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Duroia macrophylla Huber, pertencente a familia Rubiaceae, é uma arvore de porte mediano conhecida
popularmente como cabega-de-urubl ou purui. Encontrada tanto na campinarana como na floresta de
terra firme, ocorre no Peru, Venezuela e Brasil (BAZE et al., 2003). Diversas classes de metabdlitos
secundarios tém sido isolados de espécies de Rubiaceae, destacando-se os alcaldides com propriedades
antimaléricas e antieméticas (BARREIRO, 1990). O material estudado foi coletado na Reserva Particular
de Proteg@o Natural Cachoeira da Onca, na BR-174, no municipio de Presidente Figueiredo-AM. As folhas
foram secas a temperatura ambiente, moidas e extraidas com diclorometano, metanol e agua, cada
extracdo foi realizada em triplicata e usando ultra-som por 20 minutos. Apds filtracdo, os extratos foram
concentrados utilizando-se rota evaporador e liofilizador. Os extratos diclorometénico, metandlico e
aquoso das folhas de D. macrophylla Huber foram obtidos e submetidos a avaliacdo da atividade
antioxidante através de dois métodos medindo a capacidade de seqtiestro do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) (2 e 20 min, em 517 nm) e do cation radical acido 6-sulfénico-2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina (ABTS) (1 e 6 min, em 734 nm). As leituras foram realizadas em espectrofotOmetro
UV-Visivel (VARIAN Série 364) e os resultados obtidos foram expressos em equivaléncia com o acido
ascorbico. Para atividade de citotoxicidade foi realizado o ensaio frente ao microcrustaceo Artemia salina
(MEYER, 1982), em concentragdes inferiores a 1000 ug/mL, sendo realizadas leituras em 24 e 48 horas.
Para a analise antifingica, a metodologia aplicada foi a que utiliza a difusdo por cavidade-placa (Método
de Kirby-Bauer), recomendada internacionalmente para a determinacdo da sensibilidade, através da
difusdo em &gar (GROVE et al., 1955, apud GIESBRECHT, 1980). Os extratos foram testados na
concentragao de 0,1 mg/uL, para a verificagdo de atividade inibitéria contra os fungos filamentosos
dermatofiticos (Epidermophyton floccosum, Microsporum canis 32905, Microsporum gipseum 29/00,
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533/03, Trichophyton rubrum ATCC 28189 e Trichophyton
tonsurans 21/97), os fungos filamentosos ndo dermatofiticos (Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium sphaerospermum, Fusarium U. 662/06 e Scytalidium U. 661/06) e leveduriformes
(Candida albicans ATCC 3632 e Candida albicans U. 5/99). Para o ensaio de reducdo do DPPH e ensaio
de descoloragdo do ABTS, o extrato metandlico foi o mais ativo, em seguida, o aquoso. O extrato
diclorometdnico mostrou-se pouco ativo em DPPH- (tabela 1) e com atividade média em ABTS ™ (tabela
2). Quanto a atividade citotdxica, o extrato aquoso apresentou-se bioativo e o0s resultados foram
analisados para determinar a CLsq (concentracdo letal mediana) cujo valor encontrado foi de 880 ug/mL,
enquanto os extratos diclorometénico e metandlico foram pouco ativos, numa concentragdo de 1000
ug/mL. Os extratos ndo apresentaram atividade antifiingica para concentragdo testada.

Tabela 1 - Resultados da avaliacdo antioxidante nos extratos vegetais pelo ensaio de redugdao do DPPH:

2 min 20 min
Extratos % dg Equ,iv. de % d% Equjv. de
Reducao ac. Reducao ac.
do DPPH | ascérbico | do DPPH | ascérbico
DCM 13,78 32,2 15,37 21,3
MeOH 47,86 122 93,73 4,9
H,O 30,31 20,0 57,83 8,0

Tabela 2 - Resultados da avaliagdo antioxidante nos extratos vegetais pelo ensaio de descoloragao do
ABTS*

1 min 6 min
Extratos % de Eq’ui_v. de % de Eq’ui_v. de
descolor. acido descolor. acido
do ABTS | ascérbico | do ABTS | ascorbico
DCM 58,10 12,1 74,44 9,6
MeOH 99,67 7,2 99,45 7,2
H,0 98,38 7,3 100,00 7,0
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No presente trabalho foi ainda realizado o fracionamento quimico dos extratos diclorometénico e
metandlico, conforme mostrado no fluxograma 1. O extrato diclorometédnico foi submetido a
cromatografia em coluna (CC) de silica gel (SiO,) resultando em 47 fragdes. As fragdes 1 a 5 foram
reunidas e recristalizadas em acetona. A elucidacdo estrutural da substéncia isolada foi baseada nos
dados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensionais. A comparacdo dos dados de RMN
de 'H e de 'C da substdncia 1 com os dados da literatura (Saitoa, Klinklaib, Kawahara, 2007),
possibilitaram identifica-la como esqualeno.
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Figura 1 - Esqualeno isolado das folhas de D. macrophylla Huber.

O extrato metandlico foi fracionado em cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, resultando em 13
fragdes, as fragdes 5 a 7 foram reunidas e submetidas a cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) de SiO,, resultando em 9 fragdes, numeradas de cima para baixo na placa, a fragdo 2 mostrou
resultado positivo para alcaldide quando submetida a teste com reagente de Dragendorff. A substancia
isolada sera identificada e/ou terd sua estrutura elucidada por andlise de RMN 'H e RMN *3C, em uma e
duas dimensdes (COSY, HETCOR, HMBC e HSQC). As propriedades fisico-quimicas das substéncias estdo
mostradas na Tabela 3.

Folhas secas em pé

(151,45 g)
I
[ |
Ext. DCM Ext. MeOH
(4,7 9) (18,26 g)
CC de SiO, CC de Sephadex
(2,0 g do extrato) (1,3 g do extrato)
Fiiageesd =9 Fragdes 5 - 7
Recristalizagdo
em Acetona CCDP de SiQ,
Substéancia 1 ~
(51,7 mg) Fra(;'a(). 2
(Substancia 2)
(18 mg)

Fluxograma 1 - Fracionamento quimico das folhas de D. macrophylla Huber.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas das substancias isoladas.

Substancias | Aspecto Cor R¢*
it amorfo | amarelo esverdeado | 0,62
2 amorfo | vermelho - alaranjado | 0,63

*Eluentes: substancia 1 (hexano puro); substéncia 2 (diclorometano/metanol - 95:5). 'N&o apresentou revelagéo de
fluorescéncia em camara de UV, absorveu vapor de iodo e quando revelada com sulfato cérico apresentou coloragdo
lilds. *Apresentou coloragdo escura no UV.ss, absorveu vapor de iodo, quando revelado com sulfato cérico apresentou
coloragao marrom clara.

Até o momento, o estudo fitoquimico das folhas de D. macrophylla Huber resultou no isolamento do
esqualeno e de um alcaldide ainda ndo identificado, o estudo mostrou ainda que os extratos polares
apresentam elevada atividade antioxidante. Quanto a atividade antifingica, os extratos testados foram
inativos na concentragdo ensaiada, devendo ser analisados numa concentracao mais alta.
Palavras-chave: Atividade antioxidante, atividade citotéxica, DPPH, ABTS.
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