UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ANA LUCIA ALVES DE ARRUDA

CONTRIBUIGAO AO ESTUDO DE
ATIVIDADE BIOLOGICA DE Jacaranda cuspidifolia Mart.
(BIGNONIACEAE)

Tese apresentada como requisito parcial
para a obtencao do Titulo de Doutor em
Ciéncias da Saude pelo Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias da Saude da

Universidade de Brasilia.

Orientador: Dr. Luiz Alberto Simeoni

Co-orientadora: Dra. Rachel O. Castilho

BRASILIA
2009



ANA LUCIA ALVES DE ARRUDA

CONTRIBUIGAO AO ESTUDO DE ATIVIDADE BIOLOGICA DE Jacaranda
cuspidifolia Mart. (BIGNONIACEAE)

Tese apresentada como requisito parcial
para a obtencao do Titulo de Doutor em
Ciéncias da Saude pelo Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia.

Aprovado em: 14 /12 / 2009

BANCA EXAMINADORA

Dr. LUIZ ALBERTO SIMEONI (PRESIDENTE)
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Dra. RACHEL OLIVEIRA CASTILHO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Dra. DAMARIS SILVEIRA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Dr. DARIO ABBUD RIGHI
MINISTERIO DA AGRICULTURA

Dr. CARLOS FREDERICO DE SOUZA CASTRO
IF - GOIANO



Dedico este trabalho aos meus queridos pais Rui e Miriam.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me concedido a serenidade, coragem e sabedoria de que tanto
necessitava nos momentos de aflicdo, sendo estas gragas alcangadas através da
oracao intitulada de “Oragao da Serenidade”.
Deus me dé Serenidade para aceitar as coisas que ndo posso mudar,
Coragem para mudar aquilo de que sou capaz e
“Sabedoria para ver a diferenca”
(Oragdo da Serenidade)
Ao meu orientador professor Dr. Luiz Alberto Simeoni a quem devoto a mais sincera
e profunda admiragéo.
A Dra. Rachel Oliveira Castilho pela amizade, carinho, paciéncia e sabedoria e a
quem devoto a mais profunda admiracao tanto ao nivel pessoal quanto profissional.
A Dra. Damaris Silveira pelas valiosas contribuicées para a execugao deste trabalho.
A Dra. Simone Palma Favaro por ter me concedido a oportunidade de participar dos
seus projetos, frutos dos quais também contribuiram para a realizagdo deste
trabalho.
A Dra. Susana Elisa Moreno pela disponibilidade na execucdo dos ensaios de
Atividade Anti-inflamataria.
A Dra. Clarice Queico Leite Fujimura e Dr. Fernando Rogério Pavan pela valiosa
contribuicdo na realizagao dos Ensaios de Atividade Antimicobacteriana.
A Dra. Maria Auxiliadora Coelho Kaplan pela disponibilidade na realizagdo das
Analises Cromatograficas.
A Dra. Alaide Braga de Oliveira e ao Dr. Ferndo Castro por ter me recebido e
permitido realizar as analises no laboratério de Fitoquimica.
A Dr. José Dias Souza Filho pela boa vontade na realizagcdo das Analises
Espectrométricas.
Ao colega Geraldo Célio Brandao pela valiosa contribuigdo na elucidagdo das
estruturas.
As amigas Geisa Helmold Asphesi e Maria Carolina Silva Marques por ter me
ajudado no planejamento, elaboracdo das aulas e provas enquanto estava
executando este trabalho.
A amiga Ana Carolina de Melo Miranda por ter me ajudado no processamento dos

espectros.



A amiga Regilene Fatima de Oliveira pelo apoio no fornecimento de materiais, pela
sua disponibilidade e por estar sempre pronta para me ajudar na realizagédo dos
testes bioldgicos.

Aos meus amigos Lincoln Carlos Silva Oliveira, Eduardo José de Arruda e Neusa
Maria Mazzaro Somera por ter me ajudado a ingressar neste programa de poés-
graduacgao fornecendo as cartas de apresentacao.

As queridas alunas, amiguinhas e colegas de profissdo Daniela Garcia de Souza e
Carla Juliana de Barros Vieira pela dedicagao, preocupacao, responsabilidade e
ajuda na realizagdo da minha parte experimental, principalmente, nos momentos em
que eu em encontrava com muitas tarefas para realizar.

As secretarias Aparecida Rosa de Freitas e Angela Costa Ferreira pela amizade,
preocupacao e disposicdo em querer sempre me ajudar nos meus momentos de
angustia e sufoco.

A amiga Dra. Karla Rejane de Andrade Porto pelo carinho, compreensdo e
preocupacdo com a minha pessoa, principalmente, nos momentos de fechamento
deste trabalho.

Aos coordenadores dos Cursos de Farmacia, Fisioterapia, Biologia e Enfermagem,
da Universidade Catdlica Dom Bosco, por ter sempre procurado fazer a minha
lotacdo em disciplinas nos horarios em que eu pudesse conciliar as aulas com a
parte experimental desta tese.

As coordenadoras dos Cursos de Enfermagem e Estética da Universidade da
Grande Dourados, pela compreensao, paciéncia, carinho e disponibilidade em me
ajudar nos meus momentos de ansiedade e preocupagao.

Aos amigos Dr. Albert Schiaveto de Sousa e Dra. Ivanilde Herrera Saad pela
realizagao das Analises Estatisticas.

A Fundagdo de Apoio ao Desenvolvimento de ensino, Ciéncia e Tecnologia do
Estado de Mato Grosso do Sul (FUNDECT); Coordenagao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES); Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG) e Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB) pelo apoio
financeiro.

Por ultimo, a todos que participaram direta ou indiretamente e contribuiram para a

realizacdo deste trabalho.



O homem erudito é um descobridor
de fatos que ja existem, mas o
homem sabio é um criador de
valores que nao existem e que faz

ele existir.
(Albert Einstein)



RESUMO

O presente trabalho descreve a analise fitoquimica, o isolamento dos constituintes
majoritarios e as atividades biolégicas de Jacaranda cuspidifolia Mart., espécie
pertencente a familia Bignoniaceae, conhecida como caroba, jacaranda e
bolacheira, comum no bioma Cerrado de Mato Grosso do Sul e usada na medicina
popular como anti-inflamatdria, antisifilitica e antigonorreica. Da analise do extrato
hexanico de folhas por CG/EMS, RMN'H e RMN™C, foi obtida uma mistura
contendo hidrocarbonetos de 15 carbonos (pentadecano), 17 carbonos
(heptadecano) e 20 carbonos (icosano). A prospeccgao fitoquimica dos extratos
metandlicos brutos das cascas, folhas e do caule realizada por cromatografia em
camada delgada permitiu detectar a presenca de taninos, flavonoides,
naftoquinonas, terpenos, esteroides, saponinas e alcaloides. O perfil em
cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos metandlicos das cascas mostrou
4 grandes picos com tempos de retengcédo e comprimentos de onda similares aos
derivados do verbascosideo. Da fracao cloroférmica da casca foi isolado o
fenilpropanoide glicosilado, verbascosideo. Os extratos hexéanicos brutos das
cascas, caule e folhas de J. cuspidifolia apresentaram inibicao da acetilcolinesterase
in vitro, similar a fisostigmina. Os extratos metandlicos das cascas apresentaram
atividade anti-inflamatdria in vitro e antigonorreica, as quais confirmam o seu uso na
medicina popular. Nenhuma atividade antifungica foi encontrada para os extratos e
fracdes de J. cuspidifolia Mart. Para os quatro modelos de atividade antioxidante
propostos, os extratos metandlicos das cascas e folhas apresentaram atividade. E a
primeira vez que a espécie Jacaranda cuspidifolia Mart. € investigada quanto a sua
composigao micromolecular e quanto a atividade biologica. Além disso, é o primeiro

relato da presenga do verbascosideo nesta espécie.

Palavras-chave: Jacaranda cuspidifolia Mart.; Bignoniaceae; Fenilpropanoides;

Verbascosideo; Atividade Bioldgica.



ABSTRACT

The present work describes the phytochemical analysis, the isolation of the major
micromolecular components and the biological activities of Jacaranda cuspidifolia
Mart., species that belongs to the Bignoniaceae family, known as caroba, jacaranda
and bolacheira, commonly found in the Brazilian Cerrado biome of Mato Grosso do
Sul and used as an anti-inflammatory, antisyphilitic and anti-gonorrhea drug in
traditional medicine.

A mixture containing hydrocarbons of 15 carbons (pentadecane), 17 carbons
(heptadecane) and 20 carbons (icosane) was obtained from the analysis of the
hexane extract of leaves by CG/EMS, RMN'H, RMN'*C. The phytochemical analysis
of the crude methanolic extracts taken from barks, stem, and leaves through thin
layer chromatography allowed the detection of the presence of tannins, flavonoids,
naphthoquinones, terpenes, steroids, saponins and alkaloids. The high-performance
liquid chromatography profile of methanol extracts of barks showed 4 major peaks
with retention times and wavelengths similar to verbascoside derivates.
Verbascoside, a glycoside phenylpropanoid, was obtained from the chloroform
fractions. The crude hexane extracts of barks, stem and leaves of J. cuspidifolia
presented inhibition profile of anticholinesterasic in vitro, similar to physostigmine.
The methanol extract of barks presented in vitro anti-inflammatory activity and anti-
gonorrhea activity, confirming its use in traditional medicine. No antifungal activity
was found for the extracts and fractions of J. cuspidifolia Mart. For the four proposed
model assays of antioxidant activity, the methanol extracts of barks and leaves
presented activity. It is the first time that the Jacaranda cuspidifolia Mart. species is
analyzed as to its micromolecular components and biological activity. In addition, this

is the first report about the occurrence of verbascoside in this species.

