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1. Resumo

Averrhoa carambola L. (Oxalidaceae), conhecida popularmente como
caramboleira, tem seus frutos e folhas usadas na medicina popular.

O cha das folhas é indicado contra diabetes. Alguns estudos fitoquimicos
foram desenvolvidos com esta planta, mas raros sao 0s estudos bioldgicos.
Portanto, aplicou-se bioensaios para detectar atividade antioxidante, alelopatica
e citotdxica ao extrato bruto e fracdes das folhas de A. carambola.

O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) das folhas foi seqlencialmente
extraido com solventes de polaridade crescente, originando as fracdes
hexanica (FH), acetato de etila (FAe), n-butandlica (FB) e filtrado aquoso (FAQ).
A atividade antioxidante foi avaliada através da mistura de DPPH 0,004% a
solucdes dos extratos em diferentes concentragbes com posterior leitura em
espectrofotometro a 517 nm. O EBH e FAe apresentaram maior atividade, que
pode ser explicada pela presenca de substancias fendlicas, as quais possuem
conhecida agdo sequestradora de radicais livres. Avaliou-se a atividade
citotdxica utilizando o teste de toxicidade frente a Artemia salina. Apreciavel
letalidade a A. salina foi observado apenas com o EBH e FH. A atividade
alelopatica foi avaliada a partir dos testes de germinacdo de sementes de
L.sativa em placas de Petri, na presenca de diferentes concentracdes dos
extratos, comparadas a uma testemunha (dgua destilada). Em todas as
fracdes, nas concentracdes de 0,31 e 0,62%, a inibicdo de germinacédo de
sementes foi pouco expressiva, porém na concentracdo de 5%, na FB a
inibicdo de germinacéo foi de 90%, enquanto que na FAe foi de 100%. Isto
indica que estas fracbes podem conter compostos com potencial acdo
herbicida. Analise fitoquimica prévia nas FH e FAe mostrou que a FH é
composta de acidos graxos, enquanto que a FAe é composta principalmente
por flavonadides.

Considerando que a FH possui atividade citotoxica, e que na FAe foi
encontrada expressiva atividade antioxidante e alelopatica, pretende-se fazer
um estudo fitoquimico mais aprofundado no sentido de isolar os compostos

responsaveis por estes efeitos.

Palavras-chaves: A. carambola, antioxidantes, citotéxico, alelopatico.
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2. Introducao

2.1. Justificativa

O desmatamento crescente e desordenado esta destruindo uma das
maiores fontes de moléculas ativas, a flora tropical. Este acontecimento aliado
a grande biodiversidade presente na Flora Catarinense e ao fato de que parte
da populacdo trata-se quase que somente com a administracdo de
preparacfes a partir de plantas, faz com que uma pesquisa fitoquimica
direcionada ao isolamento de moléculas biologicamente ativas seja
incentivada.

A pesquisa fitoquimica aliada ao biomonitoramento de extratos vegetais
se mostra viavel e relativamente simples e esta pratica é importante, ndo s6
para a conservacdo da flora local, mas também para a industria na descoberta
de novos prototipos para a sintese de compostos com atividade bioldgica mais
potente. Porém, o biomonitoramento dos extratos de plantas s € possivel, se o
ensaio empregado for rapido, barato, reprodutivel e viavel em um laboratério de
guimica. Trés ensaios que se enquadram nesse perfil sdo os ensaios de
toxicidade frente a Artemia salina, o teste antioxidante usando DPPH e o teste
alelopatico.

Uma triagem (“screening”) que tem se mostrado eficiente em nosso
laboratorio é aquela que utiliza toxicidade frente aArtemia salina, um
microcrustaceo sensivel a diversas estruturas quimicas. Este bioensaio pode
detectar um amplo espectro de atividade e ainda apresenta boa correlagdo com
teste antitumorais. Um outro bioensaio empregado rotineiramente em nosso
laboratério, é o teste antioxidante, utilizado para determinar a capacidade de
capturar radicais livres de uma amostra vegetal eenvolve a medida
espectrofotométrica do desaparecimento do radical livre 1,1-difenil-2-
picrilhidazil (DPPH), quando este capta um radical hidrogénio de um substrato,
geralmente fendlico. Finalmente, usamos também na triagem de extratos
vegetais, o teste alelopatico, que detecta a presenca de substancias que tem o
poder de estimular ou inibir o desenvolvimento de outras plantas
(aleloguimicos). Este teste é avaliado através de ensaios de inibicdo de

germinacao de sementes e de desenvolvimento da radicula e do hipocétilo.
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Sendo assim, o fracionamento do Extrato Bruto de Averrhoa carambola
foi monitorado através de bioensaios antioxidante, alelopatico e teste de
toxicidade frente a Artemia salina, na procura de compostos com atividades

antioxidante, herbicida e citot6xica.

2.2.Revisdao Bibliografica

2.2.1. Testes Bioldgicos

As plantas sdo uma grande fonte de moléculas biologicamente ativas.
Evidentemente, quando um pesquisador comeca a estudar uma planta com o
objetivo de isolar os principios ativos, ndo podera identificar todos o0s
constituintes quimicos, que sdo muito numerosos. Uma planta € uma
verdadeira usina quimica que pode produzir milhares de substancias
diferentes, onde apenas uma ou algumas sao responsaveis pela atividade
terapéutica ou téxica (Hamburger & Hostettmann, 1991). Portanto, € necessario
dispor de testes biolégicos relativamente simples para localizar a atividade
procurada no extrato da planta e nas numerosas fracdes obtidas nas diferentes
etapas de purificacdo e separacdo. Estes testes devem ser, também,
especificos para um determinado alvo biologico.

A escolha das plantas pode ser baseada no fato destas serem utilizadas
na medicina popular. Logo, o estudo destas plantas pode confirmar a medicina
folcl6rica e auxiliar a taxonomia vegetal.

O isolamento de moléculas bioativas pode levar ao desenvolvimento de
novos farmacos. Essas moléculas ainda podem servir de estrutura base para o
desenvolvimento de farmacos semi-sintéticos e sintéticos, e estes ultimos
podem ser mais seletivos e/ou ativos que a molécula original. A orientagdo
dessa sintese € feita através de estudo baseados na relagdo estrutura e
atividade (Franke, 1984; Kubingi, 1993; Cordel, 1995).
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2.2.1.1. Teste Alelopético

A alelopatia, termo proposto por Molish, em 1937, refere-se a interacdes
bioquimicas, tanto inibitérias como estimuladoras, entre todos os tipos de
plantas (Almeida, 1988; Rice, 1984). Os metabdlicos secundarios ou produtos
naturais envolvidos em alelopatia sdo denominados aleloquimicos. Muitos
metabolicos secundarios que sdo produzidos pelas plantas séo prejudiciais a
muitas outras espécies de plantas e isto ajuda a reduzir a competicdo em seus
habitats.

