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RESUMO

Espécies do género Palicourea Aubl. Rubiaceae séo ricas em metabdlitos secundarios como
iridoides, alcaloides indolicos, antraquinonas, terpenoides e compostos fendlicos, os quais sdo
interessantes para bioprospeccdo por apresentarem atividades anticancer, anti-inflamatéria e
antioxidante. O objetivo deste trabalho foi bioprospectar os extratos hexanicos e metanolicos das
folhas e ramos de Palicourea nitidella (Mall.Arg.) Standl. para atividades antimicrobiana,
antioxidante e toxicas bem como componentes quimicos de interesse. Para determinacdo da atividade
antioxidante foram feitos testes com os métodos DPPHe e Fe®/fenantrolina e extratos na
concentracdo de 0,5 mg/mL. Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi aplicada a metodologia
de microdiluicdo em caldo na concentragdo de 1000 pg/mL, frente a dez microrganismos e também
determinada a concentracdo inibitéria minima. Para avaliacdo de toxicidade utilizou-se Artemia
salina nas concentragdes de 1000 e 500 pg/mL. Como resultado no teste frente A. salina, os extratos
ndo apresentaram mortalidade acima de 50%. Na atividade antioxidante frente aos métodos DPPHe e
Fe¥*/fenantrolina, os extratos metanolicos avaliados demonstraram inatividade. Os extratos
hexanicos das folhas e ramos apresentaram atividade antibacteriana sobre Pseudomonas fluorescens
e, Staphylococcus aureus, e 0 extrato hexanico dos ramos inibiu o crescimento de Aeromonas
hydrophila, Citrobacter freundi, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis. Os extratos
ativos foram submetidos ao fracionamento cromatografico e as substancias isoladas foram
identificadas por meio das analises de RMN de *H e *C uni e bidimensionais e espectrometria de
massas. Assim, foi obtida a mistura de B-sitosterol e estigmasterol do extrato hexanico das folhas e
do fracionamento do extrato metandlico de ramos foi obtida a escopoletina. Neste trabalho
constatou-se que o0s extratos hexanicos foram ativos para seis bactérias gram-negativas e uma gram-
positiva, como também, foram isoladas trés substancias: B-sitosterol, estigmasterol e escopoletina.

Os resultados contribuiram para a caracteriza¢do quimica e o potencial bioldgico de P. nitidella.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios; escopoletina; antimicrobiano; antioxidante; toxicidade.



ABSTRACT

Species of the genus Palicourea Aubl. Rubiaceae are rich in secondary metabolites such as
iridoids, indole alkaloids, anthraquinones, terpenoids and phenolic compounds, which are interesting
for bioprospecting because they have anticancer, anti-inflammatory and antioxidant activities. The
objective of this work was to bioprospect the hexane and methanolic extracts of leaves and branches
of Palicourea nitidella (Mull.Arg.) Standl. for antimicrobial, antioxidant and toxic activities as well
as chemical components of interest. To determine the antioxidant activity, tests were carried out with
the DPPH+ and Fe®*/phenanthroline methods and extracts at a concentration of 0.5 mg/mL. To
evaluate the antimicrobial activity, the microdilution method was applied in broth at a concentration
of 1000 pg/mL, against ten microorganisms and the minimum inhibitory concentration was also
determined. For toxicity evaluation, Artemia salina was used at concentrations of 1000 and 500
pg/mL. As a result in the test against A. salina, the extracts did not show mortality above 50%. In the
antioxidant activity against the DPPHe and Fe*/phenanthroline methods, the evaluated methanolic
extracts showed inactivity. The hexane extracts from the leaves and branches showed antibacterial
activity against Pseudomonas fluorescens and Staphylococcus aureus, and the hexane extract from
the branches inhibited the growth of Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundi, Pseudomonas
aeruginosa and Salmonella enteritidis. The active extracts were subjected to chromatographic
fractionation and the isolated substances were identified by means of uni and two-dimensional 'H
and 3C NMR analysis and mass spectrometry. Thus, the mixture of B-sitosterol and stigmasterol
from the hexane extract of leaves and the fractionation of the methanolic extract of branches was
obtained to obtain scopoletin. In this work it was found that the hexane extracts were active for six
gram-negative and one gram-positive bacteria, as well as three substances were isolated: B-sitosterol,
stigmasterol and scopoletin. The results contributed to the chemical characterization and biological
potential of P. nitidella.

Keywords: Secondary metabolites; scopoletin; antimicrobial; antioxidant; toxicity.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais fazem parte da vida do ser humano desde o principio, como fonte de
alimentos, utilidades domésticas, defesa e ataque; e como meio para restaurar a satde. Atualmente
representa uma das alternativas entre as varias fontes de matérias-primas fundamentais a existéncia
da sociedade, sua principal vantagem é de ser uma fonte renovavel, na maioria das vezes controlado
pelo homem (MACIEL et al., 2002; LORENZI & MATOS, 2002, SIMOES et al., 2017).

A quimica de produtos naturais investiga principalmente, metabdlitos com potenciais
bioldgicos. A significancia do estudo contribui mais no momento em que a espécie vegetal
investigada ndo apresenta relatos na literatura sobre estudos quimicos, conduzindo a obtencdo de
substancias inéditas que sejam capazes de demonstrar um potencial biol6gico mais efetivo que as
exploradas anteriormente (VERPOORTE, 2000; DEWICK, 2002).

Na quimica, ha diversas técnicas comparativas que avaliam 0s extratos vegetais quanto ao
potencial antioxidante ao serem correlacionados com o agente redutor de referéncia. Além disso, 0s
resultados favoraveis servirdo para o desenvolvimento de produtos que amenizem os efeitos
produzidos pelo estresse oxidativo que afeta o corpo humano, bem como poderdo ser aplicados
externamente na forma de cosméticos e internamente através da producio de farmacos (SIMOES et
al., 2003).

Nos ultimos anos, com 0 aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a diversos
farmacos, constatou-se uma dedicacdo maior no estudo de produtos naturais, para a identificagcdo de
novas substancias ativas que pudessem ser usadas como referéncias para o desenvolvimento de
novos farmacos (SHU, 1998; NEWMAN et al., 2003).

Os trabalhos referentes aos produtos naturais vém buscando determinar o potencial de
extratos em combate a micro-organismos patogenos, através de ensaios biolégicos. Os extratos de
muitas espécies apresentaram resultados excelentes. Dentre os metabolitos secundérios que
demonstraram maior potencial bioldgico, tem-se os alcaloides e flavonoides. Com caracteristicas
marcantes para os alcaloides que apresentaram toxicidade em boa parte das moléculas isoladas,
enquanto os flavonoides se evidenciam por seus potenciais antioxidantes (CHARLES, 2013). Da
espécie Palicourea nitidella, tem um relato na literatura, no qual, foram isolados metabdlitos

secundarios, que apresentaram potencial farmacologico (COSTA, 1999).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

A quimica de produtos naturais sempre teve papel relevante para o desenvolvimento de
farmacos, cosméticos, fragrancias, e outros bioprodutos, dado a diversidade estrutural e grupos
funcionais presentes em milhares de substancias que compdem a biodiversidade terrestre. Este
imenso laboratério quimico altamente sofisticado também desempenha um papel importante na
conservacdo e no uso sustentavel da diversidade biologica, especialmente porque sdo essas
substancias essenciais aos processos bioldgicos de regulacéo celular, comunicagdo quimica e defesa.
Sob este aspecto, a biodiversidade brasileira, incluida entre as maiores do planeta é ainda pouco
explorada, sendo que bioprodutos de grande impacto, capazes de gerar riqueza e contribuir para a
balanca econémica nacional ainda estdo no plano dos desejos (BOLZANI, 2016).

As plantas produzem uma larga e diversa ordem de metabdlitos secundarios extasiando 0s
pesquisadores, atualmente existem registros proximo de 100.000 dessas substancias identificadas
(KESSLER, 2015). No passado acreditava-se que eram subprodutos do metabolismo priméario o qual
estd associado aos processos vitais como: divisdo, crescimento, respiragcdo, armazenamento de
energia e reproducdo, entretanto, os metabolitos secundarios possuem diversas func¢des ecologicas
ligadas ao sistema de defesa em resposta a diversas causas externas, ou seja, poluicdo, seca,
exposicdo aos raios UV, competicdo e ataques de patogenos (WINK, 2011; FRANCA, 2017,
NARAYANI e SRIVASTAVA, 2017, JAMSHIDI-KIA et al., 2018), ainda mais, como atrativos para
polinizadores e dispersores de sementes, por exemplo, estdo relacionados as ac¢des da planta com o
meio ambiente, planta-inseto, planta-microrganismo e planta-planta (WINK, 2011; KESSLER, 2015;
MACHADO et al., 2017).

Os metabolitos secundarios nas plantas podem ser divididos quimicamente em trés grupos
distintos: terpenos, fendlicos e alcaloides (figura 1) (SHAHIDI, 1997; CROTEAU et al., 2000;
SHAHIDI; NACZK, 2003; SHAHIDI; HO, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006), além disso, sdo
sintetizados em baixas concentracdes de carbono total inferior a 1% (BERG e LUBERT, 2008;
FUMAGALI, 2008), apresentando baixo peso molecular, derivando das vias do chiquimato e
mevalonato (DIXON, 2001; WINK, 2011). Como também, classificam-se segundo sua origem
biossintética mostrando diferentes atividades bioldgicas e sdo utilizados como produtos
farmacéuticos, agroquimicos, aromatizantes, fragrancias, corantes e biopesticidas (MURTHY et al.,
2014; FRANCA, 2017; NARAYANI e SRIVASTAVA, 2017). Diante disso, os estudos do

metabolismo secundéario de plantas tém atraido um crescente interesse para o desenvolvimento de
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técnicas fitoquimicas para separacdo, purificacdo e identificacdo de tais moléculas (SASIDHARAN

etal.,, 2011; NARAYANI e SRIVASTAVA, 2017; JAMSHIDI-KIA et al., 2018).

