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RESUMO

O presente trabalho envolveu especialmente a extragdo, isolamento e
identificacdo de constituintes quimicos ativos das cascas do caule de Croton
urucurana Baillon e das partes aéreas de Gleichenia pectinata Willd (PR.).

Das cascas do caule de C. urucurana foram obtidos dois novos diterpenos,
cujas estruturas foram determinadas como 12-epi-metil barbascoato e 15,16-epoxi-
3,13 (16)-clerodatrieno-2-ona, além de uma mistura de esterdides (B-sitosterol,
stigmasterol e campesterol), acido acetil aieuritélico, sitosterol-3-O-B-D-glicosideo,
catequina, galocatequina e sonderianim.

As estruturas para os compostos isolados foram estabelecidas por analise
espectroscopica (‘H-RMN, "*C-RMN, HETCOR, INEPT, NOE) e por comparagio
com os dados existentes na literatura.

O &cido acetil aieuritdlico e a catequina mostraram atividade antibacteriana
para Staphylococus aureus e Salmonella typhimurium. |

Catequina, galocatequina, acido acetil aleuritélico e B-sitosterol-glicosideo,
exibiram atividade antinociceptiva para o modelo de dor induzida pela injecéao
intraplantar de formalina nas duas fases.

Das partes aéreas de G. pectinata (frondes verdes da estacdo do outono)
foram obtidos canferol e quercetina enquanto das frondes jovens da mesma estacéao
foi isolado o acido siquimico, sendo que ainda nao foram descritos no género. Os
compostos mencionados foram identificados por técnicas espectroscopicas e por
comparag¢ao com dados da literatura.

Extratos aquosos, fragdes n-butanédlicas e os compostos quercetina, acido
siquimico e a mistura canferol/quercetina causaram efeitos significativos no
processo de germinagao e crescimento das espécies Clidemia hirta e Lactuca sativa
var. Grand Rapids.



ABSTRACT

The present work describes especially the extraction, isolation and
identification of the chemical compounds, mainly those that exhibit same activity, of
‘the barks of C. urucurana Baillon and from the aerial parts of G. pectinata Willd
(PR.).

From the barks of C. urucurana were obtained two new diterpenes whose
structures were determined as: 12-epi-methyl-barbascoate and 15,16-epoxi-
3,13(16)-clerodatriene-2-one besides one mixture of sterols (B-sitosterol,
stigmasterol and campesterol), acetyl aleuritolic acid, pB-sitosterol-glucoside,
catechin, gallocatechin and sonderianin.

The structures were stablished by spectral analysis ('H-NMR, *C-NMR,
HETCOR, INEPT, NOE) and comparisons among closely related compounds.

Acetyl aleuritolic acid and catechin exhibits activity against Staphylococus
aureus and Salmonella typhimurium.

Catechin, gallocatechin, acetyl aleuritolic acid and B-sitosterol-glucoside
exhibited significant and dose-related antinociceptive properties against the
neurogenic (early phase) and the inflammatory (late phase) of formalin-induces
licking in mice.

From the aerial parts (green fronds) of G. pectinata, of the autunm season,
were obtained kaempferol and quercetin while from the young fronds of the same
season was obtained shikimic acid. These compounds were not described in this
genus. |

Aqueous extracts, n-buthanolic fractions and the compounds quercetin,
shikimic acid and the mixture kaempferol/quercetin exhibited significant effects on
germination seeds of C. hirfa and in the growing of shoot and root of L. sativa var.
Grand Rapids. | »
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Croton urucurana Baillon, popularmente conhecida como
Sangra-d’agua ou Capixingui



Aspecto do grupamento de Gleichenia pectinata
Willd (PR), popularmente conhecida como
gleiquénia-de-pente ou feito prego
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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1. Introdugao

Conhecer a atividade biolégica e os constituintes quimicos de plantas é
atraente, ndo sé pela descoberta de novos compostos, mas fundamentalmente
porque tais informagbes podem ser de valor, na revelagdo de novas fontes
econdémicas de materiais, tais como corantes, aromas, 6leos, gomas, herbicidas,
inseticidas, etc., no sentido de expandir a area da quimiotaxonomia (bioquimica
sistematica), com relagio a biossintese (rotas biossintéticas) e especialmente para
decifrar o valor dos remédios folcléricos e obter novas moléculas ativas.

Esforgcos tém sido aplicados nos mais diversos laboratérios e nas mais
diversas culturas, no sentido de identificar as substancias ativas bem como avaliar o
efeito provocado por esses metabdlitos secundarios sobre outras plantas, insetos e
sobre 0 homem'.

Acredita-se que muitos metabdlitos secundarios encontrados em plantas
ocorreram originalmente como resultado da selegdo natural durante a co-evolugéo
de insetos e plantas?.

Atualmente centenas de plantas sdo utilizadas na medicina e os quimicos de
produtos naturais trabalham no sentido de analisar e estudar os efeitos terapéuticos
das plantas, comparando e classificando as diversas propriedades, ndo com a
finalidade de diminuir esta confianga na natureza, mas sim para agrupar as plantas
de efeitos similares, para conhecer os principios ativos responsaveis pela cura das
enfermidades, separa-los das plantas que os contém, determinar suas estruturas
quimicas, procurar suas sinteses e propor modificagbes estruturais em busca de
uma maior atividade. -

Também na comunicagdao entre os seres vivos a quimica representa um
campo de grande importancia cientifica e de interesse pratico para a convivéncia de
todos os organismos vivos.

Substancias com potencial de atividade alelopatica, também tém sido
isoladas de plantas, as quais participam das interacdes entre os organismos vivos

(planta-planta, animal-animal, planta-animal).
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Os seres vivos em geral tém a capacidade de sintetizar substancias
alelopaticas, porém as plantas respondem pela maior quantidade e diversidade. A
identificagao dessas substancias auxilia os especialistas em melhoramento genético
no processo de criagdo de gendtipos mais resistentes a bactérias, fungos e insetos,
além de proporcionar dados cientificos para combate especifico de predadores de
culturas utilizadas para alimentagdo humana e também participar ativamente do
processo de convivéncia ecoldgica. A alelopatia, considerada a ciéncia do futuro,
também tem ajudado na pesquisa de novos modelos de herbicidas naturais que
sejam mais especificos e menos prejudiciais ao homem que os sintéticos usados até
o momento na agricultura’.

A quimica de produtos naturais, atualmente, compreende a sintese ou
isolamento de compostos, a elucidagdo ou confirmagdo de suas estruturas, a
caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas, a determinagdo da atividade
biolégica e a exploragao dessa atividade ao nivel molecular pelo estudo das
relacées entre estrutura quimica e atividade biolégica“.

Com o intuito de contribuir para a quimica de produtos naturais ativos,
investigamos as espécies Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae) e Gleichenia
pectinata (Wiild) Pr. (Gleicheniaceae) procurando isolar, identificar os constituintes
quimicos e avaliar seus potenciais de atividade bioldgica.



1.2. Objetivos

As espécies Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae) e Gleichenia
Pectinata Willd (Pr.) (Gleicheniaceae) foram objetos de estudo para a realizagéo de

uma investigagao fitoquimica, que teve como principais objetivos:

a) Analisar as atividades bioldgicas dos extratos e fragbes de Crofon urucurana e

Gleichenia pectinata.

b) Isolar e purificar especialmente os constituintes quimicos ativos dos extratos
brutos de C. urucurana e G. pectinata através de técnicas cromatograficas.

c) ldentificar ou determinar as estruturas dos compostos isolados através de
métodos comparativos e da aplicagdo de métodos fisicos tais como U.V., LV,
R.M.N. de 'H e °C, Analise Elementar e Massas.

d) Avaliar o potencial de atividade biolégica dos compostos puros e se possivel
realizar modificagbes estruturais na procura de um conhecimento da relagéo

estrutura-atividade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Croton urucurana Baillon
2.1.1. Posig¢do sistematica de Croton urucurana Baillon

Segundo o sistema de classificagdo de CRONQUIST, citado por BARROSO °,
a espécie C. urucurana Baillon tem a seguinte classificagéo:

DIVISAO: MAGNOLIOPHYTA

CLASSE: MAGNOLITAE (DICOTILEDONEA)
SUBCLASSE: ROSIDAE

ORDEM: EUPHORBIALES

FAMILIA: EUPHORBIACEAE

SUBFAMILIA: CROTONOIDEAE

"TRIBO: CROTONEAE

GENERO: Croton

ESPECIE: Croton urucurana Baillon
SINONIMIA POPULAR: SANGRA-D’AGUA

2.1.2. Sinopse da familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceée é representada aproximadamente por 290 géneros e
cerca de 7500 espécies, distribuidas em todas as regides tropicais e subtropicais do
globo, principalmente da América e da Africa.

No Brasil ocorrem aproximadamente 72 géneros e cerca de 1100 espécies,
de habito e habitat diferentes, difundidas em todos os tipos de vegetacédo. Sao-
arvores, arbustos, subarbustos, ou ervas com folhas alternadas, simples ou
compostas e estipuladas. As folhas simples'podem ter limbo inteiro ou dividido em
lobos ou segmentos como para os géneros Dalechampia, Croton, Jatropha, etc. As
' estipulas podem ser diminutas ou bem desenvolvidas. Além destas, alguns géneros
apresentam estipelas como por exemplo, Croton, Alchornea, Acalipha, etc.” Nem
todas as Euphorbiaceae sé&o latescentes.



O indumento é variavel, podendo ser constituido de pélos simples, uni ou
pluricelulares, unisseriados, ou de pélos ramificados; esse tipo bem como o
Alepidoto, € encontrado com frequéncia entre as espécies do género Croton, Pera e
Hieronyma. |

HUTCHINSON, citado por BARROSOQ?®, considera a presenga de rudimento
de ovario ou de estaminddios carater de primitividade da familia. Também é de
grande valor para a sistematica dos géneros de Euphorbiaceae a disposicao das
flores nas inflorescéncias. Geralmente as flores sdo monoclamideas, com sépalas
de pré-floragdo valvar ou imbricada. Nos géneros Croton, Chiropetalum, Cleidion e
Amanoa as pétalas s&o rudimentares.

O androceu é variavel, apresentando de poucos a muitos estames, com
filetes longos ou curtos, livres ou concrescidos de varios modos e dispostos em
coluna, sobre um andréforo ou assentados sobre uma proje¢do carnosa do
receptaculo. O gineceu tipico das Euphorbiaceae é o tricarpelar que se constitui de
um ovario livre, trilocular, com trés estiletes livres entre si ou concrescidos até certa
altura, inteiro, bifido, lobados ou lacinados no apice.

As sementes podem ser globosas, ovéides, mais ou menos angulares ou
podem apresentar o dorso convexo e a parte ventral mais ou menos aplanada ou
carenada. Um apéndice carnoso, conico, branco ou avermelhado, pode ou néao
desenvolver-se na extremidade da micrépila originando a chamada cardncula,
caracteristica das sementes de Croton, Ricinus, Jatropha, etc’.

2.1.3. Descrig¢do do género Croton

Provém do nome grego Croton (carrapato), devido a semelhanca da semente
com este aracnideo. Os antigos gregos chamavam de Croton o Ricinus communis
(mamoneira), da mesma familia, por sua semente se assemelhar também a um
carrapato.

Pode se apresentar como arvores, arbustos ou ervas. As folhas sdo alternas
ou raras vezes opostas e pecioladas. Estipulas podem ser evidentes ou nao;
indumento de escamas ou de pélos estrelados. As flores sdo monéicas ou didicas.
Sépalos masculinos e femininos em regra 5, raras vezes 4 ou 6. Pétalos do mesmo
numero que os sepalos e mais delgados. O ovario se apresenta em regra 3-locular
com estiletes dicétomo-divididos. As sementes sdo miudamente carunculadas.
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As cerca de 700 espécies sdo naturais das regides tropicais do mundo com

poucas espécies um pouco mais ao norte na América do Norte e a Leste da Asia®.
2.1.4. Descrigido da espécie em estudo

Croton urucurana, popularmente conhecida como urucurana, (nome indigena)
licurana, sangra-d’agua, sangue-de-drago, capixingui ou tapixingui € uma arvore
que pode atingir até 20 m de altura.- Tem como caracteristica a produ¢do de uma
seiva de cor vermelha. |

Os ramos sao robustos, mais ou menos angulados, com raminhos, peciolos,
e a face inferior das folhas e toda a inflorescéncia cobertos de pélos estrelados,
deprimidos e brancos.

Possui estipulas foliaceas com até 13 mm. As folhas sdo ovadas, acuminadas
com 8 a 18 cm, cordadas pela base e com 2 a 6 glandulas sésseis, paiminervadas,
subglabras na face superior, subinteiras.

Sao arvores caracteristicas e exclusivas das margens dos rios da Floresta
Estacionai Decidual no Alto Uruguai e da Floresta Estacionai Semidecidual da bacia
do rio Parana no sul do Brasil, onde apresenta larga, porém descontinua e pouco
expressiva dispersao’.

E uma espécie helidfita ou de luz difusa e seletiva higrofita muito rara em
Santa Catarina; mais frequente na bacia do Parana; desenvolve-se quase que
exclusivamente a beira dos rios, nas florestas de galeria, nas ﬂgrestas ciliares
semidevastadas ou nas capoeiras, onde pode formar pequenos agrdpamentos,
como sucede nas ilhas e margens do rio Parana.

Area de dispersdo: Rio de Janeiro até Mato Grosso e Santa Catarina.
Argentina, Paraguai e Bolivia.

Utilidades: A madeira & utilizada na construgao de canoas, construgéo civil e
naval, obras internas, externas e hidraulicas, esteios, dormentes; na tinturaria,
carrogaria, marcenaria e carpintaria. A casca é utilizada em curtumes e como
infusdo para fins medicinais®.



2.1.5. Estudos quimicos realizados com plantas do género croton

A familia Euphorbiaceae e o género Croton tém mostrado ser uma fonte
bastante rica no que diz respeito a diversidade de compostos isolados bem como o
numero de compostos com atividade farmaco-bioldgica.

Diversas espécies do género Croton, tais como C. lechleri L., C. dracondides
também classificado como C. palanostigma, C. draco, C. echinocarpus, C.
gossipifollus, C. hibiscifolius, C. xalapensis, C. erytrochilus, C. salutaris e C.
urucurana produzem uma seiva viscosa de coloragdo vermelha que tem sido usada
principalmente pelos povos das Américas para o tratamento de um grande nimero
de doencgas e enfermidades tais como cicatrizagao de feridas, distarbios gastricos,
cancer, reumatismo, anti-hipertensivo, anti-epilético e blenorragia "%,

Em uma pesquisa quimiotaxonémica de plantas do género Crofon que

I."* evidenciaram o alto indice de ocorréncia de

crescem na Tailandia, SATO e co
terpendides, principalmente diterpenos com os mais diversos esqueletos: labdano,
clerodano, pimarano, tiglano, cembrano e crotofolano. Os mesmos autores fazendo
uma analise de C. lechleri evidenciaram que a seiva dessas plantas é rica em
proantocianidinas, consistindo de cerca de 90% do peso seco, variando desde
mondmeros até heptameros e que o perfil cromatografico da casca e da seiva sio
bastante semelhantes'?,

Compostos previamente isolédos de espécies do género Croton incluem: (+)
catequina (1), (-) epicatequina (2), (+) galocatequina (3), (-) epigalocatequina (4) e
seus dimeros e trimeros’, diterpends do tipo clerodano como o acido hardwickiico
(5), bincatriol (6), crolechinol (7), e acido crolechinico (8)’,




(7) - (8)

diterpenos do tipo cleistantano como o sonderianol (9) e 3,4- seco-sonderianol
(10)**, diterpeno alcool do tipo kaurano como ent-3-a-hidroxi-13-epimanool (11)",

diterpeno furano-lactona do tipo ent-clerodano como o plaunolide (12)%,

(9)



(11) (12)

diterpeno acido do tipo kaurano como o acido ent-kaur-16-en-18-6ico (13),
diterpeno do tipo cembrano como o &cido poilaneico (14)", diterpeno com o

esqueleto crotofolano como o crotofolin A (15)* e crotohaumanoxide (16)°,

diterpeno com o esqueleto printziano como o 5,10-dihidro-5-a-hidroxi-10-BH-
printziano (17)"°, cumarina como a escopoletina (18)", tocoferol, esqualeno, acidos
graxos, inositol (19)'*%°, dleos essenciais, benzofurano-sesquiterpeno como o
dihidro-1,2,5,8-tetrametil-6-H-indeno (5,4,b) furano (20)"°, quercetina, kaenferol-4-O-
hidroxicinamico éster’' e lignanas como a 2-(3',4-dimetoxifenil-)3-hidroximetil-2,3-

dihidro-7-metoxi- benzofurano-5-n-propanol (21)%%%.
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Alcaldides também tém sido reportados como metabdlitos secundarios

presentes em algumas espécies do género Croton tais como C. lechleri C.

dracondides, C. salutarls, dos quais ja foram isolados taspina, taliporfina, glaucina,

salutarina, salutaridina,

morfinadien-7-one (23)

7,24,25,26

N-nor-salutaridina (22), e 3-metoxi-4,6-dihidroxi-
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(22) (23).

2.1.6. Atividade biolégica de compostos isolados de diferentes espécies do

género Croton.

Plantas da familia Euphorbiaceae bem como do género Crofon tém sido
amplamente utilizadas pela medicina folclorica para o tratamento de cancer,
tumores e verrrugas mostrando atividade anti-leucémica contra leucemia linfocitica
(P-388) em ratos?’.

O fracionamento do 6leo de Croton tiglium levou ao isolamento de um
diterpeno diéster denominado de forbol-12-tiglato-13-decanoato ( 24 ) que mostrou
atividade biolégica como cocarcinogénico®’; de Croton cajucara, isolaram-se dois

diterpenos, cajucarinolide (25)

(24) (25)

e isocajucarinolide (26) que apresentaram atividade anti- inflamatéria e inibiram a
fosfolipase A, in vitro®®; um diterpeno (27) isolado de C. linearis que mostrou
atividade inseticida para Cylas formicarius elegantulus (Celeoptera) inseto
responsavel pela mais importante peste de batata-doce do mundo®:
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CHs
(26) (27)

atividade bioldgica contra Mycobacterium smegmatis e Staphilococus aureus do
extrato benzénico de C. sonderianus do qual posteriormente foi isolado um

diterpeno denominado sonderianin (28)>**'

; um tetranortriterpeno do tipo limondide
(29) que apresentou atividade anti-feeding para Pectinophora gossypiela isolado de
C. jatrophoides?; dois diterpenos korberin A (30) e korberin B (31) que foram ativos

contra Bacillus subtilis e Penicillin V isolados de C. lechleri'?.
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2.2. Gleichenia pectinata Willd (PR.)
2.2.1. Posigdo sistematica de Gleichenia pectinata Willd (Pr.)

Segundo o sistema de classificacdo de ENGLER, citado por JOLY *, a
espécie Gleichenia pectinata Willd (PR.) tem a seguinte classifica¢ado:

DIVISAO: PTERIDOPHYTA

CLASSE: FILICES (PTEROPSIDA) _
SUB-CLASSE: LEPTOSPORANGIATAE
ORDEM: FILICALES

FAMILIA: GLEICHENIACEAE

GENERO: GLEICHENIA

ESPECIE: Gleichenia pectinata Willd. (PR.)
SINONIMIA POPULAR: FEITO-PREGO

2.2.2. Sinopse da familia Gleicheniaceae

A familia Gleicheniaceae € uma familia natural que. compreende cerca de 130
espécies conhecidas, tropicais ou austrais de origem antartica.

A maioria dos autores tém tratado essa familia com um unico género
Gleichenia, outros distinguem varios géneros®.

Se caracteriza por possuir fetos terrestres com rizoma longamente rasteiro,
lenhoso; as frondes pinadas ou mais compostas com divisdo dicotdmica, terminando
em pinas geminadas; botdo central abortivo desenvolvido num ramo com pinas,
estas geralmente coriaceas, rijas; as veias livres; os esporangios poucos em
numero, abrindo por uma fenda longitudinal; sem indlsio, os esporos tetraédricos
ou bilaterais, sem perispério.