Keywords: Jacaranda cuspidifolia Mart.; Bignoniaceae; Phenylpropanoids;

Verbascoside; Biological Activity.
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1 INTRODUGAO

A natureza sempre despertou no homem um fascinio, ndo s6 pelos recursos
oferecidos para sua alimentacdo e manutengao, mas por ser sua principal fonte de
inspiragao e aprendizado (1).

Assim, a natureza tem se destacado como fonte de novos agentes ativos
para uma grande diversidade de doencgas. A descoberta da conexao entre planta e
saude é responsavel pelo inicio de uma nova geragao de terapia baseada no uso da
prépria planta ou de suas partes. Nos ultimos 25 anos, cerca de 30% dos novos
farmacos aprovados sao produtos naturais ou derivados destes. Em se tratando de
farmacos anticancerigenos, este numero sobe para 42%. O conhecimento do
arsenal quimico de plantas pelos povos primitivos e pelos indigenas constitui o fator
fundamental para o descobrimento de substancias toxicas e medicamentosas no
reino vegetal (1,2).

O uso de plantas com finalidade medicinal teve inicio com o nascimento da
humanidade e foi se transformando com o passar dos anos (3).

Em diferentes paises, a medicina popular por meio de plantas é amplamente
praticada por raizeiros e pequenos ervanarios e apresenta-se em expansao. Podem
ainda ser citados os medicamentos fitoterapicos cujo mercado também se encontra
em ampliacdo. No outro extremo, encontra-se o usuario que se adapta ao mercado
de acordo com sua situacao sécio-econbmica, mas com interesse em solucionar as
suas necessidades primarias de saude (4).

Segundo os dados da Organizagdo Mundial de Saude cerca de 80% da
populagcédo dos paises em desenvolvimento depende das plantas medicinais para o
tratamento de doencas, devido as condicbes de pobreza e falta de acesso aos
medicamentos (5). Porém o problema maior esta no fato de que estas plantas, na
maioria das vezes, sao usadas por pessoas que nao possuem O necessario
conhecimento de suas propriedades farmacolégicas e toxicoldgicas.

A biodiversidade do Brasil & considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas e sua preservagao € fundamental tanto pelo valor intrinseco
dessa imensa riqueza bioldgica como pelo seu enorme potencial como fonte de
novos farmacos. Segundo estimativas da Convencédo da Diversidade Bioldgica
(CDB), o Brasil apresenta entre 15 e 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo

considerado o maior do planeta em numero de espécies endémicas. Dados
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estatisticos indicam que existem cerca de 55 mil espécies de plantas ainda
desconhecidas (6).

A savana brasileira, conhecida como cerrado, ocupa mais de 2 milhdes de
quilémetros quadrados, do territério brasileiro (7). E bastante rica em espécies
usadas na medicina popular, em fungao de suas caracteristicas morfolégicas, como
cascas e xilopddios, que acumulam reservas e, com freqléncia, possuem
substancias farmacologicamente ativas. Além disso, este bioma apresenta grande
diversidade em familias, géneros e espécies que contribuem para uma maior
diferenca e diversidade quimica entre elas, demonstrando assim, sua importancia
para pesquisas com plantas medicinais (8).

O Estado do Mato Grosso do Sul apresenta uma grande diversidade de
plantas nativas consideradas endémicas, como € o caso do género Jacaranda (9,
10, 11).

Uma espécie amplamente utilizada por habitantes desse Estado é a
Jacaranda cuspidifolia Mart., pertencente a familia Bignoniaceae, conhecida
popularmente como caroba, bolacheira ou jacaranda. Na regido é encontrada em
abundancia enfeitando os jardins das pragas e canteiros das cidades, sendo usada
como planta ornamental, devido a beleza das suas flores arroxeadas. As cascas e
folhas sdo usadas pela populagdo no tratamento da sifilis e da blenorragia (11). As
raizes apresentam propriedades inseticidas sendo empregadas no tratamento da
sarna. E considerada uma planta depurativa do sangue (11). A sua madeira é
empregada na construcdo de moveis e outros utensilios domésticos (11). Contudo,
apesar de ampla utilizacido, poucos sao os estudos no sentido de corroborar com as
propriedades alegadas (12).

Neste sentido, o interesse académico, de profissionais de diversas areas e de
pesquisadores a respeito do uso popular de uma planta nativa do cerrado sul-mato-
grossense torna-se bastante importante, uma vez que contribui com o conhecimento
quimico e farmacolégico de uma espécie cujos estudos sao escassos e até mesmo
inexistentes e também com a geragao de novas moléculas que possam servir como

prototipo para a sintese de novos farmacos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de farmacos a partir de ervas remonta as tribos primitivas em que as
mulheres se encarregavam de extrair das plantas os principios ativos para a cura
das suas doengas. A medida que estes povos se tornavam mais habilitados em
suprir as suas necessidades de sobrevivéncia, estabeleceram-se papéis sociais,
como a figura do curandeiro, o qual desenvolveu um repertério de substancias que
poderiam ser usados no tratamento de doencgas (13).

Muitas civilizagdes descreveram a utilizagdo de ervas e outros vegetais, como
forma de medicamentos, em seus registros e manuscritos. Em 2600 a.C. babilénios
e sumerianos usavam em seus remédios frutos, folhas, flores, cascas e raizes de
I6tus, oliveira e alho. A “Tabuinha Sumeriana”, uma colegédo de textos médicos em
tabletes de argila foi considerada o mais antigo tratado de Medicina (14, 15, 16, 17).

Os egipcios (1500 a.C.) relatavam o uso de azeite, figo, cebola, alho, funcho,
acafrao, opio, horteld e pimenta. O “Papyrus Erbers”, colegdo egipcia contendo 811
prescricdes, menciona 700 drogas vegetais, minerais e animais, incluindo o
salgueiro, acacia e sedativos extraidos de Ephedra (14, 15, 18).

Vérias receitas gregas citavam o uso de compressas com raizes no
estancamento de hemorragias, uso de 6leo de ricino e couve como purgativo, raiz
de tacia como emético, suco de salsa e aspargo como diuréticos e beladona e épio
como narcoticos (15, 18).

Os primeiros registros fitoterapicos datam do periodo de 2968 a.C. quando o
imperador chinés Shen Nung, considerado o fundador e patrono da farmacia
chinesa, catalogou 365 ervas medicinais e venenos que eram usados sob inspiragao
taoista de Pan Ku, considerado o Deus da criagdo. Esse primeiro herbario dependia
de dois pdlos opostos: o yang (luz, céu, calor, esquerdo) e o yin (trevas, terra, frio,
direito). Por volta de 1500 a.C. a base da medicina hindu ja estava revelada em dois
textos sagrados: Veda (Aprendizado) e Ayurveda (Aprendizado de longa vida) (19).

Alguns cientistas representaram etapas marcantes no desenvolvimento da
ciéncia desmistificando que a cura das doencas era responsabilidade dos deuses
(16, 20).
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O médico grego Hipécrates (460-377 a.C.) descreveu inumeros
medicamentos incluindo vegetais, vinho e bolores para o tratamento e cura de
doengas do trato urogenital. Catdo (234-149 a.C.), considerado o promotor da
toxicologia, foi reconhecido como descobridor da arte dos venenos gerais, bem
como das agdes necessarias para neutraliza-los (14, 18).

Durante o Império Romano e apds o declinio da cultura grega houve um
subito desinteresse pela pesquisa envolvendo plantas e, assim, os tratamentos
medicinais voltaram a ter um carater de magia e religido. Somente nos primérdios da
era Crista € que alguns pesquisadores como o médico Aulus Cornelius Celsus
escreveu livros a respeito dos medicamentos de origem vegetal. Dioscorides
elaborou um dos maiores ervanarios existentes contendo 600 plantas. Nesta obra foi
relatada a descricdo de plantas, como conservar e escolher as ervas medicinais
para os tratamentos. Coube ao médico grego Claudius Galenus a escrita de cerca
83 livros em que apresentava numerosas drogas de origem natural combinadas em
diversas formulagdes e métodos de manipulacao, entre esses medicamentos estao
a pimenta da india, aipo e salsa para doencas renais (14, 15, 20).

Durante a ldade Média (século V-VII), a igreja passou a ter poder sobre os
conhecimentos das plantas medicinais. Tais informacdes passaram a ser copiadas,
traduzidas e preservadas nas bibliotecas dos mosteiros (14). J& no periodo da
Renascenga, houve um grande estimulo ao pensamento cientifico, sendo Paracelso
um dos responsaveis pela revolugao de conceitos na area da medicina e farmacia,
introduzindo as formas farmacéuticas das tinturas herbaticas e a associagao de
mineral a salsaparilha para o combate da sifilis (15).

Em um estagio mais avangado do uso de plantas medicinais foram criadas
teorias e observagdes que contribuiram para a Fitoterapia atual. No século XVII, o
botanico Robert B. Turner criou a famosa “Teoria das Assinaturas” a qual relacionou
as formas das partes das plantas com a sua utilizagéo (17).

As grandes navegagbes trouxeram a descoberta de novos continentes,
legando ao mundo moderno um grande arsenal terapéutico presente no reino
vegetal e até hoje indispensavel a medicina. No continente americano, as
civilizagbes Incas, Maias e Astecas consignaram a civilizagdo moderna a quina, a
coca, a ipecacuanha e outras drogas de valor terapéutico (21).