Figura 1: Alguns exemplos de metabdlitos secundarios
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Legenda: alcaloides (1 e 2), aminoacidos ndo proteicos (3), aminas (4), glicosideos cianogénicos (5),
glucosinolatos (6), monoterpenos (7), sesquiterpenos (8), diterpenos (9), triterpenos (10), flavonoides

(11), poliacetilenos (12), policetideos (13) (Wink, 2003).
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2.2 Atividades biologicas dos metabolitos secundarios
2.3 Substancias antioxidantes

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo substancias instaveis, formadas a partir do
metabolismo aerdbico, resultando superoxidos, perdxidos de hidrogénio e radicais hidroxila (SILVA
e GONCALVES, 2010; SCHIEBER & CHANDEL, 2014).

A reatividade dessas espécies é conferida devido ao numero impar de elétrons, que para
atingir a estabilidade, oxidam moléculas susceptiveis (SANCHEZ-MORENO, 2002). Estas espécies
reativas exercem uma funcdo significativa no organismo, no entanto, o excesso é tido como o
principal motivo do estresse oxidativo, resultando em inumeros efeitos adversos, como a oxidacao de
proteinas e lipidios, tal qual danos ao DNA. As células exibem um sistema de defesa antioxidante
para conservar a estabilizacdo entre a producdo e a eliminacéo destas espécies reativas, apesar disso,
a instabilidade normalmente acontece levando ao excesso de espécies reativas (MENG et al., 2017).

A producdo desequilibrada acarreta danos oxidativos em macromoléculas promovendo
mutacOes que podem ser relacionadas a patologias neurodegenerativas e ao cancer. A oxidagdo de
lipoproteinas € a responsavel por doencgas no coracéo e aterosclerose, e o estresse oxidativo € o maior
responsavel pela isquemia cerebral (AMES et al., 1995; EINBOND et al., 2004; BANERJEE et al.,
2005; ROESLER et al.,, 2007; VALKO et al.,, 2007; PASCUAL TERESA e SANCHEZ -
BALLESTA, 2008), e 0 uso de antioxidantes exdgenos € recomendado para reduzir o excesso de
ERO (ABOUL-ENEIN et al., 2013).

Os estudos quimicos para classificacdo da atividade antioxidante tém como objetivo analisar
a eficacia dos extratos ou substancias em reagirem com espécies reativas do oxigénio (ERO), e
equiparar com a atividade de um antioxidante padréo. Para quantificar a concentracao de substancias
com potencial antioxidante, muitos ensaios sao realizados e utilizados como parametro para inicio de
estudo e fracionamento de extratos vegetais (GANGOPADHYAY et al., 2016; KANESHIMA et at.,
2016; SEONG et al., 2016).

Um dos métodos aplicado é a captura do radical DPPHe (figura 2), que € solvatado em
solvente organico e medido o comprimento de onda a 517 nm, porém quando capturado, sua
absorbancia diminui e sua coloracdo também, desse modo, indica a concentracdo de agentes
antioxidantes presente no substrato em relacdo ao acido ascérbico (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995).
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Figura 2: Radical DPPH- reduzido pelo antioxidante AH.

NO, NO,

Outra prética utilizada regularmente é o método de reducio do Fe®*" a Fe?*, em que as
substancias fardo com que o ferro complexado com algum grupo ligante (figura 3), mude a coloracdo
no instante que é reduzido. Varios métodos com diversos ligantes sdo aplicados, conforme a
literatura, porém nesse estudo foi aplicada a fenantrolina como grupo complexante, seguindo a
metodologia de Novais 2007.

Figura 3: Fe** complexado com 3 moléculas de 1,10-fenantrolina

2.4 Toxicidade frente a Artemia salina

Artemia salina € um micro crustaceo que vive em regides de agua salgada cuja taxonomia
pertence ao filo Arthropoda, possui aplicabilidade na aquicultura, podendo ser usada para alimentar
peixes, crustaceos, também passaros e outros seres vivos (MILHEM et al., 2008; PEREZ e LAZO,
2010; LIBRALATO et al., 2016).

O ensaio envolvendo Artemia salina é um bioensaio preliminar sobre a atividade dos extratos

de produtos naturais. Sendo apontado como um substituto por ser mais barato e simples, para o
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ensaio de citotoxicidade com células (MEYER et al., 1982). O ensaio de toxicidade é determinado
pela concentracdo letal de 50% (CLso) dos extratos de plantas em solugéo salina, é considerado um
dos ensaios mais aplicados para avaliar preliminarmente a toxicidade (KANWAR, 2007;
AMARANTE et al., 2011).

Ensaios realizados com A. salina esclarecem que a toxicidade obtida exibe ligagdo com a
atividade citotoxica contra tumores humanos, e também uma equiparacdo com testes de toxicidade
oral em camundongos (McLAUGHLIN et al., 1991; PARRA et al., 2001). Extratos vegetais que
exibem toxicidade contra A. salina apresentam potencial para diferentes atividades biol6gicas. Além
de ser uma investigacdo preliminar de toxicidade geral e pode ser utilizada como premissa para
atividade pesticida (LUNA et al., 2005; LIBRALATO et al., 2016).

A utilizacdo deste teste é apoiada pelos beneficios que possibilitam: facilidade de manuseio,
um rapido e simples acompanhamento da resposta bioldgica, onde se observa apenas um parametro:
morte ou vida. Outros aspectos que contribuem para seu uso sdo: custo, disponibilidade e minima
quantidade de amostra, € uma técnica segura, econdémica e pratica para verificar a bioatividade de
extratos e substancias naturais (CAVALCANTE et al., 2000; PARRA et al., 2001; LUNA et al.,
2005; KANWAR, 2007; SILVA et al., 2007; LIBRALATO et al., 2016).

2.5 Atividade antimicrobiana

A investigacdo de novos agentes antimicrobianos esté se tornando um campo de estudo muito
desenvolvido e importante, pelo fato do surgimento de patdgenos cada vez mais resistentes aos
antibioticos na atualidade. Esta resisténcia aos antibioticos é mundial comprometendo a capacidade
de tratar doencas infecciosas comuns. O crescente numero de infeccGes como pneumonia,
tuberculose, septicemia, gonorreia ou doencgas transmitidas por alimentos, estdo se tornando cada vez
mais dificeis e as vezes impossiveis de trata-las, ja que os antibioticos perdem sua eficacia (OMS,
2017).

Bactérias patdgenas sdo responsaveis por causar inimeros maleficios ao ser humano. Esse
problema é discutido desde antes dos avancos cientificos entenderem a fundo esses microorganismos
na sua forma fisica e em detalhes. Desse modo, procura-se maneiras de eliminar tais bactérias
patdgenas ao ser humano, fazendo o uso de novas drogas que possam extingui-las do corpo,
buscando prevenir as novas geracOes, de bactérias que venham a se tornar multirresistentes as drogas
comercialmente conhecidas (PEIRANO et al., 2006).

E estimado que se a resisténcia aos remédios permanecer crescendo, 10 milhdes de mortes

sdo previstas no mundo até 2050 (LUEPKE et al., 2017). Os metabdlitos secundarios apresentam
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uma abundancia estrutural nas plantas que os tornam uma fonte promissora de novos agentes
antimicrobianos (SILVA et al., 2007; COUTINHO et al., 2008; SILVA et al., 2008; PEREIRA et al.,
2019).

Muitos estudos com produtos naturais buscam nas plantas substancias que apresentem
atividades para eliminar esses patdgenos. As investigacbes dos extratos ativos contra esses
microrganismos podem ser realizadas utilizando-se a metodologia in vitro. Assim sendo, a
microdiluicdo é aplicada em meio liquido ou so6lido para multiplicacdo do patégeno simultaneamente
com uma concentra¢do do extrato. Testam-se concentracdes variadas até encontrar a concentracao
inibitéria minima, menor concentracdo que sera capaz de inibir o crescimento bacteriano (SOUZA et
al., 2003).

As Dbactérias Gram-negativas estdo diretamente relacionadas a diversas patologias
infectocontagiosas que acometem humanos e animais sendo de extrema importancia, que ndo s
causam problemas gastrointestinal, como também estdo envolvidas com outras doengas nocivas,
como infeccdes do trato respiratério, rinite, otite, patologias da cornea e septicemia, quer como
agentes patogénicos ou como oportunistas (LINZITTO e TUNES, 2019), enquanto que, as bactérias
Gram-positivas, sdo patdgenos isolados com maior frequéncia em amostras bioldgicas humanas. As
infeccOes causadas por este grupo bacteriano, tem maior incidéncia em infeccbes do trato urinario,
osteomielite e endocardite, podem ocorrer a partir de multiplicacdo local ou sistémica, sendo que
alguns microorganismos apresentam multiplicacdo em sitio localizado, exercendo acdes patogénicas
por producdo de exotoxinas e enzimas,o principal género pertencente a esta familia,
o Staphylococcus, € constituido por 33 espécies, segundo a capacidade de producdo da enzima
coagulase, sendo o agente de grande importancia o S. aureus (KONEMAN et al., 1997).