Alguns pesquisadores tém mostrado que substancias quimicas liberadas
pelas plantas podem causar efeitos indiretos, como inibir o processo de
nitrificacéo e fixacdo de nitrogénio, ou ainda, alterar uma série de processos
fisiolégicos (Putnam & Weston, 1986; Einhellig et al., 1985; Putham & Tang.
1986). As interferéncias alelopaticas raramente sdo provocadas por uma unica
substancia, sendo mais comum uma ac¢ao aditiva e sinergistica entre varias
substancias (Almeida, 1986).

A atividade alelopatica desempenha um papel relevante no meio
ambiente. Muitas plantas produzem substancias com acéao fitotéxica, e isto
produz grandes perspectivas na substituicdo ao uso dos herbicidas sintéticos,
mais nocivos ao meio ambiente.

O bioensaio mais usado para testar a atividade alelopatica é a inibicéo
ou algumas vezes a estimulacdo de germinacdo de sementes de espécies
silvestres ou de culturas, visto que sao simples, rapidos e requerem pequenos
volumes de solucdo. Para sementes de culturas, as quais sao tratadas para
germinar 100%, avalia-se somente a inibicdo, enquanto que a estimulacao
causada por muitos aleloquimicos nao € detectada. Tal resposta € na maioria
das vezes detectadas em sementes silvestres (Leather & Einhellig, 1986). Apds
a germinacao das sementes, avalia-se também o desenvolvimento da plantula
através da medida do alongamento da radicula e do hipocétilo, que geralmente

€ mais sensivel que os ensaios de germinacao.
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2.2.1.2. Teste Antioxidante

O alto consumo de produtos naturais vegetais tem sido associado a
baixa incidéncia de doencas degenerativas, incluindo cancer, doengcas do
coracao, inflamacdes, artrites, deficiéncia do sistema imunoldgico, disfuncéo
muscular e cataratas (Ames, 1983; Ames et al., 1993; Feskanich et al.,2000;
Gordon, 1996; Haegele et al.,2000; Halliwell, 1996; Michels et al., 2000).

A literatura tem mostrado que inumeros metabdlitos secundérios de
plantas, tais como flavondides, taninos ou mesmo extratos vegetais podem ser
utilizados como captadores ou inibidores de radicais livres e/ou espécies
reativas de oxigénio (Bouchet et al., 1998). Espécies reativas do metabolismo
do oxigénio (ERMO) tal como o oxigénio singlete (*O.) peréxido de hidrogénio
(H202), anion superéxido (O2) e radicais hidroxil ("OH) sao freqiientemente
gerados como subprodutos de reacfes biolégicas ou de fatores exdégenos
(Cerutti, 1991). Evidéncias indicam que radicais livres causam danos oxidativos
a lipidios, proteinas e acidos nucléicos. Portanto, antioxidantes que podem
inibir ou retardar a oxidacdo de um substrato oxidavel na cadeia de reacéo,
seria muito importante na prevencao de certas doencas (Ames et al., 1993;
Aruoma, 1998; Jacob & Burri, 1996; Steinberg, 1991; Maxwell & Lip, 1997;
Pratico & Delantiy, 2000; Wang et al., 1996).

Os radicais livres sao de grande interesse no desenvolvimento de novos
farmacos, levando substancias de origem natural, com acdo antioxidante, a
receber atencéo especial (Potterat, 1997).

Muitos métodos analiticos foram propostos para determinar e avaliar a
atividade antioxidante total de extratos biologicos (Cao et al., 1996; Kantha et
al., 1996; Futura et al.,, 1997). Um método utilizado para determinar a
capacidade sequestrante de radicais livres de uma amostra vegetal envolve a
medida espectrofotométrica do cromoforo 1,1-difenil-2-picrilhidazil (DPPH),
figura 1 (Bouchet et al., 1998; Cavin et al., 1998).
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Figura 1: Estrutura do DPPH

Este teste tem a vantagem de medir a capacidade antioxidante em um
tempo relativamente curto comparado com outros testes (Leong & Shui, 2002).
O efeito da ac&o oxidante do radical DPPH é devido a sua habilidade de captar

hidrogénio (Baumann et al., 1979).

2.2.1.3. Teste de Toxicidade frente a Artemia salina (TAS)

Este bioensaio detecta um amplo espectro de atividade biol6gica em
diferentes estruturas quimicas, podendo ser usado como um substituto barato
para os testes de citotoxicidade, que utilizam linhagens de células tumorais
(McLaughlin & Hostettmann, 1991; McLaughlin et al., 1991).

Devido a grande sensibilidade daA. salina, este bioensaio esta
estreitamente relacionado com a atividade bioldgica em geral, pois todo o
composto que possui alguma atividade, também apresenta certa toxicidade
(Sam et al., 1993; Meyer et al., 1982). Este teste baseia-se na premissa de que
compostos bioativos sao téxicos em altas doses e a letalidade de um
organismo simples deve ser usada para monitorar o fracionamento de extratos
ativos (McLaughlin & Hostettmann, 1991). Através da obtencdo experimental
da DLsp (concentragdo de extrato necessaria para provocar 0bito em 50% dos
organismos).

Artemia salina Leach (1812) € um microcrustaceo marinho comumente
conhecido por larva de camardo ou nauplius e pertence a subdasse
Branchiopoda, ordem Anostraca (Sam, 1993). Os ovos deste microcrustaceo
podem ser facilmente adquiridos em lojas de aquarios. As larvas desenvolvem-
se facilmente, ndo exigindo condicdes estéreis, o que torna a execucdo deste
ensaio viavel em um laboratério classico de quimica (Hamburger &
Hostettmann, 1991).
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2.2.2. Averrhoacarambola

Classificacdo Botanica:

Divisdo: Magnoliophyta

¢ Classe: Magnoliopsida (Dicotiledénea)

e Subclasse: Rosidae

e Ordem: Geraniales

¢ Familia: Oxalidacea (Averrhoacea Hutch ~ Geraniaceae)
e Género: Averrhoa

e [Espécie: Averrhoa carambola

A espécie Averrhoa carambola L., pertence a familia Oxalidaceae e é
conhecida popularmente como carambola ou star fruit. As oxalidaceae
caracterizam-se como ervas, arbustos ou raramente arvores compreendendo
de 7 a 8 géneros e cerca de 800 espécies. A A. carambola € uma arvore
perenifdlia, de 4-6 m, de copa densas arredondada e baixas, originarias
possivelmente da india e Malésia. Folhas compostas pinadas, com 5-10 foliolos
cartaceos, quase glabros, de 4-6 cm de comprimento. Flores pequenas, de cor
purpuracea ou roseas dispostas em racemos axilares curtos. Os frutos sdo
bagas alongadas formadas por cinco gomos salientes, de cor amarelada ou
alaranjada, contendo polpa carnosa aromatica e agridoce (Corréa, 1984,
Panizza, 1998). Vide Figura 2.

Figura 2: Flores, frutos e folhas de A. carambola.
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A caramboleira foi introduzida no Brasil, juntamente com o lim&o caiano
(Averrhoa bilimbi L.) e outras plantas de origem asiatica (Granato, 1919).