A vinda da Corte Real para o Brasil, em 1808, e o decreto de D. Jodo VI que

permitiu a abertura dos portos brasileiros as nagées amigas pode ser considerado
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um dos marcos oficiais na ciéncia brasileira, uma vez que por meio deste decreto
comegaram a chegar ao pais as primeiras expedi¢des cientificas, cujo objetivo
principal era dar conhecimento aos europeus da exuberancia da nossa flora e fauna.
A maioria dos naturalistas destas expedi¢des chegou com a finalidade de coletar
espécies de animais e de plantas para os museus europeus. Porém n&o se pode
deixar de mencionar que a Europa ja tinha conhecimento, ha muito tempo, de
plantas medicinais brasileiras, por meio da obra “Historia Naturalis Brasiliae”. Um
dos homens responsaveis pelo conteudo do livro foi o médico de Mauricio de
Nassau, Willem Piso. A contribuicdo de Piso consistiu de quatro extensas
discussoes: a primeira sobre o ar, a agua e a topografia do Brasil; a segunda, sobre
doengas endémicas locais; a terceira sobre venenos e antidotos e a quarta sobre
plantas medicinais. Este livro representou a primeira histéria natural completa da
América do Sul (21, 22).

Com a comitiva da princesa Leopoldina veio o médico portugués Bernardino
Antdnio Gomes responsavel pelo isolamento da cinchocina das cascas da quina,
antes de Caventou ter isolado a quinina das cascas da mesma planta. Na mesma
expedicao cientifica vieram dois iniciadores do estudo sistematico da flora e da
fauna brasileira, o zo6logo Johann Baptist Spix e 0 médico e botanico Carl Friederich
von Martius. Martius teve implicagéo direta com o inicio da fitoquimica brasileira (23)
porque sugeriu que o jovem alemao Theodoro Peckolt, em 1847, viesse ao Brasil
para estudar a nossa flora.

Neste contexto histérico, o Brasil com a grandeza do seu litoral e de sua flora
nao pode abdicar de sua vocacio para os produtos naturais, sendo considerado o
pais com a maior biodiversidade mundial e por abrigar aproximadamente 22% de
todas as espécies bioldgicas do mundo (24).

O registro do pronunciamento da professora Norma Saraiva Siqueira
(UFRGS) ao Jornal de Ciéncia Hoje, do dia 27 de julho de 1990, citado por Braz-
Filho (25), ilustra de forma clara a biodiversidade do pais: o Brasil possui de 40 a
200 mil espécies vegetais, um terco das existentes no Planeta. Cerca de 10 mil
delas sdo medicinais. A China tem 27 mil espécies vegetais, com 5 mil medicinais
(20%), e a India, 18 mil, com 2,5 mil medicinais (20%). Temos, portanto, uma das
floras mais ricas do mundo em matérias primas para fitoterapicos. Somos, no

entanto, grandes importadores de plantas e matérias-primas vegetais.
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2.2  IMPORTANCIA DOS PRODUTOS NATURAIS

As plantas sintetizam uma variedade de biomoléculas consideradas
essenciais a sua sobrevivéncia e ao seu desenvolvimento. Algumas dessas
substancias sdo comuns a todos os organismos vivos e fazem parte do chamado
metabolismo primario. Entretanto, existem compostos caracteristicos de um grupo
ou determinado grupo especifico, de distribuicdo limitada nas plantas, mas que
expressam as caracteristicas individuais de uma determinada espécie. Tais
substancias fazem parte, entdo, do chamado metabolismo secundario das plantas,
cuja funcéo e beneficios ainda permanecem desconhecidos (26).

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados como
produtos de excrecdo dos vegetais, apesar de apresentarem estruturas quimicas e,
algumas vezes, propriedades biolégicas interessantes. Atualmente, sabe-se que
estas substancias estdo diretamente envolvidas com os mecanismos que permitem
a adequacdo do organismo produtor ao seu meio (27). Varias substancias
pertencentes a esta classe de metabdlitos tiveram suas funcdes reconhecidas, tais
como, protecdo do organismo contra os raios ultravioleta, atracdo de polinizadores
ou animais dispersores de sementes, defesa contra herbivoros e microrganismos,
bem como sua participagdo em alelopatias. Outra caracteristica dos vegetais em
relacdo ao metabolismo secundario é a sua elevada capacidade biossintética, tanto
em relagdo ao numero de substancias produzidas quanto a sua diversidade em uma
mesma espécie (27).

De acordo com Harborne (1988) (28), a riqueza de metabdlitos secundarios
em plantas é, pelo menos parcialmente, explicavel no simples fato de que os
vegetais estdo enraizados no solo e ndo podem se deslocar; eles ndo podem
responder ao meio ambiente pelas vias possiveis aos animais.

Na Natureza, o aparecimento de metabdlitos ativos é determinado por
necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas, sendo que a co-evolugéo
das plantas e demais organismos conduz a sintese de metabdlitos secundarios com
funcdo de defesa e protegdo (29). Sendo assim, os metabdlitos secundarios, por
serem fatores de interagdo entre organismos, com frequéncia, podem apresentar
atividades biologicas interessantes, tanto na area farmacéutica quanto na area

alimenticia, de perfumarias, na agronomia, dentre outras (27).



CAPITULO 2 — REVISAO DA LITERATURA 8

O estudo e isolamento da morfina 1 da Papaver somniferum, em 1803, por
Séquin e Sertlrner no inicio do século XIX marcou o inicio do processo de obtencao

de principios ativos de plantas (1).

CH;4
1
A partir dai, outros compostos foram isolados e tém contribuido com sucesso
em varias areas da medicina, principalmente na Cardiovascular. A digoxina 2 obtida
da Digitalis purpurea constitui um exemplo classico. Este farmaco é usado, hoje, na
pratica médica no tratamento da Insuficiéncia Cardiaca Congestiva e da Fibrilagédo
Atrial (30).

CH,4

CH,

OH

OH

2

Ha cinco décadas, uma segunda descoberta da atividade cardiovascular em

produtos naturais levou ao isolamento da reserpina 3.
A reserpina é um alcaloide inddlico extraido da raiz de Rauwolfia serpentina,

da familia Apocynaceae, usada no tratamento da hipertenséo leve a moderada. O
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uso indiscriminado deste anti-hipertensivo resulta em depressdo e efeitos

semelhantes ao Parkinson (30).

No que se refere a terapéutica hormonal, a substancia natural miroestrol 4,
isolada de Pueraria mirifica, da familia Leguminosae, revelou-se trés vezes mais
eficaz como abortivo do que o dietilestilbestrol, produto sintético usado na medicina

como substituinte da estrona, devido a sua maior atividade (31).
OH

Em relagéo a participagado da Quimica de Produtos Naturais na Quimioterapia,
dois compostos com potente atividade anti-malarica foram descobertos partir da
planta medicinal chinesa Artemisia annua (Asteraceae), a arteanuina 5 e artemisina
6 (31, 32).

H,C
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Ainda dentro desta area, foram obtidas das cascas das raizes de Erythrina
abyssinica, da familia Fabaceae, o pterocarpano 7, a flavanona 8 e a chalcona 9 os

quais apresentaram atividade antibacteriana contra a bactéria Treponema pallidum,

causadora da sifilis (33).

0 CH,
CH,

HO Y =

9

A Quimica de Produtos Naturais também se faz presente na luta contra a

AIDS. O flavonoide 7-O-B-D-galactopiranolsilacacetina 10 isolado da espécie vegetal
Chrysanthemum morifolium (familia Asteraceae), revelou importante atividade anti-
HIV (34).
OCHs
CH,OH
OH e}
OH
OH
OH o
10
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Na terapéutica da asma, os produtos naturais também se destacam. Os
primeiros farmacos broncodilatadores usados contra esta patologia foram os
alcaloides tropanicos atropina 11 e escopolamina 12, extraidos das folhas de
Hyoscyamus muticus (Solanaceae) (35).

Como estes compostos proporcionam efeitos colaterais pronunciados,
estudos fitoquimicos com espécies vegetais tém sido conduzidos com o objetivo de
encontrar novas substancias terapéuticas que possam servir como candidatos a
farmacos ou, entdo, como protétipos de novos medicamentos (35).

N/CH3
H,C
N
N

Qe
o

HO

11 12

No que se referem aos antineoplasicos, varios compostos usados na pratica
médica foram obtidos de vegetais. Como exemplo pode-se citar: (a) vimblastina 13 e
vincristina 14 extraidas de Catharrantus roseus; (b) etoposideo 15 e teniposideos 16
oriundos de derivados de Podophyllum peltatum e Podophyllum emodi; (c) taxol 17

obtido de Taxus brevifolia (1).
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Assim, na busca de substancias ativas em plantas, um dos principais

aspectos a serem observados consiste nas informacdes oriundas da medicina
popular. A selecao de espécies vegetais para a pesquisa, baseada na alegagéo de
um dado efeito terapéutico em humanos, pode se constituir num valioso atalho para
a descoberta de novos farmacos, ja que seu uso tradicional pode ser encarado como
uma pré triagem quanto a utilidade terapéutica humana, mesmo que posteriormente
por meio das pesquisas essa atividade ndo seja comprovada (35, 36).

Dados da Organizagdo Mundial de Saude revelam que 80% da populagao dos
paises em desenvolvimento utilizam-se da medicina tradicional na atencéo primaria
a saude e desse total, aproximadamente 85% empregam o uso de plantas
medicinais (37).

De acordo com Carvalho et al (37), plantas medicinais s&o aquelas usadas
pela populacdo com base no uso tradicional e sdo capazes de prevenir, aliviar ou
curar enfermidades.

No Brasil, o principal 6rgao responsavel pela regulamentagdao de plantas
medicinais e seus derivados é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
que tem com fungdo proteger e promover a saude da populagao, garantindo a
seguranga sanitaria de produtos e servigos (37).

Uma das acgdes realizadas pela ANVISA para garantir a seguranga da saude

da populagéo € o registro dos medicamentos, no qual os mesmos s&o avaliados em
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relagdo a sua seguranga, eficacia e qualidade, antes de serem expostos a venda
(37). Assim a principal legislagdo que regulamenta o registro de medicamentos
fitoterapicos € a Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, onde s&o
estabelecidos todos os requisitos necessarios para a sua concessao, além de prever
diferentes formas de se comprovar a segurancga e eficacia dos medicamentos. Entre
elas, existe a possibilidade de se usar as informacdes disponiveis sobre a tradicao
de uso da planta de acordo com um levantamento bibliografico e documentacgdes
técnico-cientificas ou publicagbes aprofundados (37).

