & VOLPATO, 2004; GONZALEZ-GUEVARA et al., 2006).

Apesar disso e do grande nimero de espécies conhecidas, estas sdo, proporcionalmente, ainda

pouco estudadas, excetuando-se as produtoras de cocaina. Poucas referéncias sao encontradas

quanto a composi¢do quimica e atividade bioldgica do género Erythroxylum (BRACHET et

al., 1997; LUCAS FILHO et al., 2010).
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3.5 Erythroxylum suberosum A. St.-Hil.

A espécie E. suberosum, comumente encontrada no Cerrado brasileiro, foi descrita por
naturalistas europeus em suas obras sobre a flora brasileira. No Quadro 3 ¢ apresentada a

taxonomia desta espécie e na Figura 5 se observa imagens de um exemplar, nos arredores de

Diamantina - MG.

Quadro 3. Taxonomia de Erythroxylum suberosum

Taxons

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Classe Equisetopsida
Ordem Malpighiales
Familia Erythroxylaceae
Género Erythroxylum
Espécie E. suberosum

Fonte: TROPICOS

Figura 5. Erythroxylum suberosum A. St.-Hil. (S18°13.890” e W 043°35.282°, 1.297,7 m de altitude).
Fonte: Proprio Autor.
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O naturalista Auguste de Saint-Hilaire em Plantas usuais dos brasileiros relata a
utilizacdo das cascas desta planta para obtencdo de pigmento (SAINT-HILAIRE, 2009).
Martius, em Systema Materiae Medicae Vegetabilis Brasiliensis descreve que a casca desta
espécie ¢ abundante em “stryphno” que precipita em presencga de ferro, obtendo-se uma cor
azul, pode ser usada para “fomentagoes corroborantes” e para tingir tecidos de cor preta
(MARTIUS, 1854).

A espécie floresce de agosto a dezembro e frutifica de setembro a janeiro. Dentre os
locais de distribuigdo estdo Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias,
Bahia, Alagoas, Amazonas, Acre, Paraguai, Bolivia ¢ Venezuela (MENDONCA et al.,
1998Db).

E. suberosum ¢ conhecida, popularmente, como ‘“galinha choca” e “mercurio do
campo” (SAINT-HILAIRE, 2009). Esta espécie foi citada pelos indios Kraho (regido central
do Brasil) como uma das plantas usadas em seus rituais, com possivel agdo sobre o sistema
nervoso central (RODRIGUES & CARLINI, 2005). Os indios Kayapo6 (Pard) também fazem
uso desta espécie, para tratamento de ma digestdo, como anestésico e anti-reumatico
(BARBOSA & PINTO, 2003). As raizes de E. suberosum sdo usadas na medicina popular
como adstringente (BARBOSA, 2010).

Uma pesquisa fitoquimica anterior do extrato etanolico de E. suberosum revelou por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) a presenga de flavonoides, triterpenos, esteroides,
taninos, heterosideos cardiotonicos, saponinas, proantocianidinas e alcaloides (LUCAS
FILHO, 2009). Em estudo realizado por Violante e colaboradores (2012), E. suberosum
apresentou acao antimicrobiana e significativa atividade citotoxica. Bohm e colaboradores
(1988) detectaram a presenca de canferol e quercetina (Figura 6), tanto na forma de genina

livre quanto derivados glicosilados nesta espécie.

OH
OH
OH
HO 0o HO. O
OH OH
OH (@) OH
Canferol Quercetina

Figura 6. Estrutura dos flavonoides canferol e quercetina, encontrados em E. suberosum.
Fonte: Bohm e colaboradores (1988).
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Em estudo realizado por Nascimento e colaboradores (2012), uma fracao do extrato
etandlico de E. suberosum apresentou toxicidade sobre a larva Artemia salina. Foram isolados
cinco diterpenos desta fragdo bioativa, estes compostos sdo apresentados na Figura 7. O
flavonoide ombuina-3-rutinosideo foi isolado de uma fragdo inativa e a rutina (quercetina-3-
rutinosideo) foi detectada no extrato etandlico das folhas de E. suberosum (NASCIMENTO et
al., 2012).

19 74 8
7-ox0-16-hidroxi-abiet- 16-hidroxi abiet- 7a,16-dihidroxi-abiet-
15(17)-en-19-al 15(17)-en-7-ona 15(17)-en-19-al

(0]

17

18

ent-12a-hidréxi-kaur- metil ent-7a,15b-dihidréxi-kaur-
16-en-19-al 16-en-19-oato

Figura 7. Diterpenos isolados das folhas de E. suberosum.
Fonte: Nascimento ¢ colaboradores (2012).

3.5.1 Uso tradicional de E. suberosum

A espécie E. suberosum ¢ usada na medicina tradicional brasileira hd mais de dois
séculos. Foram encontrados registros sobre esta espécie em obras publicadas no século XIX,
como em Indicador de Madeiras e Plantas Uteis do Brasil (FONSECA, 1822), Plantas
Usuais dos Brasileiros (SAINT-HILAIRE, 2009), Systema de materia medica vegetal
Brasileira (MARTIUS, 1854) e Histoire des Plantes (BAILLON, 1874).
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Esta planta ¢ conhecida popularmente como galinha-choca, mercurio-do-campo, fruta
de pomba, cabelo de negro e sessenta e dois. O nome popular galinha-choca, provavelmente,
se deve ao fato de seus frutos serem indicados para impedir o choco das galinhas (FONSECA,
1822; CORREA, 1931) e o nome mercurio-do-campo, devido ao pigmento avermelhado que
se obtém da casca do caule (BAILLON, 1874; FONSECA, 1822; SAINT-HILAIRE, 2009).

Em relacdo ao uso tradicional, as obras do século XIX, citam que esta planta ¢
utilizada como adstringente e fortificante (BAILLON, 1874; FONSECA, 1822; MARTIUS,
1854). Esta mesma utilizagdo ¢ indicada em outras obras do século XX (BRANDAO, 1993;
CORREA, 1931; SIQUEIRA, 1988) e em trabalho publicado no século XXI (BARBOSA,
2010).

No Quadro 4 sdo apesentadas informagdes sobre a espécie E. suberosum, como nome
popular, indicagdes de uso e parte da planta utilizada, coletadas em trabalhos que datam do
século XIX ao século XXI. Foram realizadas pesquisas em livros histdricos, principalmente
publicagdes do século XIX, para obtencdo de informagdes sobre o uso tradicional de E.

suberosum e outas espécies do género Erythroxylum.

Quadro 4. Uso tradicional de E. suberosum: do século XIX ao século XXI.

Ano Nome popular Uso tradicional I.’z.lrte Referéncia
utilizada
Marcenaria e carpintaria Madeira
Fornece matéria tintorial
Galinha-choca, vermelha, Casca do
1822 Mercurio-do-campo, util para curtume, FONSECA, 1822
. . caule
Sessenta e dois adstringente,
usos medicinais
Impedem 0 choco das Fruto
galinhas
1824 Galinha-choca; Obtengio de pigmento Cascado | ¢ \|NT_HILAIRE, 2009
Mercurio-do-campo caule
1843 Fruta de pomba Tingir temdgs de cor preta; Casca do MARTIUS, 1854
fortificante caule
1862 Galrlr}ha—choca; Fornece pigmento ) BARIL, 1862
Mercurio-do-campo avermelhado
. Adstringente, produz
1874 Galinha-choca, pigmento castanho- Casca do BAILLON, 1874
Mercurio-do-campo caule
avermelhado
. Adstringente, fornece
1875 Galinha-choca, tintura castanho- Casca do DECHAMBRE, 1875
Mercurio-do-campo caule
avermelhada
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século XXI
. Adstringente, produz EGASSE &
1889 Mgigﬁg:‘if:i; o pigmento castanho- Cis;ﬁéio DUJARDIN-
P avermelhado BEAUMETZ, 1889
Marcenaria e carpintaria Madeira
Galinha-choca, Fruta de Adstringente, fortificante,
pomba, azougue-do- roduz pigmento castanho- | Casca do ~
1931 | campo, cabelo de negro, p Pig CORREA, 1931
L. avermelhado, usada para caule
mercurio-do-campo, curtume
sessenta e dois
Evitar o choco das
. Frutos
galinhas
1939 | Galinha-choca Usado como adstringente . HOEHNE, 1939
nas disenterias graves
198 | Calinha-choca, Cabelo Adstringente Casca do SIQUEIRA, 1988
de negro, Mercureiro caule
Adstringente, antidiarreico Raizes
1993 Gahnhzggi‘;‘;gcabelo Casca do BRANDAO, 1993
Purgativo caule e
folhas
e , GAVILANES &
1998 - Antidiarreico Raizes BRANDAO, 1998
Tratamento de md BARBOSA & PINTO,
2003 - digestdo, anestésico e -
. " 2003
antirreumatico
Usada em rituais
2005 ) indigenas, com possivel ) RODRIGUES &
ac¢do sobre o Sistema CARLINI, 2005
Nervoso Central
.. .. GUARIM NETO &
2009 Mercurio-do-campo Uso medicinal - PASA., 2009
2009 Azougue-do-campo Antidiarreico - OLIVEIRA, 2009
2010 - Adstringente - BARBOSA, 2010

Outras espécies do género Erythroxylum também sdo usadas tradicionalmente a mais

de dois séculos, como E. anguifugum, E. areolatum, E. campestre e E. tortuosum que foram

descritas pelo naturalista Martius em Systema de materia medica vegetal Brasileira

(MARTIUS, 1854). O Quadro 5 (p. 47) apresenta informacdes sobre o uso tradicional de

outras espécies do género Erythroxylum, encontradas, principalmente em publica¢des do

século XIX.
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. . . Parte A
Espécie Nome popular Uso tradicional utilizada Referéncia
E. anguifugum | Fruta de pomba Acdo antiofidica Raizes MARTIUS, 1854

Mart. Fruta de pomba Acdo antiofidica - HOEHNE, 1939
Fruta de pomba Fortificante, Tingir tecidos de | Casca do MARTIUS, 1854
cor preta; caule
E. areolatum L. Fortificante Cascado | LEMAOUT &
- ’ caule DECAISNE,
Tratamento de herpes Folhas 1868
E. argentinum .. . MENDIETA et
O.E. Schulz Rebenque Aliviar a tosse e a bronquite - al., 2012
Cabelo de negro Purgativo Raizes MARTIUS, 1854
- Purgativo Cascas BARIL, 1862
Antidiarreico Raizes GAVILANES &
- Pureativo Cascas e BRANDAO,
& folhas 1998
Cabelo Fie Adstringente, antidiarreico Raizes BRANDAO,
negro, galinha- . Cascas e
E. campestre Purgativo 1993
A. St.-Hil choca folhas
T Cabelo de negro Purgativo - HOEHNE, 1939
Cabelo de negro Purgativo Raizes DECIT?%I BRE,
EGASSE &
. , DUJARDIN-
Cabelo de negro Purgativo Raizes BEAUMETZ,
1889
Coca Efeito sobre o SNC Folhas MARTIUS, 1854
E Lam LE MAOUT &
- coca Lam. . Estimulacio do SNC Folhas DECAISNE,
1868
Galinha-choca | Us3do como adstringente nas - HOEHNE, 1939
E. deciduum disenterias graves
;& St.-Hil Cascas ¢ GAVILANF S&
T : - Purgativo BRANDAO,
folhas
1998
Fruta de pomba Fortificante, Tingir tecidos de | Casca do MARTIUS, 1854
cor preta; caule
Cabelo de e .
negro, Fornece matéria .tlntorlal Casca do CORREA, 1931
. vermelha, adstringente caule
mercureiro
E. tortuosum . DECHAMBRE,
Mart. Fruta de pomba Adstringente - 1875
. EGASSE &
Fruta de pomba A(iisltrrllenriznctrz’sgr?}?(? ’ Casca do DUJARDIN-
P P1g ; caule BEAUMETZ,
avermelhado
1889
E. vaccinifolium Catuaba Afrodisiaco Casca do SILVA etal,
Mart. caule 2012
Catuaba Doengas do sistema nervoso Casca do MONTELES &

caule

PINHEIRO, 2007
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3.6 ESTUDO FITOQUIMICO

A pesquisa fitoquimica pode servir a varios propdsitos, tais como: obtencao de
moléculas bioativas; estudos quimiotaxondmicos; determinagdo de marcadores quimicos e
principios ativos (importantes para controle de qualidade de matéria-prima vegetal empregada
em fitoterapicos); determinacdo de substancias toéxicas em plantas de uso popular, o que pode
ser uma informagdo importante, regulando e recomendando a nao utilizagdo da planta além de
fornecer maiores informagdes sobre a composicdo quimica de plantas tradicionalmente
empregadas no tratamento de doencas.

ApoOs o preparo de extratos a partir do material vegetal, os mesmos podem ser
submetidos a analises para a detec¢do de classes especificas de metabolitos secundarios. Essas
analises podem ser reacdes cromogénicas ¢ de formacdo de complexos que precipitam no
meio reacional, como também, analises cromatograficas (CCD, CG, CLAE). Algumas
técnicas hifenadas (CG/EM, CLAE/EM, CLAE/UV, CLAE/RMN) s3ao empregadas com
intuito analitico e podem fornecer informacdes sobre a estrutura molecular do analito,
servindo a identificagdo estrutural. Processos cromatograficos preparativos (CCC, CLAE) sao
empregados com a finalidade de isolamento e purificagdo de produtos naturais, que sdo
identificados por técnicas espectrométricas e podem ser utilizados em ensaios biologicos,
assim como os extratos dos quais derivaram (HOSTETTMANN et al., 2008; MATOS, 1997;
SIMOES et al., 2007).

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo, consequéncia do desequilibrio entre fatores pré-oxidantes e
antioxidantes no organismo, desempenha um papel muito importante na patogénese de
diversas doengas, como diabetes, doencas cardiovasculares, cancer, aterosclerose (DROGE,
2002).

Os radicais, tais como hidroxila, 6xido nitrico, peréxido de hidrogénio, anion
superoxido, sao gerados continuamente na célula como resultado do metabolismo normal. No
entanto, estas e outras espécies reativas (espécies reativas de nitrogénio, radicais derivados de

tidis, espécies reativas de cloro, espécies reativas de carbono e complexos de metais de
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transicao, principalmente Fe, Cu, Mn e Cr) podem ser prejudiciais quando estdo em excesso
no organismo. (DROGE, 2002; RAMALHO & JORGE, 2006).

Os radicais podem causar diversos efeitos patologicos, como carcinogénese, danos ao
DNA, inativag¢do enzimatica e envelhecimento, por reagirem com macromoléculas biologicas
(DROGE, 2002).

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagdo, por meio de um
ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais e complexacdo de metais (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados
pelo consumo de antioxidantes sintéticos, pesquisas tém sido dirigidas no sentido de encontrar
produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou
fazer associagdes entre eles, com intuito de diminuir sua quantidade nos produtos consumidos
diariamente pela sociedade (RAMALHO & JORGE, 2006). Além disso, produtos naturais
com atividade antioxidante podem ter emprego cosmético, preventivo de doencas e do
envelhecimento precoce, além de poderem atuar como coadjuvantes em algumas doencas nas
quais o processo patologico gera radicais que potencializam sintomas ou agravam o quadro
geral do paciente.

Os compostos fendlicos de origem vegetal, como os fendis simples, acidos fendlicos
(derivados de 4acidos benzodico e cindmico), flavonoides, cumarinas, taninos e lignanas,
possuem atividade antioxidante. Estes metabdlitos secunddrios atuam na captura e
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio. Além de serem capazes de se ligar a ions
metélicos, impedindo-os de atuarem como catalisadores na producao de radicais (SOUSA et
al., 2007; ZUANAZZI & MONTANHA, 2007). Alguns requisitos estruturais sdo importantes
para uma melhor atividade antioxidante de compostos fenolicos, como por exemplo, a
presenca de hidroxilas fendlicas vicinais (RICE-EVANS et al., 1996). A relacdo entre
estrutura e atividade antioxidante dos compostos fenolicos estd apresentada na Figura 8 (p.
50), que evidencia a complexagdo de ions metdlicos (a) e a captura do radical DPPH e
estabilizacdo e deslocalizag@o do elétron desemparelhado pela quercetina (b)

A determinagdao de compostos fendlicos em extratos vegetais ¢ realizada, na maioria
das vezes, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Este reagente consiste na mistura dos
acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico que, na presenca de certos agentes redutores, como
os compostos fenolicos, sdo reduzidos a molibdénio azul e tungsténio azul, cuja coloragao

permite a determinacdo da concentragdo das substancias redutoras (SOUSA et al., 2007).
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Figura 8. Complexacao de ions metalicos (a) e captura do radical DPPH (b) pela quercetina.
Fonte: Teixeira & Silva (www.qnint.sbq.org.br).