As folhas e frutos desta espécie sdo empregados na medicina caseira
em varias regifes do pais, sendo considerados: excitante do apetite, anti-
disentérica, anti-escorbutica e febrifuga. Recomenda-se o cha de suas folhas
para pessoas diabéticas. O seu uso externo, na forma de cataplasma é
recomendado para afeccdes da pele (erupcgdes, pruridos intensos, eczemas e
vermelhidao) e contra picadas de inseto (Corréa, 1926-1975).

Recentemente foi reportado que sucos de carambola causam severos
efeitos em pacientes com doencas renais crénicas. Os sintomas variam e
incluem insbnia, solugos, agitacdo, fraqueza nos musculos, confusdo mental,
varios graus de disturbios da consciéncia e parada respiratéria. A intoxicacao
pelo fruto é negligenciavel em pessoas normais mas torna-se séria em
pacientes com doencas renais cronicas. As varias subespécies de carambola
contém diferentes toxinas, incluindo uma poderosa neurotoxina que suspeita-
se, acumular no sangue, atravessar a barreira hematoencefélica em pacientes
com doencgas renais graves e eventualmente causam danos irreversiveis.(Yap
et al., 2002). Contudo, alguns autores afirmam que o oxalato é o principal
agente da neurotoxicidade da carambola e que este € o0 responsavel pelo
guadro neuropatolégico causado pela intoxicagdo pelo suco de carambola
(Chen et al., 2002). O tratamento para esta intoxicacdo geralmente € feito com
hemodialise (Neto et al., 2003).

Quimicamente, a A. carambola destaca-se pela presenca nas folhas, de
alcaldides, saponinas, taninos, glicosideos, acido oxalico, enxofre e acido
férmico e, nos frutos, acidos organicos e vitamina C (Panizza, 1998).

MacLeod e Ames (1990) analisaram 0s componentes volateis da
carambola através de cromatografia gasosa. Dos 178 componentes, cerca de
95% foram identificados e destes, 57 sao ésteres e 9 lactonas, que sao
componentes significativos para a composicdo do aroma. Junto a estes
compostos foram caracterizados também precursores de carotendides.

A partir do extrato etéreo dos frutos de carambola, Lutz e Wintherhalter
(1994) identificaram o alcool dihidroabscicico.

Spripanidkulchai et al. (2001) publicaram um estudo no qual realizaram

uma investigacdo da atividade diurética de algumas plantas medicinais
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Tailandesas, entre elas a Averrhoa carambola. Este estudo mostrou que os
galhos de A. carambola ndo apresentam atividade diurética.

Damasceno e colaboradores (2002) investigaram o extrato aquoso das
folnas de carambola, obtidas comercialmente através de farméacias de
manipulacdo. Segundo os autores, este extrato ndo controlou a hiperglicemia,
hiperfagia, polidipsia e polidria de ratas com diabete induzida por
streptozotocina. J4 a infusdo das folhas secas deA. carambola na
concentragdo de 2g%, mostrou um efeito redutor sobre os niveis plasmaticos
de glicose (Dalla Martha, 2002).

Em estudos realizados maisrecentemente Chau et al. (2004)
evidenciaram através de alguns testes in vitro, que as fragdes insollveis ricas
em fibras da carambola possuem um potencial efeito hipoglicémico, e este
efeito se deve ao fato destas fibras adsorverem a glicose, retardar a difusao e
adiar a liberacdo da glicose a partir do amido e inibir a atividade da alfa
amilase. Ainda em seu trabalho, Shui e Leong (2004) mostraram que a
carambola (fruto) € uma boa fonte natural de antioxidantes e pode efetivamente
capturar radicais livres. O fruto é rico em vitamina C, que € um bom
antioxidante, porém este composto contribui somente com uma pequena parte
para a atividade antioxidante total. Estes autores concluiram que no fruto da
carambola, a atividade antioxidante é atribuida principalmente aos compostos
fendlicos presentes. Ja, Luximon-Ramma et al. (2003) observaram que 0s
frutos de carambola sdo ricos em compostos fendlicos totais, apresentando
também elevada capacidade antioxidante, com efeito benéfico a saude

humana.
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3. Objetivos

3.1.0bjetivos Gerais

Varios séo os estudos realizados com os frutos de Averrhoa carambola,
mas poucos estdo voltados para a deteccdo de metabdlitos secundarios nas
folhas e galhos, assim como a aplicacdo de testes bioldgicos a esta parte do
vegetal. Considerando este fato, o objetivo central deste trabalho é o
desenvolvimento do estudo fitoquimico de A. carambola biomonitorado pelos
bioensaios de atividade alelopatica, atividade antioxidante usando DPPH e

teste de toxicidade frente a Artemia salina.

3.2.0bjetivos Especificos

i) Preparar o extrato bruto das folhas de Averrhoa carambola;

i) Particionar o extrato bruto com diferentes solventes a fim de obter as
fracbes em quantidades expressivas de extrato para posterior estudo
fitoquimico.

iii) Aplicar os ensaios de toxicidade frente a Artemia salina, atividade
antioxidante usando DPPH e atividade alelopética ao extrato bruto e fracdes.
iv) Fracionamento das fracOes obtidas a partir do Extrato Bruto com a
finalidade de isolar seus principais constituintes quimicos.

v) Determinacgédo estrutural dos possiveis constituintes quimicos isolados.
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4. Materiais e métodos

4.1.Substancias utilizadas

Os solventes utilizados, como etanol, metanol, hexano, acetato de etila
foram obtidos comercialmente. Tween 80 (polioxietilensorbitano monoleato) e
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) foram obtidos pela Aldrich. Os demais
reagentes usados eram de pureza analitica e foram utilizados sem tratamento
prévio.

O sal marinho e cistos de Artemia salina foram obtidos comercialmente
na loja de aquario “Botiquario”, em Floriandpolis.

As sementes de Lactuca sativa Var. Grand rapids, Lote 13158-LW
(pureza 100,0 % e germinacgao 95 %) também foram obtidas comercialmente
em lojas agropecuarias.

No fracionamento cromatografico foi usada silica gel como fase
estacionaria. Nas cromatografias em coluna foi usado silica gel Carlo Erba de
granulometria 0,05:0,20 mm. Para cromatografias em camada delgada analitica
foram usadas cromatoplacas de aluminio cobertas com silica gel 60 em uma
camada de 0,2 mm de espessura (Merk). Os reveladores utilizados foram
solucdes reagentes de anisaldeido sulfurico, sulfato de cério dissolvido em

acido sulfurico 65% e cloreto férrico (5%).