2.6 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae ocupa a quarta posicdo na diversidade de espécies entre as
angiospermas, tem aproximadamente 609 géneros, 13.673 espécies, 65 tribos e trés subfamilias
(BREMER e ERIKSSON, 2009; RYDIN et al., 2009; KAINULAINEN et al., 2013; MOULY et al.,
2014; RYDIN et al., 2017). Apresenta distribuicdo cosmopolita e as espécies podem ser encontradas
em todas as regifes do Pais, mas a maior parte é detectada em areas tropicais ou subtropicais
(SOUZA e LORENZI, 2012). No Brasil sdo encontradas 1.439 espécies, distribuidas em
aproximadamente 129 géneros, na floresta amazonica é considerada a segunda maior familia em
nameros de espécies (CARDOSO et al., 2017).

As espécies de Rubiaceae apresentam-se como arbustos, subarbustos e arvores. Tem

peculiaridades e caracteristicas distintas como folhas simples, opostas, raramente verticiladas, nem
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sempre com estipulas interpeciolares e raramente espinhos ou foliosas. As inflorescéncias sdo
normalmente cimosas, reduzidas ou uma Unica flor. Frequentemente suas flores sdo vistosas,
bissexuais, actinomérficas e diclamidea. Identifica-se o fruto como uma capsula, esquizocarpo, drupa
ou baga (HUTCHINSON 1973; SCHUMANN 1891; SOUZA e LORENZI, 2012).

Nas Ultimas décadas a classificacdo boténica da familia Rubiaceae sofreu varias alteracoes,
pois faz parte de um grupo monofilético, em funcdo da influéncia de trabalhos que citaram
evidéncias moleculares. A Rubiaceae est4 dividida atualmente em trés subfamilias, Cinchonoideae,
Ixoroideae e Rubioideae (BREMER e ERIKSSON, 2009; RYDIN et al., 2009; KAINULAINEN et
al., 2013; MOULY et al., 2014; MARTINS & NUNEZ, 2015; RYDIN et al., 2017). Bremer e
Eriksson 2009, embasados nos estudos filogenéticos sugeriram 44 tribos, contudo trabalhos seguintes
caracterizaram um total de 65 novas tribos (RYDIN et al., 2009; KAINULAINEN et al., 2013;
MOULY etal., 2014; RYDIN et al., 2017).

A familia Rubiaceae é produtora de uma variedade de metabolismo secundério, dentre 0s
quais destacam-se: iridoides, alcaloides indolicos, antraquinonas, terpenoides (diterpenos e
triterpenos), flavonoides e substancias fendlicos (MARTINS & NUNEZ, 2015). Séo ilustradas na

figura 4 algumas classes quimicas encontradas na familia Rubiaceae.
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Figura 4: Algumas substancias isoladas da familia Rubiaceae
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2.7 Palicourea nitidella (MUll.Arg.) Standl

O género Palicourea Aubl., faz parte da familia Rubiaceae e, contém aproximadamente 340
espécies de arbustos, sua ocorréncia abrange desde o sul do México, América Central e América do
Sul. No Brasil até o presente estudo tem um quantitativo de 171 espécies, destas 47 sao endémicas,
podendo ser encontradas em todas as regides do Pais (FLORA DO BRASIL, 2020).

Na literatura estudos relatam que algumas espécies do género Palicourea, dentre as quais
citam-se: Palicourea marcgravii A.St.-Hil.; P. longiflora DC.; P. barraensis (Mull.Arg.) Standl. e P.
hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi, possuem propriedades toxicas frente a animais, devido a
presenca de uma substancia conhecida como monofluoroacetato (NOGUEIRA VA, et al., 2011).
Além disso, das folhas de P. adusta Standl, foram isolados trés alcaloides glucoindol
monoterpenoides (VALVERDE et al., 1999); das folhas de P. crocea (Sw.) Roem. & Schult. foram
isolados dois novos alcaloides ind6licos monoterpénicos, identificados como croceainas A e B
(DUSMAN et al., 2004); foram isolados das folhas e raizes de P. coriacea (Cham.) K. Schum. dois
novos alcaloides B-carbolina e &cido epi-estritosidinico; como também, cetona estritosidinica e
alcaloides conhecidos como, calicantina, &cido estritosidinico e &cido ursolico triterpénico
(NASCIMENTO et al., 2006); da P. crocea (Sw.) Schult. foram isolados um alcaloide inddlico
monoterpenodide, croceaina A e psicolatina (NARINE & MAXWELL, 2009); das folhas de P.
acuminata (Benth.) Borhidi, foi isolado um alcaloide indélico monoterpénico do extrato metandlico
(BERGER et al., 2012); da P. rigida Kunth, foi isolado um alcaloide ind6lico monoterpénico com
atividades anticancerigenas, identificado como vallesiachotamina (SOARES et al., 2012). Séo

mostradas na figura 5 algumas moléculas isoladas do género Palicourea.
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Figura 5: Algumas substéncias isoladas do género Palicourea
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Palicourea nitidella é uma das diversas espécies da Amazénia que apresenta escassez de
estudo quimico e resultados sobre a avaliacdo biol6gica dos seus constituintes citados na literatura.
Entre os estudos feitos com outras espécies do género Palicourea, algumas apresentaram indicacao
para o tratamento da obesidade, rins e como calmante, além disso, para hipertensdo, inflamacéo,
infeccdo do trato urinario, 6rgao reprodutor feminino e hepatite (KATO L, et al., 2006; FREITAS
PCM, et al., 2011). Diante disso, o0 presente estudo pretende explorar e complementar informacg6es
acerca da composicdo quimica de P. nitidella, visando principalmente o interesse biotecnoldgico
voltado para obtencdo de substéncias de interesse clinico. Além de somar com o conhecimento

fitogquimico de espécies que ocorrem na Amazonia.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico e biologico da espécie Palicourea nitidella.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar o estudo quimico dos extratos de P. nitidella.

e |solar as substancias presentes nos extratos das folhas e ramos de P. nitidella.

e Identificar ou elucidar as substancias isoladas, por meio de métodos espectroscopicos (RMN de
'H e de C, mono e bidimensionais) e espectrométricos (espectrometria de massas).

e Avaliar as atividades antioxidante, antibacteriana e toxicidade frente a A. salina dos extratos e

das substancias isoladas da Palicourea nitidella.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Equipamentos e materiais utilizados
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Fabricante Bruker BioSpin AG,
Modelo Fourier 300 UltraShield, com frequéncia de 300 MHz (*H) e 75 MHz (*3C). Sonda
EASYPROBE DUL 300MHz S1 5mm Z-GRADIENT.
Espectrometro de massas: Fabricante Bruker Daltonics, Modelo Amazon Speed, analisador de
massas: lon Trap, Fonte: ESI em modo positivo e negativo.
Cromatografo liquido (hifenado ao Espectrometro de Massas — UPLC/MS): Modelo
Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com bomba binaria LC-20AT, detector de arranjo de
diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-20A.
Espectrofotometro para leitura de placas de 96 pocos: Thermo Scientific, Multiskan GO.
Espectrofotometro: Femto, modelo Cirrus 80ST.
Banho de ultrassom: UNIQUE, modelo USC-2800, Frequéncia US: 40 MHz.
Balanca analitica: Shimadzu, modelo: AUY220.
Rota evaporador: Fisatom®, modelo 550.
Estufa com circulacéo e renovacéo de ar: Tecnal, Modelo TE-394-2.
Solventes: Foram usados os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e acetona
grau comercial, sendo estes destilados no laboratério de Bioprospeccao e Biotecnologia do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).
Cromatoplacas de silica gel 60: MACHEREY-NAGEL-MN®. Com indicador de fluorescéncia 254
nm, espessura de 0,20 mm em folhas de aluminio.
Silica para fase estacionaria: Silica gel 60, 230-400 Mesh (MERCK®)
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Sephadex para fase estacionaria: Sigma-Aldrich, Sephadex LH-20.
Florisil para fase estacionaria: Sigma-Aldrich, Florisil® 100-200 Mesh.

ChemBioDraw 14.0: Usado para desenhar as estruturas.

4.2 Coleta do material vegetal

A coleta do material vegetal de Palicourea nitidella foi realizada em maio de 2020, no ramal
da cachoeira do ledo localizado no Km 35 da Estrada AM-010, Manaus-Itacoatiara/AM, (87°L;
2°49'41"S 59°58'10"W). A exsicata foi depositada no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazénia — INPA sob o numero 289.109. O estudo conta com o registro no SISGEN numero:
ADAOFB9. Imagens de P. nitidella (figura 6).

Figura 6: Imagens da espécie Palicourea nitidella: (A) aspecto geral da arvore, (B) exsicata com flores, (C) ramos com
folhas e inflorescéncias e (D) ramos com fruto.

4.3 Preparo dos extratos vegetais

As partes da planta foram separadas em folhas e ramos e levadas a estufa em temperatura
média de 50 °C para secar. As folhas ficaram na estufa por 72 horas, enguanto, 0s ramos
permaneceram por 5 dias. Apo6s o processo de secagem as folhas e ramos foram moidos em moinho
de facas e de martelo respectivamente.