Varios métodos tém sido utilizados para determinar a atividade antioxidante in vitro,
de extratos e substancias isoladas. Um dos mais usados ¢ o método de sequestro de radicais,
como o 2,2- difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe), (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; SOUSA
et al., 2007).
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O DPPHe ¢ um radical estavel, soluvel em metanol ou etanol, que possui uma
coloragdo violeta e apresenta um pico de absor¢do com A maxima a 517 nm. A agdo de um
antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (Re) provoca a reducdo do DPPHe formando o
difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, o que diminui a absorbancia a 517 nm (Figura
9) (DENG et al., 2011; LI et al., 2009; SOUSA et al., 2007). Os resultados do ensaio de
sequestro do DPPH tem sido apresentados de diversas formas. A maioria dos estudos
apresenta os resultados como o valor de ICsy, que representa a quantidade de antioxidante
necessaria para diminuir a concentra¢do inicial de DPPH em 50%. Este valor ¢ calculado
plotando a porcentagem de inibicdo contra a concentragdo do extrato ou substancia. Quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor serd sua ICsg €, consequentemente, maior

a sua atividade antioxidante (DENG et al., 2011; SOUSA et al., 2007).

A0

z—2Z

O,N NO, A—-H> O, K NG, +A

NO, NO),

2

Figura 9. Reacdo de reducao do DPPH.
Fonte: Teixeira & Silva (www.qnint.sbq.org.br).

Os métodos que determinam o poder dos extratos ou substancias isoladas de reduzir
ions metalicos sdo também utilizados para avaliagdo do potencial antioxidante. Estes sdo
baseados na redugdo do Fe’" e formacdo de um complexo colorido com Fe? (LIM & QUAH,
2007; ROGINSKY & LISSI, 2005). As substancias fendlicas reagem com o ion ferricianeto
[Fe(CN)s] e sdo oxidadas, enquanto o [Fe(CN)6] é reduzido a fon ferrocianeto [Fe(CN)q]*.
Este entdo reage com o fon férrico (Fe") formando o ferrocianeto férrico ou hexacianeto de
ferro III (Fe4[Fe(CN)s]3), também conhecido como Azul da Prussia (Figura 10, p. 52). Assim,
a formagao de coloragdo azul medida a 700 nm pode ser usada para monitorar a concentragao

de Fe*' (GRAHAM, 1992).
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[Fe(CN)s]* + Compostos fenolicos == [Fe(CN)s|*- + Compostos fenolicos

ferricianeto ferrocianeto oxidados
[Fe(CN)s]* + 4Fe’™ == (Fe4[Fe(CN)s]3)
ferrocianeto ion férrico ferrocianeto férrico

azul da Prussia

Figura 10. Reacgéo de formacgdo do Azul da Prussia por a¢do de compostos redutores.
Fonte: Graham (1992).

Outra técnica que vem sendo utilizada para avaliagdo da atividade antioxidante de
extratos vegetais ¢ a voltametria ciclica (CHEVION et al., 2000; LUCIO & GIL, 2007). Em
associagao com métodos mais tradicionais como os métodos que avaliam sequestro de radical
ou redugdo de ions metalicos, a voltametria ciclica pode confirmar a atividade antioxidante de
produtos naturais.

Os métodos voltamétricos dependem da medida da corrente, em fun¢do do potencial
aplicado. A voltametria ¢ uma técnica eletroquimica onde as informacdes qualitativas e
quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas corrente-
potencial, feitas durante a eletrolise dessa espécie em uma célula eletroquimica. As células
eletroquimicas utilizadas em voltametria podem ter dois ou trés eletrodos (ALEIXO, 2003).

A voltametria ciclica (VC) ¢ uma técnica eletroanalitica importante e amplamente
empregada. Na VC, a varredura de potencial ¢ feita em uma direcdo e, em seguida, na outra,
enquanto a corrente ¢ medida. Um experimento envolvendo VC pode empregar um ciclo
inteiro, um ciclo parcial ou ainda varios ciclos. O potencial ¢ aplicado entre os dois eletrodos
em forma de varredura, isto €, variando-o a uma velocidade constante em funcao do tempo. O
potencial e a corrente resultante sdo registrados simultaneamente. A curva corrente versus
potencial obtida ¢ chamada de voltamograma (ALEIXO, 2003; SKOOG et al., 2006).

Os compostos organicos antioxidantes sdo agentes redutores, que diminuem a
atividade de espécies oxidantes pela doacdo de elétrons. Sendo assim, a avaliagdo do poder
redutor de um composto ou grupo de compostos pela VC reflete sua atividade antioxidante
(ALVES et al., 2010; CHEVION et al., 2000). Neste contexto, a VC tem sido relatada na
literatura como uma ferramenta simples e rapida para avaliar a capacidade antioxidante total
de diferentes amostras.

As informacdes mais importantes fornecidas pela voltametria ciclica sao ipa e ipc
(correntes de picos anddico e catddico) e Epa e Epc, potenciais de picos anodico (relativo ao

processo de oxidagdo) e catodico (relativo ao processo de reducdo). Quanto maior o valor de
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Epa, menor ¢ o poder doador de elétron da espécie em estudo e, portanto, teoricamente,
menor seu poder antioxidante. Ja o valor da corrente de pico anddica (ipa), esta relacionado
com a concentracdo de antioxidantes presentes na amostra analisada (ALVES et al., 2010;

GANDRA et al., 2004). Um exemplo de voltamograma ciclico ¢ apresentado na Figura 11.
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Figura 11. Exemplo de voltamograma ciclico.
Fonte: Adaptado de Skoog e colaboradores (2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTUDO DAS ESPECIES DESCRITAS POR SAINT-HILAIRE NO
NORTE/NORDESTE DE MINAS GERAIS EM SUA OBRA PLANTAS USUAIS DOS
BRASILEIROS

4.1.1 Pesquisas em Herbarios Virtuais

Foram realizadas pesquisas em herbarios virtuais para detectar as coletas das espécies
descritas por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais, principalmente de E.
suberosum. Este levantamento foi feito nas paginas eletronicas de herbarios como o Royal
Botanic Gardens (KEW), o Muséum national d’histoire naturelle de Paris (MNHN) e do
Herbario Virtual A. de Saint-Hilaire, Herbario Virtual REFLORA ¢ Herbario Virtual da Flora
e dos Fungos (HVFF), que ¢ um banco de dados contendo cole¢des de diversos herbarios

nacionais € internacionais.

4.1.2 Coleta na regido de Diamantina das espécies descritas por A. Saint-Hilaire no

norte/nordeste de Minas Gerais

As espécies encontradas na regido de Diamantina foram coletadas (ramos floridos)
para confecgdo das exsicatas e identificagdo. Os locais de coleta foram georreferenciados por
GPS (Global Positioning System). As coletas foram realizadas juntamente com o botanico
Prof. Dr. Carlos Victor Mendonga Filho (UFVJM), e as exsicatas produzidas a partir dos
materiais coletados foram depositadas no Herbario DIAM/UFVIM e no Herbario
Dendrologico Jeanine Felfili HDJF/UFVIM, devendo ser disponibilizadas para o programa

REFLORA, juntamente com as imagens (fotos) produzidas durante as coletas.
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4.2 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E TECNICAS UTILIZADAS NOS ESTUDOS
FITOQUIMICOS E NOS ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.2.1 Solventes e reagentes

Foram utilizados solventes organicos de grau comercial para o preparo dos extratos,
fracionamento por Cromatografia em Coluna Cléssica (CCC), andlise por Cromatografia em
camada Delgada (CCD), particao e reunido das fragdes e ensaios antioxidantes. Os solventes
eram das marcas Dinamica ®, Neon®, Anidrol®, Isofar®, Cromoline®, Proquimios® e
Vetec ®. A agua foi destilada em Destilador Quimis®. Na realizacdo dos testes de atividade
antioxidantes foram utilizados os reagentes Folin-Ciocaulteu (Dinamica®), acido galico
(Impex®), carbonato de sédio (Dindmica®), ferricianeto de potassio (Synth®), cloreto férrico

(Vetec®), acido tricloroacético (Synth®), DPPH (Aldrich®).

4.2.2 Concentracao dos extratos, fases e fracoes

Os solventes contidos nos extratos, fases e fracdoes foram concentrados em evaporador
rotativo Fisatom ® 802 a 40-50°C sob pressdo reduzida, e/ou secagem por exposi¢do a

temperatura ambiente.

4.2.3 Balang¢a

Para pesagem de todos os reagentes (inclusive os utilizados nos ensaios antioxidantes),

materiais, frascos e extratos deste trabalho, utilizou-se balanga analitica Shimadzu® AY220.
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4.2.4 Cromatografia em Coluna Classica (CCC)

Nos fracionamentos em CCC foi usada a fase estacionaria Silica Gel 60 0,060 — 0,200
mm (Acros-Organics®). Como fase movel utilizou-se os solventes hexano, acetato de etila e

etanol, e misturas dos mesmos, em gradiente crescente de polaridade (COLLINS et al., 2006).

4.2.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a CCD foram empregadas placas de Silica Gel 60 WhatmanR 20 x 20 cm,
espessura 250 um. Como agentes reveladores foram usadas luz UV (A =254 e 366 nm)
(lampadas Sankyo Denk ®), vanilina sulfirrica seguida de aquecimento da placa a 100-
110°C, solu¢ao metanodlica de acido sulfurico a 50%, cloreto férrico 2%, ferricianeto de

potassio 1% e hidroxido de potassio 5%.

4.2.6 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

Fases resultantes da extracdo de Método Stas-Otto foram analisadas no Cromatdgrafo
a Gés acoplado a Espectrometro de Massas (CG/EM) Shimadzu ® CGEM- QP2010 do
Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos da FCFRP/USP.

4.2.6.1 Coluna e condicoes de analise em CG/EM

A andlise foi realizada em uma coluna capilar de silica fundida DB5-MS (30m x 0,25
mm x 0,25 um). O hélio foi usado como gis de arraste a uma vazio de 1,2 mL.min". As
temperaturas do injetor e do detector foram 260°C e 300°C, respectivamente. Utilizou-se para

analise o seguinte programa de temperatura: 60 °C por 2 min, 60-120°C (30°C/min), 120-
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220°C (10°C/min), 220-300 °C (5°C/min), 300 °C por 20 min. O tempo total da analise
cromatografica foi 50 minutos (BRACHET et al., 1997; ZUANAZZI et al., 2001).

4.2.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Fragdes das CCC dos extratos em acetato de etila e etandlico foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia no Cromatdgrafo Varian ProStar com Detector UV-

DAD e degaseificador Degassit 6341.

4.2.7.1 Coluna e condicoes de analise em CLAE

A andlise foi realizada em coluna analitica Supelcosil ™ LC-18 (25 cm x 4,6 mm)
com filme de revestimento de 5 um de espessura. Sistema equipado com pré-coluna Varian
C18. A fase movel utilizada foi metanol (0,1% de acido trifluoroacético) e agua (0,1% de
acido trifluoroacético) em um gradiente que variou de 20 a 100% de metanol. A agua
utilizada foi purificada em Ultra Prurificador Gehaka®. Antes da analise os solventes foram

degaseificados em sonicador Alt Sonic Clean®.

4.2.8 Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Nos ensaios de atividade antioxidante dos extratos (Determinacao de fenolicos totais,
Atividade de retirada do radical DPPH e Determinagao do poder redutor de ions metalicos),

foi utilizado espectrofotometro UV-Vis Femto® Espectro 600.
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4.2.9 Potenciostato

Os experimentos voltamétricos, para avaliagdo do poder antioxidante dos extratos,
foram realizados utilizando o Potenciostato Autolab (modelo 128N) conectado ao software
GPES para a aquisi¢do dos dados. As andlises foram realizadas em uma célula eletroquimica
de 10 mL com sistema de trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar). O eletrodo de
trabalho utilizado foi o eletrodo de diamante dopado com boro (8.000 ppm de dopagem e area
de 3,14 mmz), da empresa Adamant Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Suica. O eletrodo

de referéncia foi o Ag/AgCl (KCl saturado) e o eletrodo auxiliar usado foi o fio de Platina.

4.3 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL PARA OBTENCAO
DE EXTRATOS

Amostras de E. suberosum foram coletadas no dia 20 de abril de 2012, as 9:30 horas
nas proximidades do Campus JK da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVIJM) em Diamantina, Minas Gerais. As coordenadas do local de coleta sao
S18°13.890° e W 043°35.282” que esta a uma altitude de 1.297,7 metros.

Uma exsicata do material foi depositada no Herbdrio Dendroldgico Jeanine Felfili

(HDJF/UFVIM), sob o nimero de registro 1189.

4.4 ESTUDO FITOQUIMICO

4.4.1 Preparo dos extratos organicos

As folhas foram dessecadas em estufa de ar circulante a 35°C até peso constante e,
posteriormente, foram pulverizadas em moinho de facas (ANVISA, 2010). Apds a
pulverizacdo obteve-se 482,0 g de material vegetal. Os extratos foram preparados por

maceragdo e os solventes utilizados foram hexano, acetato de etila e etanol (Figura 12, p. 60).
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A extracdo foi realizada trés vezes com cada um dos solventes, sendo que em cada
extracdo o material vegetal foi deixado em contato com o solvente por 72 horas. Ao final do
processo os extratos obtidos foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo a 40°C

sob pressao reduzida.

(" N
Extrato
Folhas de Maceragio o
E. suberosum com hexano hexanico
| (EH)
\. | J
(" N
Torta 1
J/
|
Maceragio ] Extrato em
com acetato acetato de
de etila ) etila (EAc)
|
Torta 2
|
Extrato
Maceragdo o
tanol etanolico
com etano
(EE)
\. J

Figura 12. Esquema de preparo dos extratos organicos das folhas de E. suberosum.

4.4.2 Triagem fitoquimica

Foram pesquisados, por triagem fitoquimica, os principais grupos de metabdlitos
secundarios presentes nos extratos da planta. Estes ensaios foram realizados por reacdes
cromogeénicas, de precipitacdo e CCD. Os testes foram baseados nas metodologias de Costa
(2002) e Matos (1997), conforme a polaridade de cada extrato.

O Quadro 6 (p. 61) apresenta os procedimentos da analise fitoquimica realizados com
cada extrato e o resultado em caso de reacdo positiva para cada classe de metabolito

secundario. A triagem fitoquimica ndo foi realizada com o extrato hexanico, pois este



normalmente apresenta em sua constitui¢do substincias graxas, esteroides e terpenos e em

geral ndo sdo encontradas substincias fenolicas (MATOS, 1997; SIMOES et al., 2007).

Quadro 6. Triagem fitoquimica dos extratos das folhas de E. suberosum

Extrato analisado

Metabdélito
secundario

Procedimento realizado
com o0 extrato

Resultado positivo

Extrato em acetato de
etila

Alcaloides

3 mL de HC1 2% + Reativo
de Mayer

Formacao de
precipitado ou
turvacgao

Cumarinas

1 mL de agua em ebuligao.
CCD: Fase estacionaria
silica gel, fase movel
hexano:acetato de etila 1:1,
revelador KOH 0,5mol.L'1.
Leitura a 366 nm

Mancha esverdeada
ou azul fluorescente

Derivados
antracénicos

1 mL de NH,OH 25%

Coloragdo vermelha

Flavonoides

2 mL de metanol + Mg

metalico + 1 mL de HCI

concentrado (Reagdo de
Shinoda).

Cor avermelhada
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Triterpenos/
esterdides

1 mL de CHCI; + Reativo de
Liebermann Burchard

Coloragao verde-
escuro

Extrato etandlico

Alcaloides

20 mL de HCI1 10% +
alcalinizacdo ate pH 9 +
extracdo com éter etilico +
evaporagao da fragdo etérea
+ 3 mL de HCI 10% +
Reativo de Mayer

Formacéo de
precipitado ou
turvagao

Taninos

2 mL de agua destilada + 5
gotas de FeCl; 1%

Cor verde= taninos
condensados;
Cor azul= taninos
hidrolisaveis

20 mL de HCI1 20% + refluxo por 30 min + 20 mL de agua + evaporagio +
extracdo com 3x20 mL de éter etilico + separagdo das fases aquosa e etérea

Fase aquosa

Antocianinas

ElevagdoapH 9 - 10

Coloragao verde-
acastanhado a azul

Fase Etérea

Cumarinas

CCD: Fase estacionaria
silica gel, fase movel
hexano:acetato de etila 1:1,
revelador KOH 0,5M.
Observagdo a 366 nm

Mancha esverdeada
ou azul fluorescente

Derivados
antracénicos

3 mL de NH,OH 25%

Coloragdo vermelha

Flavonoides

2 mL de metanol 50% + Mg
metalico + 1 mL de HCI
concentrado (Reagdo de

Shinoda).