A partir de entdo, a ANVISA disponibiliza uma lista com 34 plantas para as
quais sao dispensaveis comprovagdes adicionais de eficacia e seguranga, no ato de
protocolo do registro de medicamento, devido a existéncia de dados clinicos e
etnofarmacologicos satisfatérios que validam o emprego destas plantas. Como
exemplos destas drogas vegetais, podem ser citados quebra-pedra (Phyllanthus
niruri), cavalinha (Equisetum arvense), maracuja (Passiflora incarnata), melao de
Sao Caetano (Momordica charantia), dentre outras (38).

Dessa forma, a busca de produtos naturais bioativos de origem vegetal ainda

se constitui num caminho promissor para a descoberta e sintese de novos farmacos.
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2.3 FAMILIA BIGNONIACEAE

A familia Bignoniaceae, ordem Lamiales, consiste de aproximadamente 120
géneros e 800 espécies. Apresenta ampla distribuigdo em regides de clima tropical,
como na Africa e América do Sul, sendo algumas espécies cultivadas como plantas
ornamentais (39).

Dividi-se em 8 tribos: Tecomae, Bignoniae, Crescentieae, Eccremocarpeae,
Tourretieae, Oroxyleae, Coleeae e Schlegelieae. Somente as trés primeiras tribos
ocorrem no Brasil. Sdo facilmente distinguidas pelo seu habito e pelas estruturas dos
seus frutos. Tecomeae apresenta frutos deiscentes, perpendiculares ao septo e
habito arboéreo; Bignonieae tem frutos indeiscentes, perpendiculares ao septo e
todas as espécies sao do tipo “parreiras”. Crescentieae tem frutos indeiscentes e as
espécies tém habito arbustivo e arboreo (40).

Estudos recentes de algumas espécies da familia Bignoniaceae tém
demonstrado a presenca de varias classes de substancias quimica como: acidos
graxos, acgucares, antocianinas glicosiladas, terpenos, alcaloides, taninos,
flavonoides, lignanas, compostos fendlicos e iridoides, os quais foram detectados em
grandes quantidades (41).

O estudo fitoquimico de Catalpa bignonioides Walt. levou a identificagdo dos
iridoides catalpol 18 e catalposideo 19, enquanto que outros iridoides como
aucubina 20 e 6-epi-aucubina 21 foram isolados de Parmentiera sp. e Tabebuia

chrysantha (Jacq.) Standley, respectivamente (42)

OR R
\

o)

HOH2C g|CO

18 R=H Ri=H (catalpol)
19 R= p-OH-benzoil Ri=H (catalposideo)
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O g,
N
0

HOH,C glcO HOH,C glcO

20 21
Quinonas também foram isoladas de espécies da familia Bignoniaceae, a
saber, estereoquinol A 22 e estereoquinol B 23 foram obtidas de Stereospermum
chelonoides e 5-hidréxi-7-metéxi-desidro-iso-a-lapachona 24 de Newbouldia laevis
(43, 44).

C‘O CHj

22 23
HO Q
H,CO ‘ o) CH,
o)
24

A 3-desoxi-antocianidina carajurina 25 foi obtida das flores vermelhas de
Arrabidaea chica (45).

OCH,
HO o}

X H
HO Z

H,CO

25



CAPITULO 2 — REVISAO DA LITERATURA 17

Triterpenos como acido ursdlico 26, acido pomdlico 27 e acido epi-torméntico

28 foram isolados de Markhamia obtusifolia (Baker) Sprague. (46)

R1 Rz Rs
26 H OH H
27 H OH OH
28 OH OH OH

Flavonas como cirsimaritin 29 e os flavonoides rutina 30 e quercetina-3-O-
galactosideo 31 foram obtidos de Tecomella undulata e de Tabebuia caraiba,

respectivamente (47, 48).

H,CO

H,CO
OH

29 OH
OH OH OH

OH

30
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31



CAPITULO 2 — REVISAO DA LITERATURA

18

Muitas destas substancias tém atividade farmacéutica comprovada como o

lapachol 32 isolado de Tabebuia avellanedae, usado como anti-inflamatério,

antifungico, antiviral, antiprotozoario, antibacteriano e anticancerigeno (12). Outros

exemplos sao os iridoides, triterpenos e esteroides obtidos dos extratos fluidos das

espécies nativas Solanum paniculatum L. (Solananceae), Remijia ferruginea D.C.

(Rubiaceae) e Jacaranda caroba D.C. (Bignoniaceae), presentes no fitoterapico

lerobina®, usado no tratamento de dispepsias (49).

0
| on
| -
o CH,

32

Outras espécies da familia Bignoniaceae também tém sido estudadas sob os

pontos de vistas farmacolégico e toxicoldgico. As suas principais agdes bioldgicas

encontram-se resumidas na Tabela 1.

Familia Bignoniaceae

Acgao Farmacolodgica

Referéncia

Tabebuia impetiginosa

Arrabidaea samydoides
Catalpa bignonioides
Jacaranda decurrens

Jacaranda caroba
Kigella pinnata
Tabebuia avellanedae
Pseudocalymma elegans
Martinella obovata
Jacaranda micrantha
Jacaranda obtusifolia

Anemopaegma arvense

Atividade adstringente, diurética e anticancerigena

Atividade antioxidante
Atividade anti-inflamatéria
Propriedades anti-infecciosas e depurativas do sangue
Usada como “amargo” no tratamento de dispepsias
Atividade contra Plasmodium falciparum
Adjuvante na terapia do cancer
Paralisia muscular
Atividades febrifuga e adstringente
Atividade antireumatica

Antidepressiva, anti-infecciosa e vasodilatadora.

Tabela 1 - Agbes Bioldgicas de algumas espécies da familia Bignoniaceae.



CAPITULO 2 — REVISAO DA LITERATURA 19

2.4 GENERO JACARANDA

O género Jacaranda contém aproximadamente 49 espécies de distribuigdo
mundial, sendo nativas do Caribe, América Central e América do Sul. A maioria sdo
arvores medindo de 1 a 45 metros de altura, mas também podem ser encontradas
como arbustos e subarbustos. No Brasil, das 49 espécies encontradas, 39 sao
consideradas endémicas no pais (12).

Espécies de Jacaranda podem ser identificadas pela disposicdo das folhas,

tipo de inflorescéncia e caracteristicas dos frutos (Figura 1).

(a) (b)

(c) (d)
Figura 1 — Folhas (a), frutos (b), flores (c) e cascas (d) de Jacaranda cuspidifolia Mart. (Foto:

Ana Lucia Alves de Arruda)

As folhas sdo normalmente bipinadas, ocasionalmente pinadas e raramente
simples. As inflorescéncias detém poucas ou muitas flores terminais ou sao

paniculas axilares, raramente racemosas (12).
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As flores apresentam um calice curto e estreitamente campanulado a
cupulado, a corola é azul ou azul marinho e a margenta raramente branca. O fruto é
uma cdapsula oblonga com margens retas, medindo entre 6,2 e 12,7 cm de
comprimento por 2,3 a 6 cm de largura. As sementes apresentam uma regiao
embrionaria com 3 a 5 mm de largura por 3 a 4 mm de comprimento. Esta regido é
circundada por uma asa suborbicular com 1 a 2 cm de comprimento e 1,7 a 2,8 cm
de largura, a asa é hialina, membranacea com estrias radiais, em tons castanhos
que partem da regido embrionaria (12).

O armazenamento e a germinagéo de espécies do género Jacaranda tém
sido bastante estudados. O conhecimento da potencialidade do uso, da fisiologia,
manejo e produgcdo podem contribuir tanto para a manutencao das florestas como
para o planejamento da recomposi¢cao, da forma mais proxima, da cobertura original
da vegetacéo (59, 60).

Assim, algumas espécies de Jacaranda, como a Jacaranda puberula e a
Jacaranda cuspidifolia, ttm demonstrado sua utilizagdo também na recomposicéo de
areas degradadas, pois apresenta crescimento rapido, boa adaptagdo a solos
arenosos e argilosos degradados, além de enriquecer a serrapilheira com suas
folhas. Sao indicadas, sobretudo, para plantio em encostas de Floresta Mista em
estagio inicial a médio (59, 60).

No Brasil, foram identificadas, de acordo com a Flora neotropica, 39 espécies
de Jacaranda (12) (Tabela 2). As atividades biolégicas destas espécies ainda sao
muito pouco conhecidas e a sua utilizagao terapéutica encontra-se baseada em

estudos etnoboténicos e etnofarmacolégicos (Tabela 3).

Espécies Nome cientifico

1 Jacaranda bracteata Bureau & Schumann
Jacaranda brasiliana (Lam.) Person
Jacaranda bullata A. Gentry
Jacaranda campinae A. Gentry & Morawetz
Jacaranda corajasensis A. Gentry
Jacaranda caroba (Vellozo) A.P. de Candolle
Jacaranda copaia (Aublet) D. Don subsp. copaia
Jacaranda copaia (Aublet) D. Don subsp. spectabilis (Mart. ex DC.)
Jacaranda crassifolia Morawetz
Jacaranda cuspidifolia Martins ex. DC. (Aublet)
Jacaranda decurrens Cham.
Jacaranda duckey Vattimo
Jacaranda egleri Sandw.
Jacaranda glabra (DC) Bureau & K. Schumann
Jacaranda grandifoliolata A. Gentry
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Tabela 2 - Espécies de Jacaranda sp identificadas no Brasil — Adaptado de Gachet (12).
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Jacaranda intricata A. Gentry & W. Morawetz
Jacaranda irwinii A. Gentry
Jacaranda jasminoides (Thumb.) Sandw.
Jacaranda macrantha Cham,
Jacaranda macrocarpa Bureau & K. Schumm.,
Jacaranda micrantha Cham.
Jacaranda microcalyx A. Gentry,
Jacaranda montana Morawetz
Jacaranda morii A. Gentry
Jacaranda mutabilis Hassler
Jacaranda obovata Cham
Jacaranda obtusifolia Humb & Bonpl. subsp. obtusifolia
Jacaranda obtusifolia Humb & Bonpl. subsp. rhombifolia
Jacaranda oxyphylla Cham.
Jacaranda paucifoliolata Martius ex DC.
Jacaranda praetermissa Sandw.
Jacaranda puberulla Cham.

