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RESUMO

Muitos farmacos sintéticos tém alguma relacdo com as substancias isoladas de plantas
que foram foco de estudos fitoquimicos. Neste trabalho, a espécie vegetal escolhida foi a
Duroia macrophylla (Rubiaceae), popularmente conhecida como "apurui™ ou "purui-
grande-da-mata”, a qual é rica em substancias como terpenos e alcaloides, o que pdde ser
verificado através das andlises e estudos anteriormente realizados. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi realizar o fracionamento do extrato hexanico das folhas de
Duroia macrophylla, dos extratos hexanico, acetato de etila e metanolico de seus calos
obtidos in vitro, e ainda, avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos. O extrato
hexanico das folhas de D. macrophylla foi fracionado e em trés fracdes foi identificado o
sitosterol como principal constituinte e um sequiterpeno como constituinte majoritério de
uma fracdo, porém a sua estrutura ndo pdde ser identificada. O fracionamento do extrato
acetato de etila dos calos de D. macrophylla forneceu duas fragcdes com elevado grau de
pureza, uma contendo um triterpeno como constituinte majoritario e a outra contendo um
acucar. Porém, também ndo foi possivel identificar as estruturas até o fechamento deste
trabalho. Em relacdo ao potencial antimicrobiano, o extrato hexanico das folhas foi capaz
de inibir as cepas de Edwardsiella tarda (1000 pg/mL), Pseudomonas aeruginosa (1000
pug/mL) e Serratia marcescens (250 pg/mL) e os extratos acetato de etila e metandlico
dos calos mostraram inibicdo frente as cepas de Aeromonas hydrophila (na concentragao
de 30 pg/mL e 125 pg/mL respectivamente), Acinetobacter baumannii (na concentragéo
de 1000 pg/mL e 60 pug/mL respectivamente), Candida albicans (na concentracdo de
1000 pg/mL e 30 pg/mL respectivamente) e Candida parapsilosis (na concentragdo de
60 pg/mL para os dois extratos). Estes resultados incentivam a continuacdo do
fracionamento dos extratos das folhas e dos calos desta espécie a fim de poder isolar as
substancias (esteroides ou triterpenos) responsaveis pelas atividades.

Palavras Chaves: Duroia macrophylla, apurui, terpenos, acucar, esteroide, calos.



ABSTRACT

Many synthetic drugs have some relationship to the substances isolated from plants that
were the focus of phytochemical studies. In this work, the plant species chosen was
Duroia macrophylla (Rubiaceae), popularly known as "apurui" or "purui-grande-da-
mata”, which is rich in substances such as terpenes and alkaloids, which could be verified
through analyzes and studies previously performed. In this context, the objective of this
work was to perform the fractionation of the hexane extract of the leaves of Duroia
macrophylla and the hexane, ethyl acetate and methanolic extracts of its callus obtained
in vitro. The hexanic extract of the leaves of D. macrophylla was fractionated and in three
fractions sitosterol was identified as the main constituent and a sesquiterpene as the major
constituent of another fraction, but its structure could not be identified. Fractionation of
the ethyl acetate extract of the callus of D. macrophylla provided two fractions of high
purity, one containing one triterpene as the major constituent and the other containing one
sugar. However, it was not possible to identify the structures until the closing of this work.
In relation to the antimicrobial potential, the hexane extract from the leaves was able to
inhibit the strains of Edwardsiella tarda (1000 pg/mL), Pseudomonas aeruginosa (1000
pg/mL) and Serratia marcescens (250 pug/mL) and the ethyl acetate and methanolic
extracts of callus showed inhibition against the strains of Aeromonas hydrophila (30
pg/mL and 125 pg/mL), Acinetobacter baumannii (1000 ug/mL and 60 ug/mL), Candida
albicans (1000 pg/mL and 30 ug/mL) and Candida parapsilosis (60 pg / mL for both
extracts). These results encourage the continued fractionation of leaf extracts and callus
of this species in order to isolate the substances responsible for the activities.

Keywords: Duroia macrophylla, apurui, terpenes, sugar, steroids, callus.
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1 INTRODUCAO

Na busca por novos farmacos, os produtos naturais destacam-se pela diversidade
estrutural, e assim, torna as plantas candidatas importantes para investigacdo de novas
substancias bioativas (GIORDANI et al., 2008). Para tal investigacdo, € importante
considerar as informacdes botanicas e quimiotaxondmicas das plantas, que favorecem o
trabalno com a espécie vegetal escolhida (CLARDY & WALSH, 2004). Em
continuidade, através da identificacdo de um extrato bioativo, este pode ser direcionado
a um fracionamento biomonitorado por meio de ensaios farmacoldgicos e/ou biologicos
in vivo ou in vitro, levando a purificacdo e isolamento, e por fim, a caracterizacdo de
substancias biologicamente ativas (SOUZA et al., 2012).

A partir da biodiversidade brasileira é possivel desenvolver diferentes tipos de
bioprodutos, entre eles medicamentos, cosmeéticos, inseticidas, defensivos agricolas
naturais, novos biomateriais, corantes, aromatizantes, novos produtos alimentares e
outros. A pesquisa em bioprospeccdo, relacionada a descoberta de novas moléculas, tem
avangado muito no Brasil, assim como, na regido Amazonica, decorrente das atividades
realizadas por diversos grupos de pesquisas em Quimica de Produtos Naturais em que
plantas, animais e microrganismos tém sido estudados e centenas de novas moléculas tém
sido descritas (ASTOLFI-FILHO et al., 2014).

Visando a producéo de metabolitos de interesse em extratos vegetais, técnicas de
producdo in vitro, como a cultura de células de plantas, vem sendo aplicadas e associadas
a estudos fitoquimicos, a fim de se obter uma producdo maior desses metabdlitos dentro
de um periodo de cultivo inferior quando comparado a planta, e, além disso, fornecendo
condigBes para um ambiente favoravel para a sintese de metabdlitos em cada tipo de
espécie, e ainda, uma producdo constante desses metabolitos nas plantas (CROTEAU et
al., 2000; SANTOS, et al., 2007).

Entre as plantas com grande potencial de bioatividade, estdo aquelas pertencentes
a familia Rubiaceae. A familia Rubiaceae é rica em metabolitos bioativos com grande
potencial farmacoldgico, e podem ser utilizados como marcadores quimiotaxondémicos
de géneros e subfamilias. As substancias encontradas sdo: iridoides, antraguinonas,
triterpenos, alcaloides, como constituintes mais comuns (MARTINS & NUNEZ, 2015).
Pertencente a esta familia, encontra-se a especie Duroia macrophylla, que tem sido
investigada a fim de conhecer seu perfil quimico e bioldgico e foi o alvo de estudo deste
trabalho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Familia Rubiaceae

A Familia Rubiaceae possui cerca de 609 géneros e 13.673 espécies (THE PLANT
LIST, 2017), possui distribuicdo cosmopolita, sendo grande parte concentrada nos
tropicos (MONGRAND et al, 2005). E a quarta maior familia botanica entre as
Angiospermas e uma das maiores na classe Magnoliopsida. Possui grande valor
econdmico, ornamental e medicinal na flora do Brasil, com cerca de 126 géneros e 1.394
especies (BARBOSA et al, 2015).

Os estudos fitoquimicos realizados com varias espécies de Rubiaceae nos ultimos
anos buscaram a caracterizacao, descricao e classificacdo das espécies incluindo estudos
taxonbmicos e determinagdo da sua origem botanica. A probabilidade de encontrar
substancias bioativas € facilitada através das informacdes botanicas e quimiotaxonémicas
descritas uma vez que direciona a descoberta de novos medicamentos ou prototipos para
futuros farmacos em estudos de bioprospeccéo de plantas (MARTINS & NUNEZ, 2015).

Dentre as classes quimicas que podem ser encontradas em plantas desta familia,
estdo os iridoides, alcaloides, antraquinonas, terpenoides (diterpenos e triterpenos),
flavonoides e outros derivados fenolicos, com énfase na producdo de alcaloides com
atividade bioldgica (FARIAS, 2006), que se destacam por serem metabdlitos secundarios
que podem servir como modelos de drogas com efeitos farmacol6gicos importantes e
usados para descobrir as respostas fisioldgicas e mecanismos de acdo (SIMOES, 2004).

Essa familia possui inUmeros géneros de espécies com potenciais medicinais,
algumas delas com valor histérico, como no caso da Coffea (DI STASI, 2003), onde a
partir da Coffea arabica foi possivel isolar a cafeina, substdncia que atua como
estimulante do sistema nervoso central, bem como vasoconstritor, broncodilatador e
diurético, além de ser um dos componentes de drogas contra enxaqueca. Ainda, do género
Cinchona, da Cinchona ledgeriana, foi isolada a quinina, a qual possui propriedade
antimalarica (VIEGAS et al, 2006).

Martins e Nunez (2015), através de uma revisdao de estudos fitoquimicos
realizados com espécies de Rubiaceae, apresentaram a diversidade de metabolitos ja

isolados da familia, conforme observado na tabela 1.
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Tabela 1: Exemplos de substéncias isoladas em espécies de Rubiaceae (MARTINS &

NUNEZ, 2015)

Géneros Classe Substancia
Alcaloide Emetina
Cephaelis Alcaloide Cefalina
Alcaloide psicotrina
Alcaloide Quinina
Triterpeno acido cinchdlico
Cinchona Triterp(_ano acido _qqir_lc’)vico
Alcaloide quinidina
Alcaloide cinconina
Alcaloide cinconidina
Metil-xantina Cafeina
Diterpeno cafestol
Coffea Antraqu@nona galiosina_
Antraguinona coapareolatina
Antraguinona munjistina
Corynanthe Alcaloide yohimbina
Galium Iridoide mcedonina
Genipa Monoterpeno genipina
Hedyotis Antraguinona alizarina
Alcaloide quinidina
Landerbergia Alcaloide cinconina
Alcaloide cinconidina
Morinda Antraguinona alizarina
Mussaenda Triterpeno acido arjundlico
Oldenlandia Antraguinona alizarina
Psychotria Alcaloide psicot_rina
Alcaloide cefalina
Relbunium Antraguinona purpurina
Alcaloide ginidina
Remijia Alcaloide cinconina
Alcaloide cinconidina
Rubia Antraqu@nona pu_rpur_ina
Antraquinona alizarina

2.2 O Género Duroia

Dentre os géneros da familia Rubiaceae, esta o Duroia, que apresenta cerca de 30

especies neotropicais, distribuidas desde a América Central, Colémbia, Guianas, Peru,

Bolivia até o Brasil central. As espécies possuem frutos pistilados e solitarios como

caracteristica exclusiva do género (TAYLOR et al., 2004).
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Nascimento (2013) realizou um levantamento de espécimes do género Duroia,
sendo observado um total de 22 espécies de Duroia na Amazoénia Brasileira sendo elas:
D. amapana, D. aquatica, D. duckei, D. eriopila, D. fusifera, D. genipoides, D.
gransabanensis, D. hirsuta, D. hirsutissima, D. kotchubaeoides, D. longiflora, D.
macrophylla, D. maguirei, D. micrantha, D. nitida, D. palustris, D. paraensis, D.
petiolares, D. prancei, D. saccifera, D. triflora e D. velutina.

De acordo com Taylor e colaboradores (2007), caracteristicamente o género
apresenta arvores, arvoretas e arbustos, e ainda possui a presenca de regides ocas em seus
ramos, que podem ser quadrangulares ou cilindricas, e que servem de abrigo para varias
espécies de formigas estabelecendo uma interagdo entre a planta e as mesmas, o que é
geralmente comum em espécies do género Duroia.

Na literatura ha poucos relatos de estudos fitoquimicos realizados com o género
Duroia. Uma espécie ja estudada é a Duroia hirsuta, onde foi isolado um iridoide lactona
e flavonoides (AQUINO et al., 1999), assim como, um iridoide tetraciclico (PAGE,
1994). Ainda com a D. hirsuta, foi descrita a agdo antibacteriana in vitro, sendo a mesma
usada popularmente por agir como cicatrizante (LOPEZ, et al., 2001) e atividade contra
0 Herpes simplex virus (KHAN et al., 2005). A figura 1 mostra as estruturas isoladas por

Aquino e Page de D. hirsuta.