4.2.Equipamentos

Os espectros de Infravermelho foram realizados em espectrofotdmetro
infravermelho, PERKIN ELMER — FT 16 PC. As leituras espectrofotométricas
foram realizadas em Espectrometro UV-VIS, HITACHE 2000. Os espectros de
massas foram obtidos por insercdo direta (prob) em um espectdmetro
SHIMADZU QP-2000 A, com ionizacao sob impacto de elétrons a 70 eV. Ja
para determinacéo estrutural utilizou-se RMN em Espectrometro BURKER AC
200 MHz na Central de Analises do Departamento de Quimica desta

Universidade.
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4.3.Fracionamento do extrato de Averrhoa carambola

As folhas da espécie vegetal apds a coleta foram secas a sombra,
trituradas e extraidas por maceragcdo em solugdo hidroetandlica (20:80) por 15
dias. Posteriormente, o extrato bruto foi concentrado sob pressao reduzida e a
temperatura controlada (50°C), até 1/3 de seu volume. Este extrato foi entédo
particionado em funil de separacdo com solventes de distintas polaridades
como hexano, acetato de etila, n-butanol, formando as fragdes: i) hexanica
(FH), ii) acetato de etila (FAe), iii) butandlica (FB) e fracdo aquosa. Nesta ultima
fracado observou-se a precipitacdo de uma resina apés alguns dias em repouso,
sendo filtrada e obtida a resina (R) e filtrado aquoso (FAQ). Todas estas fracOes
foram concentradas até a completa eliminagcdo do solvente, sendo
simultaneamente monitorados quanto suas atividades bioldgicas (alelopatica,
antioxidante e citotoxica), conforme pode ser observado na Figura 3.

A Fracao Hexanica (FH) de A. carambola foi submetida a cromatografia
em coluna de silica gel segundo o fluxograma mostrado na Figura 3. A elui¢do
da coluna foi realizada utilizando o seguinte sistema de solventes em ordem
crescente de polaridade, hexano/acetato de etila/etanol. As sub-fracbes foram
coletadas e concentradas em um evaporador rotatério e transferidas para
frascos menores. As fracdes foram reunidas de acordo com monitoramento por
CCD, de acordo com o perfil cromatogréfico. Algumas destas fracdes foram
analisadas por métodos espectroscopicos como infravermelho (IV) e
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13 (RMN *H e 1*C) e
espectrometria de massas (CG-EM).

A Fracao Acetato de etila (FAe) foi também submetida a cromatografia
em coluna, sendo utilizados como eluente acetato de etila/metanol (Fig. 3).
Seguiu-se o mesmo procedimento da coleta das sub-fragcbes da fracao
hexanica, e a mesma metodologia para a analise das fracdes reunidas.
Algumas das sub-fracbes obtidas do fracionamento cromatografico
apresentaram-se de forma cristalina, sendo entdo submetidas a analises
espectroscopicas, tais como infravermelho (1V), ressonancia magnética nuclear
de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono 13 (RMN 3C), cromatografia gasosa
acoplada ao espectro de massas (CG-EM).
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A Fracdo Butandlica (FB) seguiu 0 mesmo procedimento das anteriores

para o fracionamento, resultando em 37 fragcées que estdo sendo analisadas.

’ Folhas secas de A. carambola ‘

2. Evaporagéo

Extrato Bruto (EBH) das
folhas de A. carambola

1. Adicéo de H,O + EtOH

‘ Extracdo Liq./Liq.

Fracao

Hexanica (FH)

CC, 46 fragbes
Hex/AcOEt/EtOH

l

]1{4\]5-7\] 111

26| [ 117 |15 |

CC, 19 sub-fragdes
Hex/AcOEt

rei
i
(7]

e
(2022 |

CC, 22 sub-fragdes

Hex/AcOEt

Fragéo Acetato Fracéo
de Etila (FAe) n-Butandlica (FB)
CC, 60 fracbes
AcOEt/MeOH CC, 37 fracbes
AcOEt/MeOH
I

[

[ I
| 47][ 810 || 1122 || 1315 |

Fracdo Aquosa

Filtracdo

[ 1

Filtrado Resina (R)

Aquoso (FAQ)

Figura 3: Fluxograma representando a separacéo do Extrato Bruto em fragdes.
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4.4.Ensaios de germinacdo de sementes

Utilizou-se para os testes de germinacdo, sementes de Lactuca sativa
(alface), que é uma dicotileddnea e pertence a familia Compositae. Estas
sementes foram usadas como indicadoras da presenca de aleloquimicos,
conforme metodologia utilizada por Nishimura et al. (1984) com modificagdes.
Os extratos de A. carambola foram dissolvidos em solventes apropriados
(etanol ou metanol) nas concentracdes desejadas (0,31 — 5,00 %). Impregnou-
se discos de papel filtro Wahtman N° 1 (5,5 cm de diametro) com 1 mL do
extrato da planta. Apos a evaporacédo do solvente, os papéis filtro impregnados
foram colocados em placas de Petri (6,0 cm de diametro) e adicionou-se 1,5
mL de Tween 80 (100 ug mL™), deixando-se em repouso por uma noite. No dia
seguinte, cada disco de papel filtro recebeu 25 sementes de Lactuca sativa,
distribuidas sem obedecer a um espacamento uniforme, com 3 repeticdes
cada. As sementes de alface foram previamente esterilizadas por imerséo em
solucdo de hipoclorito de sodio (10%) durante 5 minutos. Utilizou-se um
controle negativo, seguindo procedimento similar, porém na auséncia do
extrato da planta. A germinacao foi conduzida em fotoperiodo de 12 horas claro
/ 12 horas escuro e a 25°C, sendo os discos de papel filtro regados diariamente
com agua destilada. As leituras para a avaliacdo da germinacdo de sementes
foram diarias, sendo que, para padronizacdo do teste, observouse a
germinacdo até o 5° dia. Como critério de germinacdo foi estabelecido a
protusao radicular.

Com relag&o ao bioensaio de desenvolvimento da plantula, efetuou-se
as medidas do comprimento da radicula e do hipocdétilo com ajuda de uma
régua, apos 5 dias de semeadas as sementes, sendo estes resultados

comparados com os controles negativos (testemunha).
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4.5 Ensaios antioxidantes com DPPH

Esta técnica baseia-se no método de Cavin et al. (1998) e Bouchet et al.
(1998 a e b). O ensaio consiste em fazer uma solugdo metandlica de DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil) 0,004% preparada momentos antes do uso e de
solugdes de diferentes concentragcbes das fracbes ou extrato bruto (200, 100,
50, 25, 10 ug mL-1). A mistura de 2 mL de solu¢cdo de DPPH com 1 mL da
amostra vegetal, foi agitada e apdés 30 minutos, foi feita a leitura em um
espectrofotdbmetro a 517 nm, comparando-se esta leitura a um branco, que
consistiu na solugédo de DPPH na auséncia do extrato vegetal. A percentagem
de atividade antioxidante é dada pela formula (Ao — Ai / Ao) x 100, onde, Ao e
Ai correspondem a absorvancia da solugdo na auséncia e presencga do extrato
de planta. O grafico da % de decréscimo na absorvancia do DPPH em funcédo
da concentracdo do extrato vegetal, fornece a ICsp, a concentracdo de extrato

necessaria para causar 50% de atividade antioxidante (Fig. 4).
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Figura 4: Obtencédo da concentracdo necessaria para provocar 50% da
atividade antioxidante para o Extrato Bruto (EBH).
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4.6.Ensaios de toxicidade frente a Artemia salina

O extrato bruto e fracdes foram avaliados pelo teste de toxicidade frente
A. salina segundo a metodologia de Meyer et al. (1982) com modificacdes.
Estes foram dissolvidos em etanol, a fim de se obter uma concentracao de
10.000 y g mL* que foi diluido nas concentracdes desejadas para o teste (100,
200, 500, 700 e 1000 j g mL™).