Cor avermelhada

Triterpenos/
esterdides

1 mL de CHCI; + Reativo de
Liebermann Burchard

Coloragao verde-
escuro
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4.4.3 Fracionamento dos extratos

Os extratos foram fracionados através de cromatografia preparativa e técnicas

cromatograficas analiticas foram empregadas (CG e CLAE).

4.4.3.1 Cromatografia em Coluna Classica (CCC)

Os extratos hexanico, acetato de ectila e etanodlico foram fracionados através de CCC,
utilizando como fase estacionaria a silica gel e fase movel hexano, acetato de etila, etanol e

misturas desses solventes em gradiente crescente de polaridade.

4.4.3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As fracdes obtidas pela CCC foram analisadas por CCD e as que apresentaram perfil

cromatografico semelhante foram reunidas.

4.4.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos

(CLAE-DAD)

Fragdes obtidas a partir dos extratos em acetato de etila e etanolico foram analisadas
por CCD. As placas que apresentaram cromatogramas com uma ou duas manchas nas

cromatoplacas ap6s revelagdo, foram submetidas a analise por CLAE-DAD.



4.4.4 Extracao e identificacdo de alcaloides de E. suberosum
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A pesquisa de alcaloides nos extratos das folhas de E. suberosum foi realizada devido

a estes metabolitos ja terem sido relatados em outras espécies do género Erythroxylum

(CHRISTEN et al.,1995; KHATTAK et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2011; ZUANAZZI et al.,

2001).

4.4.4.1 Extracao pelo Método Stas-Otto

Foi preparado um extrato pelo Método de extragdo descrito por Stas-Otto (Extragdo

acido/base) (OLIVEIRA et al., 2011; ZUANAZZI et al.,, 2001). O procedimento desta

extracdo ¢ apresentado na Figura 13, a seguir.

Folhas
dessecadas de
E. suberosum

(240 g)

Extrato etéreo
(EEY)

-

\_

Alcalinizacao
com NH,OH
25% (aq.)

\

J

-

\_

Alcalinizacao
com NH,OH
25% (pH 9,0)

\

J

-

Particdo com
éter

~

J

Fase aquosa

Maceragao
com éter (3x)

~

J

- Fase aquosa

\

J

Particdo com
diclorometano

)

Extrato
etéreo

Parti¢cao
com
HC12 %

(aq.)

Fase etérea

Extrato
diclorometanico
(ED)

Figura 13. Extragdo das folhas de E. suberosum pelo método Stas-Otto.
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4.4.4.2 Identificacio de substincias extraidas pelo Método Stas-Otto

Os constituintes dos extratos etéreo e diclorometanico obtidos pelo método Stas-Otto

foram identificados por espectros obtidos a partir de analises por CG/EM.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Determinacio de fenolicos totais

A dosagem de fendlicos totais presentes nos extratos de E. suberosum foi realizada
usando o reagente de Folin Ciocalteu segundo metodologia de Singleton e colaboradores
(1999) com modificagdes. Os extratos foram analisados na concentracdo de 100 ppm,
preparados solubilizando 10 mg de extrato em 100 mL de metanol.

Aliquotas de 100 pL das amostras foram misturadas a 100 pL de reagente de Folin
Ciocalteu e 0,8 mL de agua destilada. Esta mistura foi agitada vigorosamente e deixada em
repouso por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 1,0 mL de solug¢dao de carbonato de sodio
Imol.L'"; a solugdo foi agitada e deixada em repouso por 90 minutos. Os valores das
absorbancias das amostras foram medidas a 750 nm.

O acido galico (AG) foi usado como padrao, nas concentragdes de 0, 20, 40, 60, 80 ¢
100 ppm, para constru¢do da curva analitica. O ensaio foi realizado em triplicata ¢ a
quantidade de fendlicos totais, em mg por grama de extrato, foi expressa em equivalentes de
acido galico, de acordo com equagdes previamente descritas na literatura (IGBINOSA et al.,

2011; SOUSA et al., 2007).

4.5.2 Atividade de retirada de radical usando o método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada mediante avaliacdo da

capacidade das substancias presentes em sequestrar o radical estavel DPPH, de acordo com
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Singh e colaboradores (2002) e Blois (1958). Foram utilizadas cinco concentracdes diferentes
do padrdo (4cido gélico Impex®) e dos extratos para determinagdo do ICsy. Aliquotas de 100
puL dos extratos e do padrdo dissolvidos em metanol foram colocadas em tubos de ensaio
separadamente. Foram adicionados aos tubos 5,0 mL de solu¢gdo metanolica de DPPH
(Aldrich®) 0,1mmol.L", ¢ estes foram agitados vigorosamente. Os tubos foram deixados em
repouso a 27°C por 20 min. Trés tubos controle contendo metanol e DPPH, sem os extratos,
foram usados como brancos. As absorbancias foram medidas a 517 nm em espectrofotdmetro
UV-Vis. Todos os testes foram realizados em triplicata e a atividade de retirada de radical

(ARR) foi expressa como a porcentagem de inibi¢ao e calculada usando a formula:

% ARR = (Abs. branco — Abs. amostra)/Abs. branco x 100

Foi construido um grafico relacionando a concentracdo da amostra (Eixo x) e a
porcentagem de inibicdo (Eixo y) e a partir da equacdo da reta calculou-se o ICsy do padrao e

dos extratos.

4.5.3 Poder redutor de ion metalico

O poder redutor dos extratos foi avaliado de acordo com a metodologia descrita por
Yildirim e colaboradores (2001). Foram utilizadas aliquotas de 1 mL dos extratos a 50, 100,
200 e 300 ppm em etanol, separadamente. Foi usado como padrao 1 mL de solucdo de acido
galico nas mesmas concentragdes dos extratos. Acrescentaram-se as aliquotas, 1,0 mL de
tampdo fosfato 0,2 mol.L™" (pH 6,6) ¢ 1,5 mL de ferricianeto de potassio 1%. Em seguida, as
amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min. Apds este periodo adicionou-se 1,5 mL de
acido tricloroacético 10% e as misturas foram centrifugadas separadamente a 2500 rpm por 8
min. Retirou-se 2,0 mL da camada superior, que foram acrescidos de 2,0 mL de agua
destilada e 0,5 mL de cloreto férrico 0,1 %. A absorbancia foi medida a 700 nm em
espectrofotometro UV-Vis. Os testes foram realizados em triplicata, ¢ o poder redutor foi
considerado maior ou menor dependendo da maior ou menor absorbancia observada,

respectivamente.
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4.5.4 Analise Estatistica

Os resultados apresentados correspondem a média + desvio-padrao de trés repetigoes e
foram comparados por analise de varidncia (ANOVA), seguido do teste de Tukey para
identificar as diferencas significativas entre as médias, nos testes de Atividade de Retirada de
Radical (ARR) e Poder Redutor. Foi utilizando o programa GraphPad Prism 3, onde as
médias em nivel de 5% (p<0,05) foram consideradas significantes (SOARES & SIQUEIRA,
1999).

4.5.5 Voltametria ciclica para avaliacao do potencial antioxidante

Os experimentos voltamétricos foram realizados de acordo com metodologia descrita
por Kilmartin (2001) com modificacdes. Os extratos foram dissolvidos em 10 mL de solucao
de etanol: H,SO4 0,1mol.L™ (1:1) e deixados em repouso por, aproximadamente 12 horas.
Para realizacdo dos experimentos foram utilizados 500 uL de cada solugdo dos extratos e 4,5
mL de tampdo Brintton-Robson. Realizou-se também a leitura do branco, que consistia em
500 pL de solugdo de etanol: H,SO4 0,1mol.L™! (1:1) e 4,8 mL de tampao Brintton-Robson,

para comparacao com os resultados das amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DAS ESPECIES DESCRITAS POR SAINT-HILAIRE NO
NORTE/NORDESTE DE MINAS GERAIS EM SUA OBRA PLANTAS USUAIS DOS
BRASILEIROS

5.1.1 Pesquisa em Herbarios Virtuais

As espécies botanicas descritas por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais no
século XIX e registradas em sua obra Plantas usuais dos brasileiros estdo citadas no Quadro
7 (p. 68). Este Quadro apresenta os locais de coleta no século XIX e os usos de cada planta
citados pelo naturalista, bem como dados sobre a ocorréncia atual das espécies e pesquisas
sobre suas atividades biologicas.

Os locais de coleta, nos séculos XIX a XXI, foram detectados por meio de
levantamento realizado na pagina do Herbario Virtual da Flora e dos Fungos (HVFF),
Herbario virtual A. de Saint-Hilaire e Herbario Virtual REFLORA. Para algumas plantas
foram encontradas coletas realizadas nos mesmos locais citados por Saint-Hilaire ou em
localidades muito proximas, tais como: a espécie Strychnos pseudoquina, encontrada pelo
naturalista nos “distritos de Minas Novas e dos Diamantes”, que apresenta coletas mais atuais
nas cidades de Diamantina e Turmalina (préximo a Minas Novas); Davilla elliptica relatada
por Saint-Hilaire no “distrito de Minas Novas” possui registros de coletas em cidades do
norte de Minas como Araguai, Cristalia, Montes Claros, Grdo Mogol, Diamantina e Couto
Magalhdes de Minas; a espécie Remijia ferruginea foi encontrada por Saint-Hilaire “em Sao
Jodo del Rei, nos arredores de Villa- Rica e em Minas Novas” e as pesquisas em herbarios
virtuais revelaram coletas em Sdo Jodo del Rei, Ouro Preto e cidades do norte de Minas
(Virgem da Lapa, Grao Mogol, Turmalina); para a espécie Helicteres sacarolha foram
descritos pelo naturalista como locais de ocorréncia, “Paracatu, Minas Novas, Olho d ’Agua ”
e foram encontradas coletas atuais em Paracatu e cidades proximas a Olhos d’Agua, como
Bocaiuva, Joaquim Felicio e Montes Claros; Lippia pseudothea, encontrada por Saint-Hilaire
na “Serra de Cadonga, perto do vilarejo de Tapanhoacanga”, apresenta a grande maioria das
coletas em Diamantina e regides proximas, como Serro, S0 Gongalo do Rio Preto, Joaquim

Felicio, Felicio dos Santos, Itapanhoacanga, Presidente Kubitschek e Gouveia.
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Quadro 7. Locais de ocorréncia nos séculos XIX, XX e XXI, usos e pesquisas sobre atividades biologicas das espécies descritas por Saint-
Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais.

Espécie

Local de ocorréncia citado em
Plantas Usuais dos Brasileiros

Coletas no século XIX

Coletas atuais em Minas
Gerais

Uso citado em
Plantas Usuais dos
Brasileiros

Pesquisas sobre
atividades biologicas

Cochlospermum
regium

(butua do curvo)

Campos do Certdo, perto de
Paracatu, Riachara, Formigas,
etc; Caatingas, perto do posto
militar, dito Quartel de Teixeira,
Minas Novas.

1840:

(NYBG - J. S. Blanchet)
1855:
Sao Paulo
(R - A. F. Regnell)
1883:
Minas Gerais- Jequitinhonha
(R- Glaziou, A.F.M.)

Itaobim, Joaquim Felicio,
Porteirinha, Varzea da Palma,
Virgem da Lapa, Araxa,
Paraopeba, Januaria, Patos de
Minas, Montes Claros,
Brasilandia de Minas, Prudente
de Morais, Uberlandia, Arcos,

Curvelo, Bocaitava, Trés Marias,

Perdizes.

As raizes sao usadas
para tratamento de
dores internas
provocadas por quedas
e acidentes

Extrato aquoso das
raizes apresentou
citotoxicidade por

inducdo de apoptose

em células ovarianas de
hamsters
(CESCHINI &
CAMPOS, 2006)

Davilla elliptica

(sambaibinha)

Distrito de Minas Novas, no meio
de tipos de arbustos chamados
carrascos.

1816:
Sdo Paulo
(MNHN- A. de Saint-Hilaire)
1838:
Minas Gerais
(NYBG- P. Clausen)
1888:
Sdo Paulo
(SP- Loefgren, A.)
1892:
Minas Gerais
(R- Glaziou, A.F.M.)

Paracatu, Gouveia, Grdo Mogol,
Sao Jodo da Chapada, Sete
Lagoas, Sao Gongalo do Rio
Preto, Cristalia, Sabara, Lagoa
Santa, Brumadinho, Belo
Horizonte, Varzea da Palma,
Concei¢do do Mato Dentro,
Corinto, Montes Claros,
Capitolio, Congonhas do Norte,
Diamantina, Formiga, Paracatu,
Araguai, Couto Magalhaes.

E adstringente, usada

como vulneraria (para

tratamento de Ulceras e
feridas)

Extrato hidroalcoolico
das partes aéreas
reduziu alguns
sintomas da reacdo
inflamatoria
(AZEVEDO et al,,
2007)

Extrato cloroférmico
das folhas apresentou
potencial atividade
imunolégica e
microbioldgica contra
Mycobacterium
tuberculosis
(LOPES et al,, 2007)
Extrato metanolico das
folhas apresentou efeito
gastroprotetor
(KUSHIMA et al.,
2009)
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Continuacao: Quadro 7. Locais de ocorréncia nos séculos XIX, XX e XXI, usos e pesquisas sobre atividades biologicas das espécies descritas
por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais

Esenbeckia
febrifuga

(trés folhas
vermelhas,
laranjeira do
mato)

Provincia de Minas, € em
particular perto de ltabira do
Mato Dentro.

1824:

(NYBG- L. Riedel)
1887:

Sao Paulo- Itapetininga
(SP- Loefgren, A.)
1896:

Séo Paulo- Botucatu
(SP- Edwall, G.)

Santa Barbara, Belmiro Braga,
Santa Rita de Jacutinga,
Januaria, Sao Gongalo do Rio
Abaixo, Nova Lima, Belo
Horizonte, Francisco Sa, Santa
Luzia, Sabara, Caratinga, Sdo
Roque de Minas.

O caule e a casca sdo
usados como
febrifugos

Extrato etandlico do
caule demontrou
atividade
antiplasmodica contra
Plasmodium
falciparum
(DOLABELA et al.,
2008)

Helicteres
sacarolha

(sacarolha, rosea
para malas)

Provincia de Minas, a saber: nos
campos perto da cidade de
Paracatu, nos campos de
Taracambi, perto de Nossa

Senhora da Penha de Minas
Novas, perto do povoado de
Contendas e Olho d’Agua, na sua
parte ocidental e deserta chamada
Certdo, perto de Formiga.

Minas Gerais- Olho d'Agua

(MNHN- A. de Saint-Hilaire)

Minas Gerais - Paracatu

(MNHN- A. de Saint-Hilaire)

Minas Gerais- Formigas
(HVFB- Saint-Hilaire, A.).

1816:

(MNHN- A. de Saint-Hilaire)

Minas Gerais- Contendas

1830:

Minas Gerais
(NYBG- P. Clausen)

1836:

Goias
(NYBG- G. Gardner)

Januaria, Corinto, Paracatu,
Paraopeba, Varzea de Palma,
Sdo Gongalo do Abaeté, Pedro
Leopoldo, Brasilandia de Minas,
Belo Horizonte, Uberlandia,
Perdizes, Ituiutaba, Monte
Alegre, Curvelo, Montes Claros,
Carmopolis de Minas,
Bocaiuva, Varzea da Palma,
Joaquim Felicio, Unai.

As raizes sao usadas
nas afec¢Oes venéreas

Hipericum
laxiusculum

(alecrim bravo)

Encontrada na provincia de
Minas Gerais

(MOBOT- Martius)

(MOBOT-Gardner)

Maria da Fé, Ouro Preto.