OR

OH

Duroina” R = R1 = CHs, éter flavonol-3-O-metil”* Plumericina™
R = CHs, R1 = H, éter flavonol-3-O-metil”
R = H, R1 = CHS3, flavonol”

Figura 1: Substancias isoladas a partir de Duroia hirsuta em estudos realizados por Aquino™e Page™.

Outra espécie desse género é a D. macrophylla, alvo do presente estudo.
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2.3 A espécie Duroia macrophylla Huber

Popularmente conhecida como "cabeca-de-urubu”, "apurui”, ou "purui-grande-
da-mata”, esta especie (figura 2) é encontrada na Regido Amazonica, com ocorréncia na
porcdo centro-sul do Peru, Venezuela e Brasil. E uma espécie arborea, frutifera
comestivel, ndo cultivada, presente em habitat de solo argiloso, tmido e margens de
igarapé, e ainda em habitats diversos como em moitas de tucumd e cupiuba
(NASCIMENTO, 2013).

Conforme descreve Taylor e colaboradores (2007), a especie D. macrophylla
apresenta as seguintes caracteristicas morfoldgicas: arvores de 15 a 20 metros de altura,
12 a 25 centimetros de diametro, com tronco circular, base as vezes acanalada, digitada;
ritidoma marrom a marrom avermelhado, levemente fissurado, escamoso; exterior da
casca marrom ou bege, fibrosa, com 2 a 3 milimetros de espessura; casca internamente
marrom, alaranjada ou rosada, com 3 a 5 milimetros de espessura; alburno bege ou alvo-
alaranjado; odor forte; ramos quadrangulares, espessos, fistulosos, ferrugineo-hirsutos;
folhas ternadas, longamente pecioladas; peciolo com 5 a 8,5 centimetros de comprimento;
lamina ovada a lanceolada com 30 a 40 x 14 a 24 centimetros, coriacea, apice acuminado,
base obtusa, face adaxial glabra exceto as nervuras sericeas, face abaxial pubérula com
as nervuras tomentosas; nervuras laterais entre 18 e 21 pares, impressas na face adaxial;
flores estaminadas pediceladas, corola creme; flores pistiladas ndo vistas; bagas solitarias,
sésseis, subglobosas ou elipsoides, ferrugineo-tomentosas; sementes orbiculares,

comprimidas, e pubescentes. Algumas caracteristicas estdo ilustradas na figura 3.

<

N e -

Figura 2: Folhas de Duroia macrophylla. Foto: ZANCA, 2015
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Figura 3: Caracteristicas morfologicas de Duroia macrophylla Huber. A - ramo com folha
ternada e estipula; B - estipula trisulcada; C — inflorescéncia; D — antera; E - estilete bifido;
F - fruto com célice persistente (NASCIMENTO, 2013).
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A espécie D. macrophylla tem sido alvo de estudo do grupo de pesquisas
“Sociedade-Natureza: bioprospeccéo, biotecnologia e dinamicas econdmicas e sociais”,
do Laboratério de Bioprospeccdo e Biotecnologia, pertencente a Coordenagdo de
Tecnologia e Inovacao do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. Como resultado
foram isolados alcaloides inddlicos a partir do extrato metandlico de folhas com acgédo
toxica contra Artemia salina (NUNEZ et al, 2009), atividade antitumoral (NUNEZ &
VASCONCELOS, 2012), dois triterpenos: o acido oleanolico e acido ursolico (figura 4),
isolados dos extratos diclorometéanicos das folhas, que apresentaram acéo
antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose
(MARTINS et al., 2013), assim como alcaloides indolicos isolados a partir de extratos
metandlico e diclorometénico de galhos, que também apresentaram atividade contra o
mesmo agente (MARTINS, et al., 2014).

Figura 4: Estrutura quimica dos alcaloides indélicos isolados de extratos metandlicos de
folhas com acéo toxica contra A. salina (NUNEZ et al., 2009) e atividade antitumoral (NUNEZ
& VASCONCELOQOS, 2012).

Acido oleandlico Acido ursélico

Figura 4: Triterpenos com atividade antimicobacteriana isolados das folhas de Duroia

macrophylla descritos pela primeira vez no género (MARTINS et al., 2013). 19



Zanca (2016) realizou um estudo in vitro de inducdo de calos em explantes de
folhas de D. macrophylla, preparacao de extratos de calos de D. macrophylla e a anélise
quimica para verificar a presenca de alcaloides e terpenos neles. Os calos foram extraidos
com hexano e metanol e a presenca de metabdlitos secundarios foi avaliada por
cromatografia em camada fina e analise de RMN de *H. A andlise quimica preliminar
sugeriu que ambos os extratos dos calos ndo continham alcaloides, mas terpenos. Sendo
assim, serdo necessarios mais estudos para induzir a producdo de alcaloides nos calos de
D. macrophylla, onde o uso de elicitores, ou outros metodos, poderiam induzir a producao
desses metabolitos.

Com isso, a busca por moléculas inéditas e/ou conhecidas que apresentem
propriedades bioldgicas tem levado o grupo de pesquisa a dar continuidade nos estudos

de bioprospeccao com D. macrophylla.

2.4 Metabdlitos secundarios e cultura de tecidos vegetais in vitro

Dentre as substancias que podem ser encontradas nas plantas, as de interesse
fitogquimico sdo produzidas a partir do metabolismo secundario, sendo estas produzidas
em menor quantidade em relacdo ao metabolismo priméario. Segundo Fumagali e
colaboradores (2008), os metabdlitos secundarios tém sido sumariamente definidos como
substancias pouco abundantes, com uma frequéncia inferior a 1% do carbono total, ou
pelo fato de sua estocagem ocorrer em 0rgaos ou células especificas.

Estas moléculas sdo produzidas por diversas rotas metabdlicas e sdo respostas
adaptativas de cada espécie ou grupo de plantas ao ambiente. Estes metabdlitos podem
apresentar atividades biologicas usadas pela planta no seu desenvolvimento, adaptacédo
e/ou protecdo. Esta caracteristica adaptativa da planta, para alterar o seu metabolismo
secundario, € o que proporciona a diversidade de metabo6litos encontrados entre as
mesmas. E isto, é o que justifica a constante busca por substancias ativas. Alcaloides,
terpenos e flavonoides sdo alguns exemplos de metabdlitos secundarios que possuem
grande importdncia econdmica devido a utilizagdo na industria farmacéutica
(CEQUINEL FILHO & YUNES, 1998).

A producgédo dos metabdlitos secundarios é afetada pelos fatores ambientais aos
quais a planta estd exposta, como o local e época de coleta, polinizadores diferentes,
exposicdo ao sol, entre outros fatores ambientais (GOBBO-NETTO & LOPES, 2007).
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Para a producdo de substancias naturais de interesse em maiores escalas e
padronizadas, as industrias farmacéuticas buscam cada vez mais por novas tecnologias
que correspondam econdmica e qualitativamente as demandas. Uma alternativa eficaz
para a obtencdo destes produtos, neste contexto, é a tecnologia da cultura de células e
tecidos vegetais in vitro, que assegura um controle mais rigoroso do rendimento e da
qualidade da producdo das substancias bioativas, além da conservacdo dos recursos
genéticos (ROBERTO & FRANCESCA, 2011).

O cultivo de tecidos trata-se de um conjunto de técnicas que permitem a cultura
de oOrgaos, tecidos, células e protoplastos em condicdes assépticas, empregando meios
nutritivos artificiais. Essas técnicas podem ser aplicadas para a obtencéo de plantas livres
de patdgenos, propagacdo massiva de plantas, conservagdo de germoplasma, melhora por
mutagénese in vitro e engenharia genética (MORAIS et al., 2012).

Através da cultura de ceélulas de plantas, podem-se sintetizar metabdlitos
secundarios dentro de um periodo de cultivo de poucas semanas, 0 que € bastante
favoravel quando comparado a producdo na planta, em que o0 espaco de tempo para o
acumulo destes metabolitos pode variar de uma estacdo para plantas anuais ou diversos
anos no caso das plantas perianuais, como as arvores, por exemplo (CROTEAU et al.,
2000). Estudos fitoquimicos de diversas espécies com potencial biolégico podem ser
facilitados por meio de culturas de células vegetais (SANTOS et al., 2007).

2.5 Calogénese e Inducéo de calos in vitro

Na natureza, as plantas podem gerar calo em resposta a um estresse, causado por
ferimento ou infeccdo patogénica. A formacao de calo, também denominada calogénese,
pode também ser induzida in vitro por niveis elevados de reguladores de crescimento,
onde ocorre a desdiferenciacdo das células do explante, que sdo induzidas a retornarem
ao estado inicial meristemético (VIJAYASREE, 2010).

As plantas, através de suas células somaticas, sdo capazes de desenvolver
crescimento e/ou indiferenciacdo celular induzida pelo meio, para retomarem a diviséo
celular e produzirem novas plantas. Esta capacidade é explicada pelo conceito da
totipoténcia, onde qualquer célula vegetal possui a capacidade de formar uma nova planta
(CANHOTO, 2010).
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Os grupos de células nao diferenciadas podem ser chamadas de calo, onde
correspondem a uma massa de células desorganizadas e parcialmente indiferenciadas que
apresentam tipo, tamanho, conteddo celular e espessura da parede variada
(NARAYANASWAMY, 1977) e podem ser induzidos por meio de qualquer tecido
vegetal, usado como explante (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

As regibes do explante que sofrem sinalizacdo se estabelecem primeiramente na
periferia do explante isolado e, de forma gradativa, em pontos internos do tecido, onde
camadas e regides de crescimento ativo, na forma de cunhas, passam a se formar e,
dependendo do balanco dos reguladores de crescimento utilizados no meio de cultura,
diversos tipos celulares do explante poderdo se desdiferenciar, caracterizando assim o
novo sistema que passa a ser chamado de calo (TERMIGNONI, 2005).

Conforme Aitchinson et al. (1977) e Stafford e Warren (1991), o estabelecimento
da cultura de calos a partir de explantes como raizes, caules, folhas, flores, e outras partes
vegetais, é dividido nas etapas de: inducdo, que é a preparacdo do tecido isolado com a
ativacdo do metabolismo para a desdiferenciacdo e divisdo celular (mitose); diviséo
propriamente dita, em que as células dividem-se ativamente em células de tamanho
menor, iniciando pelas areas periféricas e posteriormente ocupando a regido central do
explante; e desdiferenciacdo, onde o tecido perde sua identidade histoldgica, as células
tornam-se maiores, vacuolizadas, a taxa de divisdo celular diminui e entdo ocorre o
equilibrio entre a diviséo e a expansdo celular.

Para que o potencial da totipoténcia seja expresso na sua totalidade, é necessario
fornecer ao explante as condigbes nutricionais e a devida sinalizagdo hormonal. E
normalmente utilizado como base, 0 meio de cultura desenvolvido por Murashige e
Skoog (1962) (meio MS), composto de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas,
ferro, EDTA, fonte de carbono e a presenca ou ndo de um agente geleificante (para meios
so6lidos ou semi-solidos).

O pH do meio também € importante, pois afeta a absor¢do dos nutrientes e
reguladores de crescimento presentes no meio de cultura. Murashige e Skoog (1962)
recomendam o ajuste do pH entre 5.7 e 5.8, porém algumas espécies como as
bromeliaceas podem ter ajuste de pH entre 6.5a 7.

Segundo Taiz e Zeiger (2013), as composi¢des do meio de cultura, especialmente
dos reguladores de crescimento, tém efeitos profundos sobre a resposta do explante nas

diferentes fases do cultivo in vitro. Os reguladores de crescimento sdo responsaveis pela
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determinacédo do desenvolvimento de células, tecidos ou plantas em meio de cultura. As
auxinas e citocininas s@o as duas classes de reguladores de crescimento mais utilizadas.
A concentracdo e combinagdo dos diferentes tipos de auxinas e citocininas para
suplementar o meio de cultura, dependem principalmente da espécie da planta, do tipo de
tecido ou 6rgao e do objetivo da pesquisa.