Jacaranda pulcherrima Morawetz
Jacaranda racemosa Cham.
Jacaranda rufa Manso
Jacaranda rugosa A. Gentry
Jacaranda simplicifolia K. Schumann
Jacaranda subalpina Morawetz
Jacaranda ulei Bureau & K. Schumm

Continuacao da Tabela 2

Tabela 2 - Espécies de Jacaranda sp identificadas no Brasil — Adaptado de Gachet (12).

Espécie L P DR DTG Rit NC DI ITU DS ADs F RM/PC Rh U
J. acutifolia (X) xX) X (X (X) (X) X)
J.caerulea (X)
J.caroba (X) (X) (X) (X)
J.caucana X) (X (X) (X) X)
J.copaia xX) X X)) X (X (X) (X) (X)
J.cuspidifolia  (X) (X) (X) (X)
J.decurrens (X) (X) (X) (X)
J.glabra xX) (X (X)
J.hesperia (X)
J.minosifolia (X) (X)
J.obtusifolia (X) (X)
J.puberula (X) (X)

Tabela 3 — Uso Etnobotanico reconhecido de Jacaranda sp. Adaptado de Gachet (12).

L: leishmaniose; P: pele; DR: doengas respiratorias; DTG: disturbios do trato gastrintestinal; Rit:
rituais; NC: nervo ciatico; DI: doengas infecciosas; ITU: infecgbes do trato urindrio; DS: depurativo do
sangue; ADs: adstringente; F: febre; RM: repelente de mosquito/picada de cobra; Rh: reumatismo; U:

ulceragoes.

Muitas das agdes farmacoldgicas descritas para o género Jacaranda se

devem a presenca dos seus constituintes quimicos.

De acordo com Gachet (12) apenas 6 espécies de Jacaranda tiveram seus

constituintes quimicos estudados: Jacaranda caucana, Jacaranda copaia, Jacaranda

decurrens, Jacaranda filicifolia, Jacaranda acutifolia e Jacaranda mimosifolia.
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O estudo fitoquimico de Jacaranda mimosifolia levou a identificacdo do
triterpeno lupenona 33 enquanto, outros triterpenos, como acido jacarandico 34 e

acido jacumarico 35 foram isolados de Jacaranda caucana (12).

34 R1 Rz R3 R4 R5

OH H CHs H .
woN /ﬁ< }

35 R1 R2 Rs R4 Rs
OH OH CHs H OH

Quinonas também foram isoladas de espécies de Jacaranda, a saber,
Jacaranona 36 de Jacaranda caucana e Jacaranda copaia e hidroquinona 37 de

Jacaranda mimosifolia (12).
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HO 0 OH

OCH,

36 37

Flavonoides como Iluteolina 38, 6-hidréxi-luteolina-7-O-glicosideo 39,
quercetina-3-O-glicosideo 40, quercetina-3-O-B-galactosideo 41, 7,2,3,4-tetraidroxi-
flavona-3-O-neoesperidosideo 42, escutelareina 43, escutelareina-7-glicuronideo 44,
isoquercitrina 45, isovitexina 46, apigenina-7-O-B-D-glicoronopiranosideo 47,
luteolina-7-O-B-D-glicopiranosideo 48, escutelareina-7-0O-3-D-glicopiranosideo-metil-
éster 49, apigenina-7-0-f-D-glicuronopiranosideo-metil-éster 50 e luteolin-7-O-3-D-
glicuronopiranosideo-metil-éster 51 foram isolados de Jacaranda decurrens,

Jacaranda acutifolia e Jacaranda mimosifolia (12, 61, 62, 63).

R4 R2 R3 R4 Rs Re Rz Rs Ro

3 H H OH OH H H OH H OH
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e—° ~ oH
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Acidos graxos como o &cido 2-(4-hidroxifenil)etil-dodeciloctadecanoico) 52 e
8(Z),10(E),12(2) - acido octadocatrienoico 53 foram obtidos de Jacaranda filicifolia e

Jacaranda mimosifolia, respectivamente (12).

i
Q\/\O (CHy),7CH3

52
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COOH
. xR

53
De Jacaranda mimosifolia foram obtidos (E)-acetosideo 54, (Z)-acetosideo 55,
isoacetosideo 56, cistanosideo 57, 6’-acetilacetosideo 58, campneosideo 59 e um
dimero feniletanoide (Jacraninosideo) 60 (12).

CH,0R; ORz

i AN

0 OH
HO
o) “oH 1 OH
HO \
R1 H3C OH
R4 R2 Rs
54 H 0 H
OH
HaC =
OH
R, R2 Rs
OH
55 H - H
H4C \O
° OH
R, R2 Rs3
56 H H
l
HO
X CH,
R4 R2 HO

57 H H
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Recentemente foi isolado de Jacaranda caucana um novo glicosideo de

neolignana denominado de sissimbrifolina 61 (64).
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61

Jacaranda cuspidifolia Mart.,, conhecido popularmente como caroba,
jacaranda e bolacheira, pertencente a familia Bignoniaceae, € uma arvore de médio
porte com altura de 3-10 metros, apicola, utilizada na arborizacdo e ornamentacao

das ruas, principalmente devido a beleza de suas flores arroxeadas (Figura 2).

Figura 2: Arvore Jacaranda cuspidifolia Mart. (Foto: Ana Lucia Alves de Arruda).

A planta é decidua, heliéfita, pioneira e xerofita, caracteristicas de encostas
rochosas da floresta latifoliada e de transicdo para o cerrado. Produz anualmente

grandes quantidades de sementes viaveis, amplamente dispersas pelo vento, e
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floresce durante os meses de setembro a dezembro com as plantas totalmente
despidas de sua folhagem velha. Apresenta propriedades inseticidas, sendo a raiz
usada para tratamento da sarna. E depurativa e excelente contra disenteria. A
madeira, cascas e folhas sao usadas no combate a febre (11).

Segundo dados da literatura, estudos quimicos e farmacoldgicos que venham
justificar o uso de Jacaranda cuspidifolia na medicina popular sado praticamente
inexistentes.

Desta forma, torna-se importante o estudo de Jacaranda cuspidifolia Mart. de
maneira a contribuir com o conhecimento cientifico desta espécie e também com a

finalidade de comprovar as suas propriedades terapéuticas.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral é avaliar as atividades bioldgicas de Jacaranda cuspidifolia
Mart. (Bignoniaceae) relacionadas ao seu uso tradicional e realizar a prospec¢ao
fitoquimica preliminar, o fracionamento e o isolamento dos constituintes

micromoleculares majoritarios.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a prospeccéo fitoquimica dos extratos metandlicos das cascas,

folhas e caule de J. cuspidifolia;

- Realizar o fracionamento preliminar do extrato metandlico das cascas de J.

cuspidifolia;

- Isolar os constituintes micromoleculares abundantes na fragao cloroférmica do

extrato metandlico das cascas de J. cuspidifolia;

- Elucidar a estrutura quimica das substancias isoladas utilizando métodos
analiticos e espectrométricos (UV, IV, RMN de 'H e de *C, EM);

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos e fracdes obtidas das cascas,

folhas e do caule de Jacaranda cuspidifolia.

- Avaliar a atividade antioxidante e determinar o conteudo de flavondides e de
fendis totais dos extratos brutos obtidos das cascas, folhas e do caule de J.

cuspidifolia.

- Avaliar a atividade anticolinesterasica extratos brutos obtidos das cascas,

folhas e do caule de Jacaranda cuspidifolia.

- Realizar ensaios de atividade anti-inflamatoéria dos extratos brutos das cascas e

folhas de J. cuspidifolia.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 REAGENTES

- Acetonitrila grau CLAE e metanol grau CLAE foram obtidos da Merck;
Substancias de referéncia: acido cafeico, acido ferulico, rutina, quercetina,
catequina, acido tanico, lapachol, oa-lapachona, B-lapachona, sitosterol, atropina,
lupeol e kaempferol foram obtidas da Sigma Aldrich; DPPH (2,2-difenil-2-
picrilidrazila), DTNB [acido 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoico)], acetilcolinesterase (tipo VI-
s, liofilizada, 426U/mg), iodeto de acetilcolina (ATCI), &acido galico e carragenina
também foram obtidas da Sigma — Aldrich; acido ascérbico, cloreto férrico e sulfato

cérico obtidos da empresa Merck; peréxido de hidrogénio da VETEC.

4.2 REVELADORES PARA CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

4.2.1 Solucgao de Sulfato Cérico 0,1 M

Dissolvem-se 42 g de CeSO4 em 500 mL de H,O contendo 28 mL de H>SO,
concentrado, por aquecimento. Apds resfriamento, dilui-se com agua e completa-se
o volume a 1L.

Reagente usado para a detecgcdo de terpenos (manchas rosa e azuis) e
flavonoides (manchas cinza e amarelas) (65).

A cromatoplaca foi borrifada com esta solugao e aquecida até o aparecimento

das manchas, caracteristicas ou ndo destes compostos.

4.2.2 Solugio de Vanilina-Acido Sulfurico

Solugao A: solugéo etandlica de acido sulfurico a 5%.
Solugao B: solugéo etandlica de vanilina 1%.
Reagente usado para a detecgdo de componentes de 6leos essenciais, como

os terpenos, fenois e derivados fenilpropanoides (manchas de coloragao roxa) (65).