A toxicidade do extrato bruto e fracdes foi medida em solucdo de agua
marinha com 1% de Tween 80 (v/v). Cada concentracao é feita em triplicata e

estas foram acompanhadas do controle positivo (K2CrpO7), cuja toxicidade

esta entre 20 e 40 ppm segundo a literatura (Sam, 1993), e controle negativo
(etanol). Entre seis a dez larvas foram usadas em cada teste, sendo 0s
sobreviventes contados apos 24 horas em contato com 0s extratos.

A concentragdo para matar 50% das larvas apds o tempo de exposicao,
a DLsp crbnica, foi determinada através de um grafico de mortalidade (%) em
funcdo do logaritmo da dose, conforme se observa na Fig. 5. Este método &
descrito por Reed-Muench (Ipsen & Feigl, 1970; Miya et al., 1973). O desvio
padrdo e o intervalo de confianca 95% foram também determinados (Sam,
1993).

100

80
DL,,= 800 ppm

60

% Mortalidade

40 /

20 _ /

T T T T T T T T 1
16 18 20 22 24 26 28 30 32
Log da dose

Figura 5: Obtencao da dose letal 50% para a fracao hexanica (FH), frente ao
teste de toxicidade com A. salina.
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5. Resultados e discussao

Na literatura foram encontrados poucos estudos com a espécie A.
carambola, esta tem seus frutos e folhas utilizados na medicina popular como
excitantes do apetite, anti-disentérica e anti-escorbutica, suas folhas também
sdo recomendadas para pessoas diabéticas. Visando encontrar atividade nas
folhas de A. carambola, foram aplicados bioensaios simples, a fim de monitorar

o fracionamento do extrato vegetal.

5.1.Anélise do Bioensaio utilizando Artemia salina

O bioensaio que utiliza Artemia salina tem sido adotado em laboratorios
de fitoquimica para avaliar a atividade citotoxica. Este bioensaio apresenta
também boa correlagcdo com outros ensaios bioldgicos.

Foram submetidos a este ensaio os extratos brutos das folhas de A.
carambola, assim como as fracdes (FH, FAe e FB) obtidas a partir deste
extrato. Neste bioensaio, considera-se uma planta com atividade citotoxica,
guando o valor DLsg for menor que 1000 ppm (Meyer et al., 1982). Na Tabela 1
encontram-se os valores da DLs.

Com base nos resultados representados na tabela abaixo, pode-se
observar que a fragdo hexanica e o extrato bruto apresentaram toxidade frente
ao ensaio com Artemia salina. Ja as fragdes n-butandlica e acetato de etila ndo
apresentaram atividade significante frente a este bioensaio. Sendo assim, a
fragcdo hexanica foi submetida a uma cromatografia em coluna (CC), tendo
suas sub-fracdes reunidas por andlise de cromatografia em camada delgada
(CCD). A toxicidade destas sub-fracbes foi testada e os resultados
apresentados na tabela 1. As fracfes 8-10 foram as que apresentaram maior
toxicidade frente a este ensaio, tendo as fragcOes 18-24 apresentado pouca

atividade. As demais fracdes ndo apresentaram toxicidade significativa.
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Tabela 1: Bioensaio com Artemia salina aplicado ao extrato, fracdes e sub-
fracOes obtidas a partir da Fragcdo hexanica de A. carambola.

Extrato/frac&o DLso, pg mL*
Extrato bruto 980
Fracdo hexanica 800
Fracéo acetato de etila > 1000
Fracdo n-butandlica > 1000

Sub-fracdes obtidas da Fragdo hexano

2 > 1000
5-7 > 1000
8-10 560
18-24 900
25-28 > 1000
40-46 >1000

5.2.Anadlise do Bioensaio para Atividade Antioxidante

O bioensaio que utiliza o radical livre DPPH é utilizado para determinar a
possivel atividade antioxidante de extratos vegetais. Este radical é
relativamente estavel, de forte coloracdo azulada e suficientemente soltuvel em
alcoois misciveis em agua, como o metanol. A acdo sequestrante de radicais
livres do DPPH deve-se a reacao deste com compostos, geralmente fendlicos,
pela abstragcdo de um atomo de hidrogénio, de acordo com a seguinte

equacao:
(DPPH)- + Flavonoide -O-H— (DPPH):H + Flavondide -O-

A solucdo metandlica de DPPH 0,004% é progressivamente descorada
com a adicao do extrato, e, quanto maior for a atividade antioxidante do extrato,
maior sera a descoloracao da solucgéo.

A atividade antioxidante do extrato bruto, resina e fracbes hexanica,
acetato de etila, n-butandlica das folhas de Averrhoa carambola pode ser

observadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Atividade antioxidante do extrato e fracdes de A. carambola.

% Atividade antioxidante
Concentracdo do EBH FH FAe FB R

extrato, ng mL™*

10 20,7 1,2 13,9 2,0 2,8
25 38,7 3,7 31,7 10,5 7,3
50 62 6,1 55,8 19,9 14,6
100 12,2 12,9 70,4 36,1 21,4
200 71,7 21,4 72,5 42,9 29,8

A ICso, que é a concentracdo necessaria para que se obtenha 50% de
atividade, pode ser determinada somente para o extrato bruto (35 ppm) e para
a fracdo acetato de etila (43 ppm). Pode-se dizer que a atividade antioxidante
da resina e das fracbes hexanica e n-butandlica € baixa para a maior

concentracéo testada (200 ppm).

5.3.Anadlise do Bioensaio para Atividade Alelopatica

Para realizar o ensaio de germinacdo de sementes a fim de avaliar a
atividade alelopatica, foram submetidos ao teste: resina e fragdes obtidas a
partir do EBH de A. carambola. O efeito destes extratos sobre a germinacéo de
sementes de alface (L. sativa), assim como sobre o desenvolvimento da
plantula, isto €, crescimento da radicula e hipocdétilo, estdo mostrados na
Tabela 3.
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Tabela 3: Efeito das fragdes de A. carambola sobre a germinacao de
sementes, crescimento de radicula e hipocatilo.