Na regido de Santa Catarina cerca de uma duzia de espécies é conhecida®.
2.2.3. Descrigao da espécie em estudo

Gleichenia pectinata Willd. (PR.) popularmente conhecida como gleiquénia-

de-pente, samambaia, feto ou feito-prego é uma helidfita que apresenta uma



14

estratégia de crescimento de superficie. O rizoma longamente rasteiro (3-4 mm de
diametro) encontra-se diretamente sobreposto aos solos compactados, formando
-através de ramificagdes sucessivas uma trama densa que emite periddicamente
novas folhas. Os peciolos sédo robustos (cerca de 4 mm de didmetro), 50-60 cm de
comprimento; lamina enorme com ramificagcéo indefinida, cada um dos dois ramos
primarios prolonga-se; em cada nova bifurcagdo um ramo é curto, separando-se em
angulo mais ou menos reto e portanto um ou dois pares de pinas geminadas, o
outro mais longo em angulo aberto repete indefinidamente por novas ramificagées o
processso; 0s ramos sao desprovidos de segmentos; as pinas geminadas sao
oblongo-lanceoladas, acuminadissimas, profundamente pinatipartidas. Os
segmentos séo oblongos, pouco atenuados para o apice, obtusos e emarginados;
as nervuras fracamente emersas nos dois lados, trifurcadas; as gemas geralmente
abortivas revestidas de pelos arruivados, raras vezes uma gema inferior evoluida
em ramo; os esporos sdo lisos e reniformes™.

| Segundo QUEIROZ *, as associagdes de Gleichenia pectinata caracterizam-
se pela forte dominéncia desta espécie, apresentando um cortejo floristico bastante
reduzido. A altura média de uma associagcdo de G. pectinata (Gleichenietum)
encontra-se em torno de 1,5 m. Frequentemente os grupamentos tém dezenas de
anos e os individuos de outras espécies que se sobressaem s&o alguns poucos
elementos, onde predominam espécies arbustivas como Dodonaea viscosa,
Rapanea ferruginea, Miconia ligustroides, Tibouchina urvilleana e Roupala
cataractarum.

E uma espécie que cresce sobre solos compactados sendo frequente em
barrancos a beira de estrada. A nivel botanico é faciimente reconhecivel pela
ramificagéo indefinida, pelo nimero enorme de pinas e também pela forma
perfeitamente pectinada das pinas™.

Area de dispersdo: No Brasil encontra-se distribuida nos estados de Santa
Catarina, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Bahia. Também ocorre na Guiana Holandesa

e Inglesa, na Venezuela, Panama e México™.
2.2.4. Alelopatia

O estudo da alelopatia vem se desenvolvendo progressivamente, tendo sido
Cornéiius MULLER (década de 60), citado por WILLIAMSON®, o pioneiro. Na
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década de oitenta houve o ressurgimento da pesquisa em Alelopatia, (fig. 1)
ocorrendo um grande incremento no numero de publicacbes referentes a este

fenémeno *°.
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Figura 1 - Crescimento anual de estudos sobre alelopatia, medido pelo nimero de
publicagbes listadas no Biological Abstract relativo ao total anual de publicagbes
em ppm. Cada esfera representa o numero absoluto de publicagées em

alelopatia. [ Williamson, G. B. ** ]

Porém, o reconhecimento de interagdes alelopaticas (inibicdo de uma planta
por outra ) data de 1834, quando DE CANDOLE, citado por GLIESSMAN * e
STOWE ¥, expbe a primeira teoria sobre essa interferéncia reconhecendo “solos
doentes” em terras agricolas e sugerindo que poderiam ser causadas por
exsudados quimicos.

Desde a década de 60, a Alelopatia vem sendo cada vez mais reconhecida
como um importante mecanismo ecologico e agricola, atuando na sucesséo,
formagdo de comunidades e vegetacdo climax e produtividade de colheitas,
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comprovando a acdo alelopatica na constituicdo dos ecossistemas naturais e nas
culturas®.

Um pouco antes do final do século XIX surgiram provas cada vez mais
concludentes de que as plantas produziam substancias quimicas eventualmente
prejudiciais a outras.

Alguns pesquisadores tém mostrado que substancias quimicas liberadas
pelas plantas podem causar efeitos indiretos, como inibir o processo de nitrificagao
e fixagao de nitrogénio, ou ainda alterar uma série de processos fisiologicos ( fig. 2),

o que torna dificil a separacéo dos efeitos primarios dos secundarios®®3*4°.

INIBIDORES SOLUVEIS EM AGUA

e S

INTERACOES PERMEABILIDADE D2
FITO-HORMONAIS\ /MEMBRANA
CONDICAO HIDRICA
DA PLANTA
\QAPTURA DE
. IONS
RESPIRACAO
FOTOSSINTESE <«——» FUNCAO
/ ESTOMATAL
FLUXO DE CARBONO
L—»CRESCIMENTO E CONTEUDO DE
DESENVOLVIMENTS CLOROFILA

Figura 2 - Sequéncia hipotética de agédo sugerindo o envolvimento de aleloquimicos nos

processos vegetais. Cada flecha sugere um impacto negativo.[ Einhellig et al 3'8]

O termo Alelopatia, foi criado em 1937, pelo pesquisador alemido Hans

MOLISCH, citado por STOREY *' | a partir das palavras gregas allelon (mutuo) e
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pathos (prejuizo). Apesar da precisdo da sua etimologia, esse termo tem sido
interpretado de diversas maneiras.

STEWART “ definiu a Alelopatia como sendo a inibicdo da germinagio,
crescimento ou metabolismo de uma planta em fungéo da liberagdo de substancias
quimicas organicas por outra planta, como observou em regibes temperadas e
umidas de Oregon e Washington, onde as condigbes eram propicias para uma
rapida decomposi¢do dos metabdlitos, sugerindo a influéncia de uma agao
alelopatica, que interfere no crescimento de certas espécies herbaceas.

RICE ** e WALLER * entendem que o termo Alelopatia esta relacionado a
interacoes bioquimicas entre todos os tipos de plantas, incluindo microorganismos
tradicionalmente locados no reino vegetal.

LAW e REGNIER, citado por NORDLUND*, propuseram o termo
semioquimicos (semeon=sinal) para substdncias quimicas que sdo mediadoras
nas interagbes entre organismos. Estes interagem com outros de mesma e
diferentes espécies. As interagbes. podem ser de muitos tipos diferentes,
compreendendo desde o tipo predador-presa até de acasalamento.

Os semioquimicos sao subdivididos em dois grandes grupos: Feromonas e
Aleloquimicos, dependendo se as interagbes sao intraespecificas ou
interespecificas, respectivamente®.

O termo feromona , do grego (phereum=transpo}tar e horman=excitar ou
estimular) foi proposto por KARLSON e LUSCHER em 1959, citado por
NORDLUND* e é usado para descrever as substincias que mediam interaces
intraespecificas. Esta definigdo restringiu o uso do termo para substancias quimicas
provenientes de animais. Porém, em 1976, NORDLUND e LEWIS, citado por
NORDLUND® ampliaram a definigio para incluir substancias quimicas de plantas
resultando na seguinte forma: uma substéncia secretada por um organismo que,
liberada para o meio, causaria uma reagao especifica em um organismo receptor da
mesma espécie.

Os aleloquimicos compreendem o segundo grande grupo de semioquimicos.
O termo aleloquimico, proposto por WHITTAKER, citado por NORDLUND ** e usado

para descrever substancias que mediam interagdes interespecificas, é definido

como substancias quimicas que s&o importantes para organismos de espécies
diferentes por razGes tais que n&ao alimentares.
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Os aleloquimicos, por sua vez, s&o subdivididos em quatro'grupos: alomonas,
kairomonas, sinomonas e apneumonas“"’.
a) Alomonas: Sao substancias produzidas ou adquiridas por um organismo que,
quando contatam um individuo ou outra espécie do contexto natural , evocam no
receptor uma resposta comportamental ou fisiolégica que é adaptavelmente
favoravel ao emissor mas ndo ao receptor. Numerosos tipos de interacdes sao
mediados por alomonas. Venenos, por exemplo, sdo usados na captura de presas e
defesa. Pycnopsyche scabripennis, por exemplo, produz uma secre¢dao de defesa
que contém p-cresol, indol e escatol num par de glandulas exocrinas. Alomonas
também sao usadas pelas plantas como mecanismo de defesa contra herbivoros
interferindo na competigdo entre as plantas. Defesa ndo é a unica fungdo das
alomonas. Certos predadores sdo capazes de usar alomonas para atrair ou sendo
manipular a presa®.
b) Kairomonas: Em contraste as alomonas, as kairomonas beneficiam o receptor e
nao o emissor nas interagdes ihterespeciﬁcas. Uma kairomona € uma substancia
produzida ou adquirida por um organismo que, quando contata um individuo ou
outra espécie do contexto natural, evoca no receptor uma resposta comportamental
ou fisiolégica que é adaptavelmente favoravel ao receptor mas nao ao emissor. Por
exemplo, brevicomina, encontrada em baratas, foi utilizada pelo predador
Thanasimus dubius para localizar a presa. Também em ambientes marinhos,
Dendrastes excentricus, Pecten, e Nassa todos exibem uma resposta de fuga
quando expostos a substancias quimicas provenientes da estrela-do-mar *.
c) Sinomonas: Sao substancias quimicas mediadoras de interagées mutualisticas.
O termo foi definido como substancias quimicas produzidas ou adquiridas por um
organismo que, quando contata um individuo ou outra espécie do contexto natural,
evoca no receptor uma resposta comportamental ou fisiolégica que é
adaptavelmente favoravel a ambos, receptor e emissor. Por exemplo, para
sobreviver a uma dieta de madeira, Crypfocercus punctulatus, requer um
protozoario que digira a madeira em seu intestino. O horménio ecdisona que regula
as trocas de instares em C. punctulatus , também age como uma sinomona que
induz o ciclo sexual de alguns desses protozoarios permitindo sua reprodugéo *°.
d) Apneumonas: Sao substancias quimicas emitidas por um material ndo vivo que
evoca uma reagao comportamental ou fisiolégica que é adaptavelmente favoravel

para o organismo receptor mas detrimental para um organismo ou outra espécie que



19

pode ser encontrada no material ndo vivo. Por exemplo, o parasitéide Venturia
canescens é atraido pelo odor de farinha de aveia, seu hospedeiro alimentar .

Atualmente, um dos aspectos mais estudados em Alelopatia tem sido o
reconhecimento da resposta caracteristica de um organismo em relagdo aos
aleloquimicos isto €, estimulagdo (vegetal) ou atragdo (animal) a baixas
concentragbes dos aleloquimicos e inibicao (vegetal) ou repeléncia (animal) a
aumentos de concentragcao. Este fendbmeno tem sido amplamente reconhecido em
outras substancias quimicas reguladoras de crescimento, incluindo herbicidas®.

Na grande maioria das vezes os resultados dos bioensaios de germinagao
sdo expressados na forma de percentagem de germinacido. Alguns métodos de
quantificagao (modelos matematicos) sdo usados para predizer efeitos alelopaticos
na pratica. Segundo An e colaboradores, um aleloquimico possui dois atributos
complementares: estimulagao e inibigao, sendo que ambos possuem uma resposta

sigmoidal & concentragéo de aleloquimicos “ (fig. 3).
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Figura 3 - Curva hipotética e geral de resposta sigmoidal relacionando concentragédo do

substrato versus resposta bioldgica [An et al.* 1
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A equagéo matematica usada para definir esta resposta é:
q
V = Vim IXI
K%+ [x]?
onde, [X] é a concentragdo do aleloquimico, V a resposta biol6gica, Vm a resposta

para uma concentragiao saturante, K a concentracdo para a qual V=V, /2 e q a

constante que controla a forma da curva

Assim, se:
q
Ve [ X
[X] <«<<K V= mK[q] ,
V.
— V= _m
[X]=K 5

[X] >>>K .V = V.

Também sdo ferramentas necessdrias no estudo da Alelopatia, os
bioensaios, que servem para avaliar o potencial alelopatico das espécies em estudo
e acompanhar a resposta biolégica durante as fases de extragdo, fracionamento,

purificagdo e identificagao dos compostos bioativos, (fig. 4) 4.

VEGETAL

EXTRATO

—— Bioensaio

FRACIONAMENTO

—Bioensaio

PURIFICAGCAO

’-—Bioensaio

IDENTIFICAGAO
——Bioensaio

BIOENSAIOS COMPARATIVOS COM COMPOSTOS
DE ATIVIDADE CONHECIDA

Figura 4 - Utllidade dos bioensaios durante o fracionamento e identificacdo de

aleloquimicos [ Leather et al “' ].
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O bioensaio mais usado para testar a atividade alelopatica é a inibigao ou
algumas vezes estimulagao de germinacdo de sementes de espécies silvestres ou
de cultura, visto que sdo simples, rapidos e requerem pequenos volumes de
solugdo. Para sementes de cultura, as quais sdo tratadas para germinar 100 %,
avalia-se somente a inibi¢do, enquanto que a estimulagdo causada por muitos
aleloquimicos nao é detectada. Tal resposta € na maioria das vezes detectada em
sementes silvestres®’.

Além de ensaios de germinagdao de sementes, ensaios de crescimento e
desenvolvimento de plantas também s&o usados para demonstrar a atividade
alelopatica. Nestes, avalia-se o potencial de atividade alelopatica através da medida
do alongamento da radicula e do hipocétilo, que geralmente é mais sensivel que os
ensaios de germinagao.

Alguns problemas sao evidentes na utilizagdo dos bioensaios. Estes incluem:
a) as espécies variam em sensibilidade para aleloquimicos especificos, b)
sensibilidades diferentes ocorrem para algumas fases de crescimento da planta, c)
o modo de ag¢do de numerosos aleloquimicos pode ndo ser o mesmo “/#¢,

Cerca de 10.000 metabdlitos secundarios sdo conhecidos atualmente, porém
supbe-se que o seu numero ultrapasse a centena de milhar, visto que até agora,
apenas se identificaram os componentes principais em cada classe estrutural e em
algumas espécies. Na tentativa de enquadra-los em grupos quimicos tém sido
propostas diversas classiflcagtes.*’4®

WHITTAKER e FEENY “°, em 1971, classificaram os metabdlitos secundarios
em 5 grandes grupos: acidos fendlicos ( feniipropanos ), flavondides e outros
compostos aromaticos ( acetogeninas ), terpendides, esterdides e alcaldides (fig. 5).

RICE *° propds 15 categorias de compostos, que sdo agrupados conforme
suas similaridades quimicas.

PUTNAM, citado por ALMEIDA °' agrupou-os em: gases toxicos, tais como
(acido cianidrico, amoénia, etileno, monoterpenos, etc.); acidos orgénicos e aldeidos
(acido malico e citrico, acidos simples alifaticos e derivados, acetaldeido, etc.);
acidos aromaticos (derivados do acido cinamico e benz6ico); lactonas simples
insaturadas ( acido p-sérbico, frequente em frutos e a patulina produzida por fungos
no solo, e que se desenvolve em residuos de trigo incorporados ao solo e
responsabilizado pela inibicao do desenvolvimento do milho); cumarinas ( como a

esculina e o psoraleno encontrado nos gréaos de legumes e cereais, a escopoletina
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encontrada na aveia); quinonas (como a juglona encontrada nas folhas, frutos e
casca da nogueira); flavonéides (florizina encontrada nas raizes da macieira, e
canferol que inibe o transporte de elétrons e a fosforilagdo nos cloroplastos do
feijao); taninos (ésteres do acido galico); alcaldides (cocaina , cafeina, quinina, que
inibem a germinagdo de sementes do tabaco, café e cacau); terpendides e
esterdides (a-pineno, B-pineno, nao estando ainda bem definida a agao fitotoxica
dos esterbides); e também alguns acidos graxos de cadeia longa, alcoois,
polipeptideos e nucleosideos °'.

Esses metabdlitos geralmente ocorrem nas plantas de forma que as protejam

de seus efeitos, mantendo-os biologicamente inativos °'.

Metabolismo dos » Carboidratos

agucares \

Acetato —» Energia

N

TERPENOS ——» ESTEROIDES

—» (raxas

5 ACETOGENINAS

Y
Metabolismo dos —— FENILPROPANOS ________ . Ligninas
aminodacidos

[ _» Proteinas )

» ALCALOIDES

Figura 5 - Relagcbes metabdlicas dos cinco maiores grupos de compostos secundarios
[Whittaker et al *°].

‘As interferéncias alelopaticas raramente sdo provocadas por uma Unica
substancia sendo mais comum que o efeito se deva a um conjunto delas. Em geral,
a concentragao de cada metabdlito esta abaixo do minimo necessario para que atue
isoladamente, cabendo o resultado final a agdo aditiva e sinergistica entre elas e
aos efeitos ambientais °'.

Muitas espécies vegetais tém sido citadas na literatura por possuirem acéo

52-66

alelopatica entre elas a pteridéfita Pteridium aquilinum, uma samambaia que tem
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a capacidade de dominar uma ampla variedade de vegetagédo formando populagbes
quase puras, onde apenas poucas espécies coexistem % e interferir no
comportamento alimentar de alguns insetos como Pieris brassicae, Bombix mori e
outros devido ao grande numero de aleloquimicos presentes nessas espécies *°.

A analise quimica de alguns tipos de solo, associados a P. aquilinum e de
frondes tem mostrado elevadas concentragées de acidos p-hidréxibenzoéico,
vanilico, p-hidroxicinamico e fertlico ”°.

Para avaliar o potencial aleloquimico desses acidos fenélicos, GLASS ™
desenvolveu um experimento com varias espécies de vegetais crescendo
hidropdonicamente em solugées contendo os Aacidos acima citados observando
modificagées no desenvolvimento das mesmas.

Gleichenia pectinata, uma Gleicheniaceae e também da classe das
Pteriddfitas, que cresce abundantemente no estado de Santa Catarina apresenta
comportamento semelhante ao de P. aquilinum *.

Segundo QUEIROZ **, G. pectinata forma grupamentos clonais praticamente
puros, fendmeno este que sugere um mecanismo de bloqueio alelopatico da
sucessao vegetal.

De uma reviséo bibliografica realizada no Chemical Abstract e Biological
Abstract, constatou-se que poucos trabalhos de investigacdo quimica do género
Gleichenia tém sido relatados.

Das frondes de G. cunninghamii foram isolados quercetina-3-O-glicosideo,
quercetina-3-O-rhamnoglicosideo, quercetina-3-O-rhamnosideo ’'; das raizes e
talos de G. japonica foram obtidos dois diterpenos glicosidicos do tipo clerodano:
a-vinil-1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahidro-a-1,2,4a,5-pentametil-1-naftaleno-propanol-4-O-
B-glucopiranosideo (32) e a-vinil-1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahidro-a-1,2,4a,5-pentametil-
. 1-naftaleno-propanol-4-O-a-rhamnopiranosil-(1—2)-B-glucopiranosideo (33)’%
diterpenos glicosideos do tipo Iabdavno, (3 S, 13 R )-labda-8 ( 17 ), 14-dieno-3,13-
diol [(+)-3-B-hidroximanol] (34); 13-O-a-rhamnopiranosideo de (+)-3-p-hidroximanol
(35); 3-O-a-rhamnopiranosil-( 1—2)-B-glucopiranosideo de (+)-3-B-hidroximanol e
3-O-B-fucopiranosil-( 1—3 )-a-rhamnopiranosil-( 12 )-B-glucopiranosideo de 13-O-
a-rhamnopiranosil-(+)-3-B-hidroximanol 7 um diterpeno alcool (6S,13 S )-cleroda-

75

3,14-dieno-6,13-diol (36) " triterpenos alcoois e esteréis " : e hidrocarbonetos

triterpendides com o esqueleto hopano ™.
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(34) R=

(35) R=

Os compostos isolados a partir de G. japonica foram utilizados em ensaios de

germinacao e alongamento de radiculas e hipocétilos de Lactuca sativa (alface),
mostrando estimulag¢do e/ou inibicdao ">,
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O extrato aquoso de G. pectinata apresentou atividade alelopatica para
Clidemia hirta, Rapanea ferruginea, e Miconia ligustroides .77 . Tais resultados
serviram de estimulo para procedermos a novos experimentos na investigagdo da
atividade alelopatica de G. pectinata.



CAPIiTULO 3
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Introdugao

A investigagcdo quimica da casca do caule de Crofon urucurana Baillon
(Euphorbiaceae) levou ao isolamento de uma mistura de esteréides: B-sitosterol,
campesterol e estigmasterol (CU5-HD), acido acetil aleuritélico (CU14-HD),
sitosterol-3-O-3-D-glucosideo - (CU30/32-MEC), catequina (CU5/9-AE),
‘galocatequina (CU9/13-AE), sonderianin (CU25-HD), 12-epi-metil-barbascoato
(CU26-DI) e 15,16-ep6xi-3,13 (16)-c|erodatrieno—2-ona (CUB-HDDI).

Da espécie Gleichenia pectinata Willd (Pr.) (Gleicheniaceae), frondes verdes
da estagéo outono, foi isolado canferol (GP6/9-FVO) e quercetina (GP17/20-FVO)
enquanto das frondes jovens da mesma estagdo foi isolado Aacido siquimico
(GP10/13-FJO). |

Dos compostos isolados, CU5-HD, CU14-HD, CU30/32-MEC, CU5/9-AE,
CU9/13-AE, CU25-HD, GP 10/13-FJO, GP6/9-FVO e GP17/20-FVO ja foram
descritos na literatura 7808284309183

Os compostos GP10/13-FJO, GP6/9-FVO e GP17/20-FVO embora ja
descritos na literatura foram isolados pela primeira vez no género G. pectinata.