A cromatoplaca foi inicialmente borrifada com 10 mL da solugéo A, seguida
imediatamente, do borrifamento com 10 mL da solugcdo B. As cromatoplacas foram

aquecidas por 5 a 10 min, a temperatura de 110 °C.

4.2.3 Reagente de Dragendorff

Solugao A: nitrato de bismuto (1,7g) foi dissolvido em 100 mL de solugéo de
acido acético:agua (1:4).

Solugao B: solugédo aquosa de iodeto de potassio a 40%.

Para a borrifagdo da cromatoplaca foi preparada uma solugdo composta de
5mL de A; 5 mL de B; 20 mL de acido acético e 70 mL de agua.

Reagente usado para a deteccdo de alcaloides (manchas de coloragéo

marrom ou alaranjada).

4.2.4 Solucao Metandlica de Hidroxido de Potassio 5%

A cromatoplaca foi borrifada com uma solucdo metandlica de hidroxido de
potassio 5% e aquecida por 5 min, a temperatura de 100 °C.

Reagente usado para a deteccdo de antraquinonas e naftoquinonas
(manchas de coloragao laranja a vermelho (vis) e florescéncias laranja e vermelho
em camara de UVys) e antronas e antrandis (manchas amarelas (vis) e

fluorescéncias laranja e vermelho em camara de UVys4) (65).
4.2.5 Solucgao Etandlica de Cloreto de Aluminio 2%

A cromatoplaca foi borrifada com uma solugdo etandlica de cloreto de
aluminio 2% e aquecida por 5 min, a temperatura de 100 °C.

Reagente usado para a detecgdo de flavonoides (manchas de coloragéo
amarela (vis) e florescéncias amarelo-esverdeadas em camara de UV3s4) (65).

4.2.6 Solugao Aquosa de Ferricianeto de Potassio 1% e Cloreto Férrico 2%.

Solugao A: solugéo aquosa de ferricianeto de potassio 1%.

Solugao B: solugédo aquosa de cloreto férrico 2%.



Para a borrifagdo da cromatoplaca foi preparada uma solugéo (1:1) de A e B.
Reagente usado para a deteccdo de taninos (manchas de coloragao negra

azulada ou negra esverdeada) (65).

43 MICRORGANISMOS USADOS

- Cepas padrbées de bactérias e fungos do American Type Culture Collection,
da Colecgéao de Cultura Tropical da Fundagao André Tosello (CCT) e do Laboratdrio
Bio-RJ.

4.3.1 Bactérias

Staphylococcus aureus ATCC 13709, Streptococcus pyogenes (ATCC
19615), Streptococcus epidermidis (LTAT 232), Streptococcus mutans (ATCC
25175), Salmonella typhimurium (ATCC 19430), Salmonella typhi (LTVE 987),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27736),
Escherichia coli (ATCC 11229), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Proteus
mirabilis (ATCC 25933), Serratia marcescens (LTF 658), Enterobacter aerogenes
(ATCC 13048), Enterobacter cloacae (LTKa 159) e Neisseria gonhorreae (ATCC
49226).

4.3.2 Fungos

Trichoderma aureoviridae CCT 4567, Candida parapsilosis CCT 3438, Mucor
hiemalis CCT 2235, Rhizopus sp CCT 3248, Geotrichum candidum CCT 1205,
Penicillium sp CCT 2147, Candida parapsilosis CCT 3438, Aspergillus fumigatus
CCT 1277, Candida albicans ATCC 10231, Cryptoccoccus neoformans,
Epidermophyton floccosum (Hartz) Lang & Miloch URM 4799, Trichophyton rubrum
ATCC 5202 e Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533.



4.4 PARTE EXPERIMENTAL

44.1 Estudo Fitoquimico de Jacaranda cuspidifolia Mart.

4.4.1.1 Coleta e Identificagdo do Material Vegetal

As cascas, folhas e caule de Jacaranda cuspidifolia Mart. foram coletadas em
novembro de 2006, 2007 e 2008 numa area de cerrado, em Aquidauana (MS), entre
as coordenadas 20°26'46s s e 55° 47’ 14s w, com altitude de 149 m.

O material vegetal foi identificado pela botanica Dra. Ubirazilda Maria Resende
e uma amostra foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (HMS), sob o numero 11923.

441.2 Preparo do Material Vegetal e dos Extratos Hexanicos e Metandlicos

As cascas, folhas e caule de Jacaranda cuspidifolia Mart., separadamente,
foram secos em estufa de circulacao forcada de ar com temperatura aproximada de
40 °C, durante trés dias. Posteriormente, o material vegetal foi pulverizado em
moinho de facas.

Cerca de 2000 g de cascas, 1200 g de folhas e 740 g do caule foram
macerados a frio, inicialmente com hexano e, depois, com metanol.

Os respectivos solventes foram renovados a cada trés dias, durante um periodo
de 2 meses, para cada solvente (Figura 3).

Os extratos hexanico e metandlico foram concentrados em evaporador
rotatério, a temperatura de 60 °C, sob pressao reduzida.

Os extratos foram transferidos para frascos tarados e mantidos a temperatura
ambiente, por no minimo 72 horas, para evaporagao total do solvente.

Os extratos secos foram pesados e os rendimentos em extrativos foram

calculados (Tabela 4).



Material Vegetal

Hexano (500mL); 3x3 dias; 2 meses

Extrato
Hexénico (EH)

Metanol (500mL); 3x3 dias; 2 meses

Extrato Metanodlico Torta Il

(EM)

Figura 3 - Obtencao dos extratos hexanicos (EH) e metandlicos (EM) do material vegetal de
Jacaranda cuspidifolia Mart.

Partes Massa do Rendimento (%) Rendimento (%)
da Planta Material Vegetal (g) EH EM
Cascas 2000 0,18 7,65
Folhas 1200 0,83 11,30
Caule 740 0,12 13,40

Tabela 4 — Rendimento dos extratos hexanicos (EH) e metandlicos (EM) obtidos por maceragéo a frio
de Jacaranda cuspidifolia Mart.

4.4.1.3 Perfis Cromatograficos dos Extratos de Jacaranda cuspidifolia Mart.

4.4.1.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para os perfis cromatograficos em Cromatografia de Camada Delgada (CCD),
aproximadamente 5-10uL de amostras do extrato metandlico das cascas, caule e
folhas de Jacaranda cuspidifolia foram aplicadas em cromatoplacas. De acordo com
a pesquisa da classe de metabdlitos foram utilizados os sistemas de eluigcao

propostos por Wagner et al. (65).
Os cromatogramas foram observados sob luz visivel e ultravioleta no

comprimento de onda de 254 nm, antes da utilizacao dos reveladores quimicos.



Foram obtidos os perfis cromatograficos para a avaliagcdo de taninos,
flavonoides, antraquinonas, naftoquinonas, antronas, antrandis, terpenos,
esteroides, alcaloides e saponinas.

As condigdes cromatograficas e as caracteristicas dos compostos a serem

pesquisados encontram-se descritos abaixo.

- Pesquisa de Taninos

Fase estacionaria (FE): silica gel F2s4, sobre placa de aluminio.

Fase movel (FM): acetato de etila: acido férmico: acido acético: agua
(100:11:11:27).

Revelador: mistura das solugdes de ferricianeto de potassio 1% e cloreto
férrico 2%, na proporgao de 1:1.

Amostra de referéncia: catequina e acido tanico.

Taninos: manchas de coloragdo negro-azulada ou negro-esverdeada.

- Pesquisa de Geninas Flavénicas

Fase estacionaria (FE): silica gel F2s4, sobre placa de aluminio.

Fase moével (FM): cloroférmio:acetato de etila (60:40).

Revelador: solugéo etandlica de cloreto de aluminio a 2% e aquecimento a
100 °C por 5 minutos.

Amostra de referéncia: quercetina.

Geninas flavénicas: manchas de coloragdo amarela (visivel) e fluorescéncia

amarelo-esverdeada (UV2s4).

- Pesquisa de Heterosideos Flavbnicos

Fase estacionaria (FE): silica gel F2s4, sobre placa de aluminio.

Fase movel (FM): acetato de etila: acido formico: acido acético: agua
(100:11:11:27).

Revelador: solugao etandlica de cloreto de aluminio a 2% e aquecimento a

100 °C por 5 minutos.



Amostra de referéncia: rutina.
Flavonoides: manchas de coloragdo amarela (visivel) e fluorescéncia

amarelo-esverdeada (UV2s4).

Pesquisa de Geninas Antraquinbnicas e Naftoquinonas

Fase estacionaria (FE): silica gel F2s4, sobre placa de aluminio.

Fase movel (FM): tolueno:acetona:cloroférmio (40:25:35).

Revelador: solugdo metandlica de hidroxido de potassio a 5% e aquecimento
a 100 °C por 5 minutos.

Amostra de referéncia: lapachol, a-lapachona e 3-lapachona.

Antraquinonas e naftoquinonas: manchas de coloragéo laranja a vermelho
(visivel) e fluorescéncia laranja a vermelho (UV2sy4).

Antronas e Antréis: manchas de coloragdo amarela (visivel) e fluorescéncias

laranja a vermelho (UV s4).

Pesquisa de Terpenos e Esteroides

Fase estacionaria (FE): silica gel F2s4, sobre placa de aluminio.

Fase movel (FM): hexano:acetato de etila (1:1)

Revelador: solugdo de vanilina sulfurica ou reagente de Liebermann -
Burchard com aquecimento a 100 °C por 5 minutos.

Amostra de referéncia: acido betulinico e sitosterol.

Terpenos e esteroides: reveladas com vanilina, manchas de colorag&o rosa;
com o reagente de Liebermann — Burchard, manchas marrons ou cinzas

(visivel) e fluorescéncia laranja a vermelho (UV2s4).