[hexanica], g%

0,31
0,62
1,25
2,50
5,00

[Acetato de etila], g%

0,31
0,62
1,25
2,50
5,00

[n-Butandlica], g%

0,31
0,62
1,25
2,50
5,00
[Resina], g%

0,31
0,62
1,25
2,50
5,00

%Germinacao

102
96
100
75
75

%Germinacao

102
96
69
31
NG

%Germinacao

96
104
52
94
10

%Germinacao

85
96
90
94
63

% Crescimento
radicular
62

27

8
17

% Crescimento
radicular
65

54
48
12

% Crescimento
radicular

50
57
62
18
3

% Crescimento
radicular
25

85

44

31
5

% Crescimento
hipocoétilo
111

75
60
90
69

% Crescimento
hipocétilo
131

107
99
66

% Crescimento
hipocétilo
60
74
68
53
36

% Crescimento
hipocatilo
48

68
56
57
48

NG: ndo observou-se germinacao

Em todas as fragOes, nas concentracdes de 0,31 e 0,62%, a inibicdo de

germinacao de sementes foi pouco expressiva, porém na concentracao de 5%,

na fracdo n-butandlica, a inibicdo de germinacédo foi de 90%, enquanto que na
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fracdo acetato de etila ndo se observou germinacdo. Isto indica que estas
fracOes podem conter compostos com potencial agéo herbicida.

Quanto ao desenvolvimento da plantula, as fracées e a resina inibiram
mais o crescimento da radicula que do hipocotilo, sendo a fragdo acetato de
etila a mais ativa, onde na concentracdo de 5,00 g% n&o observou-se
desenvolvimento da plantula, seguida pela fracdo n-butanol, com 97% e 64%
de inibicdo de crescimento da radicula e hipocétilo, respectivamente. A fracdo
hexanica e resina mostraram uma inibicdo no crescimento radicular de 83% e
95% na concentragdo de 5,00 g %, respectivamente. Ja para o crescimento do
hipocoétilo observou-se um efeito inibitério de 31%, 64% e 52% na concentracao

de 5,00 g % para as fragBes hexanica, n-butandlica e resina, respectivamente.

5.4.Estudo Fitoquimico do Extrato de Averrhoa carambola

Apos fracionamento da fracdo hexanica, através de cromatografia em
coluna de silica gel e andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) as
46 fracOes coletadas puderam ser reunidas conforme perfil cromatografico (Ver
fluxograma péag. 20).

As fraclBes 5-7 e 16 foram encaminhadas para analise por CG-EM. Os
cromatogramas gasosos destas fracdes mostraram que estas sdo constituidas
por uma mistura de compostos (Fig. 1 e 2 Anexo).

Através de comparagdo entre 0s espectros de massas destes
constituintes com espectros armazenados em biblioteca computadorizada,
segundo banco de dados Wiley-Windows, pode-se identificar alguns destes
constituintes (Tabela 4).

A partir da fragcdo 12 obtida da fracdo hexanica foi realizada outra
cromatografia em coluna, sendo que desta foram obtidas 19 sub-fracdes,
reunidas pela andlise do comportamento frente a CCD. Depois de reunidas, as
sub-fracdes 7-8 e 11-14 foram encaminhadas para analise por CG-EM (Anexo
Fig. 3 e 4). Os resultados da analise por CG-EM estdo sumarizados na Tabela
4.,
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Tabela 4 : Constituintes da Fracdo hexanica de A. carambola (Coluna DB1, 60-
290 °C a 10 °C / min.).

FRACAO HEXANICA Tempo de retengéo Nome do composto
Fracéo 5-7
1 8,73 NI
2 13,63 Acido hexadecanoico
Hidrocarboneto insaturado
3 15,20 MM=256
4 15,50 Acido octadecandico
5 18,10 Ftalato
6 22,66 Vitamina E
7 24,63 NI
Fracdo 12
Sub-fragao 7-8
1 14,73 NI
2 21,86 y-tocoferol
3 11,83 Ftalato
4 8,20 NI
Sub-fragéo 11-14
1 11,16 Acido tetradecanoico
2 11,66 Octadeceno
3 13,50 Acido hexadecanoico
4 15,23 Eicosano
5 15,40 Acido octandico
Fracéo 16
1 24,40 Esterol de MM=414
2 34,23 NI
3 47,80 NI

NI = N&o identificado.

Os acidos carboxilicos lineares e saturados representam uma boa parte
destas fracbes, ndo sendo, no entanto, de importancia para contribuicdo a
atividade biol6gica. MacLeod & Ames (1989) analisando os componentes
volateis da carambola (fruto), identificaram 45,21% de hidrocarbonetos
alifaticos e 29,39% de &cidos graxos, sendo que o acido hexadecandico
correspondeu a 12,30% do total dos constituintes identificados. O ftalato
identificado nas fragdes analisadas, provavelmente constitui um artefato
derivado do uso de plastificantes em vasilhas e filmes poliméricos. O y-
tocoferol e a vitamina E também foram identificados na fracdo 12.

As demais fracOes obtidas da fracdo hexanica foram purificadas com
carvao ativado com posterior filtragdo em coluna cromatografica de silica gel,

rendendo diferentes sub-fragcdes, porém em nenhuma delas obteve-se
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compostos em forma de cristal sendo, portanto descartadas para um estudo
posterior.

A coluna das sub-fragdes 13 — 17 obtidas da fracdo hexanica apresentou
22 fragbes que foram reunidas por semelhanca em CCD e encontram-se
representadas na Figura 3 (Fluxograma pag 20).

ApOs vérias recristalizacbes a fracdo 8 apresentou-se como um
composto cristalino de coloracdo branca e ponto de fusédo (132-134)°C. Este
composto foi analisado através de diferentes métodos espectroscépicos. A
espectroscopia de IV (Fig. 5 Anexo) mostrou bandas de absor¢cdo em 3426 e
2936 cm, sugerindo a presenca de grupos OH e CH respectivamente. Pode-
se observar que a banda referente ao estiramento da ligacdo CH é
relativamente bem mais intensa que a do grupo OH. O elevado valor do ponto
de fusdo e a presenca de muitas ligacbes CH em relacdo a OH, sugerem a
presenca de esteroides.

O espectro de RMN de *H (Fig. 6 Anexo) mostrou sinais para hidrogénio
ligado a carbono sp? em 5,36 ppm, tipico de uma dupla trissubstituida e para
hidrogénio ligado a carbono sp® oxigenado em 3,50 ppm. Entre 0,68 a 2,29 ppm
observam-se sinais relativos a hidrogénio ligado a carbono sp®. Andlise destes
sinais sugere a presenca de uma estrutura esteroidal, contendo um grupo —OH
e uma dupla ligacdo. Os dados referentes a esta analise estéo relacionados na
Tabela 5.

O espectro de RMN de *3C (Fig. 7 Anexo) mostrou sinais em 140,7 ppm
(C) e 121,7 ppm (CH) confirmando a presenca de uma ligacdo dupla
trissubstituida. O sinal em 71,83 ppm relativo a carbono oxigenado confirma o
grupo hidroxila. Os demais sinais se encontram entre 57 e 11 ppm. A
comparacao destes dados com dados da literatura permitiu identificar este
composto como sitosterol (Tabela 5). O sitosterol, mostrado na figura 6, ja tinha
sido anteriormente isolado de A. carambola (Jabbar, 1994).