Os compostos CU26 -DI e CU6 -HDDI ainda n&o foram descritos na literatura.

O extrato, as fragdes semipurificadas e os compostos puros obtidos das duas
espécies sob investigagdo foram uéados para avaliar a atividade biolégica através
de ensaios antimicrobianos, farmacologicos e alelopaticos.

3.2, Croton urucurana Baillon
3.2.1. B-sitosterol, estigmasterol e campesterol (CU5-HD)

A cromatografia em coluna da fragéo intermediaria Hex'DCM (Materiais e
Métodos, p. 126) rendeu cristais incolores (450 mg), soliveis em éter de petroleo e
cloroférmio, de ponto de fusdo 136°, posteriormente identificado como uma mistura
de fitoesterdis (CUS-HD): B-sitosterol (56.76 %) (37), estigmasterol (35.60%) (38) e
campesterol (7.63 %) (39).
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Para a identificagao dos esterdides e determinagcdo do percentual de cada
componente na mistura, foram realizados experimentos de cromatografia gasosa de
alta resolugdo (CG/AR). Para comparagdo, foi feita a coinjecdo de amostras de
padroes obtidos comercialmente e dados da literatura™"®.

A Figura 6 mostra o cromatograma da mistura de esterdides.
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Figura 6 - Cromatograma da mistura de esterdides (B-sitosterol (37), estigamasterol (38) e

campesterol (39).
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3.2.2. Sitosterol-3-O-B-D-glicosideo (CU30/32-MEC)

Parte da fracdo metandlica (Materiais e Métodos, p. 127) foi extraida com
cloroformio. Esta fragao cloroférmica, ap6s cromatografia em coluna rendeu cristais
incolores, (CU30/32-MEC), soluveis em metanol e piridina, apresentando ponto de
fusao 295-297° C. Foi identificado como o Sitosterol-3-O-B-D-Glicosideo (40) por
comparago de seus dados espectrais de IV, 'H-RMN e C-RMN, com uma amostra

auténtica e com dados da literatura®®®".

(40)

No espectro de IV (fig. 7) se observa bandas intensas referentes a grupos OH
(3500 cm), a alcanos (2904 cm) e olefinas (1400 e 1480 cm).

O espectro de 'H-RMN a 300 MHz (fig. 8, tab. 1), apresenta vérios sinais
caracteristicos de um esqueleto esteroidico. Assim, os dubletes a 6 0,88, 0,89 e
1,01 ppm com J=6 Hz, correspondem as metilas em C-26, C-27 e C-21,
respectivamente. O triplete a 0,86 ppm (J=6 Hz) é atribuido a metila em C-29, e os
singletes a 0,67 e 0,93 ppm, referem-se as metilas em C-18 e C-19, identificando-se
assim os seis grupos metilicos em CU30/32-MEC. Pode-se observar na regiao de
3,97 a 4,57 ppm, varios sinais que podem ser relativos a prétons do fragmento
glicopiranosideo. Os sinais a 5,03 e 5,30 ppm, referem-se respectivamente ao
préton anomérico, H1', e ao proton olefinico, H-6, do esqueleto esteroidico. A
presengca da ligagdo B-glicosidica foi reconhecida pelo valor da constante de
acoplamento do préton anomérico (7,5 Hz), que permite uma geometria axial-
equatorial, para os prétons H-1' e H-2'

O espectro de "C-RMN/APT a 75 MHz (fig. 9) apresenta 35 sinais, sendo
vinte e nove pertencentes ao esqueleto esteroidico e seis ao glicosideo.
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Tabela 1 - Dados de 'H-RMN (300 MHz) e de "*C- RMN (75 MHz) do Sitosterol-3-O-B-D-
Glicosideo em piridina deuterada, TMS como padrao intemo de referéncia.

C ¢ (ppm) 3 (ppm) C 3¢ (ppm) 34 (ppm)
1 37,3 19 18,8 0,93 (s)
2 30,1 20 36,2
3 77.8 21 19,0 1,01 (d)
4 39,1 22 34,0
5 140,7 23 31,9
6 121,7 5,30 (m) 24 45,8
7 26,1 : 25 202
8 31,9 26 19,2 0,88 (d)
9 50, 1 27 19,8 0,89 (d)
10 36,7 28 23,2 ’
11 21,0 29 11,9 ‘ 0,86 (1)
12 39,7 1’ 102,3 5,03(d;J=7,7Hz)
13 423 2 78,4
14 56,6 3 78,3
15 243 4 77,8
16 28,4 5 75,1
17 56,0 6’ 62,6
18 11,8 0,67 (s)
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Figura 7 - Espectro no Infravermelho de sitosterol-3-O-B-D-glicosideo em pastilha de KBr.
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3.2.3. Acido Acetll Aleuritélico (Olean-14(15)-en-3p-acetoxi-28-oico-acido)
(CU14-HD)

O Acido Acetil Aleuritélico (CU14-HD), um triterpeno pentaciclico (41), foi
isolado da fragdo intermediaria Hex/'DCM (Materiais e Métodos, p. 126).
Apresentou-se como cristais incolores, soliveis em acetato de etila e cloroférmio
com ponto de fusdao 262-264°C. Foi identificado por comparagdo de seus dados
espectrais de IV, 'H-RMN e *C-RMN, com uma amostra auténtica e com dados da

literatura®®,

(41)

A Tabela 2 mostra a atribuicdo dos sinais de 'H-RMN e "C-RMN de &cido

acetil aleuritélico.

Tabela 2 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e *C-RMN (75MHz) do &cido acetil aleuritdlico em
cloroférmio deuterado, TMS como padrao intermno de referéncia.

c dc(PPm) du(ppm) c Sc(ppm) 3u(ppm)
1 37,45 17 51,19

2 23,53 18 41,71 2,30
3 81,46 4,50 (dd) 19 35,56

4 37,77 20 29,74

5 55,72 21 33,47

6 18,74 22 31,08

7 41,01 23 25,98

8 39,05 24 16,61

9 49,18 25 15,59

10 38,00 26 28,01

11 17,45 27 22,39

12 33,84 28 181,79

13 37,49 29 32,10

14 160,49 30 28,80

15 118,83 5,50 (m) OCOCH; 171,77

16 31,75
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O espectro no IV (fig. 10) além das bandas relativas a vibractes dedligacoes
C-C e C-H, apresenta estiramento de grupos OH (3400 cm™ ) e bandas em 1760 e
1730 cm™', referentes a carbonilas.

O espectro de *H-RMN, (CDCl;, 200 MHz) (fig. 11) sugere a presenca de sete
grupos metilicos (integragao, 21 prétons) na regido de 0,84-0,95 ppm, com sinais
bastante sobrepostos. O duplo dublete em 4,50 ppm caracteriza substituigdo do
grupo acetil (s, 2,0 ppm) em C-3 enquanto o sinal a 5,5 ppm é referente ao préton
olefinico H-15. A atribuicdo dos sinais foi realizada utilizando-se espectros de 'H-
RMN uni (fig. 11) e bidimensional (COSY-45°) (fig. 13) através das correlagGes
observadas. Assim, através do H-3, atribuiu-se os prétons metilénicos em C-2 a
1,58 ppm. Em conseqiiéncia, o sinal dos protons metilénicos diastereotdpicos em C-
1 foram também atribuidos (1,28 e 2,05 ppm). Através do sinal a 5,5 ppm, foi
possivel atribuir os sinais dos prétons H-16 (2,38 ppm) e H-16’(1,92 ppm).

O espectro de "C-RMN (CDCls, 75 MHz) (fig. 12) indicou trinta e dois
carbonos, sendo dez quaternarios, quatro terciarios, dez sec_undérios e oito

primarios.
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Figura 10 - Espectro no Infravermelho de acido acetil aleuritélico em pastilha de KBr.
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Figura 11- Espectro de 'H-RMN (200 MHz) de acido acetil aieuritdlico em CDCl;, TMS

como padrao interno de referéncia.
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3.2.4. Catequina (3’, 4’, 5, 7-tetrahidroxi-flavan-3-ol) (CU5/9-AE)

A catequina (CUS5/9-AE), um composto fendlico da classe flavan-3-ol,
estrutura (1), p.7, foi isolada da fragao acetato de etila (Materiais e Métodos, p. 127)
e apresentou-se sob a forma de um soélido amorfo de colora¢do castanho-
avermelhada com ponto de fusdo 142-143°C, solavel em acetona. Foi identificada
por comparacido de seus dados espectrais de IV,'H-RMN e *C-RMN com uma
amostra auténtica e com dados da literatura.?® %

A Figura 14 mostra o espectro no IV com uma larga banda de absor¢ao em
3400 cm relativa a grupo hidroxila; em torno de 1650 cm™ outra banda, referente a
carbonila; estiramento C-O em torno de 1260 cm ™ e ainda em 1630 cm™ bandas
que indicam a presenca de insaturagoes.

O espectro de 'H-RMN (fig. 15), em acetona-ds, forneceu dados que
possibilitaram atribuir a estrutura 1, para CU5/9-AE. O anel C é caracterizado pelos
sinais em 4,14 ppm (1H; d; J=4,5 Hz), para H-3 e 4,45 ppm (1 H; d, J=7,6 Hz), para
H-2. A estereoquimica em C-2 e C-3 é indicada através da constante de
acoplamento, J,3=7.6 Hz, que indica um angulo diedro (¢) em torno de 180°, para
esses protons, permitindo uma configuracéo trans para os prétons metinicos H-2 e
H-3. Isso indica a presenga de uma catequina, ja que a epig:ateduina (cis, para H-2 e
H-3) apresenta J,3= 2 Hz. Os duplos dubletes a 2,80 ppm (1 H; J.= 5,4 € Jgem= 16,1
Hz) e 2,45 ppm (1 H; J..=8,3 Hz e Jgem=16,1 Hz) referem-se aos prétons
diastereotopicos Has € Haa, respectivamente. O anel A, com uma substituicao OH-5,7
€ caracterizado pelos dois dubletes em 5,72 e 5,80 ppm (J6,8=2,2 Hz), referentes aos
prétons H-6 e H-8. Entretanto, os sinais observados na regido entre 6,54 e 6,71
ppm, apresentam multiplicidades indicativas de uma substituicao OH-3',4', conforme
esperado para o anel B. Os prétons H-6' e H-5', aparecem a 6,56 (1 H; dd; Je& 5=8,2
Hz e J¢2=1,5 Hz) e a 6,61 ppm (1 H; d, Jss =8,2 Hz). O dublete em 6,72 ppm,
corresponde ao préton H-2', com Jye=1,5 Hz, caracteristico de acoplamento de
prétons meta.

O espectro de °C-RMN a 50,0 MHz, em acetona-d; (fig. 16), de CU5/9-AE,
permitiu confirmar a estrutura 1 proposta, através da identificacdo dos trés sistemas
de anéis da molécula. Na regido espectral relativa a carbonos sp°, caracterizou-se o
anel C, através dos sinais a 26,36 ppm, referente ao carbono metilénico C-4, a
66,21 e 80,24 ppm, relativos aos carbonos metinicos C-3 e C-2, respectivamente. O
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anel A, que apresenta substituigdo 5,7-dihidroxi, foi identiﬁcédo através das
ressonancias em 154,58, para C-5 e 154,97 ppm, para C-7, com desblindagem
tipica para carbonos sp’ contendo substituintes com efeito mesomérico (+M). Em
consequéncia, C-6 e C-8, corresponderam aos sinais em 93,34 e 94,07 ppm,
demostrando aumento de densidades eletrénicas para os carbonos em posi¢des
orto aos grupos fendlicos. Essa caracteristica também foi observada para o anel B,
que apresenta substituicao 3',4'-dihidréxi.

O flavan-3-ol catequina (1) € um composto que tem sido isolado de varias

espécies vegetais *°

, sendo um dos principais monémeros na forma¢ao dos
polimeros fendlicos denominados de leucoantocianidinas.
A Tabela 3 mostra a atribuicdo dos sinais de 'H-RMN e "“C-RMN da

catequina.

Tabela 3 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e de *C-RMN (50 MHz) da catequina em acetona
deuterada, TMS como padrao intemo de referéncia

c 3¢ (ppm) 3u (PPM)

2 80,24 4,45 (d; J=7,6 H2)

3 66,21 4,14 (d; J=4,5 Hz)

4 26,36 2,45 (dd; J=16,1; 8,3 Hz)
4 - 2,80 (dd; J=16,1; 5,4 Hz)
5 154,58*

6 93,34 5,80 (d; J=2,2 Hz)

7 154,97*

8 94,07 5,72 (d; J=2,2 Hz)

9 155,35* '

10 98,43

1T 129,79

2 113,03 6,72 (d; J=1,5)

3 143,39

4 143,13

5 113,67 6,61 (d; J=8,0 Hz)

& 117,95 6,56 (dd; J=1,5 e 8,0 Hz)

* Os valores da mesma coluna podem ser intercambiaveis.
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Figura 14 - Espectro no Infravermelho de catequina em pastilha de KBr.
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Figura 15 - Espectro de 'H-RMN (200 MHz) de catequina em acetona-dg, TV
interno de referéncia.
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41

.



42

e
=3
| ©
w
-3
| ©
~
74ud7¢
b -4
Q.
-9
-y
L -]
1L £ ]
| ©
o
o
-
O -
HL'MY]
<
L2
1
|
_ LS
T == L=
TS24

LRI

A

Figura 17 - Espectro de "*C-RMN/DEPT (50 MHz) de catequina em acetona-ds, TMS como

padréo interno de referéncia.



43

3.2.5. Galocatequina ( 3’,4’,5’,5,7-pentahidroxi-flavan-3-ol) (CU9/13-AE)

A galocatequina (CU9/13-AE), outro composto fendlico, estrutura (3), p. 7,
também obtida da fragdo acetato de etila (Materiais e Métodos, p. 127) apresentou-
se como um soélido amorfo de coloragdo castanho clara, solivel em acetona e
decompds-se em 157°C. Foi identificada por comparagéao de seus dados espectrais
de IV, de 'H-RMN e "C-RMN com uma amostra auténtica e com dados da
literarura.>*®®

A Figura 18 mostra o espectro no IV com bandas semelhantes aquelas
observadas para a catequina sugerindo uma estrutura flavonoidica.

O espectro de 'H-RMN (200 MHz) (fig. 19; tab. 4), apresenta-se semelhante
ao obtido para a catequina (fig.15). A diferenga observada refere-se a multiplicidade
dos sinais relativos ao anel B (3, 4’, 5-OH), ou seja, apresenta um unico sinal a
6,46 ppm (2 prétons) correspondente aos prétons H-2’e H-6' (ndo se observa
desdobramento esperado para esses sinais, ou seja, indicativo de acoplamento
meta ). Essa substituicdo é ainda confirmada pelo espectro de *C-RMN (fig. 20, tab.
4) onde pode-se observar sinais referentes a § grupos hidroxilas ligados a anéis
aromaticos. A constante de acoplamento J,3=7,6 Hz indicé uma geometria trans

para o anel C do composto CU9/13-AE.

Tabela 4 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e "C-RMN (50 MHz) da galocatequina em
acetona deuterada, TMS como padrao interno de referéncia.

c 3¢ (ppm) 34 (PPM)

2 82,87 4,50 (d; J=7,4 Hz)

3 68,55

4 28,62 2,49 (dd; J=16,1; 8,2 Hz)
4 2,93 (dd; J=16,1; 5,4 Hz)
5 157,85*

6 96,38 5,89 (d; J=2,3 Hz)

7 157,41

8 95,64 6,03 (d; J=2,3 Hz)

9 156,98*

10 100,74

1 133,54

2 107,46 6,46

3 146,47

4 131,60

5 146,47

6' 107,46 6,46

* Os valores da mesma coluna podem ser intercambiaveis.
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3.2.6. Sonderianin (CU25-HD)

O composto sonderianin (CU25-HD), um diterpeno furano-lactona de
esqueleto clerodano, estrutura 28, p. 12, isolado da fracdo intermediaria Hex'DCM
(Materiais e Métodos, p. 126) apresentou-se como cristais incolores, soluveis em
cloroférmio e acetato de etila, cujo ponto de fusao foi de 134-136°C. Foi identificado
por comparagio de seus dados espectrais de IV, 'H-RMN, ’C-RMN, Massas e com
dados da literatura *.

A Figura 22 mostra o espectro no IV com uma banda na regido de 3000-2980
cm™ referente ao estiramento de C-H de alcanos, 1750 e 1690 cm™ referentes a
carbonilas, 1640 cm™' atribuida a deformacao de olefina e 1500 e 850 cm”
referentes ao anel furano. '

O espectro de Massas (fig. 27) indicou um ion molecular m/z 358, em
concordéncia com a férmula estrutural C21Hz6Os.

O espectro de 'H-RMN (fig. 23, tab. 5) a 300 MHz, em CDCls;, apresentou
dois grupos metilicos a 1,02 ppm para C-17 (d; J=6,5 Hz) e a 1,46 ppm para C-18
(s). O singlete em 3,70 ppm corresponde ao grupo metoxila ligado em C-19. Na
regiao de protons aromaticos observa-se trés sinais caracteristicos ao anel furano a
6,40 ppm (dd; J=1,7 e 0,8 Hz; H-14), 7,44 ppm (t; J=1,7 Hz; H-15) e 7,46 ppm (sl; H-
16). O pré;ton olefinico H-3 é observado a 6,54 ppm (t; J=3,8 Hz).

O espectro de ">*C-RMN/APT (fig. 24, tab.5) a 75 MHz, em CDCl, foi analisado
com o auxilio de experimentos uni (fig. 24) e bidimensionais (figs. 25 e 26). Dessa
forma, através do espectro de "C-RMN/APT (fig. 24) foi possivel identificar dez
carbonos metilicos e metinicos e onze carbonos metilénicos e quaternarios. A
atribuicdo desses sinais foi realizada utilizando-se experimentos de correlagéo
heteronuclear (HETCOR) onde, através de correlagbes Jc., identificou-se os sinais
dos carbonos a partir dos deslocamentos quimicos dos respectivos protons em 'H-
RMN.

Os dados espectroscopicos obtidos para 28, estavam de acordo com os
reportados na literatura *°
carbonilas (5 176,7 (C-20), 167,5 (C-19) (literatura *® 173 e 165,4, respectivamente).

O problema foi resolvido com uma amostra auténtica (isolada de Croton

menos os deslocamentos quimicos para as duas

sonderianus ) gentilmente cedida pelo Professor Afranio Craveiro, através de co-

CCD e ponto de fusdo da mistura.



cloroférmio deuterado, TMS como padrao interno de referéncia.

c Sc (ppm) ou (Ppm)
1 19,7 1,85 (m)
2 26,7 2,04 (dt)
3 135,5 6,54 (t)
4 142,4 -
5 37,6 -
6 35,1 2,44 (m)
7 26,5 2,35.(m)
8 404 1,50 (m)
9 51,7 .
10 52.4 1,60 (dd)
11 44,8 2,40 (d)
12 71,6 5,40 (t)
13 125,7 -
14 108,1 6,40 (dd)
15 144,0 7.44 ()
16 139,4 7,46 (s)
17 16,8 1,02 (d)
18 19,8 1,46 (s)
19 167,5 -
20 176,7 -
OMe 51,3 3,70 (s)
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Figura 22 - Espectro no Infravermelho de sonderianin em pastilha de KBr.
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Tabela § - Dados de 'H-RMN (300 MHz) e "C-RMN (75 MHz) de Sonderianin em
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3.2.7. 12-epi-Metil barbascoato (CU26-DI)

O 12-epi-metil-barbascoato (CU26-DI) outro diterpeno furano-lactona de
esqueleto clerodaho (42), foi isolado da fragdo diclorometano | (Materiais e
Métodos, p. 126). Este composto apresentou-se sob a forma de cristais incolores
com ponto de fusdo 115-117°C. Foi solavel em cloroféormio e acetato de etila e
apresentou [a]p = -51,8 (0,5; CHCI,). Foi identificado por comparagéo de seus dados
espectrais de IV, 'H-RMN, “C-RMN (HETCOR, Long Range, INEPT seletivo),

Massas e com dados da literatura *"%,

(42)

O espectro no Infravermelho (fig. 28) apresenta uma banda de absorgéo na
regiao de 3020-2950 cm " referente ao estiramento de metilas; béndas de
absorgées intensas em 1720 e 1708 cm ™' indicando a presenca de duas carbonilas
de éster e lactona; absorcdes em 1638 e 1590 cm ™ atribuidas a deformacdo de
olefina e absorcdes em 1504 e 874 cm "' referentes a um anel furano.