As folhas sdo usadas
contra mordida de
cobra. Possui
propriedades
antiespasmodicas e
vulnerarias.
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Continuacao: Quadro 7. Locais de ocorréncia nos séculos XIX, XX e XXI, usos e pesquisas sobre atividades biologicas das espécies descritas
por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais

Lippia
pseudothea

(capitdo do mato,

Serra de Cadonga, perto do
vilarejo de
Tapanhoacanga, na provincia de
Minas Gerais.

(MNHN- A. de Saint-Hilaire)
1892:
Minas Gerais
(R- Glaziou, A.F.M.)

Diamantina, Serro, Sdo Gongalo
do Rio Preto, Joaquim Felicio,
Juiz de Fora, Felicio dos Santos,
Itapanhoacanga, Conceigao do
Mato Dentro, Presidente

As folhas sdo usadas
para preparo de cha.

chd de pedestre) Kubitschek, Gouveia.
Vizinhangas de Porto de Quebra | 1816: Virgem da Lapa, Diamantina, Das folhas obtém-se
Maprounea Anzol, na provincia de Minas Minas Gerais : Porto de Belo Horizonte, Chapada do uma tinta de coloracio
brasiliensis Gerais, e em Minas Novas, perto Quebra Anzal Norte, Paraopeba, Uberaba, ¢

(marmeleiro do

da Fazenda de Culdo onde
cresce, em geral, no meio das

(MNHN- A. de Saint-Hilaire)
1834:

Diamantina, Lagoa Santa, Sao
Gongalo do Rio Preto, Datas,

preta usada para tingir
tecidos de algodao.
Usada em desordens

campo) pequenas matas chamadas (F-P. W. Lund) Sao Jodo da Chapada, Montes .
~ estomacais
vulgarmente de Carascos. Claros, Grao Mogol.
1816:
Minas Gerais
(MNHN- A. de Saint-Hilaire)
1837: e .. .
Distrito de Minas-Novas, ¢ na Pernambuco Bur1t1~z eI, Pqtrocnuo, Gouveia, A casca ¢ adstringente
. . Jodo Pinheiro, Paraopeba,
parte da provincia de Minas (NYBG- G. Gardner) . A - usada para curar
Ouratea ~ Perdizes, Trés Marias, . ..
chamada de deserto do Sao 1841: . . feridas dos animais
hexasperma Caratinga, Novo Cruzeiro,

Francisco.
(tabuleiros cobertos)

Piaui
(NYBG- G. Gardner)

Concei¢do do Mato Dentro,
Januaria, Uberlandia, Curvelo.

provocadas por
picadas de insetos
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Continuacao: Quadro 7. Locais de ocorréncia nos séculos XIX, XX e XXI, usos e pesquisas sobre atividades biologicas das espécies descritas

por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais

Oxalis
hirsutissima

Essa planta e comum nas
pastagens da provincia de
Minas Gerais.

1816:
Minas Gerais
(NYBG- A. F. C. P. Saint-
Hilaire)
1844:
Minas Gerais
(NYBG- P. Clausen)
1887:
Séo Paulo- Itapetininga
(SP- Loefgren, A.)
1892:
Minas Gerais
(R- Glaziou, A.F.M.)

Uberaba, Curvelo, Diamantina,
Arinos, Montes Claros,
Paraopeba, Sete Lagoas, Sdo
Gongalo do Rio Preto,
Jaboticatubas, Brasilandia de
Minas, Uberaba, Sdo Thomé das
Letras, Brumadinho, Grao
Mogol, Sao Sebastido do
Paraiso, Serro.

Usada para tratamento
de febres ataxicas
(malignas)

Oxalis repens

(azedinha, frero)

Essa planta cresce no Rio de
Janeiro, no distrito dos
Diamantes, e provavelmente em
outros lugares.

Usada para tratamento
de febres ataxicas
(malignas)

Remijia
ferruginea

(quina da serra,
quina de remijo)

Vizinhanga de S. Jodo del Rei,
nos arredores de Villa- Rica, na
Serra dos Piloes perto de S.
Miguel do Mato
Dentro, Penha, com o nome de
Minas Novas, etc.

Minas Gerais- Minas Novas
(MNHN- A. de Saint-Hilaire)
Minas Gerais- Serra da Carassa
(MNHN- A. de Saint-Hilaire)
Minas Gerais
(NYBG-J. B. E. Pohl)

Lagoa Dourada
(HVFB- Martius, C.F.P.)

Lima Duarte, Diamantina,
Couto Magalhies, Santana do
Riacho, Berilo, Ouro Preto,
Lagoa Santa, Nova Lima,
Itabirito, Congonhas do Norte,
Belo Horizonte, Bardo de
Cocais, Conceigdo do Mato
Dentro, Matozinhos,
Brumadinho, Presidente
Juscelino, Paraopeba, Sao Jodo
da Chapada, Francisco Sa,
Caeté, Virgem da Lapa, Grao
Mogol, Pedra Azul, Turmalina,
Sdo Gongalo do Rio Preto, Sdo
Jodo del Rei, Serro.

A casca € usada no
tratamento de febres
intermitentes

Extrato etanolico das
cascas apresentou
atividade antimalarica
(ANDRADE-NETO et
al., 2003)
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Continuacao: Quadro 7. Locais de ocorréncia nos séculos XIX, XX e XXI, usos e pesquisas sobre atividades biologicas das espécies descritas

por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais

Rollinia sylvatica

(araticu do mato)

Esta arvore cresce nas florestas
da provincia de Minas.

1881:

(R- Glaziou, A.F.M.)

Matozinhos, Patos de Minas,
Paraopeba, Curvelo, Lima
Duarte, Cordisburgo, Vigosa,
Sdo Thomé das Letras, Caldas,
Uberlandia, Taiobeiras,
Carmépolis de Minas, Belo
Horizonte, Ribeirdo das Neves,
Guarani, Carangola, Itatinga,
Araguari, Sete Lagoas.

O fruto é comestivel

Frutos ricos em
Vitamina C possuem
potencial atividade
antioxidante
(PEREIRA et al., 2013)

Sidastrum
micranthum

(malvalistro)

Essa espécie ¢ comum na
provincia de Minas Gerais.

1838:
Ceara
(IPA- Gardner, G)
1838:
Minas Gerais
(NYBG- P. Clausen)
1872:
Rio de Janeiro- Niteroi
(NYBG- A. F. M. Glaziou)

Monte Azul, Buritizeiro,
Januaria, Coronel Murta, Belo
Horizonte, Salto da Divisa, Sao
Gongalo do Rio Abaixo,
Prudente de Morais, Vigosa,
Diamantina, Cachoeira da Prata,
Caeté.

O caule ¢ usado como
suporte para soltar
fogos de artificio

Strychnos
pseudoquina

(quina do campo)

Parte oriental da provincia de
Minas Gerais (o Certdo ou
deserto), distrito de Minas Novas
e no dos
Diamantes, nos desertos de
Goias.

1816:
Minas Gerais
(MNHN-A. de Saint-Hilaire)
1834:
Sdo Paulo
(NYBG- L. Riedel)
1842:
Goias
(NYBG- G. Gardner)
1888:
Sdo Paulo - Sdo Carlos
(SP- Loefgren, A.)
1895:
Goias
(NYBG- A. F. M. Glaziou)

Joaquim Felicio, Buenopolis,
Cordisburgo, Montes Claros,
Turmalina, Paraopeba, Sao José
de Cachoeira, Santana do
Riacho, Paracatu, Trés Marias,
Sao Gongalo do Rio Preto,
Diamantina, Ribeirdo das
Neves, Uberlandia, Araguari,
Buriti.

A casca do caule é
usada como febrifuga

Extrato metanolico das
folhas foi capaz de
curar lesdes da mucosa
gastrica
(BONAMIN et al.,
2011)

Extrato aquoso das
cascas apresentou
efeito hipoglicemiante
(HONORIO-FRANCA
et al., 2008)
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Em relagdo a utilizagdo das plantas indicada por Saint-Hilaire em sua obra, algumas
atividades foram confirmadas por estudos biologicos (Quadro 7; p. 68). A espécie Davilla
elliptica usada para tratamento de feridas e ulceras no século XIX, apresentou acao
antinflamatéria (AZEVEDO et al., 2007) e efeito gastroprotetor (KUSHIMA et al., 2009).
Remijia ferruginea e Esenbeckia febrifuga, usadas como febrifugas, tiveram a atividade
antimalédrica confirmadas pelos trabalhos de Andrade-Neto e colaboradores (2003) e de
Dolabela e colaboradores (2008), respectivamente. O valor nutricional dos frutos de Rollinia
sylvatica foi evidenciado por Pereira e colaboradores (2013).

E possivel observar que a maioria das plantas nativas utilizadas no século XIX ainda
carece de estudos que comprovem sua atividade terapéutica. Neste sentido, estudos
farmacologicos, toxicologicos e fitoquimicos de plantas de uso tradicional devem ser
incentivados visando maior seguranca para a populacao usuaria e sedimentando as bases para
o desenvolvimento de novos fitoterapicos.

As pesquisas no banco de dados do HVFF e do Royal Botanic Gardens (Kew)
revelaram coletas de E. suberosum, no Brasil, realizadas no século XIX. Todas as exsicatas
referentes a essas coletas estdo depositadas em herbarios estrangeiros (Quadro 8, p. 74).
Foram encontrados dados sobre coletas realizadas por naturalistas europeus como Saint-
Hilaire, Martius, Pohl ¢ Gardner, entre outros.

O HVFF apresenta 2027 registros de coletas de E. suberosum realizadas no Brasil e
depositadas em herbarios nacionais e estrangeiros. Sendo que 20% (405) destas coletas foram
realizadas em Minas Gerais, 17,3% (350) em Goiés e no Distrito Federal, 16,2% (329) na
Bahia, 17,2% (349) em Sao Paulo ¢ 6,4% (129) no Mato Grosso do Sul, totalizando 75,6%
das coletas. Isto confirma que esta ¢ uma espécie comumente encontrada no cerrado
brasileiro. Dentre os locais de distribui¢ao de E. suberosum estdo Parana, Sao Paulo, Minas
Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Bahia, Paraiba, Ceara, Pernambuco, Piaui,
Alagoas, Amazonas, Acre, Paraguai, Bolivia e Venezuela, sendo uma espécie nativa do Brasil
mas, ndo endémica (MENDONCA et al., 1998b; OLIVEIRA FILHO, 2006). A Figura 14 (p.
74) apresenta um grafico com a distribuicao das coletas de E. suberosum por estado brasileiro,
baseado nos dados disponiveis no HVFF.

Dentre as Colegdes que possuem registros de coletas de E. suberosum no HVFF, a que
contém o maior nimero de exsicatas depositadas ¢ o Field Museum of Natural History
(FMNH) sediado em Chicago-EUA, com 439 registros. A segunda maior colecdo ¢ do

Herbario da Universidade de Brasilia (UB), com 187 registros.



Quadro 8. Dados das coletas de E. suberosum realizadas no século XIX
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Herbario Local de coleta Ano Coletor
Corgo de Mathias, Minas Gerais | 1816 | A.F. C. P. de Saint-Hilaire
Brasil 1824 L. Riedel
Caminho de Chamonte, Para 1828 W. J. Burchell
. . Santarém, Para 1849 R. Spruce
Field Museum of Natural History Ouro Preto, Minas Gerais 1883 A. F. M. Glaziou
Goiéas 1893 A. F. M. Glaziou
Maceid, Alagoas 1836 G. Gardner
Goias 1839 G. Gardner
Brasil - C. F. P. Martius
Brasil - J. B. E. Pohl
Brasil 1857 Gardner
Royal Botanic Gardens Brasil 1839 Gardner
Goias 1827 Burchell
Pernambuco 1837 G. Gardner
The New York Botanical Garden Brasil 1840 P. H. Claussen
Mato Grosso 1891 S. L. M. Moore

Alagoas

Amapa

Bahia

Brasilia - Distrito Federal
Ceara

Goias

]
(8]
<
©
—
i
S
9]

Amazonas
Distrito Federal

Figura 14. Distribuicdo das coletas de E. suberosum por estado brasileiro, do século XIX ao XXI.
Fonte: Herbario Virtual da Flora e dos Fungos
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Baseado nas informagdes sobre as coletas de E. suberosum, disponiveis no HVFF, foi
desenvolvido um mapa de distribuicdo desta espécie no estado de Minas Gerais (Figura 15).

O mapa foi dividido em Microrregides, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2013). Segundo Oliveira-Filho (2006) esta espécie esta
amplamente distribuida em Minas Gerais, sendo encontrada, principalmente, na regido do
Triangulo Mineiro. As Microrregioes com maiores quantidades de coletas de E. suberosum

sdo Sete Lagoas, Piumbhi, Passos, Araxa e Belo Horizonte.
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Figura 15. Mapa de distribui¢do de E. suberosum nas Microrregioes de Minas Gerais, do acordo com dados de
coletas disponiveis no HVFF.

Em sua obra Plantas Usuais dos Brasileiros, Auguste de Saint-Hilaire citou o
municipio de Minas Novas e o norte de Minas Gerais como locais de ocorréncia da espécie E.
suberosum (SAINT-HILAIRE, 2009). Foram encontrados registros de coletas desta espécie
em diversas cidades da regido norte/nordeste de Minas Gerais como, Montes Claros, Grao
Mogol, Diamantina e Couto Magalhdes de Minas. No Quadro 9 (p. 76) encontram-se 0s
detalhes das coletas de E. suberosum realizadas no norte/nordeste de Minas Gerais. Esses

dados foram obtidos no HVFF e no Herbario Virtual REFLORA.
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Quadro 9. Coletas de E. suberosum no norte/nordeste de Minas Gerais.

Municipio Localidade Ano de coleta Herbario Coletor
Fazenda Nova Varginha,
o local conhecido como Areal. .
Buritizeiro 17°14750"'S & 45°04°40"W 2010 RB Bovini, M.G.
690m.
Buritizeiro BR-365, Chapada dos 1999 MBM Hatschbach, G.
Parecis
Couto Estrada Couto Magalhdes- .
Magalhées Senador Mourdo km 551 2001 EAC Assis, L.C.S,
~ ~ J.R. Pirani, T.B.
Diamantina Estrada (péira Sgo Jodo da - MOBOT Cavalcanti, R. Mello
apaca. Silva & W. Thomas
Diamantina Estrada Diamantina-Biribiri, ) F A. M. Giulietti & et
a 9 Km de Diamantina al.
Di i Estrada Diamantina-Sopa, a F A. M. Giulietti & et
tamantina 25 Km de Diamantina. ) al.
Estrada Diamantina-Biribiri, e
Diamantina a 14 Km de Diamantina, - F A. M. Giulietti & et
. al.
proximo do Corrego Soberbo
Diamantina Estrada Diamantina - 1981 UPCB Giulietti, A.M.
Extragdo, 12 km
Diamantina Guln(Ea, 1n1~01o da estrada 2003 RB Giordano, L.C.
para Sdo Jodo da Chapada.
Stehmann, J.R.;
Diamantina Cachoeira da Sentinela. 2000 BHCB Franceschinelli, E. &
Meinberg, A.C.S.
Diamantina Estrada para Sao Jodo da 1985 NYBG J. R. Pirani
Chapada
Estr. Grdo Mogol-Virgem da
Grao Mogol Lapa. Margem do Rio - F I. Cordeiro & et al.
Ventania
Estrada Grao Mogol-Virgem
Grao Mogol da Lapa, margem do rio 1981 UPCB Cordeiro, 1.
Ventania
Estrada Grao Mogol-Virgem
Grao Mogol da Lapa, margem do rio 1989 UPCB Silva, T.R.S.
Ventania
Montes Claros Serra do Cattoni - F G. F.J. Pabst et al.
Montes Claros - 1938 RB Mello Barreto, H.L.
Montes Claros Serra do Cattoni. 1938 RB Markgraf
Montes Claros Fazenda Santa Cruz 1991 UB Aragjo, F.D.
Serro, Milho Verde, Margem
Serro direita do Rio do Lajeado. 1999 RB C.G.R. de Paula
Marcondes-Ferreira,
W.; Simoes, A.O.;
Serro Estrada para Gouveia. 1996 UEC Belinello, R.;
Simdes, A.O.;

Belinello, R.