Esses reguladores de crescimento, auxinas e citocinas, sdo um grupo de moléculas
de ocorréncia natural nos tecidos vegetais e seus analogos sintéticos, que possuem acéo
de sinalizadores, influenciando os diferentes estagios do desenvolvimento da planta. Para
a cultura de células e tecidos vegetais in vitro, a utilizacao de reguladores de crescimento
adicionados ao meio de cultura € necessaria para garantir que o objetivo do estudo seja
alcancado (TAIZ & ZEIGER, 2013).

2.6 Atividade biologica em extratos vegetais

As doencas ou lesdes ocasionadas por bactérias sdo resultado da presencga de
toxinas que estas produzem ou quando as mesmas invadem sitios anatbmicos que séo
normalmente estéreis. Os mecanismos das interacfes entre um microrganismo infectante
e 0 hospedeiro humano sdo complexos, a capacidade de aderéncia microbiana, o sitio de
exposicdo e a habilidade do hospedeiro em responder ao micro-organismo, determinam
o resultado da interacdo (VERONESI & FOCACCIA, 2002).

E importante a investigacdo e busca por novas substancias com acdo
antimicrobiana a fim de inibir a resisténcia de muitos microrganismos a antibio6ticos, além
de controlar ou diminuir a acdo de muitos desses agentes patogénicos. Metabdlitos
secundarios de plantas demonstraram seu potencial como antibacterianos quando usados
sozinhos ou em sinergia com outros metabdlitos, e ainda potencializadores de outros
agentes antibacterianos. O uso de produtos fitoquimicos e extratos de plantas como
agentes modificadores de resisténcia representa um tema de pesquisa cada vez mais ativo
(DAVIES & DAVIES, 2010).

E possivel identificar a propriedade de um extrato vegetal ou uma substancia pura
isolada a partir da verificagdo da sua atividade bioldgica. Até a producdo de um novo
medicamento, sdo realizadas etapas de suma importancia, sendo elas: avaliacéo in vitro,
pré-clinicas e clinicas, onde s@o realizadas em ceélulas, animais e seres humanos,
respectivamente (HOUGHTON, 2000).
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Assim, é de grande relevancia o desenvolvimento e emprego de métodos iniciais
de avaliacdo bioldgicas in vitro, que sejam reprodutiveis e rapidos e com isso, gerar
resultados com um namero de réplicas suficiente para efetuar a analise estatistica, como
0 caso dos testes antibacterianos, antioxidantes e de toxicidade frente a Artemia salina
(BRISKIN, 2000).

Tendo em vista o potencial biolégico da espécie Duroia macrophylla,
comprovado pelos estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisas, sua abundancia na
regido Amazonica e promissor potencial medicinal, esta espécie foi selecionada para este
estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar o estudo quimico e bioldgico do extrato hexanico das folhas e dos extratos
acetato de etila e metandlico dos calos de Duroia macrophylla Huber.

3.2 Especificos

Realizar o estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas e dos extratos acetato de
etila e metandlico dos calos de D. macrophylla Huber;

Realizar a avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hexanico das folhas e dos

extratos dos calos de D. macrophylla Huber.
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4 MATERIAL E METODOS

Os extratos hexanicos das folhas escolhidos para realizar este estudo foram
provenientes da reunido de 12 extratos, oriundos de 12 coletas realizadas durante 1 ano,
e 0s extratos dos calos obtidos in vitro de Duroia macrophylla, todos os extratos foram

provenientes da dissertacdo de Sabrina Schumacker Zanca (2015).

4.1 Coleta do material vegetal (dissertacdo de Sabrina Schumacker Zanca)

As folhas da espécie D. macrophylla foram coletadas na Reserva Florestal A.
Ducke, localizada a 26 km NE de Manaus, na rodovia AM-010, Amazonas, em parcelas
diferentes da reserva (regides em declive e em platd, localizados préximos a trilha,)
realizadas mensalmente entre abril de 2013 e mar¢o de 2014. O material de cada coleta
foi levado ao Laboratério de Bioprospeccdo e Biotecnologia do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia — INPA, recebeu uma numeracdo diferenciada e,
consequentemente, resultou em extratos diferentes armazenados em geladeira.

A exsicata do material coletado foi armazenada no Herbario da Coordenacao de
Pesquisas em Botanica do INPA, nimero de deposito 259228 (figura 5), sendo a
taxonomia da espécie confirmada pela especialista em rubidceas Dra. Charlotte M.
Taylor, do Missouri Botanical Garden, St. Louis — USA.

Figura 5: Exsicata de Duroia macrophylla depositada no herbario do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia, nimero de deposito 259228. Foto: ZANCA, 2015.
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4.2 Preparacéo dos Extratos das folhas e calos

As folhas coletadas foram levadas ao Laboratorio de Bioprospeccdo e
Biotecnologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), foram secas em
estufa numa temperatura media de 40 °C por aproximadamente 2 dias e posteriormente
trituradas em moinho de facas (Tecnal, Willye TE-650). Para o preparo dos extratos, o
material vegetal foi extraido com solventes: hexano e metanol, de trés a quatro vezes,
utilizando-se ultrassom (Unique) por 20 minutos. Para a concentracdo dos extratos foi
utilizado o rota-evaporador (Fisatom) sob presséo reduzida, em temperatura média de 40
°C (figura 6). Estes extratos foram preparados para a dissertacdo de Sabrina Schumacker
Zanca (2015).

folha
seca e moida 3 a 4 x por 20 min.
18769 g Filtragao
Extragdo com hexano Concentragao
Extrato Torta 3 a4 x por 20 min.
HEX Filtragao

19.150 ¢ Extra¢do com acetato de etila Concentragio

Extrato Torta

MeOH

91,850 g

Figura 6: Fluxograma da preparacgdo dos extratos das folhas

Os calos, obtidos de explantes foliares por meio de cultura de tecidos in vitro,
foram reunidos e liofilizados, para a dissertacdo de Sabrina Schumacker Zanca (2015).
Apbs a liofilizacdo dos mesmos, foram realizadas extracbes quimicas com o0s solventes:
hexano, acetato de etila e metanol, por trés a quatro vezes, utilizando-se ultrassom
(Unique) por 20 minutos. Para concentragdo dos extratos foi utilizado o rota-evaporador
(Fisatom) sob pressdo reduzida, em temperatura média de 40 °C (figura 7). Este
procedimento foi realizado com dois cultivos diferentes de calos. O primeiro fez parte da
dissertagdo de Sabrina Schumacker Zanca (2015) e o segundo foi realizado como parte

desta dissertagéo.
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calo
liofilizado } 3 a4 x por 20 min.

10,558 g Filtragao
Concentragao

Extragdo com hexano

Extrato Torta 3 a4 x por 20 min.
HEX Filtragdo
0.075 g Extragdo com acetato de etila Concentragao
Extrato Torta 3 a4 x por 20 min.
AcOEt Filtragdo
0,630 g Extragio com metanol Concentragdo

Residuo

Extrato
MeOH
4,081 g

Figura 7: Fluxograma da preparacéo dos extratos dos calos

Tabela 2: Massa dos extratos das folhas e rendimentos.

Folhas secas e moidas: 1876,9 g

Extrato Massa (g) Rendimento (%)
Hex 19,150 1,020
MeOH 91,850 4,893

Tabela 3: Massa dos extratos dos calos e rendimentos.

Calos liofilizados: 10,558 g

Extrato Massa (g) Rendimento (%)
Hex 0,075 0,710

AcOEt 0,630 5,967

MeOH 4,081 38,653

4.3 Fracionamento do extrato hexanico das folhas (inicio do estudo quimico)

O extrato hexéanico das folhas de D. macrophylla (F HEX) foi analisado por
CCDC, usando cromatofolhas de aluminio, com silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia UV 254 nm (marca Macherey — NAGEL — MN), como fase estacionaria e
eluidas com misturas de solventes organicos em ordem crescente de polaridade.

Foram usados reveladores quimicos como: anisaldeido sulfdrico, sulfato cérico e

reagente de Dragendorff e os reveladores fisicos: luz ultravioleta (254 e 365 nm), para
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conhecer o perfil quimico da amostra em diversos sistemas de elui¢do e com isto, estimar
0 seu comportamento em uma coluna cromatogréafica.

Foram usados 12 g do extrato hexanico das folhas para fracionamento por meio
de Cromatografia em Coluna (CC), com as dimensdes de 60,0 cm por 5,0 cm, usando 240
g de gel de silica 60 (230-400 mesh), figura 8. Como sistemas de elui¢do foram usadas
misturas de solvente organicos: Hex, DCM, AcOEt, acetona e MeOH conforme a Tabela
4. O fracionamento resultou em 107 fracGes, que foram reunidas em 11 fracGes (Tabela
5) apos serem analisadas por CCDC, as que se mostraram interessantes foram
fracionadas. A figura 9 mostra o fluxograma geral do fracionamento do extrato hexanico

das folhas de D. macrophylla.

as fases de inicio (a), meio (b) e fim (c).

Figura 9: Fluxograma do fracionamento do extrato hexanico das folhas de D. macrophylla. Em

destaque, as fracdes que foram enviadas para analise de RMN de H.
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Extrato F-H
12¢g
1-18 19-24 25-37 3841 42-51 73-82 98-107
33,4 mg 533,6 mg 36,7¢ 3443 mg 15g 341,5 mg 151.5 mg

3 4-5 47 8-10 11-12 16-17 95

(66 mg) (177.4 mg) (178,8 mg) (7.5 mg) (252 mg) (20,7 mg) fragdes
e e

24 18 5 34

fragdes fragoes (2,2 mg) (18,3 mg)




Tabela 4: Sistemas de eluicéo utilizados no fracionamento do extrato hexanico das folhas

Sistemas de eluicdo Volume Fracdes coletadas
Hex 100% 400 mL 1-18

Hex/DCM 50:50 300 mL 19-32
DCM 100% 300 mL 22-43
DCM/AcOEt 50:50 400 mL 44-64
AcOEt 100% 200 mL 65-73
AcOEt/Acetona 50:50 200 mL 74-81
Acetona 100% 100 mL 82-86
Acetona/MeOH 50:50 100 mL 87-92
MeOH 100% 200 mL 93-107

Tabela 5: Massas das fracdes reunidas do fracionamento do extrato hexanico

Fracdes reunidas Massa (g)
1-18 0,0334
19-24 0,5336
25-37 0,0367
38-41 0,3443
42-51 1,5
52-64 0,7895
65-72 2,1
73-82 0,3415
83-94 0, 2934
95-97 0,4138
98-107 0,1515

As fracdes obtidas da primeira coluna do extrato hexanico das folhas,
denominadas: FHEX 19-24 (fragdo 19-24; 533,6 mg), FHEX 38-41 (fracdo 38-41; 344,3
mg) e FHEX 73-82 (fracdo 73-82; 341,5 mg) foram analisadas por CCDC e entdo

reunidas para um novo fracionamento como especificado na Tabela 6.
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Tabela 6: Fracionamentos das fragdes reunidas 19-24, 38-41 e 73-82 do extrato hexanico
das folhas

Dimensoes Volume  Fragdes
Fragdo Adsorvente dacoluna Eluentes utilizados | | gd
(h x o) (eluente) coletadas
Silica Hex 100%; Hex/AcOEt 95:05, 90:10,
FHEX 19-24 el 60 29,3x2,5 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 400 mL 89
(533,6 mg) (33 30) cm 50:50; AcOEt 100%, AcOEt/MeOH
=9 80:20; MeOH 100%
Silica Hex 100%; Hex/AcOEt 95:05, 90:10,
F(Z'ffagf{“)l gel 60 28'?:;‘1 21 50:20, 70:30, 50:50; ACOEt 100%; 75mL 30
> Mg (34, 4 g) ACOEt/MeOH 50:50
Hex 100%; Hex/AcOEt 95:05, 90:10,
Silica 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40,
F(I;ZXS?;-S)Z gel 60 29’3;::] 25 50:50; AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 160 mL 95
LY (34,00) 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50; MeOH

100%

O fracionamento da FHEX 19-24 (533,6 mg) gerou 89 fracdes que foram
analisadas e reunidas por semelhanca quimica em CCDC. A fracdo 3, denominada de
FHEX 19-24(3) e a fragdo reunida 4-5 denominada de FHEX 19-24(4-5), apresentaram
indicios de metabdlitos secundarios de interesse e foram fracionadas por meio de CC,

conforme especificado na Tabela 7.