O espectro de massas (fig. 32) apresenta o ion molecular m/z (%) 358 (33,
M™) sugerindo a formula molecular C,;H250s, indicando nove insaturagées, além dos
picos m/z 327 (23), m/z 299 (28), m/z 281 (24), m/z 232 (23) e m/z 205 (100). Este
mesmo ion molecular foi observado para o sonderianin (fig. 27) porém com diferente
fragmentacao, descartando a possibilidade da presenga de isémeros.

Os espectros de 'H-RMN (figs. 29 e 30, tab. 6) de CU26-DI, em CDCls, a 300
MHz apresentaram sinais caracteristicos. Na regidao de metilas observa-se dois

singletes a 1,10 ppm (s, Me-20) e 1,33 ppm (s, Me-19). Comparando-se esse
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espectro com o obtido para o composto sonderianin, observa-se pequena diferenca
entre eles. No primeiro caso, observa-se um dublete (fig. 23, 6=1,01, Me-17) e para
o composto CU26-DI (8=1,10, Me-20) um singlete, sugerindo assim uma
modificagdo provavel no anel contendo o sistema lacténico. O intenso singlete a
3,70 ppm corresponde ao grupo metoxila ligado em C-18. Ja o sinal a 5,53 ppm (dd,
J=6,0 e 11,2 Hz) é referente ao H-12. A presenga de um anel furano B-substituido é
indicada pelos sinais caracteristicos entre 6,40-7,45 ppm.

O espectro de >C-RMN em CDCls, a 75 MHz (fig.31, tab. 6) foi analisado com
o auxilio de técnicas como APT, HETCOR, LR e INEPT. Dessa forma foi possivel
identificar a presenca de um anel furano B-substituido, um éster metilico o, B
insaturado, uma y lactona, dois grupos metilas em carbonos quaternarios, cinco
metilenos, trés metinos e dois carbonos quaternarios. Estes dados indicam seis
insaturagbes equivalentes sugerindo entdo a presenca de mais trés ciclos no
composto.

Cumulativamente, os dados obtidos estdo de acordo com a estrutura do metil-
barbascoato (sem detalhes de estereoquimica) isolado de Croton californicus® cuja
estrutura foi determinada por cristalografia de Raio X e com parte da estrutura do
acido floribundico .

Entretanto, a comparagao dos dados fisicos (PF= 152-53°, PFeqo= 115-117°;
[alo L= -70 °, [a]o ex= -51,8) e dados de 'H-RMN ¥ revelam que CU26-DI e metil-
barbascoato ndo sao idénticos.

O espectro de 'H-RMN do metil-barbascoato * exibe H-12 (préton lactonico)
como um triplete (J=9,0 Hz) para & 5,3. O composto CU26-DI (42) apresenta o H-12
como um duplo dublete (J=6,0 e 11,2) para & 5,53, sugerindo entdo uma
estereoquimica diferente para este centro quiral. Isso foi conﬁrmado através de
experimentos de DIFFNOE onde a irradiagdo do H-12 (& 5,53) modificou a
intensidade do sinal para 6 1,10 (CH5-20). Posteriormente, irradiando CHs-20, o
efeito NOE foi observado em ambos, H-12 e CH;-19 (6 1,33) indicando que o H-12
esta em posigao cis com relagao as metilas em C-19 e C-20.

Os resultados obtidos através de analise espectroscépicas, sugerem que
Cu26-DI corresponde ao composto 12-epi-metil-barbascoato (42). Este composto

esta sendo descrito pela primeira vez na literatura %.
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Tabela 6 - Atribuicdes de 'H-RMN (300 MHz) e ">C-RMN (75 MHz) através de experimentos
de "C/IAPT, HETCOR, HETCOR/LR e INEPT seletivo de 12-epi-metil-
barbascoato em cloroférmio deuterado. TMS como padrao intemo de

referéncia.
c BeiaPT 'H/HETCOR HETCOR/LR* Proton INEPTL
8 8, m, (J) Irradiado

1 17,4/CH; 1,65m. - -

2 26,8/CH, 2,35m - T _

3 137,1/CH 6,63 m - 6,63 (H-3) 167,3 J°+36.7 J>+17.4 J°

4 141,2/C - 1,33 (Me 19)J°

5 36,7/C - - : 174 J°

6 34,8/CH, 2,55m (13,4;3,3) -

1,17 dd (13,4;3,3)

7 18,3/CH; N&o observado -

8 51,2/CH 22-21m -

9 37/C - -

10 52,5/CH 1,28 dd (13,0;6,0) -

1 44,0/CH, 2,40d (6,0) -

1,60m

12 71,8/CH 5,53 dd (11,2:6,0) - 5,53 (H-12) 125,9 J2

13 125,9/C - -

14 108,5/CH 6,42 sl - 6,42 (H-14) 143,8 J+139.3 J’+125.9 J°

15 143,8/CH  7,42t(1,7;1,7) -

16 139,3/CH 7,45 s| -

17  172,4/C - -

18 167,3/C 1,33 3,70(0Me)J?

19 20,9/CH; 1,33 (Me-18) 141.2 J+52.5 4°+36.7 J%,

20 14,6/CH; 1,10s 2,20(H-8)° 1,10(Me-20) 51,2 J3+44.0 J%+37.0 J°
OMe 51,3 370s - 3,70(OMe) 167,3 J°

*Unicos encontrados devido a baixa concentragao de amostra.

& (deslocamento quimico, ppm), m (multiplicidade), J (acoplamento, Hertz).
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3.2.8. 15,16-ep6xi-3,13 (16),14-clerodatrieno-2-ona (CUS-HDDl)

O composto 15,16-epdxi-3,13(16)-clerodatrieno-2-ona, um furano-diterpeno
de esqueleto clerodano (43), foi isolado da unido das subfragdes 18-23 de
Hex/DCM e 17-18 de DCM | (Materiais e Métodos, p. 126) e codificado como CU6-
HDDI. Apresentou-se como um oleo de coloragdo amarelo-clara, soluvel em
cloroférmio e acetato de etila com [a]p =-30 (1,1; CHCIs). Foi identificado através de
seus dados espectrais de IV, 'H-RMN, >C-RMN/APT, HETCOR, LR, INEPT seletivo

e com dados da literatura.®®®’

O espectro no Infravermelho (fig. 33) apresenta uma banda de absorgdo
intensa em 2960 cm™ referente ao estiramento de metilas; uma absor¢do em 1670
cm” sugerindo uma carbonila a, B insaturada e bandas em 1505 e 870 cm™ -
referentes a um anel furano.

O espectro de Massas (fig. 37) apresenta o pico ion molecular a m/z 300 (40,
M") indicando a formula molecular C»H,s0, além dos picos m/z 285 (47), m/z 206
(22), m/z 191 (36), m/z 136 (37), m/z 135 (40) m/z 124 (37), m/z 121 (76), m/z 95
(55), m/z 81 (100), m/z 55 (46). .

O espectro de 'H-RMN, (figs. 34 e 35) de CU6-HDDI, em CDCl; exibiu dois
singletes (0,82; Me-20 e 1,13 ppm, Me-19) e dois dubletes (0,86 ppm, J=6,1 Hz Me-
17 e 1,89 ppm, J=1,4 Hz Me-18) referentes a quatro metilas. O dublete a 2,40 ppm
(J=9,4 Hz) é relativo aos prétons metilénicos em C-1. Na regido de prétons ligados a
C-sp’ observa-se um sinal a 5,73 ppm referente ao préton olefinico H-3 (q, J=1,4
Hz). Além disso, observa-se na regido entre 6,23 a 7,33 ppm sinais caracteristicos

do anel furanico.
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O espectro de ">C-RMN/APT (fig. 36) em CDCls a 75 MHz, apresentou vinte
sinais, sendo dez carbonos metilicos e metinicos, . dez carbonos metilénicos e
quaternarios. ,

As assinalagdes de 'H e ** C para CUSHDDI estao reportados na Tabela 7,
como resultado de experimentos de HETCOR, HETCOR-LR e INEPT seletivo. A
analise destes dados juntamente com o Espectro de Massas (fig.37) sugerem a
formula molecular CxHs0,, com sete insaturagdes, sendo cinco equivalentes e
duas referentes a dois ciclos.

Além disto, no espectro de HETCOR/LR o C-1 mostrou interagdo com o H-10
e 0 C-2 com o H-1. As atribuigdes dos deslocamentos quimicos para os metilenos
nas posicoes 6, 7 e 11 foram obtidas através de irradiagao seletiva (INEPTL) dos
sinais dos grupos ‘metilas vizinhos CH3-19, CHs-17 e CH;-20 respectivamente. A
atribuicao para o ultimo metileno (posi¢ao 12) foi feita por comparagdo com outros
clerodanos.®

A jungao trans dos anéis A/B foi apoiada °' nos deslocamentos quimicos de
*C-RMN de CHs-19 (18,3 ppm) e CH3-20 (17,7 ppm) e a configuragio relativa dos
grupos metilas foi obtida por experimentos de DIFFNOE. Em particular, na
irradiagdo de CH;-19 (6 1,13) o efeito NOE foi observado em CH;-20 a 0,82 ppm e
vice-versa; ao contrario, a irradiagdo ndo mostrou nenhum efeito em CH;-17 (8
0,86). Os resultados obtidos sugerem que o composto CU6-HDDI podera ser
atribuido como o 15,16-ep6xi-3,13 (16)-clerodatrieno-2-ona representado pela

estrutura 43. Esse composto esta sendo descrito pela primeira vez na literatura®.
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Tabela 7 - Atribuicdes de 'H-RMN (300 MHz) e *C-RMN (75 MHz) através de experimentos
de “C/APT, HETCOR, LR e INEPT seletivo do composto 15,16-epSxi-
3,13(16),14-clerodatrieno-2-ona em cloroférmio deuterado. TMS como padrao

interno de referéncia.

c BCIAPT '"H/IHETCOR HETCOR/LR Proton INEPTL
é,m,J Irradiado

1 34.8/CH; 2.40d (9.4) 1.96 J? (H-10) 2.40 200 J%+45.6 J*+39.8 J*
2 200.3/C - 2.40 J (H-1) - -
3 125.4/CH - 5.73q (1,4) 1.89 J° (CH1-18) 5.73 39.8 J°+34.8 S°+18.9 J°
4 172.6/C - 1.89 J?(CH3-18)

1.13 J*(CH2-19)
5 39.8/C - - - .
6 35.5/CH, . 1.13 J*(CHz-19) - -
7 26.8/CH; * - - -
8 35.9/CH * - - -
9 38.7/C - 0.86 J°(CH3-17) - -
10 45.6/CH 1.96 1 (9.4) 1.13 J* (CH3-19) - -

0.82 J3 (CH5-20)
11 37.9/CH; * 0.86 J?(CH3-17) - -
12 17.8/CH; 2.30-21m - - -
13 125.4/C - - - -
14 110.8/CH 6.23 dd (1,0;1,6) - 6.23 142.8 J°+138.4 J>+124.9 J?
15 138.4/CH 7.18 dd (1,0;1,6) - 7.18 142 J3+124 J*+110.9 J?
16 142.8/CH 7.33t(1,6) - 7.33 138.4 J°+124.9 J2+110.8 J°
17 15.7/CHs 0.86 d (6,1) - 0.86 38.7 J2+35.9 J%+26.8 J°
18 18.9/CH; 1.89d (1,4) - 1.89 172.6 J°+125.4 J°+39.8 J°
19 18.3/CH; 113s - 113 172.6J°+45.3J°+39.8J%+35.5J°
20 17.7/CHs 0.82s - 0.82  45.64°+38.7J%+37.90°+35.94°

§ (deslocamento, ppm), m (multiplicidade), J (acoplamento, Hertz).

* 1.60-1.50 (sobreposi¢do de multipletes)
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3.3. Gleichenia pectinata Willd (Pr.)
3.3.1. Acido siquimico (GP 10/13-FJO)

O acido siquimico (44), um intermediario chave na biossintese dos
flavonéides, foi isolado da fragdo acetato de etila ( Materiais e Métodos p. 131-132)
de frondes jovens de outono. Foi codificado como (GP 10/13-FJO) e apresentou-se
como um soélido de coloracdo castanho clara, com ponto de fusdao 177-180°C e
soluvel em metanol e agua. Foi identificado por comparag¢do de seus dados
espectrais de IV, 'H-RMN, >C-RMN e com dados da literatura.’*%

A Tabela 8 mostra a atribuigao dos sinais de 'H-RMN, *C-RMN através de
experimentos de "’C/APT, HETCOR, LR.

Tabela 8 - Atribuicdes de 'H-RMN (300 MHz) e *C-RMN (75 MHz) através de experimentos
de C/APT, HETCOR e LR do acido siquimico em metanol deuterado. TMS
como padrao interno de referéncia.

c 3CIAPT (ppm) '"HIHETCOR (ppm) LR (ppm)

1 130.7/C - 4.38 J3+2.70 J%+2.19 J?
2 138.7/CH 6.80 m 4.38 J%+2.70 S*+2.19 J*
3 67.2/CH 4381 -

4 72.7/CH 3.68 dd 6.80 J°>+2.70 J*

5 68.2/CH 40q 2.19 /2

6 31.6/CH, 2.70 dd: 2.19 dd -

7 170.0/C - 6.80 J°

O espectro no |V em pastilha de KBr (fig. 38), apresenta bandas de absorg¢éo
na regido de 3482-3224 cm™ referente as hidroxilas, 1682 cm referente & carbonila
e 1646 cm™ atribuida a estiramento olefinico.
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O espectro de 'H-RMN a 300 MHz (fig. 39) mostra sinais na regido de 3,68-
4,38 ppm referentes a prétons metinicos carbindlicos. O sinal a 6,80 ppm é atribuido
a um proéton olefinico enquanto os sinais a 2,70 e 2,19 ppm referem-se aos prétons
metilénicos.

O espectro de PC-RMN/APT a 75 MHz (fig. 40) apresenta sete sinais, sendo
3 carbonos metinicos oxigenados, um carbono metinico olefinico e dois carbonos
quaternarios sendo uma carbonila de acido e um carbono sp®. Esses dados, aliados
aos espectros de HETCOR e LR permitiram atribuir a estrutura (44) para o
composto GP10/13-FJO.

W
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Figura 38 - Espectro no Infravermelho de acido siquimico em pastilha de KBr.-
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3.3.2. Canferol (3, 4’, 5, 7-tetrahidroxi-flavona) (GP 6/9-FVO)

O canferol (GP 6/9-FVO), um flavondide da classe flavonol (45), isolado da
fracdo n-butandlica (Materiais e Métodos p. 130-131) de frondes verdes de outono
apresentou-se como um cristal de coloragdao amarela, solivel em acetona e metanol
com ponto de fusdo 276-78°C. Foi identificado por comparagdo de seus dados
espectrais de 'H-RMN, C-RMN, Massas, através de CCD com uma amostra

auténtica e com os dados da literatura.***

(45)
A Tabela 9 mostra a atribuigdo dos sinais de '"H-RMN e *C-RMN do canferol

em acetona deuterada, TMS como padrao interno de referéncias.

Tabela 9 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e *C-RMN (50 MHz) de canferol em acetona
deuterada, TMS como padrao interno de refréncia.

2]

3¢ (ppm) Su (PPM)
147,0
136,74
176,6
162,3
99,2 6,4 (d; J=2,0 Hz)
165,1 :
94,5 6.2 (d; J=2,0 Hz)
158,8
1041
123,3
130,5 8,1 (d; J=8,8 Hz)
116,3 6,9 (d; J=8,8 Hz)
160,2
116,3 6,9 (d; J=8,8 Hz)
130,5 8,1 (d; J=8,8 Hz)

SOPNO VAN

OnhswWwN =3
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A Figura 41 mostra o espectro no IV (pastilha- de KBr), com bandas
caracteristicas em 3390 cm™ relativa a hidroxila, 1679 c¢cm™ indicando carbonila
conjugada e ainda em 1630 cm™ sugerindo insaturagéo. '

O espectro de Massas (fig. 44) mostrou o pico ion molecular 286 e
fragmentagao caracteristica de flavonéis.

No espectro de "H-RMN (fig. 42) observa-se sinais caracteristicos na regido
de prétons aromaticos, dois dubletes em 6,9 ppm (J=8,8 Hz) e 8,1 ppm(J=8,8 Hz),
os quais foram atribuidos para os prétons H-3’; H-5'e "H-2’; H-6'do anel B,
respectivamente. Os dois dubletes a 6,2 ppm (J=2,0 Hz) e a 6,4 ppm (J=2,0 Hz)
correspondem aos prétons H-6 e H-8 do anel A.

O espectro de °C-RMN (50 MHz) (fig. 43) permitiu confirmar a estrutura 45

através da atribuigéo de todos os carbonos presentes.
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Figura 41 - Espectro no Infravermelho do canferol em pastitha de KBr.
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3.3.3. Quercetina (3, 4’, §°, 5, 7-pentahidroxi-flavona) (GP 17/20-FVO)

A quercetina (GP 17/20-FV-0), outro flavondide da classe flavonol (46), foi
isolada da fragao n-butandlica (Materiais e Métodos p. 130-131) de frondes verdes
de outono. Apresentou-se como um cristal de coloragdo amarela, soluvel em
acetona e metano com ponto de fusdo 312-14°C. Foi identificada por comparagao
de seus dados espectrais de 'H-RMN, “C-RMN e Massas com uma amostra

auténtica e com dados da literatura.***®

(46)

A Tabela 10 mostra a atribuigdo dos sinais de 'H-RMN e de *C-RMN para a

quercetina em acetona deuterada, TMS como padrao interno de referéncia.

Tabela 10 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e de "°C-RMN (50 MHz) da quercetina em
acetona deuterada, TMS como padrao interno de referéncia.

(o]

3¢ (ppm) Su (PPM)

148,3

136,7

171,0

153,6

99,1 6,5 (d; J=1,8 Hz)
165,0

94,4 6,2 (d; J=1,8 Hz)
150,8

103,6

21,4

115,7 7.8 (d; J=1,8 Hz)
1458

150,4

116,2 7.0 (d; J=8,1 Hz)
118,8 7.7 (q; J=1,8; 8,1 Hz)

DOPXPNONALN

D ahwN =g
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A Figura 45 mostra o espectro no IV (pastilha de KBr), com bandas similares
ao espectro do canferol, indicando esqueleto flavonoidico. O espectro de 'H-RMN
(200 MHz), (fig.46) é bastante parecido com o espectro de canferol (fig. 42) porém
apresenta mais uma substiuicdo no anel aromatico, a qual se observa através do
desaparecimento do sinal referente ao préton H-3'. Isso pode ser comprovado pelo
espectro de ">C-RMN (50 MHz) (fig. 47) com o surgimento do sinal em 145,8 ppm
caracteristico de carbono oxigenado.
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Figura 45 - Espectro no Infravermelho de quercetina em pastilha de KBr.
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3.4 - Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do extrato hidro-alcodiico (aq. EtOH), das fragdes
n-Hexano (Hex), Hexano/Diclorometano (Hex/DCM), Acetato de Etila (AcOEt),
Metanol (MeOH) e dos compostos puros catequina e acido acetil aleuritélico
todos obtidos da casca de Croton urucurana, foram testados contra Staphylococus
aureus e Salmonella typhimurium e a Concentragao Inibitéria Minima (MIC) é

mostrada na Tabela 11.

Tabela 11 - Concentragao Inibitéria Minima (MIC) em mg/mL para o extrato hidroalcodlico,
frac6es e compostos isolados da casca do caule de C. urucururana.

Staphylococus aureus Salmonella typhimurium
mg/mL mg/mL
Extr.aq. EtOH 2,0 5,0
Fr. Hex . 3,5 ’ 6,0
Fr. Hex/DCM 0.8 4,0
Fr. AcOEt 4,0 40
Fr. MeOH 5,0 5.0
Catequina 1,0 1,0
Ac. Acetil Aleuritdlico 0,1 0,1

A analise da Tabela 11 mostra que o extrato aq. EtOH e as fragbes Hex e
Hex/DCM exibiram melhor atividade contra S. aureus que contra S. typhimurium. O
maior efeito inibidor foi observado para a fragdo Hex'DCM (0,8 mg/mL). S.
typhimufium foi resistente ao extrato hidro-alcodlico e a todas as fragbes num
intervalo de 4 a 6 mg/mL. Os resultados obtidos com os dois compostos puros
mostraram que a catequina, isolada da fragdo AcOEt, é dez vezes menos ativa que
o acido acetil aleuritdlico, isolado da fragcdo Hex'DCM contra S. aureus e S.
typhimurium. E interessante observar que, considerando a relagcdao entre
concentragcdo e atividade do acido acetil aleuritélico isolado da fragdo Hex/DCM,
torna-se claro que devera existir outro (s) compostos (s) nesta fragdo com boa
atividade contra S. aureus. A fracao Hex/DCM devera ser submetida a novos
estudos, na tentativa de se isolar outros compostos, que deverdo ser testados

quanto a atividade antibacteriana ¥’.
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3.5. Atividade antinociceptiva

Existem alguns critérios que devem ser observados quando se estuda uma
planta do ponto de viéta quimico-farmacolégico.