Herbarios: BHCB= Herbario da Universidade Federal de Minas Gerais; EAC= Herbario Prisco Bezerra; F= The Field
Museum of Natural History; MBM= Herbario do Museu Botanico Municipal; MOBOT= Missouri Botanical Garden; RB=
Herbario Dimitri Sucre Benjamin; UB= Herbario da Universidade de Brasilia; UEC= Herbario da Universidade Estadual de
Campinas; UPCB= Herbario do Departamento de Botanica.
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5.1.2 Coletas na regiio de Diamantina das espécies descritas por A. Saint-Hilaire no

norte/nordeste de Minas Gerais

A partir dos dados de ocorréncia das espécies apresentadas nos Quadros 7 (p. 68) e 9
(p. 76), foi possivel realizar incursdes nas proximidades de Diamantina com o intuito de
recoletar essas espécies e verificar sua ocorréncia na atualidade.

Foram realizadas coletas de material botanico no Parque Estadual do Biribiri, no
Cruzeiro (Serra do Rio Grande) e no Campus JK/UFVIM em Diamantina, no distrito de
Milho Verde (municipio do Serro) e na localidade de Itapanhoacanga, em Alvorada de Minas.
Os locais de coleta foram georreferenciados e as exsicatas foram confeccionadas e
incorporadas no Herbario DIAM/UFVJM. Os dados completos sobre estas coletas sdo
apresentados no Quadro 10 (p. 78).

As alteragdes das paisagens brasileiras desde o século XIX, quando Saint-Hilaire esteve
em Minas Gerais, provavelmente, levou a dimunui¢do da ocorréncia das espécies encontradas
pelo naturalista. Assim, a maioria das 15 espécies citadas por Saint-Hilaire no norte/nordeste
de Minas Gerais, em Plantas usuais dos brasileiros nao foi encontrada, pelo menos nos locais
visitados. Mas, ainda na atualidade foi possivel encontrar algumas dessas espécies,
provavelmente, por alguns dos locais visitados serem areas de preservagdo ambiental (Parque
Estadual do Biribiri, APA Aguas Vertentes). Assim, foram coletadas, na regido de
Diamantina, quatro espécies dentre as citadas pelo naturalista: Davilla elliptica, Erythoxylum
suberosum, Remijia ferruginea, Esenbeckia febrifuga.

A destruicdo da flora nativa para o desenvolvimento de diversas atividades
econOmicas, criticada pelos naturalistas no século XIX, ainda ¢ uma preocupagdo no século
XXI. Pois a devastacao da vegetagao nativa causa uma reducao na disponibilidade de plantas
ou até mesmo pode levar a extin¢do de algumas espécies nativas. O que contribui para a perda
gradual de conhecimento sobre plantas nativas utilizadas na medicina tradicional

(AMOROZO0, 2002; BRANDAO et al., 2008a; BRANDAO et al., 2011).



Quadro 10. Dados das coletas realizadas na regido de Diamantina - MG

Familia/ Espécie Localidade Coordenadas Data Coletor Nimero
Dilleniaceae 18°27'48.98"S,
Milho Verde. Serro 43°29'43.11"0, 1082 m | 04/12/2011 ﬁ'ﬂ?’ 'irMZ“i‘”ga’G?' J:r?' (]2)231)
Davilla elliptica A.St.-Hil. alt. eIro & L. . Ltegorio
Erythroxylaceae 18°27'49.99"S,
Erythroxylum suberosum Milho Verde. Serro 43°29'4330"0, 1086 | 04/12/2011 | € V:Mendonga, G.J. G. 2005
. Ribeiro & L. E. Gregoério (Ery 1)
A.St.-Hil. m alt.
18°27'49.76"S
. omar " : C. V. Mendonga, G. J. G. 2006
Erythroxylum suberosum Milho Verde. Serro 43°29 43.2a7lt 0, 1084 m | 04/12/2011 Ribeiro & L. E. Gregério (Ery 2)
18°27°52.22” S ¢
Evithroxolum sub Milho Verde. Serro 4392943437 W, | oan2onn | GV Mendonea G ). O 2002)(Ery
rythroxylum suberosum altitude de 1106 m . E. Greg
18°27'48.71"S
. omar " ’ C. V. Mendonga, G. J. G. 2009
Erythroxylum suberosum Milho Verde. Serro 43°29 43.(:1& 0,1078m | 04/12/22011 Ribeiro & L. E. Gregorio (Ery4)
L. L o1 A1 " C. V. Mendonga, G. G.
Acesso secundario do municipio para o 18°142.20°S, 12/12/2011 | Ribeiro, D. P. Malaquias, C. 2013
Campus JK, passando pelo Bairro Rio 43°35'12.95"0.
Erythroxylum suberosum . . F. C. Grael & (Ery5)
Grande. Diamantina. 1284m alt. .
L. E. Gregorio
18°11'56.52"S C. V. Mendon(;a, G.G.
Campus da Universidade Federal dos Vales 433413 '7 50 12/12/2011 Ribeiro, D. P. Malaquias, C. 2014
Erythroxylum suberosum do Jequitinhonha e Mucuri. Diamantina. ' F. C. Grael & (Ery6)
1363m alt. ‘o
L. E. Gregorio
s . 18°11'13.49"S L. B. Costa, C. V. M. Filho,
Erythroxylum suberosum | ©2rdue Estadual do Biribiri. Cachoeira da 43°36'54.71"0 HA22012 | 7575 G, Ribeiro & F. F. S. 19
Sentinela. Diamantina. . (Ery7)
1153 m alt. Oliveira
e . 18°11'13.49"S, L. B. Costa, C. V. M. Filho,
Parque Estadual do Biribiri. Cachoeira da 43°36'54.71"0 11/12/2012 | G.J. G. Ribeiro & F. F. S. 120
Erythroxylum suberosum Sentinela. Diamantina. (Ery8)

1153 m alt.

Oliveira

78



Continuacio: Quadro 10. Dados das coletas realizadas na regido de Diamantina - MG

18°27'49.62"S,

Rubfaceac Milho Verde. Serro 43°29'42.79"0, o4/12/2011 | &V Mendonga, G.J. G, 2003
3. Remijia ferruginea DC. Ribeiro & L. E. Gregorio (Reml)
1090 m alt.
18°27'49.92"S
. omrr s ’ C. V. Mendonga, G.J. G. 2004
Remijia ferruginea Milho Verde. Serro 43°29 43r;lilt W, 1084 | 04/12/2011 Ribeiro & L. E. Gregdrio (Rem 2)
18°27'49.36"S
. Milho Verde. Serro 43°2942.01"0 | oa/122011 | &V Mendonga, G.J. G. o 2010)
Remijia ferruginea Ribeiro & L. E. Gregorio (Rem3)
1082 m alt.
18°27'49.36"S
. omar " ’ C. V. Mendonga, G. J. G. 2011
Remijia ferruginea Milho Verde. Serro 43°29 42.2aflﬁt 0O, 1083m | 04/12/2011 Ribeiro & L. E. Gregorio (Remd)
18°27'49.52"S
. omar " C. V. Mendonga, G. J. G. 2012
Remijia ferruginea Milho Verde. Serro 43°29 42.38151t 0O, 1084 m | 04/12/2011 Ribeiro & L. E. Gregdrio (Rems)
s . 18°11'5.98"S, L. B. Costa, C. V. M. Filho,
Remijia ferruginea Parque Estadual do Biribiri. Cachoeirada | 4303556 1790 1139 m | 11/12/2012 | G. J. G. Ribeiro & F. F. S. 132
Sentinela. Diamantina. . (Remo6)
alt. Oliveira
Rutaceae .
. . s . 18°14'22.47"S, L. B. Costa, C. V. M. Filho,
4 Esenbegkta febrifuga Parque Estadugl do B1.r1b1r1. Cachoelra da 43935'18.27"0 03/12/2012 | G.71.G. Ribeiro & F. F. S.
(A.St.-Hil.) A.Juss. ex Sentinela. Diamantina. .
1268m alt. Oliveira
Mart.
Verbenaceae Habonhoacanaa e [03/1212011 | C.V. Mendonga, G.1.G. | 2000
5. Lippia P ga. ' Ribeiro & L. E. Gregério (Lip1)

687 m alt.

79
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5.2 ESTUDO FITOQUIMICO

5.2.1 Preparo dos extratos organicos

A preparagdo dos extratos organicos por maceracao a partir de 240 g de folhas
dessecadas de E. suberosum levou a um rendimento de 1,07%, 1,56% e 17,3% dos extratos

hexanico, em acetato de etila e etandlico, respectivamente, conforme ilustrado na Figura 16.

240 g de folhas de

E. suberosum

Maceragao
Filtragdo
Concentragao do
solvente
| |
Extrato Hexanico Extrato Ac. de etila Extrato Etanolico

2,5689¢g 3,7509¢ 41,5583g
(1,07%) (1,56%) (17,3%)

Figura 16. Rendimento dos extratos organicos das folhas de E. suberosum.

5.2.2 Triagem fitoquimica

Na andlise fitoquimica, foram utilizados ensaios colorimétricos, de precipitacdo e
CCD, para deteccao das principais classes de metabolitos secundarios nos extratos de E.
suberosum. O resultado da triagem fitoquimica encontra-se no Quadro 11 (p. 81).

Os resultados destes testes sugeriram a presenga de triterpenos/esterdides e
flavonoides no extrato em acetato de etila. Na analise do extrato etandlico obteve-se resultado
positivo para alcaldides, cumarinas, flavonoides, inclusive antocianidinas e taninos

condensados.
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Quadro 11. Resultado da Triagem Fitoquimica dos extratos de E. suberosum

Metabolitos Extrato em Acetato -
. . Extrato Etandlico
secundarios de etila

Alcaloides Negativo Positivo
Antocianidinas - Positivo
Antracenosideos Negativo Negativo
Cumarinas Negativo Positivo
Flavonoides Positivo Positivo
Taninos condensados - Positivo
Taninos hidrolisaveis - Negativo
Titerpenos/esteroides Positivo Negativo

Em particular, os alcaloides de nticleo tropanico sdo de ocorréncia comum na familia
Erythroxylaceae e no género Erythroxylum (GRIFFIN & LIN, 2000; BRACHET et al., 1997,
ZUANAZZI et al.,, 2001). Flavonoides sdo sugeridos como marcadores para o género
(JOHNSON et al., 1998), a detecgdo destes no extrato etanodlico de E. suberosum, esta de
acordo com o trabalho de Bohm e colaboradores (1988), que revelou a presenga de canferol e
quercetina nesta espécie. A presenca de triterpenos no género Erythroxylum também ja foi
descrita na literatura (CHAVEZ et al., 1996; LUCAS FILHO et al., 2010). Além disso,
taninos e cumarinas ja foram relatados para o género (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2004).
Em trabalho realizado por Lucas Filho (2009), alcaloides, flavonoides, triterpenos e esteroides
foram detectados, por CCD, em E. suberosum. Assim sendo, os resultados encontrados na

triagem fitoquimica estdo de acordo com o esperado para o gé€nero e a espécie estudada.

5.2.3 Fracionamento dos extratos

5.2.3.1 Extrato Hexénico

O Extrato Hexanico (EH) foi fracionado em CCC, obtendo-se 105 fragdes que, apos
analise por CCD, foram reunidas, conforme estd indicado na Figura 17 (p. 82). Devido a
algumas fragdes resultantes apresentarem pequena massa €/ou se apresentarem como misturas
complexas quando analisadas por CCD, as mesmas nao foram trabalhadas no sentido de se
isolar componentes quimicos. As fragdes F1 e F2 foram analisadas por CG/EM, porém o

resultado foi inconclusivo.
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F1-7,9mg
(1al3)
F2- 3,0mg
(14 a 25)
F3- 187,6mg
(26 a41)
F4-33,3mg
(42 a47)
4 F5-34,5mg

Coluna de silica gel (48 a 50)
Extrato Hexanico (75g) F6- 60,4mg

(EH)- 1,2789g h=25,5 cm (51 a 60)
di=3 cm

F7-10,0mg
\ (61 a63)
F8- 3,5mg
(64)

F9- 35,0mg
(65 a 80)
F10- 10,6mg
(81 a92)
F11-8,5mg
(93 a 105)

Figura 17. Fracionamento do EH em CCC e obtenc¢do de fragdes reunidas.

5.2.3.2 Extrato em Acetato de etila

O fracionamento do Extrato em Acetato de etila (EAc) em CCC resultou em 226
fracdes que foram reunidas por semelhanga, apos analise em CCD, em 12 fracdes (Figura 18,
p. 83). Na fragdo 11 houve a formagdo de um precipitado amarelo que foi separado (F11a-
11,5 mg). A andlise deste precipitado em CCD revelou a presenca de duas substancias que

apresentam mancha vermelha e marrom sob luz UV (365 nm) e manchas amarelas na
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revelagdo com vanilina sulfurica. Este precipitado foi analisado por CLAE-DAD, que indicou
a presenga de trés substancias, que apresentam grupos cromoéforos, conforme ¢ apresentado no

cromatograma da Figura 19 (p. 84).

Fl- 173,2mg
(1a25)

F2- 32,8mg
(26 a 34)

F3- 65,1mg
(35a62)

F4- 37,8mg
(63 a 68)

F5- 97,0mg
Ve (69 a 105)

Coluna de silica gel F6-74,2mg
Extrato em Acetato (80g) (106 a 139)

de etila h= 30

= cm
(EAc) - 2,0425g L F7-7,5mg
di=3 cm (140 a 143)
A\ F8- 7,8mg
(144 a 147)

F9-37,1mg
(148 a 154)
F10- 52,1mg
(155a 176)
F11-133,5mg
(177 a 205)
F12-38,5mg
(206 a 226)

Figura 18. Fracionamento do EAc em CCC e obtengdo de fragdes reunidas.



-200

-400

-600 -

84

10

T
20

Time (0)

30

40

Figura 19. Cromatograma da Fracdo 11a- EAc obtido por CLAE/DAD.

Durante a secagem do restante da fragdo F11, houve formagado de mais precipitado

de substancias, que foi separado de um pigmento soluvel em acetato de etila. Desta separacao,

resultou a fracdo F11b (57,3mg), que, apdés CCD, foi analisada por CLAE/DAD. O

cromatograma de F11b ¢ apresentado na Figura 20.

-200

Time (0)

Figura 20. Cromatograma de F11b — EAc obtido por CLAE/DAD.
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As fragdes Flla e F11b foram analisadas por CCD em placa cromatografica com fase
estacionaria silica, usando-se como fase movel acetato de etila: acido féormico: acido acético:
agua (10:1:1:3). A revelagdo com as solugdes de ferricianeto de potéassio 1% e cloreto férrico
2% (1:1) sugeriu a presenga de taninos e polifendis, devido ao aparecimento de manchas azuis
(LUCAS FILHO, 2009).

As demais fragdes resultantes do EAc nao foram ensaiadas devido a massa pequena

e/ou se apresentarem como misturas complexas em analise por CCD.

5.2.3.3 Extrato Etanolico

O fracionamento do Extrato Etandlico (EE) em CCC resultou em 260 fragdes, que

foram reunidas, apds analise em CCD, em oito fracdes semelhantes (Figura 21).

F1-39,5mg
(1a1l5)

F2-5,0mg
(16 a 48)

F3- 87,9mg
(49 a 83)

Coluna de silica gel F4-52,0mg
Extrato Etanélico (250g) (84 a 169)

(EE)- 15,0¢g hf 35cm F5- 5,7965¢
di=5 cm (170 a 186)

F6- 7,6354¢
(187 2 243)

F7-370,0mg
(244 a 256)

F8-12,5mg
(257 a2 260)

Figura 21. Fracionamento do EE em CCC e obtengdo de fragdes reunidas.



86

A fracdo F6, um so6lido marrom, que apresentou uma grande quantidade de massa
(7,6354g), foi suspensa em acetato de etila e filtrada. A por¢do soluvel em acetato de etila
(F6Ac), apds secagem do solvente, originou um precipitado de cor amarela (87,6mg). Este
solido foi analisado por CLAE/DAD. O cromatograma de F6Ac pode ser visualizado na
Figura 22.

1400 H
1200
1000 +

800

Time (0)

Figura 22. Cromatograma de F6Ac — EE obtido por CLAE/DAD.

Como pode ser observado nas Figuras 20 (p. 84) e 22, as fragdes F11b (EAc) e F6Ac
(EE) apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, assim, pode ser que estas fragdes
sejam compostas pelas mesmas substancias ou por substancias semelhantes.