Pesquisa de Saponinas

Fase estacionaria (FE): silica gel F2s4, sobre placa de aluminio.

Fase movel (FM): cloroférmio: acido acético: metanol: agua (15:8:3:2).
Revelador: sulfato cérico e aquecimento a 100 °C por 5 minutos.
Amostra de referéncia: aescina

Saponinas: manchas de coloragdo amarela - acinzentada.



- Pesquisa de Alcaloides

Fase estacionaria (FE): silica gel F2s4, sobre placa de aluminio.

Fase moével (FM): acetato de etila: acido formico: acido acético: agua: butanol
(50:7:3:10:30).

Revelador: Reagente de Dragendorff.

Amostra de referéncia: quinina e atropina.

Alcaloides: manchas de cor marrom ou alaranjada.

4.4.1.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Fitoquimica, da
Faculdade de Farmacia, da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizou-se o cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia Waters®, composto de injetor automatico, modelo 2695,
com sistema operacional computadorizado com software Empower e detector de
arranjos de diodos (DAD), modelo 2996, bomba modelo L-62002, integrador modelo
C-R4A. Coluna para CLAE ODS C-18 LiChrospher® (125 x 4,0 mm, 5um), Merck e
pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5 um).

As amostras foram pesadas em frascos da marca Eppendorf e solubilizadas em
metanol grau CLAE na concentragdo de 10 mg/mL para os extratos metandlicos da
casca (EMC), da folha (EMF) e do caule (EMCa) e 1 mg/mL para as substancias de
referéncia.

As amostras foram filtradas em microfiltros com membrana PTFE modificada
para filtracdo de solventes organicos e aquosos 0,45 ym, 13 mm. Aliquotas de 10 pL
das amostras foram injetadas de modo automatico a uma temperatura de 40 °C e
uma velocidade de fluxo de 1 mL/min.

A deteccédo foi realizada em detector de arranjo de diodos a A 210 nm.
Espectros de UV em comprimentos de onda de 210 a 400 nm foram obtidos on line
para identificacdo de cada pico.

Em fungdo da complexidade da matriz oriunda de extratos vegetais, empregou-
se um sistema de eluigao exploratério, compreendendo um periodo longo de eluigao

em gradiente linear. A fase movel é composta de H,O (A): CH3CN (B) na proporgéao



inicial 95:5, com gradiente linear de 95 a 60% de A em 60 min., mantendo-se a
seguir, um curto periodo de elui¢cao isocratica (95% de CH3;CN, 5 minutos). (Tabela
5).

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 95 5
60 60 40
65 5 95
Tabela 5 - Sistema de Eluigao Exploratério empregado na obtengéo de perfis cromatograficos por
CLAE.

Manteve-se um intervalo de 10 minutos, apos cada corrida do programa de
eluicédo, para retorno as condigdes iniciais do gradiente, antes da injecédo de nova
amostra.

Em todas as etapas foram empregados solventes grau CLAE e agua pura.

4414 Fracionamento Preliminar do Extrato Bruto de Jacaranda cuspidifolia
Mart.

Cerca de 10g de extrato metandlico da casca foram solubilizados em 100 mL
de uma mistura metanol:agua (1:1), seguida da adig&o, inicial, de 3x50mL de
hexano, obtendo-se duas fragdes: a hidrometandlica e a fracido hexanica.

A fragado hidrometandlica foi, entdo, reduzida a 50% do volume inicial, em
rotaevaporador, a temperatura de 65 °C, para a evaporagao do metanol.

A fragcdo aquosa resultante, foi entéo, particionada com cloroférmio (3x50 mL),
obtendo-se as fragdes aquosa e cloroférmica.

O procedimento adotado na sequiéncia de particdo encontra-se representado
na Figura 4.

Os rendimentos das fragées encontram-se representados na Tabela 6.



Extrato Metandlico
da Casca (10g)

Metanol: H,0 (1:1) / Hexano (3x50mL)
[ ]

Fragao Fracao
Hexanica Hidrometanoélica

Concentrar/ Cloroférmio (3x50 mL)
[ ]

Fracao Fracao
Aquosa Cloroférmica

Figura 4 — Fracionamento preliminar do extrato metandlico das cascas de Jacaranda cuspidifolia
Mart.

Parte da Planta Fragdo Hexanica (%) Fracdo Aquosa (%) Fracdo Cloroférmica (%)

Casca 3,57 16,7 29,2

Tabela 6 — Rendimento das fragbes hexanica, aquosa e cloroférmica obtidas do extrato metandlico
das cascas de Jacaranda cuspidifolia Mart.

4415 Purificagao da Fragao Cloroférmica da Casca por CLAE-FR em Escala

Semi-Preparativa

A purificacdo e isolamento dos produtos majoritarios foram realizados no
Laboratério de Fitoquimica, da Faculdade de Farmacia, da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

Para a purificagdo por CLAE-FR da fracdo cloroféormica da casca de
Jacaranda cuspidifolia Mart. foi usado sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia Shimadzu®, em escala semi-preparativa, bombas mod. LC-8A, detector
UV-VIS mod. SPD-6AV e integrador CR4A, coluna semi-preparativa para CLAE
Zorbaz SB C — 18 (250 x 9,4 mm d.i., 5um) e uma Pré-coluna ODS 3263, do

fabricante Shimadzu, empregando-se gradiente linear.



A fase mével foi composta de H,O (A):CH3CN (B) na proporgao inicial 90:10,
com gradiente linear de 90 a 70% de A em 40 min., fluxo de 3 mL/min, a temperatura
ambiente e deteccado no UV A 220. Para as inje¢cdes foram pesados 25 mg da fragao
cloroférmica da casca e, apés a adi¢ao de 0,5 mL de metanol, grau CLAE, a solugao
obtida foi transferida para os tubos de Eppendorf e submetida a sonicagao durante 5
minutos, para uma melhor homogeneizagdo das amostras. Em seguida, as fragcbes
foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos. Os sobrenadantes (0,5 mL) foram
injetados de modo manual. Em todas as analises foi utilizada acetonitrila grau CLAE
e agua pura. O ar dos eluentes foi retirado por sonicagao durante 30 minutos, com

auxilio de vacuo.

Foram realizadas 15 injegcbes para obtencdo de 36,6 mg da substancia
denominada de 62, 42,8 mg da substéncia 63, 28,1 mg da substancia 64 e 45,8 mg
da substéncia 65. Essas substancias foram secas em pistola de secagem por 24 h e
armazenadas em dessecador com vacuo até sua caracterizacdo. Posteriormente
foram submetidas a CLAE-FR e andlise espectrométrica por RMN de 'H e de '°C,
espectroscopia na regido do UV e IV. O solvente utilizado para a RMN foi DMSO

deuterado e o padrao interno utilizado foi o tetrametilsilano (TMS).

Foi realizada a co-injecdo da substancia 62 com o padrdo do verbascosideo
66, obtido do Laboratério de Fitoquimica, Faculdade de Farmacia da UFMG. 150 uL
da solugdo metandlica da substancia 62 (5mg/mL) foi misturada a 50 uL da solugao
metandlica do verbascosideo 66 (1 mg/mL) e analisadas por CLAE-FR de acordo

com o item 4.4.1.3.2.

44.1.6 Fracionamento do Extrato Hexanico por Cromatografia em Coluna de
Silica Gel (CCS).

Inicialmente, 10 g do extrato hexanico da casca foram incorporados a 2,0 g de
silica gel 60, sendo depositados no topo de uma coluna, empacotada com 20 g de
silica gel. Procedeu-se, entdo, a eluicdo com solventes de polaridade crescente,
iniciando com hexano puro, seguido de hexano:diclorometano (1:9) e diclorometano

puro. Foram recolhidas fracdes de 10 mL para cada extrato.



As fragcbes foram reunidas de acordo com os seus perfis por CCD, resultando
em trés grandes fragdes: fragdo hexanica (5-13), fracao hexano:diclorometano (1:9)
(14-30) e fragao diclorometano (31-50).

A fragdo hexano: diclorometano da folha (1:9) apresentou-se como um sélido
branco e um rendimento de 18,5% (22,5mg). As demais fracdes apresentaram
rendimentos inferiores a 1%.

Esta fracdo foi submetida a analise espectrométrica por RMN de 'H, de *C e
DEPT 135.

O solvente usado foi cloroférmio deuterado (CDCI;) e o padrao interno
utilizado foi o tetrametilsilano (TMS).

Esta mesma fracdo foi submetida também a Analise Espectrométrica por

Cromatografia Gasosa (CG) acoplada a Espectroscopia de Massas (EM).



4.4.2 Ensaios Bioldgicos de Jacaranda cuspidifolia Mart.

4.4.2.1 Atividade Antioxidante

4.4.2.1.1 Atividade Sequestradora de Radicais pelo Método do DPPH (66).

- Preparo do Reagente DPPH 0,3mM

Pesou-se cerca de 6,0 mg de 2,2-difenil-1-picrilidrazila e dissolveu-se em 50
mL de metanol. A solucédo estoque de DPPH, entdo preparada, foi armazenada em

frasco ambar em ambiente escuro, a temperatura ambiente.

- Preparo dos Extratos, Fracées e do Padrao rutina

Para o preparo dos extratos brutos das cascas, folhas e caule e da fragao
cloroférmica da casca e do padrao rutina, foi adicionado 100 mL de metanol a 25 mg
de cada uma das amostras de maneira a se obter uma concentracao final de 250
ug/mL. As solugbes foram armazenadas em ambiente escuro, a temperatura
ambiente.

Apos o preparo destas solugdes, procedeu-se a diluicdo das amostras e do
padrdo com metanol de modo a obter as concentragdes finais de 5, 10, 25, 50, 125

ug/mL.