O primeiro, é observar que entre as indicagbes dadas na medicina popular
exista alguma relacionada com os estudos farmacoldgicos que se pretende efetuar
de forma a orientar o “screening” farmacologico do extrato. |

O segundo, é obter métodos simples para localizar e isolar os compostos
bioativos e determinar se esses compostos sdo responsaveis pela total atividade
dos extratos.

Estes objetivos nem sempre sé@o faceis de atingir, porque as plantas
geraimente apresentam mais de um composto ativo, e alguns deles em propor¢oes
muito pequenas podendo nao ser detectados.

Por outro lado é necessario verificar se os compostos encontrados sao ativos
quando administrados por via oral, tal como usados na medicina popular.

Desta forma, o efeito antinociceptivo de C. wrucurana como descrito na
medicina popular foi analisado através de dois modelos de dor: Modelo de dor
induzido pelo Acido Acético e Modelo de dor induzido pela Formalina com o intuito
de avaliar o potencial de atividade analgésica.

Os resultados (tab 12) demonstram que o extrato bruto, as fragbes
semipurificadas HEX/DCM, AcOEt e MeOH (1-200 mg/Kg, i.p.), administradas 30
min. antes do experimento, inibiram de forma significativa as contor¢des abdominais

provocadas pela injecdo intraperitoneal de acido acético em camundongos.

Tabela 12 - Efeito antinociceptivo do extrato bruto e fragcoes semipurificadas isolados de C.

urucurana no modelo de dor induzido pelo Acido acético.

Fragdes Dlso (mg/kg)® IM (%)°
Extrato bruto 20,0 (9,3-42,6) 97,0 +3
Fragdo HEX * *

Fragdo HEX/DCM 36,0 (28,1-46,5) 94,0 +3
Fragao AcOEt 20,5 (13,4-31,2) 78,0 +4
Fragao MeOH 12,2 (10,3-14,5) 99,9 +1

®Dlsp = Dose inibitdria a 50 %.
®IM = Inibigdo Maxima.
* Fracamente ativa
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A Tabela 13 mostr‘a",que os compostos catequina, galocatequina, acido acetil
aleuritélico e B-sitosterol-glicosideo (3-60 mg/kg, i.p.), administrados 30 min antes
dos experimentos, da mesma maneira que o extrato bruto e as fragdes

semipurificadas, inibiram, de maneira significativa, as contor¢gées abdominais.

L4

Tabela 13 - Efeito antinociceptivo dos compostos puros isolados de C. urucurana no
modelo de dor induzido pelo acido acético.

Composto DI 5 (mgl/kg) * IM (%) ®
Catequina 26,3 (22,9-30,2) 65,045
Gancafequina 12,0 (7,0-16,1) 75,03
Acido acetil aleuritdlico 21,6 (15,0-31,2) 76,0 £5
B-sitosterol-glicosideo 28,7 (23,9-33,2) 81.0+4 ,

“DI 55 = Dose Inibitdria a 50%.
®IM = Inibigio Maxima.

Os esterdides p-sitosterol e stigamasterol ja foram testados anteriormente por
nosso grupo e mostraram significativo efeito analgésico®.

Com relagédo ao efeito analgésico da catequina foi possivel observar que de
28,6 g da fragdo AcOEt foi isolado 412,9 mg de catequina, que representa 1/69 do
extrato total (424 g). |

A dose inibitéria a 50 % (Dlso) para a fragdo AcOEt correspondeu a 20,5
mg/kg (tab. 12); para a catequina, a dose inibitoria a 50 % (Dls) foi de 26,3 mg/kg
(tab. 13). Isto indica claramente a existéncia de um ou mais compostos que séo
mais ativos que a catequina. |

A galocatequina (45,9 mg), que representa 1/623 do extrato total, mostrou
uma atividade de 12 mg/kg (tab. 13), somente o dobro da fragdo AcOEt (tab. 12).
Isto mostra mais uma vez, que esta fragao contém um ou mais compostos, os quais
sdo mais ativos e nao foram detectados, ou entdo, a existéncia de um efeito
sinérgico desconhecido. Este problema tem sido observado em nosso grupo durante
o estudo de outras plantas.

O acido acetil aleuritélico, que mostrou uma dose inibitéria a 50 % (Dlso) de
21,6 mg/kg, também n&o explica a atividade mostrada pelo extrato.

E finalmente, com relagdo ao B-sitosterol-glicosideo (18 mg), isolado da
fracdo MeOH, obteve-se uma dose inibitéria a 50 % (Dls;) de 28,7 mg/kg a qual
novamente nao justifica a total atividade mostrada pelo extrato.
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Os compostos catequina, galocatequina, acido acetil aieuritdlico e B-
sitosterol-glicosideo também foram testados no modelo de Dor induzida pela injecdo
intraplantar de formalina.

Os resultados apresentados na Tabela 14 demonstram que 0os compostos
catequina, acido acetil aieuritdlico e p-sitosterol-glicosideo causaram efeito
analgésico significativo quando avaliados na dor neurogénica (primeira fase) e
inflamatéria (segunda fase), induzidas pela injecao intraplantar de formalina.

A galocatequina, foi efetiva em inibir ambas as fases da dor induzida pela
formalina, sendo que na primeira fase n&o foi possivel calcular sua DI 5o , pois sua
IM (%) foi de 47,0+4.

Na segunda fase sua IM (%) foi de 62,015 e sua DI 5, (mg/kg) foi de 15,1 (8,3-27,3).

Tabela 14 - Efeito analgésico da catequina, galocatequina, acido acetil aieuritdlico e B-
sitosterol-glicosideo isolados de C. urucurana no modelo de dor causado pela

formalina via intra-peritoneal.

Composto primeira fase segunda fase
Dlsg (Mmg/Kg) IM (%) Dlso (Mmg/Kg) IM (%)
catequina 42,0 (36,9-47,8) 58,0+4 31,0 (23,2-41,5) 72,0+3
galocatequina - 47,04 15,1 (8,3-27,3) 62,05
acido acetil aieuritélico 64,7 (42,8-97,8) 51,014 30,4 (22,8-40,6) 97,0+2
j-sitosterol-glicosideo 14,2 (9,6-21,1) 61,043 22,2 (22,3-39,4) 71,0£10

Cada grupo representa a média de 6-8 animais.

Os critérios quimico-farmacolégicos descritos neste trabalho demonstram
importantes propriedades antinociceptivas do extrato bruto, das fragées
semipurificadas e compostos puros isolados das cascas de C. urucurana %,

'No modelo de contorgbes induzidas pelo acido acético, que tem
relativamente pouca especificidade porém facil observagdo, o extrato bruto, as
fracbes semipurificadas e os compostos puros isolados de C. urucurana,
apresentam efeito antinociceptivo significativo quando administrados 30 min antes,
por via intraperitoneal. No entanto, é importante notar que enquanto no caso da
fragdo HEX/DCM o composto identificado poderia explicar a atividade do extrato, no
caso das fragées AcOEt e MeOH os compostos isolados ndo explicam a atividade

total observada. Este fato nos sugere a existéncia de outro ou outros compostos
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mais irhportantes, presentes em C. urucurana, que sdo mais ativos, mas nao foram
isolados, ou que existe um efeito sinérgico especial que requer pesquisa posterior.

A injecdo intraplantar de formalina, na pata posterior do animal, induz dor
caracterizada por lambidas, mordidas e sacudidas. Duas fases de dor podem ser
caracterizadas nesse modelo: uma fase inicial, que ocorre nos primeiros 5 min apés
inje¢d@o do irritante (formalina) e uma fase tardia persistente que vai dos 20 aos 30
min apoés a injecao do irritante. Os resultados obtidos, mostram que os compostos
isolados de C. urucurana foram efetivos em inibir ambaé as fases da dor induzida
por formalina. Também é importante determinar que compostos sdo ativos quando.
administrados oralmente, como na medicina popular, sob forma de chas e infusées
para obter uma real avaliagao cientifica do uso popular desta planta. Novos testes
estdo sendo feitos, a fim de esclarecer o (s) mecanismo de agdo antinociceptivo,
dos compostos isolados dessa espécie.
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3.6 - Atividade Alelopatica

Geralmente a atividade alelopatica € avaliada por meio de ensaios de
germinagao e de crescimento, podendo utilizar sementes de plantas silvestres ou
culturas.

As plantas nativas frequentemente tém um perfil de germinagédo mais longo,
para assegurar que algumas das sementes germinem em condi¢cdoes favoraveis,
tendo em vista as variagdes climaticas. Ja as culturas, tém a sua estratégia de
germinacgéo alterada para uma germinagdo maci¢ga por melhoramento genético e
facilidade de manejo.

3.6.1. - Bioensaios de Germinagao

3.6.1.1. Clidemia hirta (L.) D. Don

Os dados obtidos dos bioensaios preliminares, realizados com os extratos
aquosos de G. pectinata por CORTIZO 7’ foram submetidos ao modelo matematico

proposto por AN et al. *° e os resultados sdo apresentados a seguir:

Efeito dos extratos aquosos (8,66%) de rizoma (RIZ), fronde jovem (FJ), fronde
verde (FV) e fronde seca (FS), de G. pectinata sobre sementes de C. hirta em

trés estagdes do ano.

Ensaio 1: Primavera ( frondes e rizoma coletados em 8/12/94 e sementes de C. hirta
coletadas na mesma estacao).

Na Figura 49 observa-se o comportamento germinativo de C. hirta. Todos os
extratos de G. pectinata provocaram um nitido retardamento na germinagao, porém,
aumentaram significativamente o numero de sementes germinadas (tab. 15). O
extrato aquoso de FJ mostrou o maior retardo, iniciando a germinacao 14 dias apés
o controle, enquanto o extrato aquoso de FV apresentou 0 maior percentual de
sementes germinadas (89%).
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Figura 49 - Acao dos extratos aquosos (RIZ, FJ, FV, FS) de G. pectinata (Primavera) a

8,66% sobre sementes de C. hirta (Primavera), durante 89 dias.

Tabela 15 - Percentagens de germinagcéo de C. hirta submetida a bioensaios em trés

estacdes do ano sobre extratos aquosos de G. pectinata. Analise de variancia

e teste LSD.
Epoca do ano Primavera Outono Inverno
Espécie Sementes - Clidemia hirta Clidemia hirta Clidemia hirta
G. pectinata Extratos
Fronde Jovem 70,0b 61,5 ab 79,5 a
Fronde Verde 89,0c 77,5 bc 81,5a
Fronde Seca 79,5 bc 71,0 bc 77,5 a
Rizoma 78,0 bc 87,0 cd 78,0 a
Controle 43,0 a 540 a 71,0a

Numeros seguidos de mesma letra na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si a nivel de

5 %.
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Ensaio 2: Outono (frondes e rizoma coletados em 24/3/94 e sementes de C. hirta
coletadas na mesma estacao.

Da mesma forma como na primavera, as sementes submetidas aos extratos
aquosos apresentaram um estimulo da germinagao com relagao ao controle (tab.
15) mas somente os extratos de FJ e FV retardaram a germinacao em 22 e 15 dias,

respectivamente (fig. 50).
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Figura 50 - A¢ao dos extratos aquosos (RIZ, FJ, FV, FS) de G. pectinata (Outono) a 8,66%
sobre sementes de C. hirta (Outono), durante 133 dias.

Ensaio 3: Inverno (Frondes e rizoma coletados em 2/6/94 e sementes de C. hirta
coletadas em 24/3/94.

O comportamento germinativo de C. hirta no inverno (fig. 51) foi similar ao da
primavera e outono, embora a percentagem de sementes germinadas no controle
tenha sido superior (tab. 15). As sementes submetidas aos extratos aquosos de FJ

e FV iniciaram sua germinagao 10 dias apés o controle.
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Figura 51 - Agao dos extratos aquosos (RIZ, FJ, FV, FS) de G. pectinata (Inverno) a 8,66%

sobre sementes de C. hirta (Outono), durante 59 dias.

Analisando-se os resultados obtidos pdde-se observar que todos os extratos
aquosos apresentaram um comportamento bastante semelhante nas trés estagdes
ensaiadas.

A variacao observada no controle mostra que as sementes apresentam uma
dorméncia e que portanto os efeitos alelopaticos na natureza desta espécie sdo
efetivos apenas para as estagbes da primavera e outono. Esta dorméncia é
possivelmente quebrada pela agao de aleloquimicos concentrando a germinagao, o
que pode representar para C. hirfa uma perda do estoque de sementes que
naturalmente constituiriam um banco de sementes ' para germinacao futura.

Nos diferentes extratos aquosos ensaiados nas trés estagées pode também
ser observado um nitido mecanismo de retardo no tempo requerido para a
germinagao o que em termos ecol6gicos pode resuitar em menor probabilidade do
estabelecimento da plantula .

O estimulo causado nestas circunstancias nao necessariamente confere uma

vantagem para a espécie alvo em condi¢des naturais.
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Do ponto de vista sazonal, como observado para Pteridium aquilinum® - |

também G. pectinata manteve a producao de aleloquimicos nas partes vegetais
estudadas.

Com base nos resultados obtidos com os extratos aquosos e prosseguindo
na investigacao do principio responsavel pelos efeitos observados, foram realizados
bioensaios com as fragdes n-butandlicas. Os resultados obtidos estdo mostrados

abaixo:

Efeito das fragdoes n-butandlicas de Frondes Jovens (FJ) e Frondes Verdes
(FV) de G. pectinata nas estagdes da Primavera, Outono e Inverno sobre

sementes de C. hirta.

Ensaio 4 : Efeito das fragbes n-butandlicas de Frondes Jovens (FJ) e Frondes
Verdes (FV) (3,84 %) nas estagbes da primavera, outono e inverno sobre sementes
de C. hirta coletadas na primavera.

Para ambas as frondes e estagbes ensaiadas pdde ser observado um nitido
estimulo (caracterizado pela quebra de dorméncia) na germinagao de C. hirta (fig.
52) sendo mais significativo para os extratos de FJ e FV de primavera (tab. 16).

Tabela 16 - Percentagens de germinagao de C. hirta submetida a fragdes n-butandlicas de
G. pectinata (3,84 %) em trés estagdes do ano. Teste de comparagao de duas
propor¢cdes sobre duas amostras independentes.

Epoca do ano Primavera Outono Inverno
Espécie Sementes — Clidemia hirta” | Clidemia hirta | Clidemia hirta
G. pectinata Extratos |
Controle 45,0 a - -
FJ 87,5 bc 81,0 bc 84,0 bc
FV 87,5 bc 84,5 bc 82,5 bc

Numeros seguidos de mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si a nivel de
5 %.

* As sementes de C. hirta usadas neste bioensaio foram coletadas na Primavera.
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Figura 52 - Agéo das fracées n-BuOH de FJ e FV de G. pectinata (3,84%) de Primavera,
Outono e Inverno sobre sementes de C. hirta de Primavera, durante 100 dias.

Neste bioensaio, pdde ser observado um comportamento de antecipagdo com
relacao ao tempo de germinacgéo, contrario ao observado nos extratos aquosos. A
taxa de germinacgao final, porém, apresentou o mesmo perfil observado nos extratos
aquosos. Novamente fica caracterizada uma alteragdo do comportamento
germinativo natural desta espécie pela interferéncia de substancias quimicas
(possiveis agentes alelopaticos) "'

Prosseguindo na busca do principio ativo responsavel pelos resultados até
entdo observados, procedeu-se a investigacao fitoquimica da fracdo n-BuOH de
frondes verdes de outono (FV-O) que rendeu dois flavondides: canferol e

quercetina, dos quais testou-se a mistura e cada um separadamente.

Efeito da mistura de flavondéides (canferol + quercetina) e de quercetina e

canferol sobre sementes de C. hirta.
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Ensaio 5: Efeito da mistura de flavondides (canferol/quercetina, C-Q 50:50; 0,48%)
sobre sementes de C. hirta coletadas na primavera e no inverno.

Neste bioensaio péde ser observado uma antecipacao de 17 dias em relacao
ao controle. (fig. 53) e um estimulo de 104% para as sementes de C. hirta coletadas

na primavera e 65,5% para o inverno (tab. 17).
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Figura 53 - Efeito da mistura (canferol/quercetina, CQ) a 0,48% sobre sementes de C. hirta
coletadas no inverno (CQ-l) e primavera (CQ-P). Para o controle foram usadas
sementes coletadas na primavera.

Tabela 17 - Percentagem de germinacdo de Clidemia hirta coletadas na primavera e
inverno submetidas a mistura de flavonoides (0,48%). Teste de comparagao
de duas propor¢des sobre duas amostras independentes ao nivel de
significancia 5%.

Controle CQ-Inverno CQ-Primavera

45,0 a 745b 92,0c
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Ensaio 6: Efeito da quercetina nas concentracdes: 1,25x10™ Molar, 1,58x102 Molar,
7,90x10° Molar e 9,7x10™ Molar sobre sementes de C. hirta coletadas no veréo
(sementes desta estacao tém a taxa final de germinagéo similar a primavera).

Neste bioensaio (fig. 54, tab. 18) pode ser observado que para as trés
menores concentragdes houve estimulo na germinacgao de C. hirta. Este, porém, foi
inferior aquele observado para a mistura dos dois flavonoides.

Com relacao ao tempo (dias) requerido para a germinacdo ndo houve
mudangas quando comparado ao controle. Porém, se observou que o nimero de
sementes germinadas diariamente (submetidas a quercetina), foi superior,
especialmente para a concentracao de 1,58x10 Molar. Estes resultados diferem do
observado para a mistura de flavonoides, onde houve uma antecipacédo de 17 dias

comparado ao controle.
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Figura 54 - Efeito da quercetina sobre sementes de C. hirta coletadas no veréo.

Tabela 18 - Percentagem de germinagao de Clidemia hirta coletadas no verao submetidas

a quercetina em diferentes concentragdes.

Controle 1,26x10” Molar | 1,58x10” Molar | 7,90x10™ Molar | 9,70x10™ Molar

50,0 49,5 56,5 57,5 72,5
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Ensaio 7: Efeito do canferol (9,7x1 g Molar) sobre sementes de C. hirta de verao.

Neste bioensaio pdde ser observado que o canferol apresentou um perfil de
germinagdo bastante similar ao apresentado pelo controle (fig. 55). Cabe ressaltar
que a concentragdo usada foi a mesma em que a quercetina apresentou o maior
estimulo na germinagéo.
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Figura 55 - Efeito do canferol (9,70x10™ Molar) sobre sementes de C. hirta.

Considerando o efeito de cada flavonoide em separado e na mistura pode-se
observar que : a quercetina estimulou a germinagdo (45,0%) para a menor
concentracao ensaiada; o canferol apresentou um perfil similar ao controle; e a
mistura dos dois flavonoides estimulou a germinacao em 104,0% para sementes de
C. hirta coletadas na primavera e 65,5% para as de inverno.

Logo, o estimulo observado com a mistura dos flavonoides, pode ser
decorrente de um efeito sinergistico proveniente da combinacao de algumas ciasses
de compostos “°. Como tais combinacées de compostos agem a nivel celular ainda
nao se tem conhecimento “° .
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Prosseguindo na avaliagdo do potencial de atividade bioldégica dos
compostos puros foram realizadas modificacbes estruturais na quercetina na
procura de um conhecimento da relagao estrutura-atividade deste composto em

ensaios de germinagéao com C. hirta.

da ¢ metilada sobre sementes de C. hirta coletadas

Ensaio 8: Efeito da quercetina acetilada nas concentracdes: 1,58x10” Molar,
7,90x10™ Molar, 9,70x10™ Molar e 5,0x10™ Molar sobre sementes de C. hirta de
verao.

Neste bioensaio péde ser observado que com o aumento da concentragdo da
quercetina acetilada houve um aumento na taxa de germinagao final de C. hirta (fig.
56). Estes resultados sdo contrarios aos observados para a quercetina que na
menor concentracgao (9,7 x10 * Molar) resultou em uma germinacédo de 72,5%, isto

€, a maior taxa de germinacao final.
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Figura 56 - Efeito da quercetina acetilada sobre sementes de C. hirta de verao.
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Ensaio 9: Efeito da quercetina metilada nas concentragdes: 1,58x10° Molar,
7,90x10° Molar, 9,70x10™ Molar e 5,0x10™ Molar sobre sementes de C. hirta de
verao.

Neste bioensaio pdde ser observado um estimulo (17,8%) na germinagao
para a maior concentragao (1,58x10 2 Molar), enquanto que para as concentracdes
menores, houve reducao de até 28,7% (5,0x10 Molar) na germinagdo, quando
comparada ao controle (fig. 57).
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Figura 57 - Efeito da quercetina metilada sobre sementes de C. hirta de verao.