A fracdo F6Ac, assim como F11b, revelou-se positiva (manchas azuis) para presenca
de taninos e polifenois em anélise por CCD e revelacdo com ferricianeto de potassio 1% e
cloreto férrico 2% (1:1) (LUCAS FILHO, 2009). A triagem fitoquimica também sugeriu a
presenca de taninos condensados no extrato etanolico. O uso tradicional de E. suberosum
como adstringente, antidiarreico, antirreumatico € o uso para curtume (CORREA, 1931;
BARBOSA & PINTO, 2003; FONSECA, 1822) podem estar relacionados a presenca de
taninos nesta espécie. As atividades bioldgicas dos taninos se devem, principalmente, a
capacidade destes metabolitos de complexacdo com ions metalicos (ferro, cobre, aluminio), a

atividade sequestradora de radicais e a habilidade de complexar com macromoléculas, como
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proteinas e polissacarideos (SIMOES et al., 2007). Na Figura 23 estd apresentado um

exemplo de tanino condensado, a delfinidina.

OH

HO
HO

HO

OH

OH

Figura 23. Exemplo de um tanino condensado, a delfinidina.
Fonte: Simdes e colaboradores (2007).

5.2.4 Extracao e identificacdo de alcaloides de E. suberosum

5.2.4.1 Extracao pelo Método Stas-Otto

O Método Stas-Otto (Extragdo Acido-Base) ¢ um procedimento extrativo do qual se
obtém uma fracdo concentrada em alcaloides, devido a mudancas de pH do solvente e as
propriedades quimicas destes metabolitos secundarios. Assim, em meio basico, os alcaloides
estdo na forma de base livre (R3N+H + NH4OH => R3N:) e s3o soluveis em solventes
organicos. J4 em meio 4cido, apresentam-se na forma de sal (R;N: + H" => R;N'H) e
solubilizam em 4gua (ZUANAZZI et al., 2001; SIMOES et al., 2007).

No tecido vegetal, os alcaloides encontram-se na forma de sal, assim, no inicio da
extragdo, as folhas de E.suberosum (240g) foram alcalinizadas com NH4OH (25%) para que
os alcaloides presentes passassem para a forma de base livre e fossem extraidos com o
solvente organico (éter). O extrato etéreo foi, entdo, particionado com agua acidificada. A fase
aquosa resultante desta particao foi alcalinizada (pH 10) e particionada com éter (2x) obtendo-

se um extrato etéreo (EEt) concentrado em alcaloides. Posteriormente, a mesma fase aquosa
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foi particionada com diclorometano, resultando em um extrato diclorometanico (ED) rico em
alcaloides.

Os extratos etéreo e diclorometanico foram concentrados em evaporador rotativo e
armazenados em frascos ambar até envio para analise. Adicionou-se pequena quantidade de
metanol a estes, para evitar a degradacdo dos mesmos devido a possivel presenca de agua.
Posteriormente, foi realizada particdo das fases em metanol com cloroférmio. Resultando
assim, do extrato etéreo, uma fracdo metanolica (FM-E= 4,5mg) e uma fracdo cloroféormica
(FC-E= 15,5mg). Como o mesmo procedimento foi aplicado ao extrato diclorometanico,
obteve-se, do mesmo, uma fragdo metandlica (FM-D= 36,6mg) e uma fracdo cloroférmica

(FC-D=18,2mg). Da extracao acido-base obteve-se um rendimento total de 0,031%.

5.2.4.2 Identificacao de substancias obtidas pelo Método Stas-Otto

As fragdes metandlicas (FM-E e FM-D) e cloroférmicas (FC-E e FC-D) de ambos os
extratos (etéreo-EEt e diclorometanico-ED) preparados pelo Método Stas-Otto foram
analisadas por CG/EM.

O cromatograma de FM-E apresentou 55 picos e o de FC-E apresentou 85 picos
(Figura 24, p. 89), indicando uma presenga maior de constituintes em fracdo obtida com
solvente organico menos polar (CHCIs). Foram propostas identificagdes para 15 substancias
em FM-E e para 17, em FC-E. Sendo que nove substancias foram detectadas em ambas as
fases. O cromatograma de FM-D apresentou 67 picos ¢ o de FC-D, 47 picos (Figura 25, p.
90), sugerindo uma maior quantidade de substancias na fragdo mais polar (fragdo metandlica).
Em FM-D foram propostas identificagdes para sete substancias e para nove, em FC-D. Os
compostos identificados nas quatro fracdes sdao apresentados na Tabela 1 (p. 91). A
identificacdo de algumas substancias foi realizada mediante comparagdo dos espectros de
massas dos componentes de cada amostra com os espectros das bibliotecas NISTOS e
WILEY7. Nao foi possivel a identificacdo de todos os picos presentes nos cromatogramas das
amostras, pois apresentaram espectros de massas com indice de similaridade baixo (<85%)
em relagdo aos espectros das espectrotecas.

A Tabela 1 (p. 91) apresenta o peso molecular, o tempo de retencdo (minutos) e a area
relativa do pico (%) de cada substincia identificada nos cromatogramas das quatro fragdes

analisadas.
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Figura 24. Cromatogramas de FM-E (a) e FC-E (b) obtidos por CG/EM.

Observa-se a presenca de acidos graxos e hidrocarbonetos apenas nas fracdes do
extrato etéreo. Ja o fenilpropanoide coniferol e os compostos terpénicos foram encontrados
em fracdes dos extratos etéreo e diclorometanico. Neste grupo dos terpenoides, o blumenol C
esteve presente apenas nas fragdes do extrato diclorometanico e os triterpenos P-amirina e
lupeol, apenas na fase metanolica do extrato etéreo (FM-E). O alcaloide tropanico,

tropacocaina, foi detectado em todas as amostras analisadas.
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Figura 25. Cromatogramas de FM-D (a) e FC-D (b) obtidos por CG/EM.

As diferengas observadas nas fragdes podem ter ocorrido, pois, o extrato etéreo foi
preparado primeiro. E, a partir do material que originou esse extrato, foi realizada a extragao
com diclorometano. Assim, uma grande parte de compostos mais apolares ja foram diluidos,
previamente, no éter etilico. Algumas substancias com menor afinidade pelo éter foram,
posteriormente, extraidas pelo diclorometano. Substancias cuja presenga foi detectada em
todas as fragdes poderiam de apresentar em elevada concentragdo no material vegetal, sendo
parte extraida pelo éter (que ficaria saturado) e o restante teria sido dissolvido pelo
diclorometano.

Da mesma forma, a presenca de substincias em fase metanolica ou em fase
cloroférmica poderia ser explicada, dentre outros fatores, pela maior afinidade dessas

substancias a um determinado solvente.



Tabela 1. Substancias com presenga proposta pela andlise por CG/EM das fragcdes FM-E e FC-E (EEt) e FM-D e FC-D (ED)
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Substincias propostas Peso o Tr o Tr o Tr Yo Tr
molecular | FM-E | (min.)) | FC-E | (min.) | FM-D | (min.) | FC-D | (min.)
Acidos graxos livres e esteriﬁchos
Acido laurico
(4cido dodecandico) 200 ) i 0,23 | 10,415 i i i i
Acido miristico
(4cido tetradecandico) 228 ) i 0.69 | 12,635 i i i i
Acido palmitico (acido hexadecanoico) 256 1,76 14,765 441 14,770 - - - -
Acido estedrico (acido 9-octadecandico) 284 - - 0,76 17,065 - - - -
Miristato de isopropila (éster isopropilico do acido tetradecanoico) 270 0,25 13,344 | 0,44 | 13,340 - - - -
Palmitato de etila (éster etilico do acido hexadecanoico) 284 0,42 15,130 0,98 15,125 - - - -
Linolenato de metila (Ester metilico do acido 9, 12, 15- octadecatrienéico) 292 0,46 19,635 - - - - - -
Estearato de etila (éster etilico do acido 9-octadecanoico) 312 - - 0,44 17,460 - - - -
Fenol
4-[(1E)-3-hidroxi-1- propenil]-2-metoxifenol 180 122 | 12,520 | 0,66 | 12,505 | 4,12 | 12,470 | 5.66 | 12475
(coniferol)
Hidrocarbonetos
Pentadecano 212 - - 0,09 12,025 - - - -
Heneicosano 296 0,73 22,830 - - - - - -
Amida
Benzamida 121 - - 0,29 | 8050 | 050 | 7,990 | 2,58 | 8,010
Imida
3-etil-4-metilpirrol-2,5- diona (2-etil-3-metilmaleimida) 139 - - 0,11 | 6,865 | 0,69 | 6,825 | 040 | 6,860
Terpenoides
4,4, 7a-trimetil-5,6,7,7a-tetraidro-2(4H)-benzofuranona 180 0,44 10,330 0,42 10,320 2,32 10,275 1,25 | 10,275
4-[(lE)-l,3-Butadienil]-3,.5,5—trimeti1—2—ciclohexen—l—ona 190 0.42 10,780 | 0,18 10,775 0.36 10,730 | 025 | 10.735
(megastigmatrienona)
4-(3-hidroxibutil)-3,5,5-trimetil-2-cicloexen-1-ona (Blumenol C) 210 - - - - 0,89 12,095 | 0,64 | 12,100
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecan-1-ol (fitol) 296 1,95 16,485 3,82 16,470 - - 0,66 | 16,410
3,7,11,15-tetrametil -2-hexadeceno 280 0,52 13,425 3,71 13,550 - - - -
a-tocoferol 430 0,89 29,705 | 1,47 | 29,690 - - - -
[-sitosterol 414 1,83 32,255 - - - - 1,87 | 32,110
B-amirina 426 0,68 32,920 - - - - - -
Lupeol 426 0,60 33,735 - - - - - -
Alcaloide
3-benzoiloxitropano (tropacocaina) 245 0,60 | 15220 | 0,76 | 15655 | 4387 | 15085 | 592 [ 15,090
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Os espectros de massas dos acidos graxos livres com identificagdo sugerida nas

amostras e suas respectivas estruturas sao apresentados nas Figuras 26 a 29.
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Figura 26. Espectro de massas e estrutura do acido laurico.
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Figura 28. Espectro de massas e estrutura do acido palmitico.
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Figura 29. Espectro de massas e estrutura do acido estearico.
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Os acidos graxos foram detectados nas fragdes do extrato etéreo (FM-E e FC-E),
sendo que nenhuma destas substancias estava presente nas fracdes do extrato diclorometanico.
Os espectros de massas representados nas Figuras 26 a 28 (p. 92) s@o caracteristicos de acidos
graxos livres, ou seja, nos espectros, o pico do ion molecular ¢ pouco intenso e o pico base ou
a presenga de um pico com grande intensidade envolve o rearranjo de McLafferty do ion
molecular, com quebra da ligacdo B ao grupo carbonila (SILVERSTEIN et al., 2007). A
Figura 30 (a) apresenta a fragmentacio do dcido hexadecanodico (4cido palmitico),
evidenciando a formag¢do de alguns fragmentos que sdo comuns nos espectros de massas dos
acidos graxos, como os ions m/z 213, m/z 185, m/z 171, m/z 129, m/z 73 (pico base) e m/z 60
(SANCHEZ, 2012; SILVERSTEIN et al., 2007). A formagdo do fragmento m/z 60, por
rearranjo de McLafferty estd representada na Figura 30 (b).

a 7__1T
Hzc\/\/\)\

OH OH
m/z 129 m/z 213
-CqHyo
-C;H, + +
oH |+ A OH |
-Cy4Hog | | “Cy3Hor ||
H,C” OH oH OH
m/z 256
m/z 60 H,C mlz 13
-CeHys \CmHzi

+

o |- <|3 :

/\/\/\/\/l\ H,C OH

b OH z m/z 115
m/z 171
b
Ho 4 ToH +0H
s ﬁ — I
Ve .
J OH Hzc/ H HC~ “SoH

m/z 60 m/z 60

Figura 30. Esquema apresentando fragmentos do acido hexadecandico obtidos por impacto de elétrons
(a) e rearranjo McLafferty em acidos alifaticos (b). Fonte: Adaptado de Sdnchez (2012) e Silverstein e
colaboradores (2007).

Os espectros de massas ¢ as estruturas dos ésteres de acidos graxos com identificagao

proposta por CG/EM sdo apresentados nas Figuras 31 a 34 (p. 94).
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Figura 31. Espectro de massas e estrutura do miristato de isopropila.
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Figura 32. Espectro de massas e estrutura do palmitato de etila.
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Figura 33. Espectro de massas e estrutura do linolenato de metila.
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Figura 34. Espectro de massas e estrutura do estearato de etila.
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Os espectros de massas dos ésteres graxos (Figuras 31 a 34, p. 94) apresentam
algumas caracteristicas comuns a este grupo de compostos organicos: o pico do ion molecular
pode aparecer com baixa intensidade e hd um pico caracteristico que ¢ um fragmento formado
por rearranjo de McLafferty com quebra da ligacdo S em relagdo a carbonila. Neste fragmento
¢ mantida a cadeia carbdonica do alcool e o carbono a do 4cido graxo que forma o éster
(SILVERSTEIN et al., 2007). Nos espectros de massas do palmitato de etila (Fig. 32, p. 94) e
do estearato de etila (Fig. 34, p. 94) ¢ observada a presenga do pico base em m/z 88. A
proposta de formagao deste pico a partir do palmitato de etila, por rearranjo de McLafferty, é
apresentada na Figura 35.

Os acidos palmitico, estearico e linolénico foram encontrados também na espécie E.
gonocladum (LUCAS FILHO, 2010). Além disso, Barreiros e colaboradores (2002 e 2005),
Chavez (1996) e Nascimento (2008) relataram a presenca de estearatos e palmitatos de
triterpenos em E. passerinum, E. numularia, E. leal costae ¢ E. deciduum, o que sugere que

esses acidos graxos ocorrem comumente no género Erythroxylum.

m/z 284

+CH,),,CH=CH,
+A H +0 -~ H
. /\O/\ /KO/\
H,C H,C
m/z 88 m/z 88

Figura 35. Proposta de fragmentagdo do palmitato de etila mostrando o fragmento oriundo do rearranjo
de McLafferty. Fonte: Adaptado de Silverstein e colaboradores (2007).
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O coniferol, um fenilpropanoide derivado do acido cinamico, foi detectado em todas
as quatro fases analisadas. Este alcool ¢ classificado como um monolignol ¢ ¢ um dos
precursores para a formagdo das ligninas, comum em vegetais lenhosos arbustivos ou
arboreos (MARTINEZ et al., 2009).

O espectro de massas do coniferol (Figura 36) apresenta o pico do ion molecular
intenso (m/z 180); isso ocorre, pois a presen¢a do anel aromdatico na molécula estabiliza o
fragmento que gera o pico. O pico intenso em m/z 91 confirma a presenca do anel aromatico
com cadeia carbonica lateral; essa cadeia pode perder o grupo —C;H3;O e o fragmento
resultante origina, por rearranjo, um fragmento estavel, o ion tropilio (SILVERSTEIN et al.,

2007).
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Figura 36. Espectro de massas e estrutura do coniferol.

Usualmente, nos espectros de massas dos fenodis ¢ encontrado um pico com m/z 77 ¢
um pico correspondente a perda de um —CO (M-28) (MCLAFFERT & TURECEK, 1993;
SILVERSTEIN et al., 2007). No espectro do coniferol este pico ¢ o fragmento m/z 152. O
pico base (m/z 137) se forma pela perda de um —C,H;0. Um esquema apresentando alguns
fragmentos do espectro de massas do coniferol, inclusive a formagao do ion tropilio, pode ser

visualizado na Figura 37 (p. 97).
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Figura 37. Proposta de fragmentag@o do coniferol obtida por impacto de elétrons.
Fonte: Adaptado de Silverstein e colaboradores (2007).

Foram identificados dois hidrocarbonetos (pentadecano e heneicosano) no extrato

etéreo (FM-E e FC-E). Seus espectros de massas podem ser visualizados nas Figuras 38 e 39,

a seguir (p. 98).
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Figura 38. Espectro de massas e estrutura do pentadecano.
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Figura 39 Espectro de massas e estrutura do heneicosano.

Estes espectros sdo caracteristicos de hidrocarbonetos alifaticos ndo ramificados: o
pico do ion molecular ¢ de baixissima intensidade ou ausente e a sequéncia de fragmentagao ¢é
caracterizada por um aglomerado de picos afastados por 14 unidades de massa, que
corresponde a perda de um CH,. O pico base dos hidrocarbonetos corresponde a um
fragmento C,Hy,11, que ocorre em m/z 14, + 1 e é acompanhado por picos C,Hy, € C Hay i,
sendo n 0 nimero de carbonos do fragmento. Os picos mais intensos representam, geralmente,
os fragmentos em C; e C4 (SILVERSTEIN et al.,, 2007). Nos espectros de massas do
pentadecano (m/z 212) e do heneicosano (m/z 296) o pico mais intenso (pico base)
corresponde ao fragmento CsHy em m/z 57. Uma proposta de fragmentagdo para os

hidrocarbonetos alifaticos, representados pelo pentadecano, esta apresentada na Figura 40

(pag. 99).