Andlise do espectro de massas (Fig. 8 Anexo) mostrou o ion molecular
em m/e 414. O fragmento em m/e 396 corresponde a [M*]-18, isto €, perda de
agua. O fragmento em m/e 381 corresponde a perda de agua e de —-CHs3 do
esqueleto do sitosterol. Em m/e 273 observa-se a perda da cadeia lateral
(C10H21) do sitosterol ((M*]-141). A perda da cadeia lateral + H,O é observado

em m/e 255, enquanto que em m/e 213 observa-se a perda da cadeia lateral,
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parte do ultimo anel (anel D) e H,O. Os dados condizem com a literatura
(Gershengorn, 1986).

Finalmente, a confirmacdo da estrutura proposta foi feita através de
cromatografia em camada delgada (CCD) em trés diferentes solventes, a
amostra juntamente com um padrao conhecido de sitosterol. O mesmo indice
de retencdo (Rf) nos diferentes sistemas de solvente, mostrou tratar-se do
sitosterol.

Tabela 5: Dados espectroscopicos de RMN de H' e de C** (200 MHz) para
sitosterol (dados experimentais e da literatura) em CDCls.

RMN 'H RMN *H RMN *3C RMN *3C
H-n° Dados C-n° Dados
experimentais Literatura® experimentais  Literatura®
1 1,15; 1,89 1 37,25 37,22
2 1,876;1,573 1,85; 1,56 2 31,65 31,63
3 3,501 3,53 3 71,83 71,80
4 2,294 2,28 4 NO 42,19
5 - 5 140,73 140,72
6 5,36 5,36 d (J =5Hz) 6 121,73 121,71
7 1,53 7 31,93 31,87
8 1,93 8 31,90 31,87
9 0,98 9 50,14 50,10
10 - 10 36,50 36,48
11 1,51 11 21,09 21,07
12 1,19; 2,03 12 39,77 39,74
13 - 13 42,31 42,26
14 1,00 14 56,75 56,73
15 1,13;1,61 15 24,31 24,29
16 1,35; 1,61 16 28,25 28,22
17 1,10 17 56,05 56,02
18 0,680 s 18 11,98 11,84
19 1,009 s 19 19,40 19,39
20 1,37 20 36,14 36,12
21 0922d(J=7Hz) 21 18,78 18,76
22 1,04; 1,35 22 33,94 33,91
23 1,20 23 26,07 26,02
24 0,97 24 45,83 45,81
25 1,70 25 29,15 29,11
26 0,836d(J=7Hz) 26 19,82 19,80
27 0,814d (J=7Hz) 27 19,01 19,01
28 1,27 28 23,05 23,04
29 0,846t(J=7Hz) 29 11,98 11,97

a

David Nes, W. Norton, R. A. and Benson, M. Carbon-13 NMR Studies on sitosterol
biosynthesized from [13C] Mevalonates. Phytochemistry, 31 (3), p. 805-811, 1992.

De-Eknamkul, W. and Potduang, B. Biosynthesis of -sitosterol and stigmasterol in Croton
sublyratus proceeds via a mixed origin of isoprene units. Phytochemistry, 62 (3), p. 389-398,
2003.

NO Né&o observado
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HO

Figura 6: Estrutura do (-sitosterol.

A fracdo acetato de etila também foi fracionada por cromatografia em
coluna, obtendo-se inicialmente 60 fracbes (Ver fluxograma pag. 20), as quais
foram reunidas segundo semelhanca pela CCD.

As fracOes 4-7 quando analisadas por CCD apresentaram apenas uma
unica mancha (Rf = 0,80 em 80/20 AcOEt/MeOH) se tratando, portanto, de uma
amostra pura.

O espectro de UV desta fracdo sugere a presenca de flavonoides,
mostrando dois picos com Amax. €m 272 (banda Il) correspondente ao anel A e
336 nm (banda ) correspondente ao anel B (Estrutura 1 da Figura 7). A
solucdo metandlica desta fracdo, adicionou-se separadamente, metoxido de
sodio, que ioniza todos os grupos hidroxilicos do flavondide, com posterior
deslocamento da banda; acetato de sédio que ioniza apenas os —OH fendlicos
mais acidos e cloreto de aluminio que indica a presenca de grupos orto-
hidroxilicos.

Na Figura 8, pode-se observar que com adicdo de acetato de sodio
(linha preta) houve um deslocamento de 3 nm na banda (I) indicando que o
anel aromatico possui um substituinte na posicao 4'.

Com adicao de metdxido de sédio, uma base mais forte, observou-se um
ombro em 331 nm e deslocamento batocrémico de 61 nm e 8 nm nas bandas |
e Il respectivamente, indicando que tanto o anel A quanto o anel B possuem
grupos —OH fendlicos.

A adicado de cloreto de aluminio mostrou a presenca de um ombro em
303 nm e deslocamento batocrémico de 9 nm nas bandas | e Il. O espectro

encontra-se representado na Figura 8.
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Estrutura 1 Estrutura 2 Estrutura 3

Figura 7: Estrutura Basica de um Flavonéide (Estrutura 1), de uma Flavona
(Estrutura 2) e da Apigenina (Estrutura 3).
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Figura 8: Espectro de UV da fracdo 4-7 sem (linha vermelha) e com adicao de
acetato de sddio (linha preta) da Fracdo acetato de etila de A. carambola.

O espectro de IV desta fracdo apresentou um perfil caracteristico de
flavonéide glicosilado com uma banda larga e intensa em 3395 cm™ relativa a
vibracdo da ligacdo O—H, e carbonila de flavondide em aproximadamente 1640
cm? e bandas de estiramento C-C aromético na regido de 1590 cm?, o
espectro encontra-se representado na Figura 9 do Anexo.

O alto valor de seu ponto de fusdo em torno de 230°C com posterior
caramelizacdo indica uma possivel presenca de acucar ligado ao esqueleto do
flavonoide.
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Tabela 6: RMN de '3C para a fracdo 4-7 em MeOD comparados com Apigenina
— 6 — C — B — D - Glucopiranosideo, Isofurcatin (Apiogenina— 6 — C — alfa— L
Rhamnopiranosideo) e Apigenin — 8 — C — 3 — D Glucopiranosideo.