Tabela 7: Fracionamentos das fracbes 19-24 (3) e 19-24 (4-5)

DimensGes Volume Fracdes
Fracéo Adsorvente  da coluna Eluentes utilizados ¢
(h x 2) (eluente)  coletadas
Hex 100%; Hex/AcOEt 95:05,
FHEX 19-24 (3) Silica 90:10, 80:20, 70:30, 50:50;
(66,0 mg) geleo  TL3XLACM 4 oEt 100%; AcoEyMeoH 20 ™Mb 24
(6,6 9) 90:10, 70:30; MeOH 100%
Silica Hex 100%; Hex/AcOEt 95:05,
FHE&%%‘]‘Q()“'E’) gel 60  31,8x25cm  90:10, 85:15, 70:30, ACOEt 60 mL 18
’ (17,7 9) 100%; AcOEt/MeOH 90:10

A partir do fracionamento da fracdo FHEX 38-41 (344,3 mg) foram obtidas 30
fracBes que foram analisadas e reunidas por semelhanca quimica em CCDC. As fracfes
reunidas denominadas de FHEX 38-41(4-7), FHEX 38-41(11-12) tiveram seu
fracionamento continuado (Tabela 8) e as fracbes reunidas denominadas de FHEX 38-
41(8-10) e FHEX 38-41(16-17) foram enviadas para analise de RMN de H.
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Tabela 8: Fracionamentos das fracOes 38-41 (4-7) e 38-41 (11-12)

Dimensges Volume  Fracles
Fracdo Adsorvente  da coluna Eluentes utilizados ¢
(eluente) coletadas
(h x @)
FHEX 38-41(4-7) Silica Hex 100%; Hex/AcOEt 95:05,
(178.8 mg) gelo  SLBXZ5CM 90108020, AcOEt100% M- 1
(17,88 g)
FHEX 38-41(11-12)  oihea Hex 100%; Hex/ACOEt 95:05
gel 60 20,0 x 0,6 cm ' T 20mL 12

(25,2 mg) 90:10, AcOEt 100%

(259)

Apos a analise de CCDC das fragdes resultantes dos fracionamentos realizados,
foi enviada para analise de RMN de *H a fragdo 5, proveniente do fracionamento da fragéo
FHEX 38-41 (4-7) e a fracdo reunida 3-4 proveniente do fracionamento da fracdo FHEX
38-41 (11-12).

Quanto ao fracionamento realizado com a fragdo FHEX 73-82 (341,5 mg) as
fracdes obtidas foram analisadas e as que apresentaram perfil quimico semelhante foram

reunidas apdés a CCDC.

4.4 Anélises Cromatogréficas e fracionamento dos extratos dos calos

Os extratos hexanico (CHEX), acetato de etila (CAcOEt) e metandlico (CMeOH)
dos calos de D. macrophylla foram analisados por CCDC, usando cromatofolhas de
aluminio, com silica gel 60 com indicador de fluorescéncia UV 254 nm (marca Macherey
— NAGEL — MN), como fase estacionaria e eluidas com misturas de solventes organicos
em ordem crescente de polaridade.

Foram usados reveladores quimicos como: anisaldeido sulfarico e sulfato cérico
e os reveladores fisicos: luz ultravioleta (254 nm e 365 nm), para conhecer o perfil
quimico da amostra e definir o fracionamento cromatogréfico.

O extrato hexanico dos calos foi fracionado por meio de CC conforme

especificado na Tabela 9.
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Tabela 9: Fracionamento do extrato hexanico dos calos de D. macrophylla

Dimensdes Volume Fracdes
Fracionamento  Adsorvente  da coluna Eluentes utilizados
(h x o) (eluente) coletadas
Hex 100%; Hex/AcOEt
CHEX Silica 90:10, 80:20, 70:30, 60:40,
(75.2 mg) gel 60 13,5x2,5¢cm 50:50; AcOEt 100%; 20 mL 27
' (7,509) AcOEt/Acetona 90:10,
80:20, 70:30, 60:40, 50:50;
Acetona 100%
Hex 100%; Hex/AcOEt
. 90:10, 80:20, 70:30, 60:40,
i';f;(fﬁg‘;) A('g,“(r)”g;a 120x06cm  50:50; ACOEt 100%, 12 mL 33

AcOEt/MeOH 90:10, 80:20,
60:40; MeOH 100%

No fracionamento da fragdo CHEX(2-6), devido a amostra ser
suprendeendentemente muito polar interagindo fortemente com a silica, e ficar retida na
placa cromatogréfica, foi utilizada alumina como fase estacionaria.

As fracbes obtidas do fracionamento do extrato hexanico dos calos foram
analisadas e as que apresentaram perfil quimico semelhante foram reunidas ap6s a CCDC.

Os extratos acetato de etila e metandlico dos calos de D. macrophylla foram
submetidos a um processo de purificacdo em cartucho Sep-Pak Cig de 50 mg cada um
separadamente. O cartucho foi condicionado previamente com metanol 100% e foi usado
0 mesmo como solvente, obtendo-se 21 fragfes desse processo.

Da fracdo 1 (aproximadamente 72 mg) proveniente de cada extrato em que foi
empregada a Sep-Pak, foi retirada uma aliquota de 2 mg que foi enviada para a analise de
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CL/EM).

Os 70 mg restantes da fracdo 1 proveniente do extrato acetato de etila foram

fracionados por CC conforme especificado na Tabela 10:
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Tabela 10: Fracionamento da fracdo 1 do extrato acetato de etila dos calos de D.
macrophylla

Fracionamento Dimensges Volume  Fracles
x Adsorvente  da coluna Eluentes utilizados ¢
Fracdo (h x o) (eluente) coletadas
Hex/AcOEt 30:70, 40:60,
Silica 50:50; AcOEt 100%,
ng%f;é)l) gel 60  21,6x27cm  AcOEUMeOH 90:10, 80:20, 10 mL 29
‘ (7,09) 70:30, 60:40, 50:50; MeOH

100%

As fragOes obtidas foram analisadas por CCDC e as que apresentaram perfil
quimico semelhante foram reunidas. Destas, a fracdo reunida 2-3 e a fracdo 14,
denominadas de CAcOEt (1) (2-3) e CAcOEt (1) (14), respectivamente, foram enviadas
para analise de RMN de H e ainda bidimensionais.

A figura 10 mostra o fluxograma geral do fracionamento realizado com os extratos

dos calos de D. macrophylla.

Extratos
Calos

C Hex C AcOEt C MeOH
(75.2 mg) (630,2 mg) (4,0 g)

CC Sio,
27 fracdes

26 100,0 mg 100,0 mg

(25,5 mg)
Sep-Pak Sep-Pak
SCSC ff‘lﬁf)? 21 fragdes 21 fragoes
aches
33 ‘
fragdes
¢ 1 19-21 1 21
(72. 1 mg) (6.9 mg) (72.7 mg) (5.6 mg)
2,0 mg
CL/EM
2,0
C°L /IEn]\g/I 70,0 mg
CC $i0,
29 fracoes
2-3 14
(5.9 mg) (3,0 mg)

Figura 10: Fluxograma do fracionamento dos extratos dos calos de D. macrophylla. Em destaque,

as fracdes que foram enviadas para analise de RMN de *H e bidimensionais.
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4.5 Analises de RMN e CL/EM

Os extratos hexanico, acetato de etila e metandlico dos calos e as fracdes
selecionadas para analise de RMN de 'H provenientes do fracionamento do extrato
hexanico das folhas e dos extratos dos calos de D. macrophylla foram realizados no
espectrometro Bruker Fourier 300, operando em 300 MHz. As amostras provenientes das
folhas foram dissolvidas em cloroférmio deuterado e as amostras dos calos foram
dissolvidas em DMSO-ds. Como padrdo interno foi utilizado TMS.

Do extrato hexanico das folhas foram analisadas as fracbes FHEX 38-41(8-10),
FHEX 38-41(16-17), FHEX 38-41(4-7)(5), e FHEX 38-41(11-12)(3-4). Em relacéo as
fragdes dos extratos dos calos foram enviadas as fragOes: CACOEt(1)(2-3) e
CACOEt(1)(14), do extrato acetato de etila.

Para a analise de CL/EM, as amostras foram analisadas em cromatégrafo Modelo
Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com bomba binaria LC-20AT, detector de
arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-20A. As condic¢Bes usadas
foram: coluna Luna 5u C18(2) 250 x 4,6 cm; concentracdo de 1 mg/mL (ACN: MeOH);
fluxo de 1 mL/min [Split de 0,15 mL (MS)/0,85mL (desc)]; volume de injecdo = 8 pl;
pressdo de 1529 psi; forno a 35 °C; Bomba A com H20 0,1% de &cido formico; Bomba
B com ACN 0,1% de acido formico e Injetor ACN. Os gradientes de eluicdo foram de:
2-40% (0-24 minutos), 40-100% (24-34 minutos), 100% (34-35 minutos), 100-2% (35-
42 minutos) e 2% (42-44 minutos). O &cido férmico foi usado como calibrante.

As amostras também foram analisadas em Espectrémetro de massas Marca
Bruker, modelo micro TOF-Q I, analisador Time Of Flight. Fonte ESI em modo positivo
e negativo. Resolucdo de 17500 (FWHM). Programa Compass, versdo 4.1, para controle,
aquisicao e processamento de dados.

Os parametros de aquisi¢éo para 0 modo positivo foram: Source Type ESI; Focus
Not active; Scan Begin 100 m/z; Scan End 900 m/z; lon Polarity Positive; Set Capillary
4500 V; Set End Plate Offset -500 V; Set Collision Cell RF 100.0 Vpp; Set Nebulizer 5.0
Bar; Set Dry Heater 200 °C; Set Dry Gas 10.0 I/min; Set Divert Valve Waste. Para o
modo negativo foram: Source Type ESI; Focus Not active; Scan Begin 100 m/z; Scan
End 900 m/z; lon Polarity Negative; Set Capillary 2600 V; Set End Plate Offset -500 V;
Set Collision Cell RF 100.0 Vpp; Set Nebulizer 5.0 Bar; Set Dry Heater 200 °C; Set Dry
Gas 10.0 I/min, Set Divert Valve Waste.
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4.6 Ensaio antimicrobiano

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado conforme a metodologia
descrita na CLSI (2003) e Eloff (1998), para a determinacdo da Concentracao Inibitdria
Minima (CIM) foram utilizados o extrato hexanico das folhas de D. macrophylla e os
extratos acetato de etila e metandlico de seus calos.

Para o0 ensaio antimicrobiano foram utilizadas cepas das seguintes bactérias:
Aeromonas hydrophila (IOC/FDA 110-36), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606),
Citrobacter freundii (ATCC 8090), Edwardsiella tarda (ATCC 15947), Enterobacter
cloacae (ATCC 13047), Escherichia coli (ATCC 11775), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Propionibacterium acnes (ATCC 6919), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
10145), Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525), Salmonella enteritidis (ATCC 13076),
Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Serratia marcescens (ATCC 13880), Yersinia
enterocolitica (ATCC 9610), e ainda, as leveduras Candida albicans (ATCC 10231) e
Candida parapsilosis (ATCC 22019).