A benzamida (Figura 41) foi detectada nas fases FC-E, FM-D e FC-D. Esta amida

m/z 99

m/z 113

m/z 126

m/z 140

m/z 155

m/z 169

Figura 40. Proposta de fragmentos do pentadecano obtidos por impacto de elétrons.
Fonte: Adaptado de Silverstein e colaboradores (2007).
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aromatica ja foi encontrada em o6leos essenciais de algumas espécies, como a Houttuynia

cordata, uma planta medicinal muito utilizada na medicina tradicional chinesa (LIANG et al.,

2005). Nao foram encontrados registros sobre a presenga da benzamida em outras espécies do

género Erythroxylum. O espectro de massas da Figura 41 ¢ caracteristico de amidas

aromaticas, sendo que o pico do ion molecular é representado pelo fragmento m/z 121, que

perde o NH», originando o céation benzoila (m/z 105) que ¢é estabilizado por ressonancia,

explicando a sua representacao por um pico intenso. O ion benzoila sofre uma quebra dando

origem ao cation fenila, que ¢ representado pelo pico base (fragmento m/z 77)

(SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 41. Espectro de massas e estrutura da benzamida.
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Uma proposta de fragmentagao da benzamida esta apresentada na Figura 42, a seguir.

NH; -CO It

m/z 121 m/z 105 m/iz 77

Figura 42. Fragmentos da benzamida obtidos por impacto de elétrons.
Fonte: Silverstein ¢ colaboradores (2007).

A substancia 3-etil-4-metil-1H-pirrol-2,5-diona (Figura 43) detectada em FC-E ¢ uma
imida ciclica pertencente a subclasse das maleimidas. As maleimidas se destacam, dentro do
grupo das imidas ciclicas, por possuirem pronunciada atividade antibacteriana, antifingica e
inseticida. Estudos demonstram que estes efeitos bioldgicos estdo relacionados a ligacao
dupla imidica (CECHINEL FILHO et al., 2003; MAHLE, 2008). Este composto ja foi
encontrado em extratos de algas (JURADO, 2011; SANCHEZ, 2012) e foi uma das
substancias volateis isoladas, por microextracio em fase soélida, da espécie Ilex
paraguariensis em estudo realizado por Aratjo e colaboradores (2007). O espectro de massas

e a estrutura deste composto estdo representados na Figura 43.
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Figura 43. Espectro de massas e estrutura da 3-etil-4-metil-1H-pirrol-2,5-diona.
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No espectro de massas da 3-etil-4-metil-1H-pirrol-2,5-diona (m/z 139) observa-se a
formacao do fragmento m/z 124 devido a perda de uma metila. Os picos mais intensos sao
formados por rearranjo (JURADO, 2011). O pico base (m/z 67) corresponde ao fragmento
acetamida, que ¢ um dos precursores na sintese das maleimidas (CECHINEL FILHO et al.,
2003). Os principais fragmentos representados por picos observados no espectro de massas da

3-etil-4-metil-1 H-pirrol-2,5-diona estdo apresentados na Figura 44.
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Figura 44. Fragmentos da 3-etil-4-metil-1 H-pirrol-2,5-diona obtidos por impacto de elétrons.
Fonte: Jurado (2011).

Foi detectada a presenca do composto 4,4,7a-trimetil-5,6,7,7a-tetraidro-2(4H)-
benzofuranona, conhecido também como diidroactinidiolida. O espectro de massas ¢ a

estrutura desta substancia sao apresentados na Figura 45.
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Figura 45. Espectro de massas e estrutura da diidroactinidiolida.
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O espectro de massas obtido experimentalmente ¢ compativel com o encontrado na
literatura (<webbok.nist.gov>). O pico do ion molecular ¢ pouco intenso (m/z 180) e os
principais fragmentos sdo representados pelos picos m/z 137, m/z 111 (pico base) e m/z 67. O
ion m/z 165 se forma devido a perda de um CHj3 pelo ion molecular (JURADO, 2011;
SANCHEZ, 2012; SILVERSTEIN et al., 2007). O pico base deve se originar pela abertura do
anel lactonico e uma proposta para a formacgdo deste fragmento estd apresentada na Figura 46.
A diidroactinidiolida ¢ um terpeno volatil encontrado em 6leos esséncias (KANG et al., 2009;

YU et al., 2012).

m/z 180 m/z 111

Figura 46. Proposta de fragmentagao da diidroactinidiolida com formacgéo do fragmento que origina o pico base.

O composto 4-[(1E)-1,3-butadienil]-3,5,5-trimetil-2-cicloexen-1-ona, conhecido como
megastigmatrienona, foi detectado nas quatro amostras analisadas. Esta substancia ¢ um
composto volatil originado a partir de carotenoides (UENOJO et al., 2007). O espectro de
massas da megastigmatrienona (Figura 47), obtido experimentalmente estd de acordo com o

encontrado na literatura (<webbok.nist.gov>).
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Figura 47. Espectro de massas e estrutura da megastigmatrienona.
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Na fragmentagdo desta substancia, o pico do ion molecular ¢ intenso (m/z 190), o
fragmento m/z 175 se forma pela perda de uma metila pelo ion molecular. Os fragmentos m/z
190, 175, 148, 131, 119, 91 e 77 s@o comuns nos espectros das megastigmatrienonas
(NONIER et al., 2005). Na Figura 48 estd representada uma proposta dos fragmentos

observados no espectro de massas da megastigmatrienona.
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Figura 48. Proposta de fragmentos da megastigmatrienona obtidos por impacto de elétrons.

O blumenol C foi encontrado nas duas fases do extrato diclorometanico (FM-D e FC-
D). Este composto foi isolado do latex de Croton lechleri em estudo realizado por Marino e
colaboradores (2008). O espectro de massas ¢ a estrutura do blumenol C estdo apresentados
na Figura 49 (p. 104). O perfil de fragmentacdo do blumenol C encontrado neste estudo se
assemelha aos dados presentes na literatura (<webbok.nist.gov>). Alguns fragmentos

observados no espectro deste composto sdo apresentados na Figura 50 (p. 104).
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Figura 49. Espectro de massas e estruturado blumenol C.
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Figura 50. Proposta de fragmentos do blumenol C obtidos por impacto de elétrons.

A diidroactinidiolida, a megastigmatrienona e o blumenol C sdo classificados como
norisoprenoides e sdo produtos da degradag@o dos carotenoides (NONIER et al., 2004).

O diterpeno 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno (Figura 51, p. 105) foi detectado em
FM-E e em FC-E. Trata-se de um hidrocarboneto ramificado, insaturado e aciclico. Em

espectro de massas deste tipo de composto pode-se observar o pico relativo ao ion molecular.
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Por haver quebra preferencial proxima a ligagcdo insaturada e a ramificagao, pode ter
ocorrido a formagao do fragmento representado pelo pico m/z 237. Além disso, observa-se
aglomerados de picos com espagamento de 15 unidades, aproximadamente, podendo indicar a

perda das ramificagdes —CH; (SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 51. Espectro de massas e estrutura do 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno.

O 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-0l, conhecido como fitol (Figura 52) foi

identificado em FM-E e FC-E (extrato etéreo) e em FC-D (extrato diclorometanico).
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Figura 52. Espectro de massas e estrutura do fitol.

No espectro de massas do fitol o pico do ion molecular (m/z 296) nao foi detectado. A
formagdo do ion m/z 278 ocorre pela perda de uma molécula de H,O; este ion por sua vez,
sofre sucessivas fragmentagdes formando os fons m/z 123 e 71 (pico base) (SIQUEIRA et al.,
2003). A Figura 53 (p. 106) apresenta uma proposta de fragmentos do fitol obtidos por

impacto de elétrons.
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m/z 123

m/z 71

Figura 53. Proposta de fragmentos do fitol obtidos por impacto de elétrons.
Fonte: Adaptado de Siqueira e colaboradores (2003).

O fitol ¢ um componente da molécula da clorofila, por isso ¢ encontrado
abundantemente, na natureza. Esta substancia ¢ um precursor de isoprenoides com 20 ou
menos atomos de carbono (COSTA et al., 2012).

O a-tocoferol foi detectado em ambas as fases (metandlica e cloroférmica) do extrato
etéreo, obtido pelo método Stas-Otto, de E. suberosum. Esta substancia pertence ao grupo dos
tocoferdis, uma classe de vitaminas lipossoluveis conhecida como Vitamina E. Esta vitamina
desempenha papel importante na reprodu¢do normal e como antioxidante de tecidos animais e
vegetais. Juntamente com a Vitamina C, B-caroteno, selénio e flavonoides, a Vitamina E faz
parte do grupo dos antioxidantes alimentares, que tem sido frequentemente associados a
preven¢do de doencas neurodegenerativas, aterosclerose, inflamagdo cronica, cancer e
envelhecimento precoce. O a-tocoferol ¢ considerado um dos mais potentes antioxidantes
dentre os componentes da Vitamina E (GUINAZI et al., 2009).

O espectro de massas ¢ a estrutura do a-tocoferol estdo apresentados na Figura 54 (p.

107).



107

57

_ 121 205
sop , 3397 149 1175 | °)" 25 249267 297 325 401

L e e o

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410

Figura 54. Espectro de massas e estrutura do a-tocoferol.

No processo de fragmentagdo do a-tocoferol, o ion molecular (m/z 430) perde a cadeia
lateral alquilica para formar o fragmento m/z 205. O ion molecular sofre um processo de
fragmentacdo por meio de um rearranjo de hidrogénio e uma reacdo de retro Diels-Alder no
anel pirdnico formando o ion m/z 165 (pico base) (SIQUEIRA et al., 2003). A Figura 55
mostra um esquema de fragmentos do a-tocoferol (a) e o mecanismo da reagdo retro Diels-

Alder (b).

m/z 205 m/z 165

Figura 55. Esquema de fragmentos do a-tocoferol (a) e mecanismo da reacdo retro Diels-Alder (b).
Fonte: Siqueira e colaboradores (2003) e McLaffert & Turecek (1993).
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A andlise por CG/EM sugeriu a presenca dos tripertenos f-sitosterol, f-amirina e
lupeol nas fragdes FM-E e FC-E. O p-sitosterol ¢ uma substancia amplamente distribuida nos
vegetais e pertence a um grupo de esterdis denominados fitosterdis, que sdo quimicamente
semelhantes ao colesterol e outros hormonios de origem animal. Os fitosterdis sdo usados
pelas industrias quimica e farmacéutica para semi-sintese de cortisona e hormdnios utilizados
como anticoncepcionais e sao precursores de vitamina D (GABAY et al., 2010; HAN et al,
2008).

No espectro de massas do B-sitosterol (Figura 56) observa-se a presenca do pico do ion
molecular em m/z 414. O fragmento m/z 396 se forma devido a perda de uma molécula de
H,O pelo ion molecular, outros ions sdo formados a partir de rearranjos, como os fragmentos
m/z 145, m/z 121, m/z 105, m/z 95 e m/z 91 (OLIVEIRA, 2010). A Figura 57 (p. 109)

apresenta uma proposta de fragmentacao para o p-sitosterol.
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Figura 56. Espectro de massas e estrutura do p-sitosterol.

No espectro de massas da B-amirina (Figura 58, p. 109) o pico do ion molecular nao ¢
observado em m/z 426. O fragmento m/z 218 ¢é representado pelo pico base e este € oriundo de
um rearranjo retro-Diels-Alder. Este tipo de rearranjo pode levar a formagdo de fragmentos
contendo os anéis A e B e parte do C e os anéis E e D e parte do anel C (OGUNKOYA, 1981;
(SILVA et al., 1998). Uma proposta de ions formados na fragmentagao da B-amirina, por

impacto de elétrons, esta representada na Figura 59 (p. 110).
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Figura 57. Proposta de fragmentos do B-sitosterol obtidos por impacto de elétrons.
Fonte: Oliveira (2010).
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Figura 58. Espectro de massas e estrutura da f-amirina.



110

m/z 426

m/z 207

|

m/z 189

Figura 59. Proposta de fragmentos da f-amirina originados por impacto de elétrons.
Fonte: Zanon (2006).

A andlise por CG/EM sugeriu a presenga do triterpeno lupeol (Figura 60, p. 111). No
espectro de massas deste composto o pico do ion molecular em m/z 426 ndo esta evidente.
Outros fragmentos oriundos do rearranjo retro-Diels-Alder do anel C, como os picos m/z 207,
m/z 218, m/z 203 e m/z 189, sdo tipicos de triterpenos pentaciclicos. Os ions m/z 189 e m/z
207 sdo caracteristicos de fragmentacdes de compostos do tipo lupeno (OGUNKOYA, 1981).

O esquema indicando os fragmentos do lupeol estd mostrado na Figura 61 (p. 111).
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Figura 61. Proposta de fragmentos do lupeol obtidos por impacto de elétrons.
Fonte: Machado (2007).
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Os triterpenos B-sitosterol, B-amirina e lupeol ja foram detectados em outras espécies
do género Erythroxylum, como E. deciduum (NASCIMENTO, 2008), E. gonocladum
(LUCAS FILHO, 2009), E. pictum (ANSELL et al., 1993), E. barbatum (SANTOS et al.,
2006), E. passerinum (BARREIROS et al., 2002) ¢ E. leal costae (CHAVEZ et al., 1996).

A andlise por CG/EM do extrato etéreo e diclorometanico das folhas de E. suberosum,
preparado pelo Método Stas-Otto, sugeriu a presenca do alcaloide tropanico tropacocaina.

Os alcaloides tropanicos possuem uma estrutura biciclica denominada tropano
[3,2,1]octano (Figura 62).

Figura 62. Estrutura do anel tropano.

O espectro de massas e a estrutura da tropacocaina sdo apresentados na Figura 63, a

seguir.
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Figura 63. Espectro de massas e estrutura da tropacocaina.

No espectro de massas ¢ observado o pico base m/z 124, que ¢ caracteristico de
derivados tropanos substituidos em C-3 por um acido (CHRISTEN et al., 1995; EL-IMAM et
al., 1988). No caso da tropacocaina este substituinte ¢ o acido benzoico. Além do pico base
(m/z 124) os fragmentos m/z 140, 94, 82 e 67 sdo caracteristicos de alcaloides tropanicos

substituidos em C-3 (AL-SAID et al., 1986; CHRISTEN et al., 1993).
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O ion representado pelo pico m/z 105 corresponde ao grupo benzoil (AL-SAID et al.,
1986; AL-SAID et al., 1989; MCLAFFERTY & TURECEK, 1993). O fragmento m/z 94 (N-
metilpiridina), também encontrado no espectro de massas da cocaina, provavelmente, se
forma ap6s a saida do acido benzoico e rearranjo do anel tropano, com perda de um C,Hy
(MCLAFFERTY & TURECEK, 1993; PAYO-HILL et al., 2000).

Uma proposta de fragmentagdo da tropacocaina ¢ apresentada na Figura 64. A
tropacocaina (C;sH;9O,N) apresenta, na andlise por espectrometria de massas, o pico do ion

molecular m/z 245.
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Figura 64. Proposta de fragmentos da tropacocaina obtidos por impacto de elétrons.

Na Figura 65 (p. 114) ¢ apresentada uma proposta de formacao dos ions m/z 126, 82 e
65, por rearranjo (MCLAFFERTY & TURECEK, 1993; SATURNINO JUNIOR et al., 2008).

A ocorréncia da tropacocaina ¢ comum no género Erythroxylum. Este alcaloide ja foi
encontrado nas espécies E. cuneatum, E. ecarinatum (EL-IMAM et al., 1988), E. monogynum
(CHRISTEN et al., 1995), E. pelleterianum (ZUANAZZI et al., 2001), E. sideroxyloides, E.
macrocarpum (AL-SAID et al., 1986), E. argentinum, E. ulei, E. mamacoca (EL-IMAM et
al., 1985).

Estudos revelaram que a tropacocaina possui as mesmas propriedades anestésicas, mas
apresenta uma toxicidade menor que a cocaina (NOVAK et al., 1984). A presenca de
tropacocaina nas folhas de E. suberosum pode ser considerado um ponto de confirmagdo de
que esta espécie possui propriedades anestésicas, como indicado pelos indios Kayapo

(BARBOSA & PINTO, 2003).
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Figura 65. Formacao de fragmentos do nucleo tropanico.
Fonte: Adaptado de Saturnino Junior e colaboradores (2008).