A extracdo dos metabdlitos foi realizada com solventes em ordem de polaridade crescente,
hexano, metanol e agua (figura 7), utilizando a proporcao de 1 g de material vegetal para 3 mL de
solvente. Foram realizadas trés extragdes em banho ultrassom por 20 min. Posteriormente os extratos
organicos obtidos foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo com presséo reduzida em
temperatura < 50 °C para os extratos hexano e metanol, e liofilizador para o extrato aquoso. Para
determinar os rendimentos dos extratos (%) foi realizado o seguinte calculo: o peso final do extrato

seco, dividido pelo peso total do material seco e moido e multiplicado por 100. Conforme a formula.
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extrato seco
%:

material seco e moido

Figura 7: Fluxograma do preparo dos extratos vegetais de P. nitidella

Material seco, moido e triturado

1) Extragdo com Hex usando
3x ultrassom por 20 min.
2) Filtragdo
3) Concentragio

Hex

Material vegetal

1) Extracdo com MeOH
3x usando ultrassom por 20 min.
2) Filtracao
3) Concentracdo

MeOH

x 100

Materia

| vegetal

1) Extracdo com H,O usando

3x ultrassom por 20 min.
2) Filtragdo
3) Concentragio

H,0

Residuo descartado
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4.4 Extratos metanoélicos

Os extratos metanolicos foram submetidos as parti¢cbes liquido-liquido (figura 8), onde

utilizou-se como referéncia: 1 grama de extrato solubilizado em 50 mL de uma solucdo de
MeOH/H.0 foram (1:1 v/v).

Figura 8: Fluxograma da parti¢do liquido-liquido

Particdo liquido-liquido

Extrato metanodlico

1) Extragdo com DCM (3x)
2) Concentragio

Fase DCM

Fase hidrometanolica

1) Extragdo com AcOEt (3x)
2) Concentracédo

Fase AcOEt

Fase hidrometanolica

O extrato solubilizado foi transferido para funil de separacdo com capacidade para 2000 mL,
posteriormente foi realizada a extracdo com solventes organicos: diclorometano (DCM) e acetato de
etila (AcOEt) na proporcdo de 1:1 v/v. as extracOes foram repetidas trés vezes para cada solvente.

Posteriormente o0s extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo e levados a
capela de exaustdo para a retirada de solventes remanescentes.
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4.5 Analise dos extratos hexanicos e metandlicos por cromatografia em camada delgada
comparativa

Os extratos das folhas e ramos de Palicourea nitidella foram avaliados por cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC) para detectar as classes dos constituintes quimicos existentes
em cada extrato. As amostras foram solubilizadas e aplicadas em cromatoplacas de silica gel. A
eluicdo aconteceu dentro de cuba cromatografica com a fase mével definida de acordo com as
caracteristicas das amostras.

Em seguida, as cromatofolhas foram reveladas em reveladores fisicos: luz ultravioleta UV A
254 e UV L 365 nm, e em reveladores quimicos: anisaldeido sulfurico um revelador universal,
sulfato cérico para detectar terpenos, reagente de Dragendorff para confirmacdo de alcaloides,
cloreto férrico para deteccdo de substancias fenolicas e NP/PEG para detectar flavonoides,
(COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

4.5.1 Isolamento dos constituintes quimicos das folhas e ramos de Palicourea nitidella

Os extratos selecionados para os fracionamentos foram os hexanicos das folhas e ramos,
assim como o metanodlico. As fragbes coletadas e analisadas por CCDC, foram submetidas a
diferentes sistemas de eluicdo e reunidas por apresentarem perfis quimicos semelhantes, apds
analises com reveladores fisicos e quimicos.

Para purificacdo das substancias foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

4.5.2 Analise dos extratos hexanicos e metandlicos por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio

Os experimentos de RMN de 'H, C uni e bidimensionais foram realizados em
espectrometro Bruker Fourier 300, operando em 300 MHz para o nlcleo de *H e em 75 MHz para o
nicleo de *C. Usando 20 mg de cada extrato bruto e 500 pL de cloroférmio deuterado (CDCls) para
os hexanicos e dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) para os metandlicos. Como padréo interno foi
utilizado tetrametilsilano (TMS). As analises foram realizadas na Central Analitica do Laboratorio
Tematico de Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN) do INPA.
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4.5.3 Fracionamento do extrato hexanico das folhas de Palicourea nitidella

Visando o isolamento das substancias, o extrato hexanico das folhas (476,4 mg) de P.
nitidella da coleta PnFo-EH foi submetido a um fracionamento em cromatografia em coluna aberta
(CCA) (h x @= 30 x 3cm) utilizando Sephadex LH-20 (47,6 g) como fase estacionéria, e eluida com

metanol, utilizando-se um volume de 100 mL (Tabela 1).

Tabela 1: Dados do fracionamento PnFo-EH do extrato hexanico das folhas

Cromatografia em coluna aberta

Massa da amostra: 476, 4 mg hx@:30x3cm
Massa da sephadex: 47,6 ¢ volume de eluente utilizado: 100 mL
Sistema de eluicéo FracOes coletadas
MeOH 100% 1-13

Apos analisar as 13 fracGes em CCDC, as que apresentaram perfis quimicos semelhantes
foram reunidas 2-7 (247,4 mg) para continuar o fracionamento por apresentarem caracteristicas da

presenca de terpenos ao serem analisadas por CCDC e RMN de *H.

4.5.4 Fracionamento da fracéo 2-7

A fracdo 2-7 (247,4 mg) foi submetida & cromatografia em coluna aberta de silica gel 60
(230-400 mesh), eluida com DCM, AcOEt e MeOH em diferentes gradientes, gerando 54 fracGes
(Tabela 2).

Tabela 2: Dados do fracionamento 2-7 PnFo-EH do extrato hexanico das folhas

Cromatografia em coluna aberta

Massa da amostra: 247,4 mg hx@:30x1,4cm
Massa da silica gel: 24,7 g volume de eluente utilizado: 100 mL
Sistema de eluicéo Fracoes coletadas
DCM 100% 1-9
DCM/ACcOEt 95:5 10-15
DCM/AcOELt 9:1 16-22
DCM/AcOEt 85:15 23-27
DCM/ACcOEt 8:2 28-32
DCM/ACOEt 7:3 33-37
DCM/ACOEt 1:1 38-42
AcOEt 100 % 43-47
AcOEt/MeOH 1:1 48-54
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Ao analisar as 54 fragcbes em CCDC, as fracdes 1-15 apresentaram perfis quimicos
semelhantes e foram reunidas para da continuidade ao fracionamento por apresentarem
caracteristicas da presenca de terpenos.

Foram reunidas as fragbes 3-4 (12 mg), 5-7 (14,9 mg), 8-12 (42,8 mg), 14-15 (13 mg), e a
fracdo 13 (14,4 mg), analisadas em CCDC, eluidas em Hex/AcOEt 8:2, reveladas em sulfato cérico,
estas foram comparadas com os padrbes de p-sitosterol e lupeol, sendo detectado as semelhancas
quimicas nas frages 14-15 (13 mg).

As fragOes 14-15 (13 mg) foram reunidas e fracionadas em cromatografia em coluna aberta
de silica gel 60 (230-400 mesh), sendo eluidas com misturas de solventes DCM, AcOEt e MeOH em

diferentes gradientes, gerando 12 fracGes (Tabela 3).

Tabela 3: Dados do fracionamento 14-15 PnFo-EH do extrato hexanico das folhas

Cromatografia em coluna aberta

Massa da amostra: 13,0 mg hx @:10x 0,7 cm
Massa da silica gel: 1,3 g volume de eluente utilizado: 20 mL
Sistema de eluicéo FracOes coletadas
DCM 100% 1-2
DCM/AcCOEt 95:5 3-6
DCM/AcOEt 1:1 7-9
MeOH 100 % 10-12

As fracOes obtidas foram analisadas por CCDC, as cromatoplacas eluidas em Hex/AcOEt 8:2,
reveladas em anisaldeido sulfurico e sulfato cérico. As fracbes 2, 3 e 4 (8,1 mg) apresentaram-se
semelhantes, foram reunidas e fracionadas em cromatografia em coluna aberta de silica gel 60 (230-
400 mesh), eluida com misturas de solventes DCM, AcOEt e MeOH em diferentes gradientes
(Tabela 4).

Tabela 4: Dados do fracionamento 2-4 PnFo-EH do extrato hexanico das folhas

Cromatografia em coluna aberta

Massa da amostra: 8,1 mg hx@:10x0,7cm
Massa da silica gel: 0,81 g volume de eluente utilizado: 20 mL
Sistema de eluicéo Frac0es coletadas
DCM/AcOELt 9:1 1-2

DCM 100 % 3-5
MeOH 100 % 6-7
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Das 7 fracBes coletadas a fracdo 2 (3,8 mg) foi enviada & andlise por RMN de H,

denominada de substancias 1 e 2 (S-1 e S-2).
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Figura 9: Fluxograma do fracionamento do extrato hexanico das folhas de P. nitidella
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4.5.5 Fracionamento do extrato hexanico dos ramos de P. nitidella

O extrato hexanicos dos ramos (643,1 mg) de P. nitidella da coleta PnRam-EH, foi submetido
ao fracionamento por cromatografia em coluna aberta (CCA) (h x @= 30 x 3cm) utilizando silica gel
60 (230-400 mesh) como fase estacionaria, e fase movel Hex, AcOEt e MeOH, utilizando-se volume
de 100 mL (Tabela 5).