O extrato hexanico das folhas de D. macrophylla e os extratos acetato de etila e
metanolico dos calos foram solubilizados em dimetilssulféxido (DMSO) a 5%, seguido
de diluicbes sucessivas em meio de cultura Caldo Mueller-Hinton, microplaca de 96
pOcos para a obtencao das concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg/mL.
Foram adicionados 95 pL de cada concentragdo do extrato e 5 pL da bactéria testada
(McFarland 0,5 contendo aproximadamente 1,5 x 108) diluida 10 vezes. Como controle
negativo usou-se o solvente para solubilizar o extrato mais 0 microrganismo. O controle
positivo foi feito adicionando o antibidtico oxitetraciclina a 125 pg/mL. Em seguida, a
placa foi incubada a 30 ou 37 °C, dependendo da necessidade do microrganismo. Apos a
incubacdo, as placas foram lidas em espectrofotbmetro a 625 nm e os valores de
crescimento das bactérias foram analisados conforme sua absorbancia. O teste foi

realizado em triplicata e o crescimento de cada amostra foi comparado com o controle.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise Cromatogréfica e fracionamento do extrato hexanico das folhas e das

suas fracoes

O extrato hexanico das folhas de D. macrophylla (FHEX) analisado pelo método
cromatografico de CCDC, mostrou a possivel presenca de terpenos ou esteroides quando
as cromatoplacas foram reveladas com os reagentes quimicos anisaldeido sulfurico e
sulfato cerico, apresentando coloracdo roxa e marrom respectivamente. O extrato ndo
apresentou indicios de alcaloides quando revelado com o reagente de Dragendorff (Figura
11).

Legenda: Sistema de eluigdo:
Hex/AcOEt 80:20.

Reveladores: 1 - UV 254 nm; 2 -
UV 365 nm; 3 - anisaldeido
sulfarico; 4 - sulfato cérico; 5 -

Reagente de Dragendorff

Figura 11: Cromatoplacas do extrato hexanico das folhas de Duroia macrophylla.

A andlise por CCDC das fragdes provenientes do fracionamento do extrato
hexanico das folhas de D. macrophylla possibilitou realizar a reunido das fragcdes que
apresentaram semelhanca entre seus constituintes quimicos. Nas cromatoplacas foram
verificadas coloracbes roxa e marrom frente aos reveladores quimicos anisaldeido
sulfarico e sulfato cérico respectivamente, indicando a possivel presenca de terpenos ou
esteroides. Nas ilustraces da figura 12, 13 e 14 é possivel verificar o comportamento

quimico das fracdes reunidas que foram fracionadas.
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Figura 12:

Figura 13: Cromatoplacas das fragdes reunidas FHEX 38-41.

il

Figura 14: Cromatoplacas das fra¢des reunidas FHEX 73-82.

Legenda: Sistema de eluigéo:
Hex/AcOEt 90:10.

Reveladores: 1 - UV 254 nm; 2 -
UV 365 nm; 3 - anisaldeido

sulfirico; 4 - sulfato cérico

Legenda: Sistema de eluigdo:
Hex/AcOEt 90:10.

Reveladores: 1 - UV 254 nm; 2 -
UV 365 nm; 3 - anisaldeido

sulfarico; 4 - sulfato cérico

Legenda: Sistema de eluigdo:
Hex/AcOEt 90:10.

Reveladores: 1 - UV 254 nm; 2 -
UV 365 nm; 3 - anisaldeido
sulfdrico; 4 - sulfato cérico
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5.2 Andlise Cromatografica e fracionamento dos extratos dos calos de D.

macrophylla

Os extratos foram analisados em CCDC em diferentes sistemas de eluicdo, para

a escolha do melhor sistema, de acordo com a polaridade da amostra, e assim, determinar

a sua composicdo quimica e, consequentemente, estabelecer uma estratégia para a

separacgdo dos componentes.

Apds analises em CCDC, foi verificado nas cromatoplacas dos extratos hexanico

(Figura 15), acetato de etila (Figura 16), e metandlico (Figura 17) coloracdo roxa e

marrom frente aos reveladores quimicos anisaldeido

sulfdrico e sulfato sérico

respectivamente, indicando a possivel presenca de terpenos ou esteroides.

-

Figura 15: Cromatoplacas do extrato hexanico dos calos.

FQI

Figura 16: Cromatoplacas do extrato acetato de etila dos calos.

Legenda: Sistema de eluigdo:
Hex/AcOEt 90:10.

Reveladores: 1 - UV 254 nm; 2 -
UV 365 nm; 3 - anisaldeido

sulfarico; 4 - sulfato cérico

Legenda: Sistema de eluigéo:
AcOEt/Acetona 90:10.
Reveladores: 1 - UV 254 nm; 2 -
UV 365 nm; 3 - anisaldeido
sulfarico; 4 - sulfato cérico
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Legenda: Sistema de eluigéo:
AcOEt/Acetona 90:10.
Reveladores: 1 - UV 254 nm; 2 -
UV 365 nm; 3 - anisaldeido

sulfirico; 4 - sulfato cérico

Figura 17: Cromatoplacas do extrato metanélico dos calos.

5.3 Andlise de RMN das fracgdes do extrato hexanico das folhas

A andlise dos espectros de RMN de *H das fracdes FHEX38-41(8-10), FHEX38-
41(16-17) e FHEX38-41(11-12)(3-4) (Figuras 18, 19 e 20, respectivamente) indicou a
presenca de alguns constituintes quimicos comuns (esteroides e triterpenos) de acordo
com os sinais dos deslocamentos quimicos observados:

- Sinais intensos entre 6 0,68 a 1,02 correspondentes a grupos metilicos
caracteristicos em esteroides, sinais entre & 4 e 5 ppm referentes a hidrogénios ligados a
carbonos carbinolicos, sinais entre 6 3,48 a 3,67 ppm comuns em hidrogénios olefinicos,
sinais de multipletos em torno das faixas de 6 5 a 5,5 ppm indicando a presenca de duplas
ligacOes nas substancias presentes, geralmente comuns em esteroides ou triterpenos.

Pode-se observar presenca de alcanos e alcenos de cadeias longas (“graxa”), pelo
sinal bem intenso em & 1,25 ppm, referente aos hidrogénios de CH> de cadeias alifaticas
longas. Os variados sinais no espectro indicam que as fragdes ndo estdo puras, mas em
mistura com acido graxo.

A partir da observacdo dos sinais de deslocamentos quimicos nos espectros de
RMN de 'H comparados com os dados da literatura (COSTA et al., 2010), as fragGes do
extrato hexanico das folhas de D. macrophylla, indicam a presenca do esteroide sitosterol
como metabdlito presente nestas fracdes associado com acidos graxos.
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Figura 18: Espectro de RMN de H (600 pL de CDCls, 300 MHz) da fragdo FHEX38-41(8-10) do extrato hexanico das folhas de Duroia

macrophylla.
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Figura 19: Espectro de RMN de H (600 pL de CDCls, 300 MHz) da fragdo FHEX38-4(16-17) do extrato hexanico das folhas de Duroia

macrophylla.
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Figura 20: Espectro de RMN de *H (600 pL de CDCls, 300 MHz) da fragio FHEX38-41(11-12)(3-4) do extrato hexanico das folhas de Duroia

macrophylla.
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A analise em CCDC da fragdo FHEX38-41(4-7)(5) mostra a presenca de uma
substancia com Rf de 0,8 quando eluida com hex/AcOEt 95:5, que revela com coloragao
roxa com anisaldeido e com sulfato cérico, o que é indicativo de terpeno. O espectro de
RMN de H (Figura 21) da fragdo mostra a presenca de sinais de trés metilas em & 0,76
(s, 3H); 0,78 (s, 3H) e 0,93 (s, 3H) que aliadas a presenca de sinais de uma ligacao dupla
em & 5,3 (sl, 1H) e sinais de hidrogénios de carbonos carbinélicos em 4,50 (dd, 1H, J =
10e4 Hz) e 4,05 (t, 1H, J = 6,7 Hz) sdo indicativos da presenca de um terpeno oxigenado
(talvez epdxido pela baixa polaridade e possivelmente sesquiterpeno pela quantidade de
metilas). Porém, esta fracdo estd em mistura com uma cadeia alifatica (“graxa”), como
pode ser conferido pela presenca da cadeia de CH> em & 1,25 e do CHsz em & 0,85. No

entanto, devido a pouca massa, ndo sera possivel realizar a purificag&o.
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Figura 21: Espectro de RMN de *H (600 pL de CDCls, 300 MHz) da fracio FHEX38-41(4-7)(5) do extrato hexénico das folhas de Duroia

macrophylla.
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Figura 22: Expanséo do espectro de RMN de *H (600 puL de CDCls, 300 MHz) da fragdo FHEX38-41(4-7)(5) do extrato hexanico das folhas de

Duroia macrophylla.
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5.4 Analises de RMN dos extratos e das fracdes dos calos de D. macrophylla

A partir dos espectros de RMN de H dos extratos hexanico, acetato de etila e
metanolico dos calos (Figuras 23, 24 e 25), observar-se a possivel presenca de terpenos
nos extratos dos calos, a partir da presenca de sinais entres os deslocamentos de 6 0,7 e
1,2 nos espectros de RMN, sinais em torno das faixas de 6 5,13; 5,3-5,4 e 5,53, indicando
a presenca de duplas ligacOes dentre as substancias presentes, como de esteroides e
triterpenos e sinais entre 6 8,55, 8,60 e 8,70, indicando a possivel presenca de grupos
aromaticos e heteroaromaticos. Conforme o estudo realizado por Martins (2013) com a
planta in natura, estes sinais podem ser um indicio de que os calos de D. macrophylla

podem estar produzindo terpenos, sejam 0s mesmos que a planta ou nao.
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Figura 23: Espectro de RMN de *H (600 pL de CDCls, 300 MHz) do extrato hexanico dos calos (40 mg) de Duroia macrophylla (CHEX).
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Figura 24: Espectro de RMN de *H (600 pL de CDCls, 300 MHz) do extrato acetato de etila dos calos (40 mg) de Duroia macrophylla

(CACOEY).

49



G E—

FABIO_CMEOH DM4.014 ESP

AYsUSIL | PaZIE LI

Chemical Shift (ppm)

Figura 25: Espectro de RMN de *H (600 pL de DMSO-ds, 300 MHz) do extrato metandlico dos calos (40 mg) de Duroia macrophylla

(CMeOH)
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O fracionamento da fracdo 1 do extrato acetato de etila dos calos de D.
macrophylla em cartucho Sep Pack gerou duas fragdes em maior grau de pureza, as
fragdes CACOELt(1)(2-3) e CACcOELt(1)(14) as quais foram analisadas por RMN (mono e
bidimensionais).

A analise em CCDC da fragdo CAcOEt(1)(2-3) quando eluida em Hex/AcOEt 3.7
e revelada com anisaldeido sulfdrico mostra a presenga de duas manchas, uma rosa com
Rf de 0,55 e outra amarela com Rf de 0,60 (e que revela forte fluorescéncia em UV 365
nm). No espectro de RMN de *H da fragdo CACOEt(1)(2-3), é possivel observar sinais de
8 metilas em & 0,54 (s, 3H); 0,69 (s, 3H); 0,83 (s, 3H); 0,85 (s, 3H); 0,87 (s, 6H) as quais
sdo indicativas de triterpenos (Figura 26). Ndo ha a presenca de sinais de ligacGes duplas
conjugadas, que seriam esperadas pela forte fluorescéncia da mancha com Rf em 0,60.
No entanto ha outras duas metilas em & 2,09 (s, 6H), as quais poderiam ser de metilas de
grupamento acetato de etila (que sdo comuns esterificando triterpenos). No entanto, no
mapa de contorno HSQC né&o ha sinais referentes a carbonos de éster. O sinal da metila
em & 0,54 é muito protegido e ndo é comum para triterpeno, mas € mais comum em
esteroides. No entanto, a massa quasi-molecular para a substancia majoritaria é 471,3469,
condizente com a formula molecular C3oHs604. No levantamento bibliogréafico realizado
ndo foi encontrada nenhuma substancia que possua 0S mesmos sinais observados nos
espectros de RMN (HSQC e HMBC Figuras 27 e 28, respectivamente). A estrutura ndo
pode ser determinada a tempo de concluir este trabalho, a fracdo deveria ser purificada a
fim de garantir que apenas 0s sinais do triterpeno estejam presentes, mas isso ndo foi
possivel a tempo.