No bioensaio realizado com a quercetina acetilada (ensaio 8), pdéde-se
observar que na maior concentracdo (1,58x10” Molar) ensaiada ocorreu a maior
taxa de germinagéo (89,0%), sendo similar ao observado com a mistura dos dois
flavondides.

Com a quercetina metilada (ensaio 9) a maior concentracdo ensaiada
(1,58x10 Molar) causou um estimulo de apenas 17,8%, quando comparada ao
controle.

Os resultados obtidos até o momento com C. hirta, sugerem que o0s

flavondides, ja isolados de outros vegetais e com atividade alelopatica
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comprovada®, sdao ao menos parcialmente, os responsaveis pelos efeitos
observados. Esses efeitos foram mais acentuados quando se testou a mistura dos
dois flavonoides (canferol/quercetina), o que sugere um efeito sinergistico destes
metabdlitos. Efeitos similares também foram obtidos com a quercetina acetilada.

Na sequéncia dos experimentos, com o intuito de analisar os efeitos desses
principios ativos sobre sementes de uma cultura foram realizados ensaios com
74,75

Lactuca sativa var. Grand Rapids, ja utilizada por outros autores

Inicialmente, realizou-se um bioensaio em varias concentragdes.
3.6.1.2. Lactuca sativa var. Grand Rapids

Ensaio 10 : Efeito das fragdes n-butandlicas de Frondes Jovens de Outono (FJ-O)
nas concentragdes de 0,24%; 0,48%; 0,96 %; 1,91 %; 3,84 %; 5,76 %; 7,68 % sobre
sementes de L. sativa, variedade Grand Rapids.

Neste bioensaio, houve um nitido retardo na germinacdo para todas as
concentragbes ensaiadas (fig. 58). A taxa de germinacdo final foi menor

(significativa) para as concentragdes acima de 0,96%(tab. 19).
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Figura 58- Efeito das fracdes n-BuOH de FJ-O de G. pectinata sobre sementes de L. sativa
var. Grand Rapids.
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Tabela 19 - Percentagens de germinacao de L. sativa submetida a fragcdes n-butandlicas
de G. pectinata (frondes jovens de outono). Teste de comparagéo de duas

propor¢cdes sobre duas amostras independentes.

Concentragdes das controle 0,24 0,48 0,96 1,91 3,84 5,76 7,68
fragoes ( %)

96,5 a 97,5a | 96,5a | 950a | 91,0b | 90,0b | 825c | 78,0d

Numeros seguidos de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si a nivel de 5 %.
g

Com base nos resultados obtidos, fez-se a opg¢ao pela concentragéo

intermediaria de 3,84 % para os bioensaios seguintes.

Ensaio 11 :Efeito das fracbes n-butandlicas de Frondes Jovens (FJ) e Frondes
Verdes (FV), 3,84 % nas estacbes da primavera, outono e inverno sobre sementes
de L.sativa var. Grand Rapids.

Neste bioensaio, foi observado um retardo na germinacao para todas as
fracbes ensaiadas (fig. 59). A taxa de germinacao diaria e final foi menor para
ambas as frondes e todas as estac¢des (tab. 20), sendo mais significativa para as
FJ-1.
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Figura 59 - Efeito das fragées n-BuOH de Fj e FV de G. pectinata (3,84%) de primavera,

outono e inverno sobre sementes de L. sativa, var. Grand Rapids.
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Tabela 20 - Percentagens de germinagao de L. sativa submetida a fragées n-butandlicas

de G. pectinata (3,84 %) em trés estacdes do ano. Teste de Comparagao de

duas propor¢des sobre duas amostras indepentes.

Epoca do ano

Primavera Outono Inverno
Espécie Sementes — L. sativa L. sativa L. sativa
G. pectinata extratos |
FJ 88,0 b 90,0 b 74,0d
FV 98,5 a 96,0 c 98,0 a

A percentagem de germinagao do Controle foi de 100,0 % a.

Numeros seguidos de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si a nivel de 5 %.

Ensaio 12: Efeito do canferol (1,67x10 ?Molar) sobre sementes de L. sativa

Neste bioensaio pode ser observado que o canferol, na concentragcao

ensaiada, nao interferiu no processo de germinagao de L. sativa (fig. 60).

%GERMNAGAO

Figura 60 - Efeito do canferol sobre sementes de L. sativa var. Grand Rapids.
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Ensaio 13: Efeito da quercetina nas concentracdes: 1,58x10 2 Molar, 7,90x10

Molar, 9,70x10 * Molar, 5,00x10 * Molar sobre sementes de L. sativa var. Grand

Rapids.



104

Neste bioensaio (fig. 61, tab. 21) péde ser observado que a quercetina nao

exerceu nenhuma influencia sobre o perfil de germinagao de L. safiva
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Figura 61 - Efeito da quercetina sobre sementes de L.sativa var. Grand Rapids.

Tabela 21 - Percentagem de germinacdo de L. sativa submetida a quercetina em
diferentes concentragbes. Teste de comparacdo de duas proporgdées sobre
duas amostras independentes.

Controle 1,68x10”° Molar | 7,90x10° Molar | 9,70x10* Molar | 5,00x10™ Molar

97,0a 99,0 a 98,0 a 98,0 a 98,0 a

Numeros seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a nivel de 5%.

Fazendo-se uma analise dos resultados obtidos com a fracdo n-BuOH de FJ
e FV (nas trés estagbes ensaiadas) pdde-se observar que houve um retardo no
tempo requerido para a germinagcao e também uma reducdo da taxa final de
germinagdo. O mesmo ndo ocorreu com canferol e quercetina, isolados da fragdo n-
BuOH, os quais nao interferiram no perfil germinativo desta espécie.

Como procedido com C. hirta, as sementes de L. sativa var. Grand Rapids

também foram submetidas a ensaios com quercetina acetilada e metilada na
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procura de um conhecimento da relagao estrutura-atividade deste composto em

ensaios de germinacéo.

Ensaio_14: Efeito da quercetina acetilada nas concentragées: 1,58x10 ? Molar,
7.90x10  Molar, 9,70x10 ™ Molar e 5,0x10 * Molar sobre sementes de L. sativa.

A acetilacao da quercetina praticamente nao exerceu influéncia no processo

de germinacgao de L. sativa (fig. 62, tab. 22)

100 = &—¢ g-—9 9

80
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o4 p>on

DIAS

Figura 62 - Efeito da quercetina acetilada sobre sementes de L. sativa var. Grand Rapids.

Tabela 22 - Percentagem de germinacao de L. sativa submetida a quercetina acetilada em

diferentes concentragdes. Teste de comparagdo de duas proporgdes sobre
duas amostras independentes.

Controle 1,68x10” Molar | 7,90x10” Molar | 9,70x10” Molar | 5,00x10* Molar
97.0a 975a 98,0 a 98,5a 100,0 a

Numeros seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a nivel de 5%.
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Ensaio_15: Efeito da quercetina metilada nas concentragdes: 1,58x10 ? Molar,
7,90x10  Molar, 9,70x10 * molar e 5,0x10 ™ Molar sobre sementes de L. sativa.

Da mesma forma como para a quercetina acetilada, a quercetina metilada
nao alterou, pelo menos de forma significativa, o processo de germinagéao de L.
sativa (fig. 63, tab. 23)
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Figura 63 - Efeito da quercetina metilada sobre sementes de L. sativa Grand Rapids.

Tabela 23 - Percentagem de germinacao de L. sativa submetida a quercetina metilada em

diferentes concentragées. Teste de comparagdo de duas propor¢des sobre

duas amostras independentes.

Controle 1,68x10” Molar | 7,90x10™ Molar | 9,70x10” Molar | 5,00x10™ Molar

97,0 a 100,0 a 98,0 a 98,0 a 98,0 a

Numeros seguidos de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si a nivel de 5%.
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Prosseguindo a busca do principio ativo, procedeu-se a investigacdo
fitoquimica da fragcdo n-BuOH de frondes jovens de outono (FJ-O) que rendeu o

acido siquimico, o qual também foi testado sobre sementes de L sativa.

Ensaio 16: Efeito do acido siquimico nas concentracdes: 1x1 07 Molar, 1x10™ Molar,
1x10™ Molar e 1x10™° Molar sobre sementes de L. sativa.

Neste bioensaio péde ser observado uma reducao (10%) na taxa final de
germinagao para a maior concentracdo ensaiada (tab. 24, fig. 64). Este resultado foi
similar ao observado com a fragao n-butandlica de frondes jovens de outono
(Ensaio 11).

Tabela 24 - Percentagem de germinacao de L. sativa submetida ao acido siquimico em
diferentes concentragbes. Teste de comparagdo de duas propor¢des sobre
duas amostras independentes.

Controle 10 Molar 10™ Molar 10™ Molar 10 Molar
95,0a 855b 86,0 b 88,5b 89,5a

Numeros seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a nivel de 5%.
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<& Acido siquimico 10 ° Molar
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J
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Figuar 64 - Efeito do acido siquimico sobre sementes de L. sativa var. Grand Rapids.
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Os resultados obtidos com a quercetina acetilada e metilada sugerem que a
atividade bioldgica avaliada através da germinagao de L. safiva var. Grand Rapids
nas concentragcbes ensaiadas praticamente nao variou com modificagées da
estrutura.

Para STENLID e colaboradores'® que trabalharam com mitocondrias
provenientes de hipocoétilos de pepino (Cucumis sativus), pequenas alteracées na
estrutura dos flavondides ensaiados causaram mudangas na atividade bioldgica
avaliada (inibicao da formagao de ATP na mitocondria das plantulas).

Para ELLIGER e colaboradores'® que testaram 42 flavondides como
inibidores do crescimento da larva Heliothis zea, moléculas com diferentes
polaridades mantiveram a mesma atividade.

Comparando os resultados das fragdes n-butandlicas de frondes jovens e
verdes de G. pectinata a 3,84% (Ensaio 11) com os resultados dos compostos puros
(canferol e quercetina) e também das quercetinas modificadas observa-se que estes
metabdlitos sozinhos e nas concentragbes ensaiadas ndo devem ser os
responsaveis pela inibicdo na germinagao de L. sativa.

O acido siquimico foi o composto que maior inibicdo causou a germinagao de
L. sativa, embora esta inibicdo nao tenha sido tdo expressiva como observada para
a fragao n-butandlica de frondes jovens de inverno (tab. 20).

Analisando-se de forma geral os resultados obtidos com as duas espécies

alvo, pode-se inferir que G. pectinata apresenta pelos nossos resultados trés

. principios ativos: canferol e quercetina que parecem agir de forma sinergistica na

germinacao de C. hirta e o acido siquimico que mostrou inibigao para a germinagéo
de L. sativa var. Grand rapids.

Do ponto de vista ecoldgico, esses resultados vao de encontro ao observado

na natureza onde G. pectinata forma comunidades quase que puras *.

Além dos ensaios de germinagdo pode-se também usar ensaios de
crescimento e desenvolvimento de plantas para demonstrar a atividade alelopética.
Nestes ensaios avalia-se o potencial de atividade alelopatica através da medida do

hipocétilo e radicula.
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3.6.2. - Bioensaios de Crescimento

Efeito das fragdes n-butandlicas e dos compostos puros, isolados de G.

pectinata sobre o alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa.

Ensaio 17: Efeito da fracao n-butanodlica de Fronde Jovem de Outono em diferentes
concentragdes sobre o alongamento do hipocétilo e da radicula de L. sativa.

Neste bioensaio pbéde ser observado uma acentuada diminuicdo no
comprimento do hipocétilo e especialmente da radicula, a medida que se aumentou
a concentracao, (fig. 65, tab. 25). Além da variacdo no comprimento do hipocétilo e
da radicula observou-se também uma mudanga na morfologia das plantulas como,
tortuosidade das radiculas, mudanca de coloracao no apice (de branca a marron) e

auséncia de pélos absorventes (fig. 66).
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Fracdes n-butandiicas de FJ-O

Figura 65 - Efeito de G. pectinata sobre o alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa

var. Grand Rapids.
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Tabela 25 - Efeito da fragdo n-butandlica de Fronde Jovem de Qutono em diferentes

concentracdes sobre o alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa.

Concentragao(%) Radicula (mm) Redugao (%) Hipocétilo (mm) Redugéao (%)
Controle 19,5 - 9,6 -
0,24 14,2 27,2 8,2 14,6
0,48 11,6 40,5 6,1 36,5
0,96 10,7 452 6,8 29,2
1,91 9,1 53,4 6,0 37,5
3,84 7,9 59,5 4,7 51,1
5,76 4,1 78,2 2,9 69,8
7,68 2,5 87,2 2,6 73,0

CONTROLE

(LHIIU\lx\HlIlIlIl‘llll‘H!lell!!ll\iill]lllg‘\lll\lHé‘llii[llll\llll\\\\t\}‘

Figura 66 - L. safiva var. Grand Rapids submetida a fragcbes n-BuOH de FJ e FV de G.

pectinata (3,84%) em trés estagbes do ano.
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Ensaio 18: Efeito das fragcées n-butanolicas (3,84%) das Frondes Jovens e Frondes
Verdes em trés estagdes do ano (primavera, outono e inverno) sobre o alongamento
da radicula e hipocétilo de L. sativa.

Neste bioensaio péde ser observado uma reducdo no comprimento do
hipocétilo e da radicula especialmente aqueles submetidos as fragdes n-BuOH de
Frondes jovens de primavera. (fig.67, tab.26). Também foram observadas
modificagdes na morfologia da plantula como ocorrido no ensaio anterior.

Sendo a primavera uma estacdo de ativagcdo do metabolismo (germinagao e
crescimento), ressalta-se a importante acdo desta fragao sobre o sistema radicular,
com possiveis efeitos de prejuizo das espécies sob influéncia direta destes

principios ativos.
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Figura 67 - Efeito das frag6es n-BuOH de frondes jovens e verdes de G. pectinata (3,84%)

sobre o alongamento da radicula e hipocoétilo de L. sativa var. Grand Rapids.
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Tabela 26 - Efeito das fragGes n-butandlicas (3,84%) de Frondes Jovens (FJ) e Frondes

Verdes (FV) em trés estagdes do ano: Outono (O), Inverno (I) e Primavera (P),

sobre o0 alongamento da radicula e hipocotilo de L. sativa.

Fracoes Radicula (mm) Redugao (%) Hipocétilo (mm) Reducgao (%)
Controle 37,1 - 8,4 -

FJ-O 7,9 59,5 47 51,1

FJ-I 11,4 69,3 4,6 45,2

FJ-P 3,3 91,1 1,8 78,6

FV-O 14,7 60,4 52 38,1

FV-I 12,5 66,3 44 47,6

FV-P 12,9 65,2 4,3 48,8

Ensaio 19: Efeito do canferol (1,67x10? Molar) sobre o alongamento da radicula e

hipocétilo de L. sativa.

O canferol, na concentragdo ensaiada nao exerceu influéncia sobre o

crescimento da radicula e hipocoétilo (fig. 68).

observados para a germinacgao (Ensaio 12).
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Figura 68 - Efeito do canferol (1,67x102Molar) sobre o alongamento da radicula e

hipocétilo de L. sativa.
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Ensaio 20: Efeito da quercetina em diferentes concentragdes sobre o elongamento

da radicula e do hipocétilo de L. sativa.

Embora no ensaio de germinacdo (Ensaio 13) a quercetina n&o tenha

exercido influéncia na taxa final de germinacdo, neste bioensaio péde ser

observado uma redugdo no comprimento da radicula (tab. 27), especialmente na

concentragdo 7,9x10° Molar (16,7%). Quanto ao comprimento do hipocotilo para as

duas concentragcdes menores foi observado um aumento no comprimento do

hipocotilo, especialmente para a concentragéo 5,0x1 0™ Molar (50,7%) (fig. 69).

Tabela 27 - Efeito da quercetina em diferentes concentragdes sobre o alongamento da

radicula e hipocétilo de L. sativa var. Grand Rapids.

Concentragao Radicula (mm) Reducgao Hipocétilo (mm) | Redugdo/Aumento
Controle 43,9 - 6,9 -
1,58x10™ 41,8 48 6,6 4,4
7,90x10° 36,6 16,7 5,9 14,5
9,70x10™ 37,0 15,8 10,1 46,3
5,00x10™ 39,3 10,5 10,4 50,7

Concentragdo em Molaridade; Redugdo/Aumento em %.
B3 Npoetic

Comprimento da radicula e hipocétilo (mm)
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Figura 69 - Efeito da quercetina sobre o alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa

var. Grand Rapids.
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Ensaio 21: Efeito da quercetina acetilada em diferentes concentracdées sobre o

alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa.

A quercetina acetilada provocou redugdo no crescimento da radicula e

hipocotilo, especialmente da radicula, 54,5% (tab. 28, fig. 70). Este efeito foi bem

mais pronunciado do que o observado para a quercetina. Quanto ao hipocétilo,

também houve reducgéo de 21,8% do comprimento na mesma concentragao.

Tabela 28 - Efeito da quercetina acetilada em diferentes concentragdes sobre o

alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa var. Grand Rapids.

Concentragao (M) Radicula (mm) Reducao (%) Hipocétilo (mm) Reducgao (%)
Controle 45,0 - 5,5 -
1,58x10™ 30,5 32,3 52 55
7,90x10 28,0 37,8 5,1 7.3
9,70x10™ 26,0 422 53 37
5,00x10™ 20,5 54,5 43 21,8
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Figura 70 - Efeito da quercetina acetilada sobre o alongamento da radicula e hipocétilo

de L. sativa var. Grand Rapids.
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Ensaio 22: Efeito da quercetina metilada em diferentes concentragcdes sobre o
alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa.

Neste bioensaio pdde ser observado uma redugcdo no crescimento da
radicula (tab. 29, fig. 71) para todas as concentracdes, especialmente para a
concentragdo 1,58x10” Molar (48,5%). No crescimento do hipocétilo foi observado
uma reducdo de 24% para a menor concentracdo ensaiada (5,0x10* Molar)
enquanto que nas concentragées 7,9x1 0 Molar e 9,7x10™ Molar foi observado um

estimulo de 4% e 10% respectivamente.

Tabela 29 - Efeito da quercetina metilada em diferentes concentragdes sobre o

alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa Var. Grand Rapids.

Concentragao Radicula (mm) Redugao Hipocétilo (mm) Redugao/Aumento
Controle 47,5 - 5,0 -

1,58x10* 24,5 48,5 4,3 14,0

7,90x10°° 32,0 32,7 52 4,0

9,70x10" 355 25,3 5,5 10,0

5,00x10™ 35,0 26,2 3,8 24,0

Concentragdo em Molaridade; Redugdo/Aumento em %.
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Figura 71 - Efeito da quercetina metilada sobre o alongamento da radicula e hipocétilo de

L. sativa var. Grand Rapids.
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Ensaio 23: Efeito do acido siquimico em diferentes concentragcées sobre o
alongamento da radicula e hipocétilo de L. sativa.

O Aacido siquimico estimulou o crescimento da radicula para todas as
concentragdes (tab. 30, fig. 72), especialmente para a maior concentragdo ensaiada
(73,6%). No crescimento do hipocétilo foi observado um pequeno estimulo nas trés
maiores concentragées, enquanto que para a menor concentragao (10‘5 Molar)

houve uma redugéao no comprimento do mesmo de 40,5%.

Tabela 30 - Efeito do acido siquimico em diferentes concentragdes sobre o alongamento

da radicula e hipocétilo de L. sativa var. Grand Rapids.

Concentracado (M) | Radicula (mm) Aumento Hipocétilo (mm) Aumento/Reducao
Controle 20,5 - 10,0 -

10 35,6 73,6 10,5 6,0

10° 28,5 39,0 10,5 6,0

10* 24,5 9,5 10,7 8,0

10° 21,0 2,4 5,9 40,5

Aumento/Reducdo em %
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Figura 72 - Efeito do acido siquimico sobre o alongamento da radicula e hipocétilo de L.
sativa var. Grand Rapids.
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Como observado por INDERJIT e DAKSHINI ™ quercétina e quercitrina
isolados das folhas e solo de Pluchea lanceolata inibiram o crescimento de
plantulas (radicula e hipocétilo) de Asparagus bean. Também a mistura (equimolar)
dos dois flavondides inibiu o crescimento da radicula e ‘hipocétilo para
concentragdes de 10™ e 10”° Molar.