Tabela 5: Dados do fracionamento PnRam-EH do extrato hexanico dos ramos

Cromatografia em coluna aberta

Massa da amostra: 643,1 mg hx@:30x3cm
Massa de silica gel: 64,31 g volume de eluente utilizado: 100 mL
Sistema de eluicdo Fracdes coletadas
Hex/AcOEt 95:5 0-4
Hex/AcOEt 9:1 5-9
Hex/AcOEt 85:15 10-12
Hex/AcOEt 8:2 13-17
Hex/AcOEt 7:3 18-20
Hex/AcOEt 1:1 21-24
AcOEt 100 % 25-32
MeOH 100% 33-38

As fracdes obtidas foram analisadas por CCDC, eluidas em Hex/AcOEt 1:1, reveladas em
UV L 254 nm, anisaldeido sulfdrico e sulfato cérico, as que apresentaram perfis quimicos
semelhantes foram reunidas 28-30 (128,8 mg) para continuar o fracionamento por apresentarem

caracteristicas da presenca de substancias terpénicas.

4.5.6 Fracionamento da fracéo 28-30
A fragdo 28-30 (128,8 mg) foi submetida a cromatografia em coluna aberta de florisil (100-

200 Mesh), eluida com DCM e acetona em diferentes gradientes (Tabela 6), gerando 86 fraces.
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Tabela 6: Dados do fracionamento 28-30 PnRam-EH do extrato hexanico dos ramos

Cromatografia em coluna aberta

Massa da amostra: 128,8 mg hx@:26x1cm
Massa de florisil: 10,30 g volume de eluente utilizado: 40 mL
Sistema de eluigio Fracdes coletadas
DCM 100 % 0-16
DCM/acetona 95:5 17-32
DCM/acetona 9:1 33-41
DCM/acetona 85:15 42-49
DCM/acetona 8:2 50-56
DCM/acetona 7:3 57-65
DCM/acetona 1:1 66-74
Acetona 100% 75-86

Ao analisar as 86 fracGes (Tabela 6) em CCDC, foi observado que as fragdes 32-38 (7,5 mg),
eluidas em DCM/AcOEt 9:1, reveladas em anisaldeido sulfarico e sulfato cérico, apresentaram
indicios de substancias terpénicas, foram reunidas e fracionadas em cromatografia em coluna aberta
de florisil, eluida com misturas de solventes DCM e AcOEt em diferentes gradientes (Tabela 7),

resultando em 8 fragdes.

Tabela 7: Dados do fracionamento 32-38 PnRam-EH do extrato hexanico dos ramos

Cromatografia em coluna aberta

Massa da amostra: 7,5 mg hx@:10x0,7 cm
Massa de florisil: 0,60 g volume de eluente utilizado: 20 mL
Sistema de eluicdo Fracdes coletadas

DCM 100 % 1-2
DCM/AcOEt 9:1 3-5
DCM/ACcOEt 8:2 6-7

AcOEt 100% 8

Apobs analise em CCDC, a fracdo 3 (1,2 mg), eluida em DCM/ACOEt 9:1, revelada em
anisaldeido sulfarico apresentou indicios de iridoide, sendo enviada & analise por RMN de *H, por

apresentar pouca massa ndo foi possivel prosseguir com as analises.

39



Figura 10: Fluxograma do fracionamento do extrato hexanico dos ramos de P. nitidella
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4.5.7 Fracionamento da fase DCM do extrato metanolico dos ramos

Visando o isolamento das substancias, a fase DCM do extrato metandlico dos ramos (354,2
mg), foi submetida ao fracionamento em cromatografia em coluna aberta (CCA) (h x @= 37 x 1,7
cm) utilizando silica gel 60 (28,33 g, 230-400 mesh) como fase estacionaria, e eluida com DCM,
AcOEt e MeOH, utilizando-se um volume de 100 mL (Tabela 8).
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Tabela 8: Dados do fracionamento da fase DCM do extrato metanolico dos ramos

Cromatografia em coluna aberta

Massa da amostra: 354,2 mg hx@:37x1,7cm
Massa de silica gel: 28,33 ¢ volume de eluente utilizado: 100 mL
Sistema de eluigdo Fragdes coletadas
DCM 100 % 1-5
DCM/AcOEt 95:5 6-10
DCM/ACOELt 9:1 11-14
DCM/AcOEt 85:15 15-18
DCM/AcOEt 8:2 19-22
DCM/AcCOEt 7:3 23-26
DCM/AcOELt 1:1 27-30
AcOEt 100% 31-34
AcOEt/MeOH 1:1 35-38
MeOH 100% 39-42

Como resultado do fracionamento citado na tabela 8, as fragdes 12-13 (19,20 mg) foram
reunidas por apresentaram perfis quimicos semelhantes e caracteristicas da presenca de cumarina
quando analisadas por CCDC e RMN de H.

A fracdo 12-13 (19,20 mg) foi purificada por cromatografia liquidas de alta eficiéncia
(CLAE), a mesma foi solubilizada em metanol e injetada em coluna semi preparativa de silica Cis,
com volume de injecao de 50 uL, sendo realizada 4 injecGes, por método isocratico 80% de metanol.

A purificacdo foi realizada nos comprimentos de onda 254 e 280 nm.

Figura 11: Fluxograma do fracionamento da fase DCM do extrato metandlico dos ramos de P. nitidella
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metanolico dos ramos
345,20 mg

CCA SiO,
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Total de fragdes: 42

Z 7/

12-13
19,2 mg

4.6 Ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo A. salina

Este ensaio foi realizado no LABB pelo autor deste trabalho, segundo a metodologia de
(MEYER et al., 1982), para o ensaio foi utilizado como meio de crescimento uma solucéo salina (sal
marinho) 3,8%, e 10 mg de cistos de Artemia salina, foram adicionados para eclosdo. As condigdes
utilizadas para o crescimento foram: temperatura entre 27 a 30 °C e ilumina¢do com lampadas
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fluorescente durante 48 horas. Apos esse periodo de eclosdo, as larvas foram transferidas para
microplacas de 24 pocos, distribuindo-se 10 larvas de A. salina para cada poco.

Em cada placa, havia o controle da solugdo salina, do solvente utilizado e dos extratos em
teste que foram adicionados aos pocos, todos em triplicata. As placas com as larvas de A. salina
foram mantidas por 24 horas sob iluminagéo de lampada fluorescente.

Apds esse periodo, foi quantificado o nimero de larvas sobreviventes, tanto nos pocos de
controles quanto no teste. A analise foi realizada inicialmente na concentracdo de [1000 e 500
ug/mL] e quando o extrato apresenta toxidade acima de 50%, realizam-se dilui¢bes seriadas até

encontrar a Concentracédo Letal de 50% (CLso).

4.7 Atividade antioxidante
4.7.1 Ensaio com o radical livre DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Este ensaio foi realizado no LABB pela Dra. Maria Teresa Fachin-Espinar, os testes
antioxidantes foram realizados conforme (NOVAES & NUNEZ, 2008), o teste foi feito em
triplicatas. A solucgéo foi preparada solubilizando 28 mg do DPPHe em 1 mL de DCM e avolumando
com MeOH até 100 mL. O acido ascorbico aplicado como parametro antioxidante, foi diluido em
agua deionizada nas seguintes concentragdes: 100, 200, 400, 600 e 800 pug/mL. A solucdo de DPPHe
foi utilizada na concentragéo de 2,8 mg/L.

Para a preparag@o da curva do DPPHe, adicionaram-se 990 pL da solu¢cdo de DPPHe em seis
microtubos e completaram-se com 10 uL da solugdo de &cido ascorbico. Decorridos 30 min.,
realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de 517 nm.

Apos a verificagdo da curva de calibracdo e sua linearidade, foram adicionados 10 pL do
extrato em teste na concentracdo de 500 pg/mL em 990 pL da solugdo de DPPHe. Foi feita a leitura
da absorbancia em 517 nm no espectrofotdmetro, e apds 30 minutos de reacdo foi realizada
novamente a leitura. A variacdo da absorbancia dos extratos foi comparada a do &cido ascorbico para

a avaliacdo quantitativa do potencial antioxidante.

4.8 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicéo

Este ensaio foi realizado no LABB pela Dra. Maria Teresa Fachin-Espinar, e com auxilio do
autor deste trabalho. Os extratos brutos hexanicos e metandlicos de P. nitidella, foram avaliados por
meio do método de microdiluicdo em caldo, com metodologia adaptada das normas da CLSI (2012).
Para os ensaios foram utilizados os microrganismos: Aeromonas hydrophila (IOC/FDA 110-36),
Citrobacter freundii (ATCC 8090), Edwardsiella tarda (ATCC 15947), Escherichia coli (ATCC
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11775), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145),
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Serratia
marcescens (ATCC 13880), Staphylococcus aureus (ATCC 12600). As cepas foram cedidas pelo
Laboratorio de Micro-organismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude, da Fundacdo Oswaldo Cruz.

De acordo com a metodologia descrita por CLSI, 2012, foram realizadas leituras em
espectrofotdbmetro do crescimento microbiano e a atividade antibacteriana foi avaliada pelo método
de microdiluicdo em placas de 96 pocos, com absorbancia de 0,08 em 625 nm, correspondente a
escala 0,5 de McFarland, sendo diluidos 20 vezes e o volume final de bactéria em cada pogo foi de
aproximadamente 5 x 10* UFC/mL.

Os extratos foram solubilizados em DMSO a 5%, em seguida efetuam-se sucessivas
diluicdes. Em cada poco foram colocados 10 uL do indculo e 90 uL dos extratos brutos. A mesma
metodologia serd usada quando houver substancias isoladas. Sendo usadas para avaliacdo dos
extratos brutos as concentragdes de 1000 pug/mL e as concentra¢fes 125 pg/mL, 62,5 ug/mL e 31,2
ug/mL para substancias isoladas.