A analise em CCDC da fracdo CAcOEt(1)(14) mostra apenas a presenca de uma
mancha marrom com Rf de 0,4 quando eluida em AcOEt/MeOH 9:1. O espectro de RMN
de H apresenta sinais de deslocamentos quimicos entre § 2,8 e 4,5 comuns em aglicares
(Figura 29). O sinal em 6 4,12 (1H, d, J = 7,8 Hz) indica a presenca do hidrogénio
anomérico de agucar na posicdo . Foram obtidos espectros bidimensionais da fracao,
porém as informacbes obtidas ndo foram suficientes para permitir a identificacdo da

substancia presente na fragdo (Figuras 30 e 31).
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Figura 26: Espectro de RMN de *H (600 uL de DMSQs, 300 MHz) da fragdo CAcOEt(1)(2-3) do extrato acetato de etila dos calos de Duroia

macrophylla.
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Figura 27: Mapa de contorno HSQC da fracdo CAcOE(t(1)(2-3) do extrato acetato de
etila dos calos de Duroia macrophylla.
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Figura 28: Mapa de contorno HMBC da fracdo CAcOEt(1)(2-3) do extrato acetato de

etila dos calos de Duroia macrophylla.
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Figura 29: Espectro de RMN de *H (600 pL de DMSO-ds, 300 MHz) da fragdo CAcOEt(1)(14) do extrato acetato de etila dos calos de Duroia

macrophylla.
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Figura 30: Mapa de contorno HSQC da fracdo CAcOEt(1)(14) do extrato acetato de

etila dos calos de Duroia macrophylla.
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Figura 31: Mapa de contorno HMBC da fracdo CAcOEt(1)(14) do extrato acetato de

etila dos calos de Duroia macrophylla.

55



5.5 Analise de CL/EM dos extratos dos calos de D. macrophylla

A fracdo 1 do extrato acetato de etila e a fragdo 1 do extrato metandlico ambos
provenientes dos calos de D. macrophylla foram analisados por CL/EM, os
cromatogramas e 0s espectros dos picos observados no espectro de massas estdo
mostrados nas figuras 32 a 64 para a fracdo 1 do extrato acetato de etila e nas figuras 65
a 87 para a fragdo 1 do extrato metanolico. Os comprimentos de onda de 325 e 254 nm

foram escolhidos por serem aqueles onde as amostras apresentavam absorcao.

In!er;;l OD_ESI+_CAcOEt_6ul_1-32_01_968.d: BPC +All MS,
x1

>w

0

lnxenz:’ OD_ESI-_CAcOE!_8ul_1-32_01_969.d: BPC -All MS
x10¢

N
-

1 A
{ 4 y ) ) R 9 I 15 )
=1\ \ NARY L 10 7 16
llntex\?’ . OD_ESI-_CAcOEt_8ul_1-32_01_969.d: UV Chromatogram, 325 nm
mAU
125
100
75
501
254
o e - - " .
Intens. OD_ESI-_CAcOEt_8ul_1-32_01_969.d: UV Chromatogram, 254 nmy
[mAU]
40
301
201
104
o
0 5 10 15 20 25 30 35 Time [min]

Figura 32: Cromatograma de ions totais da fragdo 1 do extrato acetato de etila dos calos

de Duroia macrophylla, mostrando os comprimentos de ondas 325 e 254 nm.
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Espectros de massas da fracdo 1 do extrato acetato de etila dos calos de Duroia

macrophylla, mostrando os fragmentos nos picos encontrados.
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Figura 33: Fragmentograma m/z 163,0596, pico 1, modo positivo.
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Figura 34: Fragmentograma m/z 161,0434, pico 1, modo negativo.
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Figura 35: Fragmentograma m/z 193,0407, pico 2, modo positivo.
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Figura 36: Fragmentograma m/z 191,0534, pico 2, modo negativo.
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Figura 37: Fragmentograma m/z 245,0768, pico 3, modo positivo.
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Figura 38: Fragmentograma m/z 243,0597, pico 3, modo negativo.
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Figura 39: Fragmentograma m/z 355,1019, pico 4, modo positivo.
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Figura 40: Fragmentograma m/z 353,0847, pico 4, modo negativo.
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Figura 41: Fragmentograma m/z 355,1021, pico 5, modo positivo.
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Figura 42: Fragmentograma m/z 353,0853, pico 5, modo negativo.
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Figura 43: Fragmentograma m/z 355,1020, pico 6, modo positivo.
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Figura 44: Fragmentograma m/z 353,0851, pico 6, modo negativo.
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Figura 45: Fragmentograma m/z 355,1015, pico 7, modo positivo.
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Figura 46: Fragmentograma m/z 353,0858, pico 7, modo negativo.
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Figura 47: Fragmentograma m/z 177,0540, pico 8, modo positivo.
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Figura 48: Fragmentograma m/z 179,0339, pico 8, modo negativo.
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Figura 49: Fragmentograma m/z 357,1192, pico 9, modo positivo.

Intens. -MS, 15.2min #9012
xigd

3554013
0.84

0.6+
0.44

0.2

427.1791
179.0336235.0603
R e e | | W Lot o o

100 200 a0 400 so0  eo0 T 80 me

Figura 50: Fragmentograma m/z 355,1013, pico 9, modo negativo.
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Figura 51: Fragmentograma m/z 561,2174, pico 10, modo positivo.
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Figura 52: Fragmentograma m/z 559,2016, pico 10, modo negativo.
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Figura 53: Fragmentograma m/z 193,0493, pico 11, modo positivo.
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Figura 54: Fragmentograma m/z 191,0319, pico 11, modo negativo.
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Figura 55: Fragmentograma m/z 517,1347, pico 12, modo positivo.
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Figura 56: Fragmentograma m/z 515,1189, pico 12, modo negativo.
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Figura 57: Fragmentograma m/z 517,1354, pico 13, modo positivo.
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Figura 58: Fragmentograma m/z 515,1186, pico 13, modo negativo.
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Figura 59: Fragmentograma m/z 517,1353, pico 14, modo positivo.
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Figura 60: Fragmentograma m/z 515,1189, pico 14, modo negativo.
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Figura 61: Fragmentograma m/z 517,1359, pico 15, modo positivo.
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Figura 62: Fragmentograma m/z 515,1191, pico 15, modo negativo.
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Figura 63: Fragmentograma m/z 505,3528, pico 16, modo positivo.
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Figura 64: Fragmentograma m/z 503,3379, pico 16, modo negativo.
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Figura 65: Cromatograma da fracdo 1 do extrato metandlico dos calos de Duroia
macrophylla, mostrando os comprimentos de ondas 325 e 254 nm.
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Espectros de massas da fracdo 1 do extrato metanélico dos calos de Duroia

macrophylla, mostrando os fragmentos nos picos encontrados.
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Figura 66: Fragmentograma m/z 266,1312, pico 1, modo positivo.
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Figura 67: Fragmentograma m/z 264,1083, pico 1, modo negativo.
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Figura 68: Fragmentograma m/z 295,1211, pico 2, modo positivo.
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Figura 69: Fragmentograma m/z 293,0989, pico 2, modo negativo.
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Figura 70: Fragmentograma m/z 234,1018, pico 3, modo positivo.
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Figura 71: Fragmentograma m/z 232,0822, pico 3, modo negativo.
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Figura 72: Fragmentograma m/z 328,1446, pico 4, modo positivo.
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Figura 73: Fragmentograma m/z 326,1232, pico 4, modo negativo.
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Figura 74: Fragmentograma m/z 355,1083, pico 5, modo positivo.
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Figura 75: Fragmentograma m/z 353,0870, pico 5, modo negativo.
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Figura 76: Fragmentograma m/z 355,1074, pico 6, modo positivo.
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Figura77: Fragmentograma m/z 353,0873, pico 6, modo negativo.
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Figura 78: Fragmentograma m/z 355,1072, pico 7, modo positivo.
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Figura 79: Fragmentograma m/z 353,0872, pico 7, modo negativo.
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Figura 80: Fragmentograma m/z 517,1394, pico 8, modo positivo.
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Figura 81: Fragmentograma m/z 515,1213, pico 8, modo negativo.
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Figura 82: Fragmentograma m/z 681,1396, pico 9, modo positivo.
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Figura 83: Fragmentograma m/z 679,3698, pico 9, modo negativo.
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Figura 84: Fragmentograma m/z 503,3386, pico 10, modo positivo.
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Figura 85: Fragmentograma m/z 501,3217, pico 10, modo negativo.
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Figura 86: Fragmentograma m/z 505,3551, pico 11, modo positivo.
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Figura 87: Fragmentograma m/z 503,3388, pico 11, modo negativo.

As tabelas 11, 12, 13 e 14 mostram as formulas moleculares propostas pelo
software equipamento CL/EM (Compass for otofSeries 1.7 DataAnalysis Version 4.2
[Build 383.1]) para os picos encontrados nos espectros de massas dos extratos acetato de

etila e metandlico dos calos de D. macrophylla no modo positivo e negativo.
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Tabela 11. Férmulas propostas pelo equipamento de CL/EM para os picos identificados

no espectro de massas modo positivo, para a fracdo 1 do extrato acetato etila dos calos de

D. macrophylla.

m/z tr(min) Massa molecular Foérmulas Possiveis Erro (ppm) m(Sigma)
Pico 1
163,0601 CeH1105 2,9 9,4
16305% 2.8 163,0614 CrHNLO 11,1 15,2
Pico 2
193,0407 3.3 193,0396 C12HsN,O -5,2 n.a.
Pico 3
245,0781 C10H9N6O2 55 91
245,0768 55 245,0768 CoH13N20s 0,1 9,7
245,0755 CeHsN12 -5,4 14,1
Pico 4
355,1024 C16H1909 14 8,2
355,0997 C12H15N6O7 -6,2 9,2
355,1010 C13H11N1003 -2,4 12,8
355,1019 10,8 355,0983 C9gH7N160 -10,0 15,2
355,0983 C11H19N2011 -9,9 195
355,1037 C17H15N40s 5,2 21,8
355,1050 C18H11NgO 8,9 35,4
Pico 5
355,1024 C16H1909 0,6 3,7
355,1010 C13H11N1003 -3,2 9,5
355,1037 C17H15N40s 4,4 11,5
3551021 128 355,0997 C12H15N60O7 -6,9 17,3
355,1050 C18H11NsO 8,1 24,9
355,0983 C11H19N2011 -10,7 29,8
Pico 6
355,1024 C16H1909 1,0 4,7
355,1010 C13H11N1003 -2,8 10,3
355,1037 C17H15N40s 4,8 10,9
3551020 131 355,0997 C12H15N6O7 -6,5 18,3
355,1050 C18H11NsO 8,6 24,3
355,0983 C11H19N2011 -10,3 30,7
Pico 7
355,1024 C16H1909 25 31,8
355,1015 14,3 355,1037 C17H15N4Os 6,2 36,3
355,0997 C13H11N1003 -1,3 38,7
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355,0997 C12H15N6O7 -5,1 38,7
355,0983 C11H19N2011 -8,9 43,1
355,1050 C18H11NgO 10,0 445
355,0978 C24H11N4 -10,3 62,7

Pico 8
177,0519 CsHsNeO -115 7,1
177,0540 6,0 177,0546 C10H9O3 3,7 9,5
177,0506 CsHoN2Os -19,0 21,1

Pico 9
357,1167 C13H13N1003 -7,1 14,1
357,1193 C17H17N4Os 0,4 18,3
357,1192 15,2 357,1180 C16H2109 -3,3 20,7
357,1207 C18H13NgO 41 25,0
357,1153 C12H17N6O7 10,9 25,2

Pico 10
561,2205 C27H20NgOs6 55 18,6
561,2178 C23H25N 1404 0,7 20,3
561,2191 C26H33N4010 3,1 20.8
5612174 17.9 561,2178 C25H37014 0,7 28,2
561,2191 C24H21N1s -3,1 30,2
561,2146 C3z4H25NsO -5,0 49.9
561,2173 C3gH29N203 -0,2 51,3
561,2213 Ca3H290 7,0 74,4