O efeito da quercetina acetilada, metilada e acido siquimico sobre o
crescimento da radicula e hipocétilo foi mais efetivo do que sobre a germinagao de
L. sativa var. Grand Rapids. _ _

A inibicdo no crescimento de plantulas, sob acdo alelopatica, db ponto de
vista ecol6gico, € um mecanismo mais eficiente de sele¢do do que a inibicdo da
germinagao. Isto porque a deséendéncia seria eliminada por morte dos individuos,
desparecendo o DNA competidor, ou, nos casos mais severos, por retardamento do

crescimento ou da germinagao '%*'%

A elucidagdo do mecaniémo de acdo dos aleloquimicos que alteram o
processo de germinagao e crescimento de plantas tem sido um desafio continuo e
dificil.

Na tentativa de determinar este mecanismo, procedeu-se a analise
histolégica da radicula e hipocétilo de L. sativa var. Grand Rapids.

3.6.3 - Analise histolégica

3.6.3.1 - Analise histolégica da radicula de L. sativa var. Grand Rabids sob
influéncia das fragdes n-butandlicas de Frondes Jovens e Verdes de G.

pectinata em trés ‘estagées do ano.

Na analise histolégica procedeu-se a identificagdo e mensuragao das células
parenquimaticas (cértex) desprezando-se as células da epiderme e da regiao
vascular (fig. 73).

Os resultados obtidos no bioensaio com células parenquimaticas da radicula
de L. sativa var. Grand Rapids estao apresentados na Tabela 31. -
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Figura 73 - Células parenquimaticas do hipocétilo de L. sativa var. Grand Rapids
submetidas a fragdes n-butandlicas de frondes jovens de primavera de G.
pectinata, vistas através de camara clara A8x11 acopiada ao microscopio
“Zeis”.

Tabela 31 - Analise histolégica da radicuila de L. sativa var. Grand Rapids submetida a
- fragdes n-butandlicas de frondes jovens e verdes de G. pectinata nas estagbes
do outono, inverno e primavera. Analise de Varidncia ANOVA one-way.

Fragdes Medidas do comprimento das células
parenquimaticas (um)

Controle 64,928 a

FJ-I 69,907 a

FJ-P 66,966 a

FVv-O 46,275 b

FV-i 133,931 ¢

FV-P 66,514 a

Nuamero de células medidas: 34
Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si a nivel de
5% para Tukey.
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A analise da Tabela 31 mostra uma diferenga significativa no comprimento
medio das células da radicula de L. sativa submetidas as fragcGes n-butandlicas de
FV-O e FV-I, quando compéradas ao controle. Por outro lado, as células da radicula
de L. sativa submetldas as fracbes n-butandlicas de FJ le FJ -P ndo mostraram

reag;ao aos efeltos dos metabdlitos presentes nestas fragoes

Novamente fica caracterizado que a espécie alvo (L. sativa) sofreu influéncia
dos metabdlitos presentes nas fragdes n-butandlicas de frondes jovens e verdes de
G. pectinata nas diferentes concentragoes e estagdes estudadas.

Estes resultados podem estar relacionados a uma alteragdo do balango
hormonal, isto é, estimulo no metabolismo do AIA (Acido Indol Acético) ou de
compostos analogos que favorecem um alongamento da célula.

Quando os resultados obtidos com os bioensaios histolégicos sao
comparados aqueles relativos ao comprimento médio da radicula (tab. 26), observa-
se que embora o comprimento da radicula de plantulas de L. sativa submetidas as
fragdes n-butandlicas de FV-I, tenha sofrido uma reduc¢ao de 66,3% comparado ao
controle, o comprimento médio das células parenquimaticas da radicula sofreu um
aumento significativo, o que indica uma inibigéo da divis&o celular (mitose). Nestas
circunstancias pode-se interpretar o fenémeno do alongamento celular como uma
estratégia de compensagdo a esta inibicdo das divisbes celulares, visando
minimizar o impacto negativo do comprometimento do desenvolvimento normal da
radicula. Os dados mostram que tal estratégia minimiza apenas em parte este
efeito, ja que o comprimento médio do 6rgdo mostra ainda uma redugao
significativa.

Estudos anatdbmicos e histoquimicos tém mostrado que metabdlitos
secundarios (aleloquimicos) afetam o alongamento celular e a divisdo celular que
s&o fases essenciais para o desenvolvimento de uma planta. As células da radicula
e do hipocoétilo de plantas expostas a substancias alelopaticas podem sofrer

alteragdes em relacdo ao comprimento e ao volume '*
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3.6.3.2 - Analise histolégica do hipocétilo de L. sativa var. Grand Rapids sob
influénecia das fragdes n-butandlicas de frondes jovens e verdes de G.

pectinata em trés estagdes do ano.

Fazendo-se uma andlise da Tabela 32 pode-se observar uma diferenga
significativa no comprimento médio das células do hipocétilo de L. sativa
submetidas as fragées n-butandlicas de FJ-I e FJ-P, quando comparadas ao
controle, por ex., 41,852 um (FJ-P) x 60,403 um (controle). O comprimento médio
das celulas do hipocétilo de L. sativa submetidas as fragbes n-butandlicas de

Frondes Verdes nao sofreu alteragao significativa.

Tabela 32 - Analise histolégica do hipocétilo de L. sativa var. Grand Rapids submetida a
fragdes n-butandlicas de frondes jovens e verdes de G. pectinata nas estagées
do outono, inverno e primavera. Andlise de Variancia ANOVA one way.

Fragoes Medidas do comprimento das células
parenquimaticas (um)

Controle 60,403 a

FJ-I ' 42,303 b

FJ-P " 41,852b

Fv-l 61,987 a

FV-O 60,856 a

FVv-P ’ 52,505 a

Numero de medidas=34
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente a nivel de 5% para Tukey.

Comparando-se estes resultados com aqueles obtidos na medida do
hipocétilo (tab. 26) onde o hipocdtilo de plantulas de L. sativa submetidas a FJ-P
apresentou uma reducao de 78,6% e também na medida do comprimento médio das
células do hipocétilo de L. sativa submetidas a FJ-P se observou o encurtamento
mais significativo.

Observa-se uma diferenca extremamente significativa no comprimento médio
do 6rgéo, que é cerca de 5 vezes mais longo no controle. A diferenga observada no

comprimento médio das células é também significativa, contudo, quando comparada
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a diferenga de comprimento total do 6érgéo, observa-se que esta € bem menor; no
controle o comprimento médio das células € cerca de 1,4 vezes maior. Pode-se
deduzir que o efeito inibidor das divisbes mitdticas € aqui também preponderante,
porém nao se observa uma estratégia de compensagao, via alongamento celular
como constatado na radicula. Ao contrario, observa-se igualmente uma restricao no
alongamento celular. Em outros termos, pode-se inferir que a fragao n-BuOH de FJ-
P promove inibicdo da divisdo e do alongamento celular, condicionando uma
drastica redugao no comprimensto médio do hipocétilo.

Em termos de diregdo e velocidade de diferenciagao, a raiz € muito mais
simples do que o caule, pois neste caso ndo existe a complicagdo constituida pelas
folhas.'® Ainda segundo GEMMEL '® na raiz ocorre uma liberagido de grande
namero de metabdlitos da sua superficie, entre os quais pode-se destacar
alcaléides, vitaminas, auxinas, agucares, enzimas, que foram sintetizadas dentro da
raiz. Estas substéncias s&o liberadas principalmente no éapice, na zona de
alongamento e na zona dos pélos. Assim, a interagdo com tais metabdélitos pode
ocasionar reagbes com as substancias oriundas da fragdo n-BuOH de FJ-P,
alterando-a estrutural e qualitativamente, condicionando asssim um efeito diverso
do observado para o hipocétilo.

Outra hipétese que pode ser aventada, é a relagdo com o processo de
iniciagdo e diferenciagdo preliminar da raiz. Assim sendo, se fatores inibitorios
incidem igualmente em caule e raiz, € de se esperar que a planta
‘procure’neutralizar ou minimizar tal efeito, inicial e preponderantemente nas raizes.
Tal comportamento reflete um carater adaptativo claro, visto que toda a
continuidade do crescimento depende da absorgdo e transporte de agua e
nutrientes, processos relacionados diretamente a fisiologia das raizes.

ALLEN, citado por ROMBERGER '®, ja mencionava a dificuldade de se
estabelecer homologias entre tecidos ou regiées do caule e raiz.

Novamente fica caracterizada a interferéncia de aleloquimicos no
desenvolvimento da espécie L. sativa var. Grand Rapids. Esforgos para caracterizar
o modo de agédo destes aleloquimicos tém sido constantes nos ultimos anos, porém

segundo EINHELLIG 40 compostos fendlicos como acidos fenodlicos, cumarinas,



122

flavonodides e outros polifendis podem causar interagdes com horménios e com a
divisdo celular modificando a estratégia de desenvolvimento das plantas.

impactos sobre o balango hidrico, fotossintese, mitose, sintese de proteina,
captura de minerais, crescimento induzido por hormonios e outros processos podem
ser diretamente relacionados ao crescimento. A importédncia relativa de algumas
dessas agdes depende do aleloquimico especificamente, stress associados ao meio
ambiente e qual fase do crescimento da planta é inibido ou estimulado (germinagao,
ou alongamento de radicula e hipocétilo).
Os resultados obtidos, colocam G. pectinata como uma fonte potencial de
aleloquimicos, podendo ser util na pesquisa de novos herbicidas ou reguladores de
crescimento naturais.



CAPITULO 4
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Procedimentos Experimentais Gerais
4.1.1. Métodos fisicos:

Os pontos de fusédo foram determinados em aparelho Microquimica Modelo
APF-301 e nao foram corrigidos. '

Os espectros na regiao de absor¢ao do infravermelho foram feitos em
espectrofotdmetro Perkin-Elmer FT-16 PC, em pastitha de KBr ou filme .

Os espectros de 'H e "°C RMN foram feitos em um aparelho Bruker AC-200F -
e Varian XL 300, utilizando-se solventes deuterados adquiridos comercialmente e
TMS como padrao interno de referéncia.

Os espectros de massas foram obtidos em um aparelho Shimadzu CGMS-QP
2000A a 35 eV.

4.1.2. - Métodos Cromatograficos:

Nas crbmatograﬁas em coluna utilizdu-se silica gel 60, com granulagées de
35-70 mesh, 230-400 mesh (para coluna Flash) e sephadex LH-20.

Nas cromatografias em camada delgada utilizou-se placas Merck 60 Fass,
placas de celulose ou placas de vidro (2x7 cm) preparadas com silica gel 60 de
procedéncia Merck. Como eluentes utilizaram-se solventes puros ou misturas de
solventes de grau de pureza analitica, de procedéncia Merck, Reagen ou Grupo
Quimica. _ -

Para as revelagbes utilizaram-se lampadas UV. 254 nm e 365 nm e
pulverizagdo com solugdo de acido sulfurico e etanol (10:90), anisaldeido, cloreto
férrico, vanilina sulfarica ou fosférica e Draggendorf quando necessarios seguidas
por aquecimento.

O grau de pureza dos compostos isolados foi verificado através de
experimentos de cromatografia em camada delgada, cromatografia gasosa de alta

resolucéo, e por avaliacdo de seus espectros de 1.V., 'H e *C RMN e Massas.
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O experimento de CG/AR foi realizado utilizando-se um aparelho marca
Shimadzu, Modelo A-14, com detector de ionizacdo de chama, coluna capilar de
silica fundida com fase estaciohéria OV 1 (espessura do filme 0,25 um), de 25 m de
comprimento e 0,25 mm de d.i.; temperatura do detector 320°C; temperatura do
injetor 310°C; temperatura da coluna programada de 80-290°C por 20 mi.; gas de

arraste hidrogénio, com velocidade linear de 20 cm/min.

4.2, Materiais'Vegetais

.-

4.2.1. Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae)

~ A espécie Crofon urucurana Baillon (casca do caule) foi coletada no més de
maio de 1994, na regido de Dourados, sul do Mato Grosso do Sul, e identificada
pelo botanico Claudio A. Conceigdo da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS). Uma excicata foi depositada no herbario da UFMS (Conceigao, 5009).

4.2.1.1. Extragao e Isolamento

O material vegetal (casca do caule) seco ao are moidb (3,6 Kg) foi extraido 3
vezes com 5,0 litros de metanol por 21 dias, com repetidas reposi¢oes de solvente.

Apds evaporagdo do metanol em evaporador rotatério obteve-se 424,13 g
(que corresponde a 11,78 % do material vegetal) de um sélido de coloragao marron-
avermelhado, o qual foi posteriormente percolado sobre um leito de silica gel 60
(200,0 g) em uma coluna (77x9,5 cm),usando-se hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, sucessivamente e de forma exaustiva como eluentes (fig. 74 e
esquema 1).



11,5 cm pastilha

6,0 cm silica

13 de vidro

Figura 74 - Procedimento utilizado na filtracao do extrato bruto de C. urucurana Baillon.

Extrato bruto
42413 g

Hexano

Fragao Hexano (FHex)
L,

Diclorometano

Fragao intermediaria
(Hex/DCM )

Fragao diclorometano (FDCM)
(N1 1| MY \VAY)

Acetato de Etila

Fracdo Acetato de Etila(FAcOEt)
LA, v

Metanol

Fracéo Metanol (FMet)

L]

Esquema 1 - Procedimentos executados para o isolamento de compostos a partir de C.

urucurana Baillon.
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A fragao eluida com hexano (FHex) (7,83 g), nao foi investigada.

A fracdo intermediaria Hexano/Diclorometano (Hex/DCM) (8,67 g ) foi
cromatografada sobre uma coluna (70,0x 3,9 cm) de silicagel 60 (200,0 g) eluida
com n-hexano gradualmente enriquecida com acetato de etila e metanol, coletando-
se 57 fragcoes de 125 mL. A fragdo 5, apds evaporacéo do solvente e purificacdo por
recristalizagdo com hexano/acetato de etila 5% resultou em cristais incolores (450
mg) denominado de CU5&-HD, posteriormente identificado como uma mistura de
esterdides: B-sitosterol (37), estigmasterol (38), campesterol (39). As fragées 14-16
foram reunidas e purificadas por recristalizagdo com hexano/acetato de etila 9:1
resultando em cristais incolores (251 mg), denominado de CU14-HD, posteriormente
identificado como acido acetil aleuritdlico (41). A fracdo 25 , ap6s ser lavada
sucessivas vezes com hexano/acetato de etila 9:1, rendeu 16,7 mg de cristais
incolores, chamado de CU256-HD, posteriormente identificado como sonderianin
(28).

A fragao diclorometano, apés CCD foi subdividida em fracdo diclorometano |
(FDCM ) e fragao diclorometano |I-V (FDCM II-V) |

A fragéo diclorometano | (FDCM 1), ( 10,16 g ) foi cromatografada em uma
coluna (50,0x5,5 cm) de Si-gel 60 (100 g) eluida com hexano, Acetato de etila,
metanol gradiente, coletando-se 44 fragbes de 200 ml. As fragbes 21-26 (4,0 g),
apés CCD foram reunidas e recromatografadas em uma coluna (20x2,5 cm) de Si-
gel (50 g) eluida com hexano, Acetato de etila, metanol gradiente, obtendo-se na
fracao 26, 18,0 mg de um cristal incolor, denominado de CU26-DI, posteriormente
identificado como 12-epi-metil-barbascoato (42).

As fragbes 18-23 (Hex/DCM) com as fragées 17-18 (DCM I) foram reunidas
resultando uma fragéao de 3,0 g que foi cromatografada em uma coluna (20x2,5 cm)
de Si-gel 60 (50 g) eluida com benzina e enriquecida com Acetato de etila até
100%, coletando-se 18 fragées de 100 mi cada. As fragbes 2-5 foram reunidas e
recromatografadas em uma coluna (10x1,5 cm) sobre Si-gel 60 (20 g) e eluida com
hexano e acetato de etila gradiente coletando-se 28 fragées de 100 ml cada. Desta
coluna reuniram-se as fragées 13-25 que foram recromatografadas de forma
idéntica a descrita acima, rendendo nas fragdes 6-7, um 6leo de coloragcdao amarela
clara, 120,0 mg) denominado de CU6-HDDI, posteriormente identificado como
15,16-ep06xi-3,13 (16)-clerodatrieno-2-ona (43)

A fragao Diclorometano II-V (FDCM 1I-V) (15,68 g) nao foi investigada.
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Apés analise por cromatografia em camada delgada reuniram-se as fragées
de acetato de etila | a IV, passando a ser designada como fragdo acetato de etila
(FACOEY).

A FAcOEt (28,61 g) foi cromatografada em uma coluna (50,0x3,5 cm) de
silicagel 60 (120 g) e eluida com hexano gradualmente enriquecida com acetato de
etila e metanol rendendo 100 fragcbes de 200 mL que foram reunidas de acordo com
suas similaridades em R;. As fragbes 67-73 (3,74 g) apresentaram-se como um
solido amorfo de cor castanho-clara constituido de uma mistura de dois
compostos(R=0,46 e R~0,33, sistema de solventes-Hex/AcOEt/MeOH 30:60:10)
que foram recromatografadas por Cromatografia Flash ''° (70,0 g) com um sistema
de solventes constituido por hexano/acetato de etila/metanol, 30:60:10, rendendo
dois compostos: um, nas fragées 5-7 (190,6 mg) denominado de CU 5/7 AE e outro
nas fragées 9-11 (11,3 mg) denominado de CU 9/11-AE. Posteriormente as fragdes
74-79 foram reunidas, o solvente evaporado, e o sélido amorfo de coloragdo
castanho-claro resultante (4,3 g), foi cromatografado de forma idéntica a descrita
para as fragbes 67-73, rendendo nas fragdes 7-9, (222,3 mg) um soélido de
coloragéo castanho-claro denominado de CU 7/9-AE e nas fragbées 11-13 (34,6 mg)
um composto denominado de CU 11/13-AE. Analisando-se por CCD os compostos
CU 5/7-AE e CU 9/11-AE obtidos da fragdo 67-73 com os compostos CU 7/9-AE e
CU 11/13-AE obtidos da fragao 74-79, verificou-se que CU 5/7-AE era similar & CU
7/9-AE e CU 9/11-AE era similar a CU 11/13-AE. Desta forma obteve-se um total de
412,9 mg de um composto denominado de CUS5/9-AE, posteriormente identificado
como catequina(1) e 459 mg de um composto denominado de CU9/13-AE,
posteriormente identificado como galocatequina (3). |

A fragdo Metanol ap6s CCD foi subdividida em fracdo metanol | (FMet 1)
(112,7 g) e fragdo metanol Il (FMet II) (121,9 g).

Parte da fragao metanol | (FMet 1) (30,34 g) foi suspendida em 70 mL de agua
destilada e particionada com cloroférmio (5x100 mL), rendendo 4,21 g de fracdo
cloroférmica (FC).

A FC (4,21 g ) foi cromatografada em uma coluna (50,0x2,0 cm) de silicagel
60 (70 g) eluida com diclorometano enriquecida com metanol em um gradiente de
polaridade, coletando-se 41 fracdes de 100 mL. As fragGes 30-32 apds evaporagéo
do solvente forneceram 18 mg de um sélido de coloragdo branca, denominado de
CU30/32-MEC, posteriormetne identificado como sitosterol-3-O-p-D-glicosideo (40).
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4.2.2. Gleichenia pectinata Willd (PR.) (Gleicheniaceae)

A espécie Gleichenia pectinata Willd (PR.) (frondes jovens e frondes verdes)
foi coletada em trés estagdes do ano: outono (margo/94), inverno (agosto/94) e
primavera (dezembro/94). A coleta foi feita nas encostas de Santo Antdnio de
Lisboa, Floriandpolis, Santa Catarina, a uma altitude de 184 m, correspondendo
fitossociolégicamente a um Gleichenietum pectinatae. Nesta area houve intensa
atividade agricola e pastoril sendo abandonada ha mais de 50 anos.

A identificagdo do material vegetal foi feita pela Professora Dra. Maike H. de
Queiroz (UFSC) e uma exsicata se encontra depositada no Herbario Flor do Horto
Botanico da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) .

4.2.2.1. Extragao e Isolamento

O material vegetal, frondes verdes e frondes jovens, (fig. 75 e 76) foi triturado
e extraido 3 vezes com metanol por 21 dias com repetidas reposigdes do solvente.

O extrato bruto e fragées semipurificadas das frondes verdes de outono foram
obtidos segundo o Esquema 2.