Apigenina — Apigenina — Apigenina— Dados experimentais
6-C-B-Glc 6-C-a-Rham 8-C-f-Glc Proposicao
Acucar
C1” 79 77,3 78,8 79,99
c2” 73,4 74,5 73,9 75,11
C3” 70,7 74,3 71,4 73,48
c4” 70,7 72,2 70,8 72,30
C5” 81,3 72,0 81,9 72,14
C6” 61,6 18,3 61,5 18,27 e 19,67
Aglicona

C2 163,8 164,1 164,0 166,62
C3 102,9 102,8 102,6 101,09
C4 181,9 182,0 181,9 184,5
C5 156,9 158,2 155,8 169,0
C6 108,8 108,0 98,9 101,4 (ou C8)
C7 163,8 163,8 162,5 163,16
C8 94,2 95,1 104,2 80,62 (ou C6)
C9 161,3 156,6 160,6 NO
C10 103,5 103,2 104,2 NO
cr 121,2 121,3 121,8 123,42
c2’ 128,4 128,7 128,5 129,96
C3 116,3 116,2 116,0 117,50
c4 160,6 161,4 160,9 159,31
C5’ 116,3 116,2 116,0 117,50
C6’ 128,4 128,7 128,5 129,96

Referéncia: AGRAWAL, P. K. Carbon-13 of flavonoids: Studies in organic chemistry, p.300. Elsevier
science, New York, 1989.

O espectro de RMN *H (Fig. 10 Anexo) também apresenta um perfil de
flavonoide glicosilado, onde podemos observar sinais tipicos de acucar na
regido de 3-5 ppm, dois dubletes centrados em 0,835 e 1,44 ppm (ver espectro

em acetona-ds, Fig. 11 Anexo) com constante de acoplamento de 6,2 e 5,8 Hz
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respectivamente, sugerindo a presenca de duas ramnoses. Na regido de
hidrogénio aromético pode-se observar um par de dubletes centrados em 7,12
ppm (J = 8,6 Hz) e em 8,06 ppm (J = 8,6 Hz) com integracdo de dois
hidrogénios cada que pode ser atribuido ao anel B p-substituido de um
flavondide. Dois singletes centrados em 6,73 ppm e 6,83 ppm que podem ser
atribuidos ao H-3 e H-6 (ou H-8) respectivamente de uma flavona (Figura 7,
Estrutura 2) com o anel A trissubstituido, sugerindo se tratar da Apigenina
(Figura 7, Estrutura 3).
No espectro de RMN *C (Fig. 12 Anexo) observa-se dois sinais para -
CH3; em 19,53 e 18,40 ppm confirmando a presenca de duas ramnoses e 0s
demais sinais do acgucar aparecem na regiao de 70 a 80 ppm. Os sinais na
regido de aromaticos estdo de acordo com a presenca de um esqueleto
flavonoidico semelhante a apigenina, conforme comparacdo com os dados da
literatura (Tabela 6).
O espectro de DEPT (Fig. 13 Anexo) ndo mostra nenhum sinal de
CH», mas mostra duas metilas, de duas ramnoses e os sinais de CH na regiao
acima de 70 ppm no espectro. Portanto a estrutura ndo é conclusiva, mas
provavelmente se trata de uma apigenina C-ramnosideo, onde propde-se que

uma das ramnoses esteja ligada diretamente no C-6 ou C-8 da aglicona.
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6. Conclusodes

Através do estudo fitoquimico do extrato bruto e fracdes de Averrhoa
carambola biomonitorado pelos bioensaios de atividade alelopética, atividade
antioxidante usando DPPH e teste de toxicidade frente a Artemia salina, pode-
se concluir:

O extrato bruto e a fracdo hexanica apresentaram toxidade frente ao
ensaio com Artemia salina, indicando potencial atividade citotoxica. Ja as
fracdes n-butandlica e acetato de etila ndo apresentaram atividade significante
frente a este bioensaio.

A atividade antioxidante concentrou-se no extrato bruto e fracdo acetato
de etila, sugerindo que nesta fracdo ha uma maior concentracdo de compostos
fendlicos.

As fracBes acetato de etila e n-butandlica apresentaram maior efeito
alelopético, inibindo tanto a germinacdo de sementes de alface, quanto o
desenvolvimento da plantula.

Analise fitoquimica prévia da fracdo hexanica mostrou que esta €&
composta principalmente, por acidos graxos, vitamina E e -sitosterol.

Através do fracionamento cromatografico e analises espectroscépicas na
fracdo acetato de etila observou-se que nesta existe a presenca de flavondides

glicosilados.

Portanto, os bioensaios de bancada utilizados mostraram-se efetivos
como ensaios rotineiros, bem como rapidos e baratos sendo assim viaveis para
a introducdo em um laboratorio de quimica de produtos naturais. Estes
bioensaios forneceram subsidios para se dar maior atencao as fragbes que
demonstraram atividade.

Assim, deve-se incentivar o isolamento dos compostos responsaveis
pelos efeitos de inibicdo na germinacdo de sementes e de atividade
antioxidante, no sentido de obter herbicidas e antioxidantes naturais, bem como
submeter os compostos (ou fracdes) que foram ativas frente a A. salina a
ensaios mais elaborados como os que utilizam células tumorais, com a

finalidade de encontrar novos farmacos citotoxicos.
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Figura 1: Cromatograma gasoso da Fracdo 5-7 da

carambola ( coluna DB1 , 60-290° C, 10°/ min.).
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Figura 2: Cromatograma gasoso da Fracdo 16 da Fracdo Hexanica de A.
carambola ( coluna DB1 , 60-290° C, 10°/ min.).
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Figura 3: Cromatograma gasoso da sub-fracdo 7-8 (Fracdo 12) da Fracéo
Hexanica de A. carambola ( coluna DB1 , 60-290° C, 10°/ min.).
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Figura 4: Cromatograma gasoso da sub-fracdo 11-14 (Fracdo 12) da Fracao
Hexanica de A. carambola ( coluna DB1 , 60-290° C, 10°/ min.).
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Figura 5: Espectro de IV da sub-fracdo 8 (Fracéao 13-17) da Fracdo Hexanica
de A. carambola (Pastilha de KBr).
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Figura 6: Espectro de RMN 'H da sub-fracdo 8 (Fracdo 13-17) da Fracédo

Hexanica de A. carambola (CDClIs).
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Figura 7: Espectro de RMN de *C da sub-fracéo 8 (Fracdo 13-17) da Frac&o

Hexéanica de A. carambola (CDCls).
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Figura 8: Espectro de Massa da sub-fracdao 8 (Fracdo 13-17) da Fracao

Hexéanica de A. carambola.
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Figura 9: Espectro de IV da frag&o 4-7 obtida da coluna da fragao Acetato de
Etila de A. carambola (Pastilha de KBr).
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Figura 10: Espectro de RMN *H da fracdo 4-7 obtida da coluna da fracdo
Acetato de Etila de A. carambola (MeOD).
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Figura 11: Espectro de RMN *H da frac&o 4-7 obtida da coluna da fracéo

Acetato de Etila de A. carambola (Acetona — ds).
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Figura 12: Espectro de RMN **C da frac&o 4-7 obtida da coluna da frac&o
Acetato de Etila de A. carambola (MeOD).
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Figura 13: Espectro de RMN *C/DEPT da frac&o 4-7 obtida da coluna da
fracdo Acetato de Etila de A. carambola (MeOD).



http://www.clicktoconvert.com