Pico 11
193,0495 C10H9O4 1,3 22,0
193,0509 C11HsN4 8,2 27,3
1930493 18,6 193,0468 CeHsN6O2 -12,6 29,9
193,0455 CsH9N20s -19,5 36,3

Pico 12
517,1354 C26H21N4Os 14 3,1
517,1340 C23H13N1402 -1,2 10,1
517,1341 Ca5H25012 -1,2 10,6
517,1367 C27H17NgO4 40 13,5
5171347 19,0 517,1327 C22H17N100s -3,8 14,6
517,1314 C21H21N6O10 -6,4 22,8
517,1381 CasH13N12 6,6 28,8
517,1335 CssH17N20 -2,2 62,8

Pico 13
517,1341 Ca25H25012 -2,7 6,9
517,1354 C26H21N40g -0,1 7,7
°17,1354 19,5 517,1327 C22H17N100s -5,3 12,8
517,1340 C23H13N 1402 -2,7 14,2
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517,1367 C27H17NgO4 2,5 18,6

517,1394 C31H21N206 7,7 29,0
517,1381 CosH13N12 51 34,5
517,1335 C3sH17N20 -3,7 66,4
Pico 14
517,1354 C26H21N4Os 0,1 7,0
517,1341 CosH25012 -2,5 7,3
517,1327 C22H17N1006 -5,1 12,7
517,1340 C23H13N 1402 -2,5 13,4
17,1353 20,2 517,1367 C27H17NgOs4 2,7 17,9
517,1314 C21H21NsO10 -1,7 19,7
517,1381 CosH13N12 5,3 33,7
517,1335 C3sH17N20 -3,5 65,8
Pico 15
517,1354 C26H21N4Os -1,0 7.8
517,1341 Ca5H25012 -3,6 10,3
517,1340 C23H13N1402 -3,6 13,6
5171359 22,0 517,1327 C22H17N100s -6,2 14,6
517,1367 C27H17NsOs 1,6 17,0
517,1394 C3z1H2:N206 6,8 27,4
517,1381 C2sH13N12 4,2 32,2
517,1335 CssH17N20 -4.6 64,4
Pico 16
505,3524 C30H4906 -0,8 2,9
505,3510 Co7Ha1N10 -3,5 9,9
505,3528 30,5 505,3537 C3z1H45N402 1,9 10,9
505,3497 C26H45NsO4 -6,1 15,0

Tabela 12. Férmulas propostas pelo equipamento de CL/EM para os picos identificados
no espectro de massas modo negativo, para a fracdo 1 do extrato acetato etila dos calos

de D. macrophylla.

m/z tr(min) Massa molecular Férmulas Possiveis Erro (ppm) m (Sigma)
Pico 1
161,0455 CsHoOs 13,6 4,7
1610434 2.9 161,0429 C2HsN6O3 -3,1 145
161,0469 C7HsN4O 21,9 16,5
161,0397 CizHs -22.9 13,5
Pico 2
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191,0561 C7H1106 14,4 8,4
191,0548 C4H3aN1o 7,3 15,4
191,0534 33 191,0534 C3H7N6O4 0,3 16,0
191,0502 C14H70 -16,4 45,1
Pico 3
243,0623 CoH11N20s 10,6 6,8
243,0636 C10H7N6O2 16,1 12,0
243,0597 57 243,0609 CeH3aN12 51 12,6
243,0596 CsH7NgOa4 -0,4 19,6
243,0564 C16H7N20O -13,5 38,0
Pico 4
353,0878 C16H1709 8,9 1,2
353,0865 C13HoN1003 5,0 6,1
353,0851 C12H13N6O7 1,3 14,3
33,0847 10,8 353,0838 C11H17N2011 -2,5 27,4
353,0819 C23H1304 -7,8 417
353,0833 Co4HoN4 -4,0 55,2
Pico 5
353,0878 Ci16H1709 7,1 1,8
353,0865 C13H9N1003 3,3 7,7
353,0891 C17H13N40s 10,9 12,2
353,0853 12,9 353,0851 C12H13NgO7 -0,5 15,6
353,0838 C11H17N2011 -4,2 28,3
353,0819 C23H1304 -9,5 40,7
353,0833 C24HoN4 -5,7 54,2
Pico 6
353,0878 C16H1709 7,7 3,4
353,0865 C13HgN1003 3,9 9,5
353,0851 C12H13N6sO7 0,1 17,0
3530851 131 353,0838 C11H17N2011 -3,7 29.4
353,0819 C23H1304 -9,0 39,8
353,0833 Co4HoNa4 -5,2 53,3
Pico 7
353,0878 Ci16H1709 5,6 67,2
353,0891 C17H13N4Os 9,4 69,0
3530858 144 353,0819 C23H1304 -11,1 72,0
353,0865 C13H9N1003 18 74,0
353,0851 C12H13N6sO7 -2,0 74,3
353,0833 Co4HoN4 -7,3 80,2
Pico 8
179,0350 CoH704 6,2 0,4
1790339 146 179,0323 CsH3NsO2 -8,8 13,5
179,0363 C1oH3Na4 13,6 13,7
179,0310 C4H7N2O¢ -16,3 26,8
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Pico 9

355,1021 C13H11N1003 2,2 11,3
355,1048 C17H15N4Os 9,7 19,2
355,1008 C12H15N6O7 -1,6 19,6
355,1013 15,2 355,1035 C16H1909 6,0 20,0
355,0994 C11H19N2011 -5,3 36,1
355,0976 C23H1504 -10,6 43,6
355,0989 C24H11N4 -6,8 55,2
Pico 10
559,2032 C2s5H35014 2,8 10,6
559,2046 C26H31N4O10 5,2 15,5
559,2019 C22H27N100s 0,4 16,8
559,2005 C21H31N6O12 -2,0 20,1
559,2032 C23H23N 1404 2,8 23,0
559,2016 17,9 559,2005 C19H19N2002 -2,0 25,3
559,1992 C20H3sN2016 -4,4 28,2
559,2046 C24H19N1s 52 32,8
559,1987 Ca3H27N4Os5 -5,3 47 .4
559,2000 Ca4H23NgO -2,9 59,1
559,2027 CagH27N203 1,9 70,3
Pico 11
191,0323 CsH3NsO2 1,8 4.6
191,0319 18,7 191,0350 C10H704 15,9 14,0
191,0310 CsH7N20¢ -5,2 17,1
Pico 12
515,1195 CosH23012 1,2 4,0
515,1182 C22H15N1006 -1,4 10,9
515,1208 C26H19N4Os 3,8 11,1
515,1168 C21H19N6O10 -4,0 15,6
515,1195 C23H11N1402 1,2 16,8
5151189 190 515,1168 C19H7N2o -4,0 17,7
515,1222 C27H15NgO4 6,4 22,4
515,1155 C20H23N2014 -6,6 25,7
515,1150 Cs3Hi15N4O3 -7,6 46,9
515,1190 C3sH15N20 0,2 70,4
Pico 13
515,1195 C2sH23012 1,8 4,9
515,1208 C26H19N4Os 4,4 9,3
515,1182 C22H15N100s6 -0,8 11,2
515,1186 19,6 515,1195 C23H1:1N140O2 1,8 15,3
515,1168 C21H19N6O10 -3,4 17,0
515,1168 C19H7N2o -3,4 17,8
515,1222 C27H15NsO4 7,0 20,6
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515,1155 C20H23N2014 -6,0 27,4

515,1150 Ca3H15N403 -7,0 45,1
515,1190 C3sH15N20 0,8 68,7
Pico 14
515,1195 C2sH23012 1,1 4,1
515,1208 C2sH19N4Og 3,7 8,1
515,1182 C22H15N100s -1,5 8,8
515,1195 C23H11N1402 1,1 12,9
515,1168 C19H7N2o -4,1 15,2
5151189 20,5 515,1168 C21H19N6O10 -4,1 16,4
515,1222 C27H15NgO4 6,3 19,7
515,1155 C20H23N2014 -6,7 27,3
515,1150 C33H15N403 -1,7 44,8
515,1190 C3sH15N20 0,1 68,6
Pico 15
515,1195 C2sH23012 0,7 59
515,1208 C26H19N4Os 3,3 7,7
515,1182 C22H15N1006 -1,9 11,5
515,1195 C23H11N1402 0,7 13,8
5151191 22,1 515,1168 C1oH7N2o -4,5 17,8
515,1168 C21H19NeO10 -4,5 18,2
515,1222 C27H15NgO4 59 19,0
515,1155 C20H23N2014 -71 28,9
515,1190 C3sH15N20 -0,3 67,2
Pico 16
503,3378 C30H470s6 -0,2 1,2
503,3365 C27H39N10 -2,9 8,2
503,3379 30,4 503,3392 C31H43N402 2,4 12,0
503,3351 C26H43N6O4 -5,6 13,1

Tabela 13. Férmulas propostas pelo equipamento de CL/EM para os picos identificados
no espectro de massas modo positivo, para a fracdo 1 do extrato metandlico dos calos de

D. macrophylla.

m/z tr(min)  Massa molecular Formulas Possiveis Erro (ppm) m (Sigma)
Pico 1
266,1347 CgH20N306 13,0 5
266,1312 2,5 266,1333 CsH12N13 7,9 9,6
266,1288 C16H16N30 9,1 37,7
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Pico 2

295,1248 CoH19N4O7 12,5 58
295,1235 CeH11N140 7,9 10,1
295,1211 2,7 295,1176 C15H1906 -11.9 23,2
295,119 C16H15N402 -7,4 36,8
295,113 Co1H1sN2 6,2 63,3
Pico 3
234.1018 7.0 234,0986 C10H12Ns02 -13,7 11,3
234,1026 CisH12N3 3,5 36,6
Pico 4
328,1446 8,1 328,1444 C21H18N30 -0,6 34,5
Pico 5
355,1122 C12H11N1202 11,1 16,7
3551083 10,7 355,1050 C18H11NsO -9,2 18,2
355,1077 C22H15N203 -1,6 29,8
355,1117 C27H150 9,7 56,4
Pico 6
355,1037 C17H15N40Os -104 9,4
3551074 12,8 355,1109 C11H15NgOs 9,9 21,7
355,1050 CisH11NsO -6,7 22,9
355,1077 C22H15N203 0,9 35,1
Pico 7
355,1037 C17H15N40s -9,9 95
355.1072 131 355,1109 C11H15NsOs 10,4 22,0
355,1050 Ci18H11NsO -6,1 22.8
355,1077 C22H15N203 1,5 34,9
Pico 8
517,1426 C20H21NgOg 6,1 7,1
517,1413 C19H25N40O13 3,6 10,2
517,1413 C17H13N1803 3,5 13,7
517,1399 C16H17N1407 0,9 14,8
517,1399 C18H29017 1,0 20,8
017,1394 204 517,1354 C26H21N4Os -7,8 28,5
517,1367 C27H17NgO4 -5,2 40,0
517,1394 C31H21N20s 0,0 51,7
517,1381 CasH13N12 -2,6 59,5
517,1408 C32H17N6O2 2,6 63,3
517,1434 C3sH2104 7,8 75,3
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Pico 9

681,3930 C31Hs53NgOg 50 14,0
681,3917 C2sH4s5N 1803 3,0 19,9
681,3858 C37H53N40s -5,6 19,9
681,3917 C30H57N4013 3,0 215
681,3896 28,2 681,3871 Cs8H49NsO4 -3,7 314
681,3903 C29H61017 1,0 31,5
681,3898 C42Hs53N206 0,3 42,7
681,3885 CaoHasN12 -1,7 43,0
681,3912 Ca3H419N6O2 2,2 54,5
Pico 10
503,3367 C30H4706 -3,8 6,5
503.3386 29,6 503,3381 C31H43N402 -1,2 11,0
503,3354 C27H39N10 -6,9 114
503,3421 CasH43N2 6,8 32,9
Pico 11
505,3524 C30H4906 -5,4 4,6
505,3551 30,5 505,3537 C31H45N402 -2.,8 8,0
505,3577 CasHasN2 5,2 31,9

Tabela 14. Férmulas propostas pelo equipamento de CL/EM para os picos identificados

no espectro de massas modo negativo, para a fracdo 1 do extrato metandlico dos calos de