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os experimentos para detec¢ao do potencial antioxidante dos extratos das folhas de E.
suberosum foram realizados pois ha relatos da presenca de flavonoides no género e em
estudos fitoquimicos previamente feitos com a espécie (BOHM et al., 1988; CHAVEZ et al.,
1996). Além disso, na triagem fitoquimica do presente estudo houve a indicacao da presenca
de compostos fenolicos nos extratos, tais como flavonoides, cumarinas e taninos, que sao

reconhecidos como agentes antioxidantes.
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5.3.1 Determinacio de fenoélicos totais

A curva analitica do padrao acido galico, usado na quantificagdo dos fenolicos totais

pelo método Folin Ciocalteu ¢ apresentada na Figura 66. A equacgdo da reta encontrada foi:
A=10,0047C R’=0,9999
Sendo A= absorbancia e C= concentracdo, substituindo a absorbancia (A) de cada
extrato na equagao da reta, obteve-se C, e em seguida, calculou-se a quantidade de fendlicos
totais em equivalentes de AG na solucao dos extratos, através da equagao:

mg AG (100 mL) =100 x C /1000

Para determinar a quantidade de mg de fendlicos totais em equivalentes de AG por

grama de extrato, utilizou-se a equacgao:

mg AG / g extrato = 1000 x mg AG (100 mL) / 10
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Figura 66. Curva analitica do acido galico.

Os resultados da quantidade de fenolicos totais, em miligramas, expressos em

equivalentes de acido galico por grama de extrato, sao apresentados na Tabela 2 (p. 116).
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Os extratos analisados apresentaram quantidades significativas de compostos
fenodlicos, sendo que no extrato mais polar detectou-se uma maior quantidade de fenolicos
totais. Foram encontrados, no EAc e no EE, 242,2 £ 9,53 mg e 575,5 £ 2,50 mg por grama
de extrato, respectivamente. A triagem fitoquimica sugeriu a provavel presenga de uma unica
classe de compostos fenolicos no EAc (flavonoides), j4 no EE observou-se positividade para

flavonoides, cumarinas ¢ taninos condensados.

Tabela 2. Quantidade de fendlicos totais presentes nos extratos de E. suberosum
Fenolicos totais

Extrato Absorbancia (nm) mg em equivalentes de
AG/g extrato £ DP
EE 0,271 575,5+2,50
EAc 0,114 2422 +£9,53

5.3.2 Atividade de retirada de radical usando o método DPPH

Os extratos etanolico (EE) e em acetato de etila (EAc) das folhas de E. suberosum
apresentaram atividade de retirada de radical (ARR). A Tabela 3 apresenta os resultados do
ensaio de ARR dos extratos, em diferentes concentragdes, ¢ do acido galico (AG), usado

como padrao.

Tabela 3. Atividade de retirada de radical dos extratos de E. suberosum e do acido galico em
diferentes concentragdes

Concentracio mg/mL | Média da Abs + DP | % ARR
AG-0,01 0,964 + 0,006 7,8
AG-0,03 0,829 + 0,002 20,7
AG-0,05 0,633 + 0,002 39,4
AG-0,07 0,517 £ 0,003 50,5
AG-0,1 0,270 + 0,003 74,2

EE-0,1 0,646 + 0,016 36,7
EE-0,2 0,524 + 0,009 48,7
EE-0,3 0,299 + 0,007 70,7
EE-0,4 0,096 + 0,003 90,6
EAc-0,5 0,722 0,002 31,8
EAc-0,7 0,547 +£ 0,012 484
EAc-0,9 0,394 £ 0,006 62,7
EAc-1,1 0,260 + 0,006 75,4
EAc-1,3 0,157 +0,0005 85,2

Os graficos da concentracdo da amostra versus a ARR podem ser visualizados na

Figura 67 (p. 118). A partir do grafico, calculou-se o ICsy. O valor de ICs € definido como a
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concentragdo final do extrato (em mg/mL), requerido para decrescer a concentracdo inicial de
DPPH em 50% (DENG et al., 2011).

O valor de ICs do acido gélico foi 0,068 mg/mL. Dentre os extratos, o EE apresentou
o menor ICsy (0,18 mg/mL) enquanto o EAc exibiu um ICsy de 0,74 mg/mL. Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor serd sua ICsy e, consequentemente, maior a sua
atividade antioxidante (DENG et al., 2011; SOUSA et al., 2007). Assim, o acido galico
(padrao) apresentou uma atividade de retirada de radical 11 vezes maior que o extrato menos
ativo (EAc). Ja em relacdo ao EE, a atividade do padrao foi, aproximadamente, 2,6 vezes
maior que a do extrato.

Os resultados de ICsy apresentados pelos extratos de E. suberosum sao
significativamente diferentes do ICsy do padrao 4cido galico. No entanto, o acido gélico trata-
se de um composto fendlico puro. Nos extratos, os compostos fenolicos estio em mistura com
outras substincias, o que pode interferir no potencial antioxidante, dai, provavelmente,
valores de 1Cs( mais altos para os extratos em comparagao com o ICsy do padrao.

A presenca de compostos fenodlicos em extratos ndo ¢ o Unico fator responsavel pela
atividade antioxidante por estabilizagdo de radicais; devem ser considerados também,
aspectos sobre a estrutura dos compostos fendlicos, uma vez que alguns requisitos estruturais,
como a presenca de hidroxilas vicinais livres (Figura 8, p. 50) sdo essenciais para uma

atividade antioxidante pronunciada (RICE-EVANS et al., 1996).

5.3.3 Poder redutor de ion metalico

A Tabela 4 (p. 119) e a Figura 68 (p. 119) apresentam os resultados de poder redutor
de extratos de E. suberosum sobre o fon metalico Fe*".

Os componentes dos extratos foram capazes de reduzir o fon Fe*". O extrato etandlico
(EE) apresentou uma atividade maior que o extrato em acetato de etila (EAc).

O poder redutor mostrou-se dependente da concentracdo, assim, quanto mais
concentrado o extrato, maior foi o seu poder de reducdo. O EAc apresentou um aumento
gradativo da atividade, enquanto que para o EE, houve um grande aumento do poder redutor
entre as concentragdes de 50 e 100 ppm, mas a partir desta concentracdo houve uma

estabilizacao na atividade, conforme pode ser visto no grafico da Figura 68 (p.119).
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Figura 67. Graficos da concentragio versus ARR do acido galico e dos extratos etanolico ¢ acetato de etila das folhas de E. suberosum.
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Tabela 4. Poder redutor dos extratos das folhas de E. suberosum sobre o ion metalico Fe>"

50 ppm 100 ppm 200 ppm 300 ppm
EAc 0,249+0,008 | 0,367+0,004 | 0,633+0,006 | 0,871+0,007
EE 0,384+0,001 | 0,853+0,022 | 0,883+0,003 | 0,903+0,004
AG 0,821+0,007 | 0,865+0,029 | 0,882+0,001 | 0,919+0,004
= 1.0
g AG
2 0.8 EE
™~ -+ EAc
~ 0.6-
]
C—
)
a 0.44
«
o
~ 0.24
e
N
‘3: 0.0 ' T ' ,
0 100 200 300 400
Concentracao (ppm)

Figura 68. Poder redutor dos extratos das folhas de E. suberosum e do padrio acido galico (* Diferenca

estatistica significativa (p<0,05) em relagdo aos outros resultados obtidos).

Todos os resultados do EAc foram diferentes, estatisticamente (p<0,05), dos valores

obtidos usando o padrao 4cido galico. Entretanto, os resultados do EE, nas concentragdes 100,

200 e 300 ppm, ndo foram significativamente diferentes (p>0,05) dos resultados apresentados

pelo padrdao, nestas mesmas concentragdes, indicando que o extrato etandlico tem uma

. . . , N 3+
capacidade pronunciada de reduzir o ion metalico Fe’ .

No entanto, através da analise estatistica ficou evidente que, pelo método de retirada

do radical DPPH, tanto o EAc como o EE nao foram ativos como o padrao acido galico.

A atividade antioxidante do EE ficou evidente no teste de redu¢do do ion metalico.

Provavelmente, os compostos fendlicos presentes no EE tenham requisitos estruturais que os

favoregam como redutores de ion férrico.
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5.3.4 Voltametria Ciclica para avaliacao do potencial antioxidante

Os extratos em acetato de etila e etandlico de E. suberosum foram avaliados por
voltametria ciclica sob o eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro para confirmar
sua capacidade antioxidante.

A Figura 69 apresenta os voltamogramas ciclicos do extrato etanolico (EE) e do

extrato em acetato de etila (EAc) ambos na concentragdo de 2mg/mlL.

140 4
180 + — Branco
——Extrato Etandlico (2mg/mL) 120 4 — Branco )
150 - — Extrato Acetato de etila (2mg/mL)
100 4
120
80
90
< <]
= 604 =
30 20 -
0 0 -
-30 T T T T T T T 201
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,6 2,0 -1'.0 -ol.s ofo o',s- 1.'o 1.'5» zfo
E(V) vs Ag/AgCI E(V) vs Ag/Agcl

Figura 69. Voltamogramas ciclicos do extrato etanodlico e em acetato de etila de E. suberosum sobre
eletrodo de diamante dopado com boro em meio de uma solugio de etanol: H,SO4 0,1 mol L™ (1:1). Velocidade
Varredura: 50 mV/s.

Como pode ser observado nos voltamogramas (Figura 69) os extratos avaliados nao
apresentaram um pico de oxidagdo nitido, mas € possivel verificar uma elevagdo da corrente
anddica em torno de 1,0 V, o que indica uma atividade antioxidante na faixa de potencial
aplicado. A nitidez do pico de oxidagdo pode ter sido comprometida pela presenga de outros
compostos eletroativos na amostra do extrato.

Nos voltamogramas apresentados na Figura 69, a descarga de corrente gerada em
torno de 1,75 V ¢ devido a oxidacdo da dgua presente na solu¢do do eletrolito (H,SO4 0,1
mol.L") utilizado nas anélises.

Pela anélise dos voltamogramas € possivel verificar que o extrato etandlico apresentou
maior capacidade antioxidante e maior concentracdo desses compostos visto que o aumento

de corrente iniciou antes e em maior intensidade em relacdo ao extrato em acetato de etila.
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Apesar da voltametria ciclica ser uma técnica analitica simples e rapida para
correlacionar potenciais de oxidacdo e intensidade de corrente com a capacidade antioxidante
de extratos vegetais (ALVES et al., 2010; COSIO et al., 2006), esta técnica mostrou-se menos
sensivel para detectar os compostos presentes nos extratos avaliados do presente trabalho.
Assim como em estudo realizado por Lucio & Gil (2007), com os fitoterapicos Ginko biloba,
Hypericum peforatum (Hipérico ou Erva de Sdo Jodo) e Aesculus hippocastanum (Castanha
da india), em que a voltametria ciclica apresentou-se util como critério complementar de
identificacdo para estas amostras que possuiam elevada complexidade, mas a definicdo de
picos de oxidagdo das espécies eletroativas presentes nestes extratos s6 foram evidenciados
por voltametria de pulso diferencial, que ¢ uma técnica mais sensivel, da qual se obteve
parametros que sdo importantes na avaliagdo do poder antioxidante. Entretanto, a técnica de
voltametria de pulso diferencial ndo foi avaliada visto que os resultados da voltametria ciclica
estavam de acordo com os obtidos por outras metodologias realizadas neste trabalho.

Nos dois testes usados para determinacdo da atividade antioxidante (ARR e Poder
redutor) o extrato etandlico mostrou-se mais efetivo que o extrato em acetato de etila, assim
como na analise por voltametria ciclica. Isto pode ser devido & maior quantidade de
compostos fendlicos no EE, conforme resultado da determinagdo de fenolicos totais (Tabela
2, p. 116). Na triagem fitoquimica foi detectada maior variedade de compostos fenolicos
(flavonoides, taninos e cumarinas) no EE (Quadro 11, p. 81), o que também pode contribuir

para uma melhor atividade antioxidante deste extrato.
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6 CONCLUSAO

Através das pesquisas em herbarios virtuais foram encontrados registros de coletas, no
século XIX, das espécies descritas por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas Gerais,
incluidas em sua obra Plantas usuais dos brasileiros. Foram detectadas coletas realizadas
pelo proprio Saint-Hilaire e por outros naturalistas europeus como Martius, Pohl, Gardner. As
pesquisas em herbarios virtuais permitiram a obtencdo de dados sobre coletas dessas plantas
realizadas nos séculos XX e XXI, em Minas Gerais. Estas informagdes permitiram a
realizagdo de incursdes nas proximidades de Diamantina e a coleta das espécies de ocorréncia
atual. Foram coletadas, na regido de Diamantina, quatro espécies citadas por Saint-Hilaire no
norte/nordeste de Minas Gerais, em sua obra Plantas usuais dos brasileiros (Davilla elliptica,
Erythoxylum suberosum, Remijia ferruginea, Esenbeckia febrifuga) Através da comparacio
entre as informagdes de coletas atuais, obtidas das pesquisas em herbarios virtuais, e a
descricdo dos locais de ocorréncia das plantas feitas por Saint-Hilaire, foi possivel verificar
que algumas espécies sdo encontradas, ainda na atualidade, nos mesmos locais citados pelo
naturalista ou em localidades proximas.

A espécie E. suberosum foi descrita por Saint-Hilaire no norte/nordeste de Minas
Gerais e foi coletada nas incursdes atuais realizadas nas proximidades de Diamantina, sendo
uma espécie abundante na regido.

A triagem fitoquimica dos extratos organicos sugeriu a presenca de flavonoides e
triterpenos/esteroides no extrato em acetato de etila; e alcaloides, cumarinas, flavonoides
(incluindo antocianinas) e taninos condensados no extrato etanolico. A analise de fragdes dos
extratos em acetato de etila e etan6lico por CLAE/DAD indicou a presenga de substancias que
possuem grupos cromoforos. A realizagdo de CCD com estas fragcdes e o uso de reveladores
especificos sugeriu que tais fragdes podem ser compostas por taninos e/ou polifendis.

A analise por CG/EM dos extratos obtidos pelo método Stas-Otto sugeriu a presenga
de 23 substancias. Foram detectados acidos graxos, como os 4cidos estedrico e palmitico e
seus ésteres; a amida aromadtica benzamida, o a-tocoferol, que ¢ uma substancia com
conhecida atividade antioxidante; os triterpenos B-sitosterol, B-amirina e lupeol, entre outros.
O tnico alcaloide tropanico identificado nas folhas de E. suberosum foi a tropacocaina. Este
alcaloide ja foi descrito em outras espécies do género Erythroxylum, mas ndo foram

encontrados registros de sua detec¢ao nesta espécie, até o momento.
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Com relacdo a avaliacdo da atividade antioxidante, os extratos de E. suberosum,
quando comparados ao padrdo (dcido galico), ndo apresentaram pronunciada atividade de
retirada de radical DPPH. No ensaio de poder de reducdo do ion metalico Fe’", o extrato
etanolico apresentou um maior potencial antioxidante, sendo que nas concentragdes de 100,
200 e 300 ppm os resultados encontrados foram significativamente semelhantes aos
resultados obtidos para o controle (4cido galico). O extrato etandlico também apresentou
maior capacidade antioxidante na analise por voltametria ciclica, corroborando com os
resultados obtidos nos outros testes de avaliagdo da atividade antioxidante. Este melhor
desempenho do extrato etanolico, em relagdo ao extrato em acetato de etila, pode estar
relacionado a maior quantidade de fenolicos totais.

Assim os resultados deste trabalho sdo uma contribuicdo para a recuperacdo e
disponibilizagdo de informagdes sobre plantas uteis descritas por Saint-Hilaire no
norte/nordeste de Minas Gerais, incluidas em sua obra Plantas usuais dos brasileiros e para o
conhecimento sobre a composi¢do quimica e atividade antioxidante da espécie E. suberosum.
Esta planta ¢ usada, tradicionalmente, ha mais de 200 anos pela populacdo brasileira,
conforme descricdo dos naturalistas europeus. Sendo assim, ¢ de grande importancia a
realizacdo de estudos sobre sua composi¢do quimica, além de pesquisas farmacologicas e
toxicoldgicas. Estudos realizados com plantas brasileiras sdo importantes na valorizagdo da

flora nativa de nosso pais.
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