Os testes foram feitos em triplicatas. Utilizando-se como controle positivo 90 pL do
antibidtico oxitetraciclina na concentracdo de 125 ug/mL e 10 uL de in6culo. Como controle
negativo utiliza-se 90 uL de caldo Mueller Hinton contendo 5% de DMSO e 10 uL de inéculo. Uma
leitura inicial das placas foi feita em espectrofotdmetro a 625 nm, em seguida a placa ficou em
temperatura entre 30 a 37 °C em Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD). Apos 24 horas avaliou-
se mais uma vez cada microplaca por meio da leitura espectrofotométrica em 625 nm. Pelo programa

estatistico Origin 8 foram verificados os resultados obtidos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do material vegetal coletado se obteve os extratos hexanicos das folhas e ramos, os quais,
apresentaram massas de 4,15 g e 0,64 g com rendimentos de 1,36% e 0,21% respectivamente. Além
disso, as massas das folhas e ramos dos extratos metanolicos foram de 18,14 g e 13,63 g com
rendimentos de 6,04% e 4,54% nessa ordem (tabela 9). No extrato hexanico € possivel identificar
substancias terpénicas e possivelmente alcaloides, flavonoides e substancias fendlicas no extrato
metanolico (COLLINS, BRAGA, BONATO, 1990).
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Tabela 9: Rendimentos dos extratos hexanicos e metanélicos

Material Massa Massa dos  Rendimentos Massa dos Rendimentos
vegetal do extratos dos extratos extratos dos extratos
material Hex. (g) Hex. (%0) MeOH (g) MeOH (%)
seco (9)
Ramos 300 0,64 0,21 13,63 4,54
Folhas 300 4,15 1,36 18,14 6,04

Legenda: Hex= hexano; MeOH= metanol

5.1 Analises quimicas de cromatografia em camada delgada comparativa dos extratos
hexanicos

A anélise em CCDC dos extratos hexanicos de ramos e folhas (figura 12) mostraram indicios
da presenca de substancias com ligacdes duplas quando reveladas com iodo, e as cromatoplacas
quando reveladas em luz ultravioleta em A 365 e 254 nm deram indicios da presenca ligagcdes duplas
conjugadas. Os reveladores oxidantes anisaldeido e sulfato cérico indicaram a possivel presenca de
substancias terpénicas e esteroidais, apresentando coloracdo lilas e rosa. Quando reveladas com
reagente de Drangendorff ndo foi observado a presenca de moléculas nitrogenadas. Entretanto foi
indicada a presenca de substancias fenodlicas quando reveladas NP/PEG e cloreto férrico, neste

ultimo apresentando coloracéo escura de forma pouco intensa.
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Figura 12: Cromatoplacas dos extratos hexanicos dos ramos e folhas

254nm 365nm NP/PEG anisaldeido

.m |

Dragendorff

AcOEt/MeOH 9:1

Legenda: 1=ramos; 2= folhas; DCM= diclorometano; AcOEt= acetato de etila

5.2 Analises quimicas de cromatografia em camada delgada comparativa dos extratos
metanolicos

A analise em CCDC dos extratos metandlicos de ramos e folhas (figura 13) mostrou indicios
da presenca de substancias com ligagcdes duplas quando reveladas com iodo, ao serem reveladas em
luz ultravioleta em A 365 e 254 nm indicaram a presenca de substancias com ligagdes duplas
conjugadas. Os reveladores anisaldeido e sulfato cerico indicaram a presenca de substéncias
passiveis de oxidagdo. Quando reveladas com reagente de Drangendorff ndo foi observado a
presenca de moléculas nitrogenadas, sendo ausente a coloracao alaranjada caracteristica dessa classe
quimica. Entretanto foi observado a presenca de substdncias fendlicas quando reveladas com
NP/PEG e cloreto férrico, neste ultimo apresentando coloracdo escura de forma pouco intensa.
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Figura 13: Cromatoplacas dos extratos metanolicos dos ramos e folhas

254 nm 365nm NP/PEG anisaldeido

FeCl,

Dragendorff
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Legenda: 1= ramos; 2= folhas; ACOEt= acetato de etila; MeOH= metanol

5.3 Analise dos extratos hexanicos por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

Nas analises de RMN dos extratos de folhas e de ramos (figuras 14 e 15) e nas comparagfes
entre eles (figuras 16 a 18) foram observados varios sinais com deslocamentos quimicos entre &4 0,6
e 1,0 caracteristicos de hidrogénios metilicos de substancias alifaticas, em 6n 1,25 o sinal bem
intenso caracteristico de CH2 de substancias alifaticas de cadeia linear longa (“graxa”), em 6n 4,3 um
sinal do tipo “duplo dubleto” caracteristico de triglicerideos. Também se observa sinais referentes a

ligacdes duplas isoladas entre 6n 5 e 6.
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Figura 14: Espectro de RMN de *H do extrato hexénico de folhas, em CDCl3 (300 MHz).
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Figura 15: Espectro de RMN de *H do extrato hexanico de ramos, em CDCI3 (300 MHz).
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Figura 16: Comparacéo dos espectros de RMN de *H dos extratos hexanicos: a) de folhas e b) de ramos, ambos em
CDCl; (300 MHz).
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Figura 17: Expansdo entre 54 0 e 4,5 da comparacio dos espectros de RMN de *H dos extratos hexanicos: a) de folhas e
b) de ramos, ambos em CDCl; (300 MHz).
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Figura 18: Expansdo entre 84 3,5 e 11 da comparacio dos espectros de RMN de *H dos extratos hexanicos: a) de folhas
e b) de ramos, ambos em CDCl3 (300 MHz).
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5.4 Analise dos extratos metandlicos por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

No geral as anélises de RMN de 'H dos extratos metanolicos de folhas (figura 19) e ramos
(figura 20) apresentaram deslocamentos quimicos semelhantes, conforme pode ser visto nas
comparagOes (figuras 21 e 22), como também foi possivel observar sinais com deslocamentos
quimicos entre 64 0,6 e 1,0 caracteristicos de hidrogénios metilicos de substancias alifaticas, em dn
1,23 o sinal bem intenso caracteristico de CH» de substéncias alifaticas de cadeia linear longa
(“graxa”). J& os sinais ente o+ 5 e 6 sdo caracteristicos de ligacfes duplas isoladas. Nestes espectros
0s varios sinais entre 64 6 e 8, referem-se a hidrogénios de substancias aromaticas. Em ambos os
espectros se observa sinais em 64 9,6 que provavelmente sdao indicativos da presenca de aldeidos
(figuras 19, 20 e 22).
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Figura 19: Espectro de RMN de *H do extrato metandlico de folhas, em DMSO-dg (300 MHz).
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Figura 20: Espectro de RMN de *H do extrato metanélico de ramos, em DMSO-dg (300 MHz).
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Figura 21: Comparagéo dos espectros de RMN de 'H dos extratos metandlicos: a) de folhas e b) de ramos, ambos em

DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 22: Expansdo da regifo entre 64 4 e 10 da comparagéo dos espectros de RMN de 'H dos extratos metandlicos: a)

de folhas e b) de ramaos, ambos em DMSO-dg (300 MHz).
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5.5 Identificacdo das substancias isoladas do extrato hexanico das folhas

A fracdo [PnFo-EH] com 3,8 mg foi obtida e se apresentou como um sélido de cor branca em
forma de cristais, com Rt de 0,37, quando eluida em DCM/AcOEt 9:1 e apresentou cor lilas ao ser
revelada com anisaldeido sulfurico.

Ao analisar o espectro de RMN de *H da fragdo observaram-se sinais especificos de uma
mistura de B-sitosterol e estigmasterol (1 e 2) (figuras 24 a 26). O dubleto em &n 5,35 é referente ao
H-6 das duas substancias. E os dois duplos dubletos em &n 5,15 e 5,01 séo caracteristicos dos H-22 e
H-23 da substancia estigmasterol. O sinal_em 61 3,52 € do tipo multipleto sendo atribuido ao H-3 do
estigmasterol e B-sitosterol (tabela 10). Bem como, os deslocamentos quimicos entre 34 1 e 0,69 que
sdo atribuidos aos hidrogénios caracteristicos das metilas da mistura B-sitosterol e estigmasterol
(figura 25), os quais foram comparados com a literatura (Pedroza et al., 2020).

Figura 23: Estruturas quimica do B-sitosterol e estigmasterol

4 6 4. 6
[-sitosterol estigmasterol

Para determinar a porcentagem relativa de cada constituinte da mistura foi feita primeiro a
integracdo do sinal em dn 5,3 relativo aos 2 “H-6” (do [B-sitosterol e do estigmasterol) a qual
apresentou valor de integral de 1,7244 (arredondado para 1,7) e foi obtida a integral dos sinais em &n
5,01 e 5,15 referentes aos “H-22” e “H-23” do estigmasterol, os quais apresentaram valor de integral
de 1,00. Para saber a porcentagem relativa, subtraiu-se o valor do “H-22" do estigmasterol (1,00) do
valor da integral dos “H-6" de ambas as substancias (B-sitosterol e do estigmasterol), a integral 1,7.
Ou seja, a proporcédo relativa é de 1:0,7 de estigmasterol/B-sitosterol (Pedroza et al., 2020). Essa
constatacdo € interessante, pois ndo € comum o estigmasterol estar em maior concentracdo quando

em mistura com o B-sitosterol (Nunez, comunicagéo pessoal).
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Figura 24: Espectro de RMN de *H da mistura do estigmasterol e B-sitosterol em CDCI3 (300 MHz).
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Figura 25: Expansdo entre 54 1 e 6 do espectro de RMN de *H do estigmasterol e p-sitosterol em CDCl3 (300 MHz).
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Figura 26: Expansdo entre 84 4 e 6 do espectro de RMN de 'H do estigmasterol e B-sitosterol em CDCl3 (300 MHz).
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O B-sitosterol e estigmasterol sdo de grande importancia biol6gica. Destacando suas
atividades como: antibacteriana, anticancerigena e hipotensiva (BERGES et al., 1995; KANG et al.,
1995; SENGE et al., 1995; OSAWA et al., 1997; AWAD et al., 1998; FAIZI et al., 1998;
MOHANAN e DEVI, 1998; LOZANO et al., 2020). Além disso, varios estudos indicam que a sua
atividade analgésica é bem aceita em relacdo a aspirina e ao paracetamol (SANTOS et al., 1995;
MEYRE-SILVA et al., 1998; PERES et al., 1998). Na industria alimenticia, essas duas substancias
sdo empregadas para aumentar a solubilidade de gorduras liquidas em meios aquosos, melhorando
também a consisténcia de margarinas (SAFONOVA et al., 1993; JONES et al., 1997).