FV- OUTONO (586 g )

Extrato Bruto - 64,05 g—» 42,68 g —» Cromatografia
21,37 g

Hexano

Fracao Hexano - 0,186 g (FH)
Acetato de Etila
—— Fracéo Acetato de Etila - 0,254 g FA)
n- Butanol

L— Fragéo n- Butanol - 1,883 g FB)

Esquema 2 - Procedimento usado para a obten¢do do extrato bruto e fragdes de frondes
verdes de outono de G. pectinata.
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Figura 76 - Frondes jovens de G. pectinata.
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42.21.1. Fracionamento de Frondes Verdes - Outono

O extrato metandlico bruto (42,68 g) foi cromatografado em uma coluna (50 x
8,5 cm) de silicagel 60 (200,0 g) eluida com n-hexano e misturas de n-hexano e
acetato de etila de polaridade crescente, coletando-se 46 fragbes de 125 mL cada.
Apds, eluiu-se exaustivamente com metanol coletando-se uma unica fragao
denominada de fragdo 47, que foi particionada com acetato de etila (3 x 100 mL)
obtendo-se a fragao 48 (1,23 g) e com n-butanol (3 x 100 mL) obtendo-se a fragcao
49 (5,30 g) (esquema 3). |

EXTRATO BRUTO (42,68 g)

Hexano / Acetato de Etila 100 %

46 Fragdes

Metanol

Fracao 47

T

Acetao de etila n- Butanol

Fragao 48 (1,23 g) Fragéo 49 (5,30 g)

Esquema 3 - Procedimento usado para o isolamento de compostos a partir de

frondes verdes de outono de G. pectinata.

A fracdo 48 (1,23 g) foi cromatografada em uma coluna (30 x 1,5 cm) de
sephadex LH-20 e eluida com MeOH / H,O 80:20 coletando-se 18 fragdes de 10 mL
cada. Por CCD, reuniram-se as fragbes 15-17 que apresentavam uma coloracéo
castanho-amarelada e passou a ser designada por Gp-48-A.

A fracao 49 (3,0 g) foi cromatografada em uma coluna (30 x 1,5 cm) de

sephadex LH-20 eluida com metanol, coletando-se fragbes de 10 mL cada. As
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fracoes coletadas apresentavam trés coloragdes distintas: castanho-escuro (Gp-49-
C), vermelha (Gp-49-V) e castanho-amarelada (Gp-49-A).

A fragdo Gp-49-A ( 78,0 mg) foi cromatografada em uma coluna (35 x 1,5 cm)
de silicagel 60 (5,0 g) eluida com cloroférmio, enriquecida com metanol em um
gradiente de polaridade, coletando-se 32 fragées de 100 mL cada. As fragdes 11-
15 de Gp-49-A e a fragdo Gp-48-A foram reunidas e submetidas a Cromatografia

107
h

Flas rendendo nas fragdes 6-9 (46,0 mg) de um sélido amarelo, denominado de

GP6/9-FVO, posteriormente identificado como canferol (45) e 16,1 mg de outro
_sélido amarelo, nas fragdes 17-20 dnominado de GP17/20-FVO, posteriormente

identificado como quercetina (46).
4.2.2.1.2. . Fracionamento de Frondes Jovens - Qutono

Parte da fracdo Acetato de Etila (FA), obtida conforme esquema 4, foi
cromatografada (660 mg) em uma coluna (30,0x1,5 cm) de Si-gel 60 (50 g) usando-
se como eluente uma mistura de cloroférmio e metanol nas proporgdes 9:1 (até
fracao 5), 8:2 (até fragcdo 15), 7:3 (até fracao 17) e 1:1 (até fragao 20).

FJ- OUTONO (1,4 Kg)
Extrato Bruto- 174,60 g

Hexano

| Fragao Hexano - 0,514g (FH)

Aceta{o de Etila

Fracao Acetato de Etila - 2,60 g FA

n-Butanol

L Fragao n-Butanol - 24,2 g FB)

Esquema 4 - Procedimento usado para a obtengéo do extrato bruto e fragées de frondes

jovens de outono de G. pectinata.
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As fragoes 10-13 foram reunidas e, apés evaporagao do solvente, forneceram
145 mg de um soélido amorfo de coloragéo castanho-claro, denominado de GP10/13-
FJO, posteriormente identificado como acido siquimico (44).

Parte da fracdo n-butanol (FB) foi cromatografada (1,5 g) em uma coluna
(30,0x1,5 cm) de Sephadex LH-20 usando-se como eluente metanol até a fragdo 12
e metanol/agua 9:1 até a fragdo 15.

As fragdes 7-9 foram reunidas (827 mg) e, apdés evaporagido do solvente,
obteve-se um sélido de coloragéo castanho-claro que por CCD (cloroférmio/metanol
80;20) mostrou ser uma mistura de varios compostos, porém sendo o composto
majoritario (55%) similar a GP10/13-FJO (44).

Os extratos brutos e fragcbes de frondes jovens e verdes de inverno e

primavera foram obtidos de forma similar ao apresentado no esquerma 4.
4.3. - Materiais Vegetais submetidos aos bioensaios
4.3.1. - Clidemia hirta (L.) D. Don.

As sementes de C. hirta (Melastomataceae, dicotiledénea) foram coletadas a
medida em que foram efetuados os experimentos: outono(12 de junho de
1995),inverno (30 de agosto de 1994), primavera (16 de outubro de 1995), veréo
. (28 de fevereiro de 1996) no Campus da Universidade Federal de Santa Catarina e
na regido de Santo Antdnio de Lisboa, Florianépolis, S.C.

4.3.2. - Lactuca sativa var. Grand rapids
As sementes de L. safiva (alface) (Compositae, dicotiledénea) variedade

Grand Rapids, lote 5150 ( pureza, 95% e germinagao 99,8%) e lote 7217 (pureza
99% e germinagao 100%) foram adquiridas comercialmente
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4.4.- Derivados da quercetina
4.4.1.- Acetilagao

Em um baldo de fundo redondo (50 mL) foram colocados 100 mg de
quercetina, 5,0 mL de acetato de etila, 1,0 mL de acido acético, 1,0 mL de anidrido
acético e quantidade catalitca de DMAP. A mistura foi mantida sob agitagao
magneética, a temperatura ambiente, por 24 horas. Apés esse periodo, Ifoi extraida
com éter etilico (3x 15 mL). A solugéo etérea foi secada com sulfato de magnésio
anidro, filtrada, e o solvente evaporado em evaporador rotatério fornecendo um
sblido branco amarelado resultante da acetilagdo dos grupos hidroxilas nas
posi¢des 3, 7, 3', 4, confirmados por experimentos de RMN.

4.4.2.- Metilagio

Em um bal&o de fundo redondo (50 mL) foram colocados éter etilico (10 mL),
100 mg de quercetina, e uma solugao etérea de diazometano (10 mL) previamente
preparada. A mistura foi mantida sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente,
por aproximadamente 2 horas. O final da reagdo foi indicado pelo término da
liberagao de H; e por analise em CCD.

Apo6s esse periodo, o solvente foi evaporado em rotavapor e o sélido
resultante, de coloracdo amarela foi o produto da metilagdo dos grupos hidroxilas
nas posig¢des 3, 7 3, 4', confirmados por experimentos de RMN. .

4.5.-Atividade antibacteriana

Os testes biologicos para verificar a atividade antibacteriana dos extratos e
compostos em estudo foram realizados no Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina pelo MsC. Alexandre Bella
Cruz, sob a orientacdo da professora Dra. Eliane Moretto.

Os extratos e compostos puros foram investigados determinando-se a
Concentragao Minima Inibitéria (CMI) na presenca das bactérias: Staphylococcus
aureus (SA) ITALSFCO 001 ( obtida do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL)
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em Campinas / SP) ; Salmonella typhimurium FTPTAT 1035 ( obtida da Fundacgao
André Tosello (FTPTAT) em Campinas / SP.
Os valores de CMI| foram determinados por uma técnica previamente

descrita'"’.

4.6. - Atividade antinociceptiva

Os testes farmacolégicos com Croton ururcurana Baillon para investigacao da
acao analgésica do extrato metandlico bruto, das fragdes hexano, diclorometano,
acetato de etila, metanol e dos compostos puros catequina e galocatequina (isolada
da fragado acetato de etila), B-s_itosterol-glicosideo (isolada da fragdo metanol I) e
acido acetil aleu'ritélico (isolado da fracdo Hex/'DCM) foram realizados no
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina pelo
MsC. Adair R.S. Santos e pela aluna de poés-graduagdo Alessandra Beirith sob a
orientacao do Professor Dr. Jodo Batista Calixto.

4.6.1. - Animais

Foram utilizados camundongos “Suigcos” machos (25-35 g) acondicionados a
22 + 2 °C com um ciclo 12 h claro/ 12 h escuro, com agua e comida ad libitum. Os
animais foram aclimatizados no laboratério por pelo menos uma hora antes da
realizacéo dos experimentos e utilizados apenas uma vez em cada teste.

4.6.2.- Contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético

A resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se o “writhing test” com acido
acético (0,6 %, i.p.). As contor¢gbes consistem, basicamente, na contracdo da
musculatura abdominal juntamente com a extens@o de uma das patas anteriores.

Os animais foram tratados com o extrato metandlico bruto (10-200 mg/Kg,
i.p.), as fragbes hexano (10-60 mg/Kg, i.p), diclorometano (10-20 mg/Kg, i.p.),
acetato de etila (10-180 mg/Kg, i.p.), metanol (1-60 mg/Kg, i.p.) e os compostos
puros catequina (10-60 mg/Kg, i.p.), galocatequina (3-30 mg/Kg, i.p.), sitostero!-3-O-
B-D-glicosideo (10-60 mg/Kg, i.p.), acido acetil aleuritolico (10-60 mg/Kg, i.p.) 30

min. antes da injegdo do acido acético. O grupo controle recebeu volume
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semelhante de uma solugdo de NaCl 0,9 % (10 mL/Kg). Apés a inje¢cao de acido
acético, os camundongos foram observados em pares, colocados em caixas
individuais, e o numero de contor¢gées foi contado cumulativamente durante um
periodo de 20 minutos. A atividade analgésica foi expressa pela inibicdo do nimero
de contor¢cdées dos animais pré-tratados com as fragbes ou com os compostos

obtidos de Croton urucurana em relacéo ao grupo controle.'*?
4.6.3. - Dor induzida pela formalina

Os animais foram injetados com 20 ul de salina ou formalina (2,5%, s.c.) na
regido dorsal da péta posterior esquerda e direita, respectivamente. Logo apéds
iniciou-se a observagao da reagéo a dor, cronometrando-se durante 30 min. o témpo
gue o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata, considerando-se esse
periodo como indicativo de dor. Duas fases de sensibilidade sdo observadas nesse
modelo, a primeira aparece nos primeiros 5 min. e a segunda ocorre entre 15 a 30
min. apdés a inje¢cao de formalina, representando a resposta tonica e inflamatéria
relacionada com a liberagcdo de mediadores quimicos, respectivamente.'*

Os animais foram tratados com catequina (10-100 mg/Kg, i.p.), galocatequina
(3-60 mg/Kg, i.p.), sitosterol-3-O-B-D-glicosideo (3-30 mg/Kg, i.p.) 30 min. antes da
injecao de formalina. O grupo controle recebeu o veiculo (NaCl, 0,9%; 10 mL/Kg)
utilizado para diluir os compostos. Ao final do tempo de observagdo, os animais
foram sacrificados por deslocamento éervical e as patas posteriores cortadas e
pesadas em balang¢a analitica para quantificacdo do edema. A diferenca de peso
(mg) da pata direita (injetada com formalina) e da pata esquerda (injetada com
salina) foi considerada como edema induzido pela formalina. |

4.7.- Atividade Alelopatica

Os bioensaios de germinagcdo e crescimento foram realizados no
Departamento de Botanica (Laboratério de sementes florestais - LASEF) sob a
orientagao da professora Dra. Maike Hering de Queiroz, com o auxilio do técnico de
laboratério Xisto Lehmkuhl e da aluna de graduagdo do curso de Ciéncias

Biologicas, Flérida Regueira Cortizo. As sementes utilizadas como indicadoras da
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presenca de aleloquimicos foram Clidemia hirfa (L.) D. Don. e Lactuca sativa,
variedade Grand Rapids. | |
Para os bioensaios de germinagao a metodologia utilizada foi a de Nishimura

60
I

et al ™ e para os bioensaios de crescimento utilizou-se a metodologia de Barnes et

al °” ambas com modificagdes adaptadas ao local.
4.7 .1.-Bioensaios de germinagdao

As fragbdes n-butanélicas e os compostos puros foram dissolvidos em
solvente apropriado (acetona, etanol ou agua, nas concentracbes desejadas),
impregnadas (1 mL) em discos de papel filtro Wahtman n° 1 (5,5 cm de didmetro) e
posteriormente colocadas em placas de Petri (6,0 cm de diametro). Apds a
evaporacgao do solvente, Tween 80 (100 ug/mL; 1,5 mL) foi adicionado e deixado em
repouso por uma noite. No dia seguinte, cada disco de papel filtro recebeu 50
sementes (distribuidas sem obedecer a um espagamento uniforme), da espécie
teste com 4 repeticdes conforme BRASIL "

Como controle, procedimento similar foi utilizado, porém com auséncia das
fragbes ou compostos. |

A germinacao foi conduzida em germinador, modelo 347-G-FANEM, com
condigdes de luz e temperatura (25 °C) constantes sendo os discos de papel filtro
mantidos umidos, através de regas com agua destilada. As placas de Petri foram
mudadas de lugar, no germinador, a cada 24 horas, durante a condu¢do do
experimento.

As leituras para avaliagdo do percentual de germinacao de L. safiva foram
diarias, enquanto que para C. hirta foram realizadas de trés em trés dias. O
expeﬁmento foi considerado concluido quando a germinagédo foi nula por trés
contagens consecutivas.

Como critério de germinacgao foi estabelecido a protusao radicular.

Os dados obtidos foram submetidos ao modelo matematico proposto por An
et al ° dentro do programa MICROCAL ORIGIN 3.0, a analise de variancia ANOVA
one-way e teste LSD ( Least Significant Difference) dentro do programa
STATGRAPHICS 5.1 (extratos aquosos) e ao teste de comparacdo de duas
proporgbes sobre duas amostras independentes dentro do programa STATITCF

versao 5 (fragbes n- butanélicas).
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4.7.2.-Bioensaios de crescimento

Os discos de papel filtro impregnados com as solugbes (1 mL) foram
colocados em placés de Petri, sobre os quais foram semeadas 10 sementes em 4
repeticoes e incubadas com luz e temperatura constantes de 25 °C. Trés dias apds
a protusdo radicular, efetuou-se as medidas do comprimento da radicula e do
hipocétilo com papel milimetrado.

O controle constituiu-se do papel filtro impregnado com o solvente utilizado
na dissolugéo das fragbes ou compostos a serem testados e Tween 80 (100 ug/mL;
1,5 mL).

48. - Deteminagéé do potencial osmético

O potencial osmético foi determinado no Departamento de Botanica da UFSC
sob a orientagdo da Professora Dra. Ana Maria Viana, auxiliada pela técnica de
laboratério Josy Zarur de Matos.

O método utilizado foi o Método de Chardakov ''* modificado e adaptado ao
uso dos extratos aquosos de frondes jovens e frondes verdes de G. pectinata , cuja
eficacia foi comprovada através das medidas dos potenciais osméticos dos extratos
aquosos de batata que foram similares aqueles observados na utilizagcao do tecido
vegetal (pedagos de batata)

O potencial osmoético dos extratos aquosos de frondes jovéns e frondes
verdes de G. pectinata a 8,66% foi de -0,3 bars.

4.9. - Andlise histolégica

O experimento da analise - histolégica foi realizado no Departamento de
Botanica da UFSC sob a orientagao do Prof. Dr. Jodo de Deus Medeiros.

O material . vegetal (Lactuca sativa var. Grand Rapids) anteriormente
submetido aos ensaios de germinagdo e ensaios de crescimento foi utilizado na
preparacao de laminas para observagao microscépica, sendo fixado em F.A.A. 50°

GL."®desidratado com alcool etilico e emblocado em parafina.'"’
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Os cortes foram obtidos através de micrétomo rotativo “American Optical”,
com espessura de 10 um e submetido a coloragéo dupla com Fucsina basica e Azul
de Astra.""®

O testes histoquimicos para determinar a presenga de compostos fendlicos
foram realizados com o emprego de fixador de Schneider.'"®

As ilustragdes das estruturas observadas foram feitas através de camara
clara A8x11 acoplada aos microscépio “Zeiss”. As medidas do comprimento das
células foram determinadas a partir da projegcdo das células em camara clara,
obtendo-se as dimensbes em mm e convertendo-as a um por método algébrico,
tomando-se como referéncia a proje¢ao de lamina micrométrica.

Os dados obtidos foram tratados com o programa QUATRO PRO for windows
e submetidos a tratamento estatistico dentro do programa MICROSTAT e a Analise

de Variancia ANOVA one-way.



CAPITULO 5
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5. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da espécie Croton urucurana Baillon (PR.) permitiu-nos
as seguintes conclusoes:
1) Dois novos diterpenos de esqueleto clerodano foram determinados como: 12-epF-
metil-barbascoato e 15,16-ep6xi-3,13 (16)-clerodatrieno-2-ona, além de B-sitosterol,
estigmasterol e campesterol; acido acetil aleuritdlico; sonderianin; catequina;
galocatequina e sitosterol-3-O-p-D-glicosideo.
2) O acido acetil aleuritdlico isolado da fragao Hex/DCM e a catequina isolada da
fracao AcOEt mostraram uma atividade de 0,1 mg/ml e 1,0 mg/ml respectivamente
contra S. aureus e S. typhimurium, justificando pelo menos em parte o uso popular
de C. urucurana como antibacteriana.
3) A catequina, galocatequina, acido acetil aleuritélico e B-sitosterol-glicosideo
quando testados no modelo de dor modelo de dor induzida pela inje¢cao intraplantar
de formalina causaram efeito analgésico significativo quando avaliados na dor
neurogénica (primeira fase) e inflamatéria (segunda fase). Comparando a atividade
dos extratos com a correspondente a seus compostos foram observadas diferencas
que sugererh a existéncia de outro ou outros compostos mais ativos, mas nao
detectados, ou que existe um efeito sinergistico.especial que requer pesquisa
posterior. | |
O estudo fitoquimico da espécie Gleichenia pectinata levou-nos as seguintes
conclusdes:
4) De frondes verdes e jovens da estacdo outono foram isolados canferol,
quercetina e acido siquimico, ainda nao descritos para este género.
Os extratos aguosos de G. pectinata coletada nas estagées do outono, inverno e

primavera causaram um retardo no tempo requerido para a germinagdo e um
estimulo na germinacgao de Clidemia hirta.

As fragdes n-BuOH de frondes jovens e verdes de G. pectinata coletada nas trés

estacoes do ano mostraram um mecanismo de antecipa¢ao (17 dias) da germinacao
de C. hirta , e um efeito estimulador (94%) para ambas as frondes de primavera

A gquercetina mostrou um efeito estimulador (45,0%) sobre a germinagao de C. hirta.
O_canferol ndo mostrou efeito sobre a germinagao de C. hirta.
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A\mistura canferol/quercetina apresentou um estimulo de 104%. Estes resultados
sugerem a existéncia de um efeito sinergistico de ambos os compostos.

O estudo de correlagdo entre estrutura-atividade realizado com a quercetina,
quercetina acetilada e quercetina metilada mostrou que os efeitos variam segundo
sua concentracdo podendo ir de inibigdo a estimulo ou inversamente. Isto nao
permitiu estabelecer uma similaridade de comportamento e portanto uma relagao
estrutura-atividade.

5) As fracdes n-BuOH de FJ e FV de G. pectinata a 3,84% de outono, inverno e

- primavera mostraram um mecanismo de retardo no tempo requerido para a
germinacao e inibiram a germinagdo de L. sativa var. Grand Rapids. Estas fragdes
também causaram redugdes no comprimento do hipocétilo e da radicula de L. sativa
de até 91%.

A analise histolégica das células da radicula submetidas as fragbes n-BuOH de FV-
O e FV-I mostrou uma diferenca significativa no comprimento médio das células da
radicula de L. sativa o que pode indicar uma inibi¢ao da divisdo celular, porém se
observa uma estratégia de compensacgao via alongamento celular.

A analise histolégica das células do hipocétilo submetida a fragées n-BuOH de FJ-I -
e FJ-P mostrou uma reducgao significativa no comprimento médio das células do
hipocétilo sugerindo também a inibicdo das divisGes mitéticas, porém sem a
estratégia de 'compensag;éo via alongamento celular. '

6)O acido siquimico isolado da fragdo n-BuOH de FJ-O causou uma redugéo (10%)

na taxa final de germinacéo de L. safiva, resultado similar ao observado para a
fracao n-BuOH (3,84%) de frondes jovens de outono. Tais resultados nos levam a
pensar que o acido siquimico deve ser um dos agentes alelopaticos responsaveis
pela inibicao da germinagdo de L. safiva var. Grand Rapids. O crescimento do
hipocétilo e da radicula foi estimulado para todas as concentragdes ensaiadas,
exceto para o hipocétilo na concentragio de 10° M.

O canferol, a quercetina, e quercetinas modificadas nas concentragdes ensaiadas

n&o exerceram influéncia sobre a germinagéao de L. sativa.
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