D. macrophylla.

m/z tr(min) Massa molecular Fdérmulas Possiveis Erro (ppm) m (Sigma)
Pico 1
264,1089 C10H1sNO7 2,3 11
2641083 2.5 264,1075 C7H10N110 -2,8 6,7
264,1102 C11H14Ns03 7,3 12,8
264,1062 CsH14N70s5 -7,9 14,5
Pico 2
293,0990 C10H17N20s 0,5 6,8
293,1004 C11H13N6O4 51 8,8
293,0977 C7H9N1202 -4.1 10,9
2930989 2.7 293,0964 CesH13NsOs -8,7 20,3
293,1017 C12H9N10 9,6 22,1
293,0972 C22H130 -5,8 62,5
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Pico 3

232,0827 CoH14NOs 19 0,8
232,0813 CsHeN11 -3,9 7,3
2320822 7.0 232,0800 CsH10N704 -9,7 12,8
232,0840 C10H10N502 1,7 14,7
Pico 4
326,1245 C1sH20NOy 4,0 2,4
326,1232 C12H12N110 -0,2 6,8
326,1232 8,1 326,1218 C11H16N70s -4,3 11,4
326,1259 C16H16Ns503 8,1 15,9
326,1205 C10H20N309 -8,4 24,3
Pico 5
353,0878 C16H1709 2,1 3,9
353,0865 C13H9N1003 -1,7 9,4
353,0851 C12H13N6O7 5,5 11,2
353,0870 10,6 353,0891 C17H13N4Os -5,9 17,5
353,0851 C11H17N2011 -9,2 23,2
353,0905 C18H9NgO 9,7 31,1
353,0833 Co4HoN4 -10,7 59,4
Pico 6
353,0878 C16H1709 13 2,3
353,0865 C13H9N1003 -2,5 9,2
353,0891 C17H13N4Os 51 13,6
33,0873 128 353,0851 C12H13N6O7 -6,3 15,2
353,0905 C18H9NsO 8,9 27,1
353,0838 C11H17N2011 -10,1 27,5
Pico 7
353,0878 C16H1709 1,7 3,2
353,0865 C13HoN1003 -2,2 9,0
353,0891 C17H13N4Os 5,4 11,6
353,0872 13,1 353,0851 C12H13N6O7 -5,9 16,8
353,0905 Ci18H9NsO 9,2 25,1
353,0838 C11H17N2011 -9,7 29,4
353,0833 C24HoN4 -11,2 53,3
Pico 8
515,1208 C26H19N4Os -0,9 2,7
515,1195 C23H11N1402 -3,5 7,8
515,1195 CosH23012 -3,5 9,2
5151213 20,3 515,1182 C22H15N1006 -6,1 11,8
515,1222 C27H15NsO4 1,7 14,4
515,1249 C31H19N206 6,9 26,1
515,1235 CogH11N12 4,3 30,1
515,119 CssHi1sN20O -4,5 63,8
Pico 9
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679,3712 C37H51N4Og 2,1 7,1
679,3699 C34H43N 1402 0,1 13,4
679,3699 C3sHs55012 0,1 13,7
679,3726 Cs8H47NsO4 4,1 13,7
679,3698 28,2 679,3686 C33H47N100s -1,8 17,6
679,3672 C32H51N6010 -3,8 26,6
679,3659 C31H55N2014 -5,8 37,1
679,3694 Ca9H47N20 -0,6 61,9
Pico 10
501,3235 Cs31H41N4O2 3,6 9,8
5013217 29,6 501,3222 C30H4506 0,9 20,0
501,3208 C27H37N10 -1,8 24,7
501,3195 C26H41N6O4 -4,4 32,4
Pico 11
503,3378 C30H4706 -2,0 4,0
503,3392 Cs31H43N40O2 0,6 8,8
503,3388 305 503,3365 C27H39N10 -4.7 10,0
503,3351 C26H43Ns04 -7,3 16,5

O software do equipamento de CL/MS gerou valores de erros correspondentes a

precisdo das massas expressas em ppm, e ainda, valores que relacionam o padrdo

isotopico tedrico e medido do pico de massa de interesse (Sigma), que combinam o desvio

padrdo das massas e intensidades para todos os picos isotdpicos. Os valores sdo dados em

(miliSigma) e os numeros mais baixos indicam um ajuste melhor.

Mediante a observacdo dos parametros fornecidos pelo equipamento (erro e

Sigma) associados as informacfes de mesma férmula proposta nos modos positivo e

negativo, aliadas aos menores erros, pode-se inferir que para a fracdo 1 do extrato acetato

de etila dos calos tem-se as seguintes formulas moleculares associadas as substancias

presentes nos picos:

- pico 1:
- pico 3:
- pico 4:
- pico 5:
- pico 6:
- pico 7:
- pico 9:

CeH110s;
C10HsN6Oz2;
C16H180;
C16H180o;
C16H180;
C16H1800;
C16H180;

- pico 10: C25H35014;
- pico 11: C1oHgOu4;

- pico 12: C3sH16N20;
- pico 13: C3gH16N20;
- pico 14: CzgH16N20;
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- pico 15: C3gH16N20;
- pico 16: C3oHaeOe.

Assim como, para a fracdo 1 do extrato metanolico dos calos pode-se inferir que:

- pico 3: C10H11Ns02;
- pico 6: C1gH10NgO;
- pico 7: C18H10NsO;
- pico 8: C31H20N20g;
- pico 9: C3sHasNsOa;
- pico 10: C31H42N4O2;
- pico 11: C31H42N4Oo.

5. 6 Ensaio antimicrobiano

Muitos microrganismos atuam numa diversidade de infeccGes no ser humano
afetando regiGes como: trato respiratorio, circulacdo sanguinea, pele, tecidos moles, e
outros, tornando-se um problema particular em unidades de terapia intensiva onde
numerosos surtos tém sido extremamente dificeis de controlar (GORDON
& WAREHAM, 2010). Além disso, outros organismos animais também podem padecer
de enfermidades como consequéncia da acdo de microrganismos, o que pode ocasionar
surtos naturais em espécies levando a mortalidade em massa, como no caso de peixes por
exemplo, o que é desvantajoso para a aquicultura (PARK et al., 2017).

Um meio de combater ou curar os maleficios de microrganismos € a terapia com
antibidticos, mas o desenvolvimento de cepas resistentes aos antibidticos pode impedir o
uso da antibioticoterapia (YARAHMADI, et al., 2016). Com isso, 0 aumento de
enfermidades oportunistas e da resisténcia antimicrobiana de microrganismos
patogénicos tem levado a descoberta e desenvolvimento de novas drogas que inibam esses
agressores (RODRIGUES et al., 2014).

O extrato hexanico das folhas e os extratos acetato de etila e metanolico dos calos
de D. macrophylla foram testados contra as cepas das bactérias: Aeromonas hydrophila,
Acinetobacter baumannii, Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Propionibacterium acnes,

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Salmonella enteritidis,
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Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Yersinia enterocolitica, e dos fungos:
Candida albicans e Candida parapsilosis.

Com relagdo ao ensaio de concentracdao inibitéria minima (CIM) do extrato
hexanico das folhas de D. macrophylla (Tabela 15), os resultados indicaram que o extrato
tem maior potencial para inibir o crescimento microbiano das cepas testadas
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens nas concentragdes de 1000 pg/mL,
respectivamente, e para Edwardsiella tarda na concentragio de 250 pg/mL.

Para o ensaio de CIM dos extratos dos calos de D. macrophylla (Tabela 16) estes
foram eficazes na reducdo do crescimento microbiano nas cepas de Acinetobacter
baumannii, Aeromonas hydrophila, Candida albicans e Candida parapsilosis. O extrato
acetato de etila dos calos foi capaz de inibir o crescimento microbiano na CIM de 1000
pug/mL frente as cepas de Acinetobacter baumannii e Candida albicans, para a cepa de
Candida parapsilosis foi observada redugdo do crescimento em 60 pg/mL ¢ para a cepa
de Aeromonas hydrophila em 30 pg/mL. Para o extrato metanolico dos calos foi
observada redugdo do crescimento em 125 pug/mL para a cepa de Aeromonas hydrophila,
em 60 pg/mL para as cepas de Acinetobacter baumannii e Candida parapsilosis e em 30

pug/mL para aa cepa de Candida albicans.

Tabela 15: Potencial antimicrobiano do extrato hexanico das folhas de D. macrophylla
sobre diferentes cepas (CIM)

Microrganismos FHEX (pg/mL)
Edwardsiella tarda 250
Pseudomonas aeruginosa 1000
Serratia marcescens 1000

Tabela 16: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos acetato de etila e
metanolico dos calos de D. macrophylla sobre diferentes cepas

Microrganismos CACOEt (ug/mL) CMeOH (pg/mL)
Acinetobacter baumannii 1000 60
Aeromonas hydrophila 30 125
Candida albicans 1000 30
Candida parapsilosis 60 60
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Os resultados encontrados em outros estudos com espécies da familia Rubiaceae
podem comprovar as atividades antimicrobianas observadas neste estudo. Nifio e
colaboradores (2006) observaram a atividade de outra Rubiaceae (Gonzalagunia rosea)
frente a Candida albicans. Rodrigues e colaboradores (2014) verificaram a atividade
antifangica em espécies de Rubiaceae (Ferdinandusa paraensis, Ferdinandusa hirsuta,
Ferdinandusa goudotiana, Palicourea corymbifera e Palicourea guianensis) frente a
Candida albicans e Candida parapsilosis.

A familia Rubiaceae se destaca pela producao de metabdlitos secundarios e entre
as classes encontradas estdo os terpenos (MARTINS e NUNEZ, 2015). Por exemplo, a
espécie Duroia macrophylla, de onde foram isolados dois triterpenos, que apresentaram
atividade contra Mycobacterium tuberculosis (MARTINS et al., 2014).

Foram observados nos espectros de RMN de 'H das fractes do extrato hexanico
e dos extratos acetato de etila e metandlico dos calos de D. macrophylla, sinais de
deslocamentos quimicos que sugerem a possivel presenca de substancias terpénicas nos
extratos fracionados. Segundo Dorman e Deans (2000), esta classe de metabdlitos possui
propriedade antibacteriana que pode estar relacionada as suas propriedades lipofilicas e
suas interacGes com as bicamadas fosfolipidicas das células dos microrganismos, o que

pode ter gerado a diferenca de atividades de inibig&o nos extratos avaliados neste estudo.
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6 CONCLUSAO

Por meio do estudo fitoquimico realizado com o extrato hexanico das folhas de D.
macrophylla foi possivel verificar a presenca do esteroide sitosterol em mistura com
acidos graxos, conforme os sinais de deslocamentos quimicos observados nos espectros
de RMN de H das suas fracdes comparados com a literatura. Também a presenca de um
sesquiterpeno em mistura com uma cadeia alifatica (“graxa”), devido a pouca massa nao
foi possivel purifica-lo para permitir a identificacdo estrutural.

O estudo fitoquimico do extrato acetato de etila dos calos permitiu a obtencéo de
duas fragbes com elevado grau de pureza. Uma contendo um triterpeno e outra um agucar.
Porém, até 0 momento de concluir este trabalho, néo foi possivel realizar a identificacdo
estrutural.

A partir da analise de Espectrometria de Massas realizadas com as fracdes dos
extratos acetato de etila e metandlicos dos calos de D. macrophylla, foi possivel inferir a
férmula molecular de 14 e 7 substéncias, respectivamente.

Em relacdo a atividade antimicrobiana o extrato hexanico das folhas de D.
macrophylla mostrou apresentou atividade frente as bactérias Edwardsiella tarda,
Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens, enquanto que os extratos acetato de etila
e metanolico mostraram atividade frente as cepas de Acinetobacter baumannii,
Aeromonas hydrophila, Candida albicans e Candida parapsilosis.

Este estudo foi possivel conhecer um pouco mais sobre o perfil quimico desta
espécie, principalmente com relacdo aos extratos dos calos, e ainda, avaliar o potencial

bioldgico dos extratos como agentes antimicrobianos.
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