Tabela 10: Dados de RMN de *H do estigmasterol e p-sitosterol em CDCls (300 MHz) comparagdo com a literatura
(JEFFREYS & NUNEZ, 2016).

on pB-sitosterol on estigmasterol OH
Hidrogenios Observado Observado Literatura
Hidrogénios metilicos H-19 0,69 (s) 0,69 (s) 0,69 (s)
H-3 3,52 (M) 3,52 (m) 3,54 (m)
H-6 5,35 (dI) 5,35 (dI) 5,37 (d)
H-22 5,15 (dd) - 5,16 (dd)
H-23 5,01 (dd) - 5,01 (dd)
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Figura 27: Estruturas quimica das moléculas identificadas de B-sitosterol e estigmasterol

HO HO
B-sitosterol Estigmasterol

5.6 Identificacdo da substancia isolada da fase DCM do extrato metandlico dos ramos

A fracdo PnNDCMRam-EM (5,9 mg) se mostrou como um solido amarelo, com Rf de 0,51
eluida em DCM/AcOEt 9:1 apresentando intensa fluorescéncia na cor azul caracteristica dessa classe
quimica sob a luz ultravioleta A 365 nm (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI; 1984) e ao ser revelada
em sulfato cérico apresentou coloracdo lilds escuro antes do aquecimento da cromatofolha. A
caracterizagdo estrutural baseou-se nos espectros de RMN de *H, '3C, aliada a dados da literatura
(COSTA 1999; BAYOUMI et al.,, 2010) e analises de espectrometria de massas acoplada a
cromatografia liquida (LC/MS), onde se concluiu tratar-se da substancia escopoletina (3) (figura 28).

Figura 28: Estrutura quimica da escopoletina

5 4
MeO_ g 43 X3
7 2
HO 5 820 o
1
Escopoletina

Ao analisar o CL-EM foi observado um pico cromatografico com tempo de retengédo de 4,2
minutos (figura 29), e o espectro de EM correspondente desse pico, em modo negativo apresentou
m/z de 191,0358 [M-H]" no qual foi confirmado a férmula molecular CioHgOs com massa de
192,0436 u (figuras 30). No espectro de EM/EM da fragmentacdo do ion em m/z de 191,0358 [M-H]
(figura 30) foram observados ions fragmentos em m/z 176,05 e 149,06 que correspondem & perda de
CHjs radicalar (15 u) e CoH20 (ceteno, 42 u), (COSTA, 1999).
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Figura 29: Espectro de CL-EM da escopoletina em modo negativo [M-H]
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Figura 30 : Espectro de massas da escopoletina em modo negativo [M-H]".
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No espectro de RMN de *H (figura 31 e na expansdo da regido dos aromaticos figura 32)
observou-se sinais caracteristicos do anel de um esqueleto cumarinico, em &4 7,80 (1H, d, J=9,3 Hz)
e em oH 5,99 (1H, d, J=9,3 Hz) dos on de H-4 e H-3, respectivamente. Foram observados outros
deslocamentos quimicos de hidrogénios em 6+ 7,03 (1H, s) e oH 6,55 (1H, S) caracteristicos dos on de

H-5 e H-8 nessa ordem e o sinal em dn 3,76 (3H, s) indicando a presenca de uma metoxila.
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Figura 31: Espectro de RMN de ‘H da escopoletina em DMSO-ds, (300 MHz).

20 [rel]

T.B188
7.TBER
7.0310
6.5842
— G.0082
58772
2. TG00

18

10

0.9636 L__ _—
. -

08883

o -
—1.0230 E—n -

@ = 0BETO e

Figura 32: Expanséo entre 54 6 a 8 do espectro de RMN de *H da escopoletina em DMSO-ds (300 MHz).
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No espectro RMN de *3C (figura 33 e na expansdo entre 5c 108,74 a 107,90 figura 34), se
observou um total de dez carbonos, que se diferenciam por seus deslocamentos quimicos, tendo
quatro carbonos quaternarios, dos quais trés estdo ligados a 4&tomos de oxigénio em (8¢ 151,04;
156,61 e 146,73) e outro ligado a um carbono em (6¢c 107,90). Também sdo apresentados quatro
sinais de carbono metinicos em (6c 102,64; 108,74; 108,19 e 144,53) e uma carbonila de um grupo
ester (5¢c 161,22).
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Figura 33: Espectro de RMN de 3C da escopoletina em DMSO-dg, (75 MHz).
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Figura 34: Expanséo entre dy 108,74 a 107,90 do espectro de RMN de *3C da escopoletina em DMSO-ds (75 MHz).
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Analisando a estrutura através das correlagdes presentes no experimento COSY (*H - H),
(figura 35 e na expansao entre 3y 7,80 a 5,99 figura 36). Foi observado que os hidrogénios (H-3 e H-
4) com uma constante de acoplamento de J= 9,30 Hz, confirmando a presenca de uma ligacao dupla

cis. Além disso o hidrogénio (H-5) se correlaciona com os hidrogénios da metoxila.
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Figura 35: Mapa de correlacio bidimensional COSY do espectro de RMN H da escopoletina em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 36: Expansdo das correlagdes COSY entre 5y 7,80 a 5,99 do espectro de RMN de *H da escopoletina em DMSO-

ds (300 MHz).
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No experimento HMBC (Figura 37 e nas expansdes das figuras 38-41) observou-se que 0
sinal em dc 144,53 (C-4) se correlaciona com o sinal do hidrogénio localizado em 61 7,03 (s, H-5),
que também se correlacionava com o carbono oxigenado quaternario em d¢c 156,61 (C-7). Outras

correlagdes presentes nesse experimento sao entre carbonos quaternarios oxigenados em 6c 146,73
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(C-6) e hidrogénios aromaticos localizados a on 6,55 (s, H-8) e 7,80 (d, J=9,3 Hz, H-4), e entre o
carbono quaternério ligado a ¢ 107,90 (C-4a) e os hidrogénios localizados a dn 6,55 (S, H-8) e dn
5,99 (d, J=9,3 Hz, H-3). Além disso, a correlacdo entre o carbono oxigenado quaternario em d¢
146,73 (C-6) e o hidrogénio da metila em dc 3,76 (H3sCO-) estabelecendo sua posi¢ao no carbono C-

6.

Figura 37: Mapa de correlagdo bidimensional HMBC do espectro de RMN de *H e de *C da escopoletina em DMSO-ds
(300 MHz e 75 MHz).
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Figura 38: Expanséo das correlagdes bidimensionais HMBC do H-4 com C-5, C-8a, C-2 do espectro de RMN de *H e de
13C em DMSO-ds (300 MHz e 75 MHz).
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Figura 39: Expanséo das correlacfes bidimensionais HMBC do H-5 com C-8, C-4, C-6, C-8a, C-7 do espectro de RMN
de 'H e de **C em DMSO-ds (300 MHz e 75 MHz).

H-5
A Jk JL
® o ™ T E
o
- o
o [ - ] oe op ™ '_:'
|
: o
-
7,03 L o
-2
/144,53 -
- o
— =
146,73 L -
151,04 & .
— 0
156,61 ® B
- N
T l T T T T I T L] L] T I T T T L]
7.0 65 6.0 F2 [ppm]

Figura 40: Expanséo das correlagdes bidimensionais HMBC do H-8 com C-4a, C-6, C-8a, C-7 do espectro de RMN de
'H e de *C em DMSO-ds (300 MHz e 75 MHz).
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Figura 41: Expanséo das correla¢des bidimensionais HMBC do H-3 com C-4a, C-2 e MeO com C-6 do espectro de
RMN de H e de 3C em DMSO-ds (300 MHz e 75 MHz).
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Todas as informacdes obtidas dos espectros de RMN 'H e *3C uni e bidimensionais, além do
que foi observado no espectro de massas, foi possivel estabelecer através da férmula molecular
C10HgO4 que a substancia possui uma deficiéncia de 7 hidrogénios, (COSTA 1999; BAYOUMI et
al., 2010), permitindo determinar a substancia 3 como escopoletina (figura 42). Para a espécie
Palicourea nitidella este é o segundo relato de uma cumarina. Na atualidade se tem mais de 1.300
cumarinas identificadas de fontes naturais, principalmente de plantas verdes. As suas caracteristicas
farmacoldgicas, bioquimicas e aproveitamentos terapéuticos de cumarinas simples dependem de seus
padrdes de substituicido (HOULT; PAYA 1996).

A escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicumarina) € uma cumarina fenodlica isolada de varias
partes das plantas (raizes, frutos, folhas, caules), apresentam propriedades medicinais. E suas
aplicacbes farmacoldgicas foram observadas através de investigacdes, do qual resultaram em
atividades bioldgicas especificas e possiveis implicagdes para a saide humana em alimentos e
medicamentos, como: atividades in-vivo, antitireoidiana, anti-hipertensiva, antiproliferativa, anti-
inflamatdria, neuroldgica, antidopaminérgica e antiadrenérgica, antidiabética e antihiperuricémica.
Segundo estudos in-vitro, a escopoletina possui atividades incluindo anti-hepatotoxicidade,

antibacteriana, antifungica, antitubercular e antioxidante (JOSHI et al., 2021).
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Tabela 11: Dados de RMN de 'H e 13C da escopoletina em DMSO-ds, comparagdo com a literatura ((COSTA 1999;
YBAYOUMI et al., 2010)

Posicao Observado aLiteratura b Literatura
5 H 5 13C 5 H R 5 H R
MeO 3,76 (3H, s) 55,73 3,88 (3H, s) 56,60 3,89 (3H, 5) 56,10
2 - 161,22 - 161,21 - 160,90

3 599 (1H,d,J=9,30 Hz) 108,19 6,16 (1H,d, J=9,7Hz) 111,93 6,17 (1H,d, J=8,0Hz) 112,60

4 7,80 (1H, d, J=9,30 Hz) 144,53 7,83 (1H,d,J=9,6 Hz) 14582 7.83(1H.d,J=80Hz) 144,20

4a - 107,90 - 109,79 - 111,50
5 7,03 (1H, s) 108,74 7,18 (1H, s) 113,18 7,18 (1H, s) 109,40
6 - 146,73 - 144,58 - 145,50
7 - 156,61 - 151,37 - 150,50
8 6,55 (1H, s) 102,64 6,78 (1H, s) 103,58 6,79 (1H, s) 103,20
8a - 151,04 - 150,96 - 151,40

Figura 42: Correlag@es verificadas nos espectros bidimensionais da escopoletina
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5.7 Atividade antibacteriana por microdiluicdo

Das dez bactérias avaliadas na concentracdo de 1000 pg/mL nenhuma demonstrou
sensibilidade frente aos extratos metandlicos de ramos e folhas. Porém frente aos extratos hexanicos
foram observados que seis bactérias apresentaram sensibilidade na concentracdo de 1000 pg/mL,
destacando o extrato oriundo dos ramos, que inibiu acima de 50% o crescimento das cepas: A.
hydrophila, P. aeruginosa, P. fluorescens, S. enteritidis, S. aureus. O extrato hexanico das folhas
inibiu somente o crescimento de duas cepas sendo elas: P. fluorescens, S. aureus ambas as inibigoes

apresentaram valores acima de 50% conforme descrito na tabela 12.

Tabela 12: Porcentagens de inibigdo dos extratos frente as bactérias testadas

Extratos Concentragoes Porcentagens de inibicéo (%)
(ug/mL)

AH CF EC ET KP PA PF SE SM ©SA

Fol-Hex 1000 *  * * * * * 54 * 60
Ram- Hex 1000 84 33 * * * 67 8 73 * 58
Fol-MeOH 1000 * * * * * * * * * *
Ram-MeOH 1000 * * * * * * * * * *

Legenda: (*) amostras que ndo apresentaram atividade, com valores de inibicdo menores que 20%.
AH (Aeromonas hydrophila), CF (Citrobacter freundi), EC (Escherichia coli), ET (Edwardsiella
tarda), KP (Klebsiella pneumoniae), PA (Pseudomonas aeruginosa), PF (Pseudomonas fluorescens),
SA (Staphylococcus aureus), SE (Salmonella enterica), SM (Serratia marcescens); Ram: ramos, Fol:
folhas; Hex: hexano; MeOH: metanol.

As substéncias isoladas das folhas de Palicourea nitidella, o estigmasterol e B-sitosterol, sdo
citadas na literatura por apresentarem atividades antimicrobianas frente as cepas bacterianas (tabela
12) (CARDENAS et al., 2016; LOZANO et al., 2020). Essas duas substancias, podem ser
responsaveis pela atividade, bem como estarem agindo em unido com outras, uma vez isoladas, sdo
capazes de aumentar, diminuir ou perder sua atividade (PERRUCHON 2002; SIMOES et al., 2017).
Outros autores comparam a atividade antimicrobiana dos extratos brutos hexanicos com a presenca

de terpenos em sua constitui¢do quimica (WENIGER et al., 2005; SUBRAMANIAM 2014).
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5.8 Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

No teste frente Artemia salina néo foi verificada nenhuma toxicidade dos extratos avaliados,
ou seja, nenhum dos extratos apresentou mortalidade acima de 50% nas concentracOes avaliadas
[1000 e 500 pg/mL]. Néo foi observada a mortalidade de nenhum individuo, conforme apresentado
na tabela 13. O bioensaio que apresenta 100% de mortalidade de A. salina significa elevada
toxicidade e de 0% sem toxicidade. Uma baixa toxicidade pode ser considerada uma caracteristica
interessante para utilizacao de extratos vegetais com propriedades alelopaticas em ambientes naturais
para controle de plantas daninhas (DE LIMA et al., 2011), uma vez que pode haver seletividade

sobre o alvo bioldgico. Porém, outros estudos sobre espécies especificas sdo necessarios.

Tabela 13: Analise da concentracdo letal frente A. salina dos extratos hexanicos e metanolicos

Extratos Concentracdo avaliada (ug/mL) Mortalidade (%)
Fol- Hex [1000 e 500] 0
Fol- MeOH [1000 e 500] 0
Ram- Hex [1000 e 500] 0
Ram- MeOH [1000 e 500] 0

Legenda: Ram= ramos; Fol= folhas; Hex=hexano; MeOH= metanol

5.9 Atividade antioxidante

Para avaliagdo da atividade antioxidante os extratos metandlicos (0,5 mg/mL) foram
avaliados frente a duas metodologias sendo elas: DPPHe e Fe*'/fenantrolina. Os valores s&o
apresentados em termos de equivaléncia com acido ascorbico onde, mais proximo de 1, mais ativo €
o0 extrato (MARTINS et al., 2014). Na tabela 14 é possivel verificar que os valores de equivaléncia
sdo maiores que 10 demonstrando a inatividade dos extratos avaliados e na tabela 15 a interpretacéo

dos resultados antioxidantes.
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Tabela 14: valores de equivaléncia dos extratos metanolicos frente a atividade antioxidante

Extratos M¢étodo usando DPPHe Método usando Fe**
Metandlicos

AABSs17 [AAleq Equiv. (mg extrato/mg  [Fe**] [AAleq Equiv. (mg extrato/mg

acido ascorbico) acido ascorbico)
Ramos 0,002 0,202 24,869 0,184 0,478 11,27
Folhas 0,002 0,199 25,159 0,109 0,347 14,42

Tabela 15: Interpretacéo dos resultados da atividade antioxidante

Analise da atividade antioxidante

(mg de extrato/ mg de acido Escala de comparacéo
ascorbico)
Menor que 1,0 Muito ativo
Entre1,1e 2,0 Ativo
Entre 2,1e 3,0 Atividade moderada
Maior que 3,1 Inativo

Martins et al., 2014

No extrato metanolico dos ramos de P. nitidella, foi observado a presenca de metabolitos
secundarios com anel aromatico, ao ser analisado por CCDC e RMN de *H, indicou a existéncia de
substancias aromaticas, as quais geralmente apresentam atividade antioxidante (SILVA et al., 2010).
O que se observa pelos resultados obtidos € que as substancias aromaticas presentes ndo Ssao
substancias fendlicas. O que determina se a substancia apresenta alta ou baixa atividade antioxidante
é 0 nimero de hidroxilas redutoras ligadas ao anel aroméatico (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

A cumarina escopoletina isolada contém apenas uma hidroxila ligada ao anel aromatico, e
essa classe quimica possui potencial redutor frente ao radical DPPHe (CHIN-YING et al., 2003;
PANDA & KAR, 2006; ADAM et al., 2009; JEONG et al., 2011; MALIK et al., 2011; MOGANA et
al., 2013; FIRMANSYAH et al., 2021; JOSHI et al., 2021), sendo que, a hidroxila sozinha ndo
garante a atividade antioxidante no extrato. Além disso, as outras substancias presentes podem ser
apenas aromaticas sem conter hidroxilas ligadas aos anéis ou estas ndo estdo livres, isto €, devem

estar ligadas a metilas formando metoxilas.
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6 CONCLUSAO

Foi abordado nesta pesquisa o estudo quimico e avaliacdo bioldgica dos extratos de P.
nitidella do qual foi possivel:
o Isolar e identificar a mistura dos triterpenos: B-sitosterol e estigmasterol do extrato

hexanico das folhas.

o Isolamento de uma cumarina escopoletina do extrato metandlico dos ramos.
o Os extratos ndo apresentaram toxicidade frente a A. salina.
o Os extratos hexanicos das folhas e ramos apresentaram atividades antimicrobiana para

seis bactérias gram-negativas e uma gram-positiva.

o Os extratos metandlicos ndo apresentaram atividades antioxidante frente os métodos
DPPH- e Fe* /fenantrolina.

Os resultados alcangados neste trabalho sobre a P. nitidella reforcam a potencialidade dessa
espécie vegetal e estimulam a realizagdo de novas pesquisas para verificar outras atividades

bioldgicas de seus extratos e o isolamento de outras substancias dos extratos metanolicos.
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