- Realizagdo do Ensaio de Seqlestro de Radicais DPPH, segundo Sies (66)

Neste modelo, foram adicionados 1,0 mL de solucido metandlica de DPPH
0,3mM a 2,5 mL das solu¢gdes metanolicas das amostras e do padréo rutina (5, 10,
25, 50, 125 e 250 pg/mL). As amostras foram mantidas em ambiente escuro e
aguardou-se o tempo de 30 minutos para a realizagao da leitura. Este procedimento
foi realizado em ftriplicata para cada uma das concentragdes das amostras e do
padrao rutina.

A absorbancia das amostras e do padrao foram lidas em comprimento de
onda de 517 nm em espectrofotdbmetro UV/Visivel Thermo Spectronic (AQA095109).



A capacidade de reduzir o radical DPPH (% de Atividade Antioxidante) foi
calculada utilizando a equacéo 1.

(% Atividade Antioxidante) = (A controle — A amostra) X 100 Equacao 1

(Acontrole)

Onde:
Acontrole: absorbancia da solugdo de DPPH sem a amostra e o padréo.

Aamostra: absorbancia da amostra e do padrédo com DPPH.

As médias dos percentuais da atividade antioxidante (%AAQ) das amostras e
do padrédo foram calculadas e o grafico da porcentagem de Atividade Antioxidante
versus concentragao foi construido para se obter a concentragao eficiente em 50%

(CEsp) por regressao linear.

4.4.2.1.2 Avaliacdo da Capacidade Antioxidante pelo Método do
Fosfomolibdénio (67).

- Preparo da Solugdo Reagente de Fosfomolibdénio

Para o preparo da solugao reagente de fosfomolibdénio foram dissolvidos 247
mg (4mM) de molibdato de aménio [(NH4)sM07024.4H,0], 168mg (28mM) de
diidrogenofosfafo de sédio (NaH>PO,4) e 1,6 mL de acido sulfurico (H2SO4) 0,6M em

volumes iguais de 50 mL de agua destilada.

- Preparo dos Extratos Brutos das Cascas e Folhas e do Padrdo Acido

Ascorbico

Os extratos metandlicos das cascas e folhase do padrdo acido ascérbico
foram preparados pela adigdo de 100 mL de metanol em cada uma das amostras
(C=250 pug/mL) e armazenadas em ambiente escuro, a temperatura ambiente. Apés
0 preparo, as amostras foram diluidas em metanol nas concentragdes finais de 5,
10, 25, 50 e 125 pg /mL.



- Preparo da Curva Analitica de Calibracdo de Acido Ascérbico

Para a obtencdo desta curva analitica, preparou-se uma solugao metandlica
de &cido ascérbico na concentragdo de 300ug/mL. A partir desta solugéo estoque,
procedeu-se a diluigdo com a adigcdo de metanol para fornecer as concentragbes de
7,5, 15, 60, 120, 180 e 240ug/mL (Figura 5).

Curva - Padrio do Acido Ascérbico

y = 0,0028x + 0,0003
R? = 0,9802

Absorbancia (ABS)
o
(9]
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[acido ascérbico] (ug/mL)

Figura 5 — Curva Analitica de Calibragdo do Acido Ascorbico pelo Método do

Fosfomolibdénio. (média das absorbancias; n=3).

- Realizagdo do Ensaio pelo Método do Fosfomolibdénio, segundo Prieto et al
(67)

A uma aliquota de 0,3 mL da solugédo contendo os extratos metandlicos das
cascas e folhas e o padrdo acido ascérbico, nas diferentes concentragdes, foram
adicionados 2,7 mL de solugao reagente de fosfomolibdénio.

A mistura foi incubada a 95 °C por 90 minutos e, apds resfriamento, a leitura
da absorbancia das amostras e do controle, em triplicata, foi realizada em
espectrofotdbmetro UV/Visivel Thermo Spectronic (AQA095109), no comprimento de
onda de 695 nm, em cubeta de quartzo, com 2 cm de caminho 6ptico.

A capacidade antioxidante total foi expressa em pug de acido ascorbico/g de

extrato.



4.4.2.1.3 Método de Varredura pelo Perdxido de Hidrogénio (68).

- Preparo da solugéo reagente de perdxido de hidrogénio 40 mM

Para o preparo da solugdo de perdéxido de hidrogénio 40 mM, foram
dissolvidos 280uL de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampéo fosfato 0,1 M e
pH =7.4.

A solugao tampao fosfato 0,1 M, pH=7,4 foi preparada pela mistura de 39,5
mL de diidrogenofosfato de sddio (NaH,PQO,4) 0,1 M com 50 mL de hidréxido de sédio
(NaOH) 0,2 M.

- Preparo dos Extratos Brutos das Cascas e Folhas

Para o preparo dos extratos brutos das cascas, folhas e do acido ascorbico
foram preparadas solugdes estoques em metanol na concentragdo de 250 pug/mL
(conservadas em ambiente escuro e a temperatura ambiente). A partir destas
solugdes foram preparadas as solugdes de trabalho, também em metanol (5, 10, 25,

50, 125 ug/mL), das amostras e do padrao acido ascorbico.

- Realizagdo do Ensaio de Varredura do Peroxido de Hidrogénio, segundo
Ruch et al (68).

A uma aliquota de 1,0 mL da solucéo contendo os extratos brutos da casca e
folha e o padréo, nas diferentes concentracdes, foi adicionada 0,6 mL de H,O; e 3.4
mL de solugao tampéao fosfato 0,1M.

As misturas foram incubadas por 10 minutos, a temperatura ambiente e, apos
este periodo foram realizadas as leituras das absorbancias em espectrofotdbmetro
UV/Visivel Thermo Spectronic (AQA095109) (A= 230nm), em cubeta de quartzo,
com 2 cm de caminho Optico. As andlises foram feitas em triplicatas.

A capacidade de sequestrar o radical peroxido de hidrogénio (% de Atividade

Antioxidante) foi calculada utilizando a equagao 2.



(Acontrole)

Onde:
Acontrole: absorbancia da solugdo tampao fosfato adicionado de H,O..

Aamostra: absorbancia da amostra e do padrao com H,0,.

As médias dos percentuais da atividade antioxidante (%AAQ) das amostras e
do padréao foram calculadas e o grafico da porcentagem de Atividade Antioxidante
versus concentragao foi construido para se obter a concentragao eficiente em 50%

(CEsp) por regressao linear.

4.4.2.1.4 Atividade Sequestradora de Radicais Hidroxila (69)

- Preparo da Solugdo Reagente

Para o preparo da solugédo reagente foram dissolvidos 23 mg (1,5 mM) de
sulfato ferroso, 320 mg (20mM) de salicilato de sbédio e 14 uL de peroxido de
hidrogénio (40mM) em volumes iguais de 100 mL de tampéao fosfato 0,1 M e pH
=7,4.

A solugao tampao fosfato 0,1 M, pH=7,4 foi preparada pela mistura de 39,5
mL de diidrogenofosfato de sddio (NaH,PQO4) 0,1 M com 50 mL de hidroxido de sédio
(NaOH) 0,2 M.

- Preparo dos Extratos Brutos das Cascas e Folhas e do Padrdo Acido

Ascorbico

Para o preparo dos extratos brutos das cascas, folhas e do acido ascorbico
foram preparadas solugdes estoques em metanol na concentragao de 250 ug/mL
(conservadas em ambiente escuro e a temperatura ambiente). A partir destas
solugdes foram preparadas as solugdes de trabalho, também em metanol (5, 10, 25,

50, 125 pug/mL), das amostras e do padréo acido ascorbico.



- Realizagdo do Ensaio de Seqliestro de Radicais Hidroxila, segundo Smirnoff
et al (69).

A uma aliquota de 1,0 mL da solugéo contendo os extratos brutos das cascas
e folhas e do padrao, nas diferentes concentracdes, foram adicionados 1,0 mL de
FeS04 (1,5 mM), 0,7 mL de H20, (6mM) e 0,3 mL de salicilato de sédio (20mM). As
misturas foram incubadas por 1 hora, a temperatura de 37 °C. As absorbancias de
formacado do complexo salicilato-hidroxilado foram realizadas em espectrofotometro
UV/Visivel Aquamate (Thermo Spectronic AQA095109), (A= 562 nm). As analises
foram feitas em triplicatas.

As médias dos percentuais da atividade antioxidante (%AAQ) das amostras e
do padréao foram calculadas e o grafico da porcentagem de Atividade Antioxidante
versus concentragao foi construido para se obter a concentragao eficiente em 50%

(CEsp) por regressao linear.

4.4.2.1.5 Determinagé&o do Conteudo de Flavonoides (70)

- Preparo da Solugdo Reagente

Preparou-se uma solugédo aquosa de nitrito de sédio (NaNO3) 5%, cloreto de
aluminio (AICIs. H,0) monoidratado 10% e hidroxido de s6dio (NaOH) 1M.

- Preparo dos Extratos Brutos das Cascas e Folhas

Para a realizagdo do ensaio, foram preparadas solucbes metandlicas
das cascas (25mg) e folhas (25mg) nas concentragbes de 5, 10, 25, 50, 125 e
250ug/mL.

- Preparo da Curva-Analitica de Calibragéo da Rutina

Para a obtengao desta curva analitica, preparou-se uma solugdo metandlica

de rutina na concentragéo de 250ug/mL. A partir desta solugédo estoque, procedeu-



se a diluicdo com a adicdo de metanol para fornecer as concentracoes de 5, 10, 25,
50 e 125 pg/mL (Figura 6).

Curva - Padrao da Rutina
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R%=1

Absorbancia (ABS)
o
[o2)

0 50 100 150 200 250 300
[Rutina] (ug/mL)

Figura 6 - Curva Analitica de Calibragdo da Rutina — Determinagao do Contetudo de

Flavonoides

- Realizagdo do Ensaio de Determinacdo do Contetido de Flavonoides,

segundo Jia et al (70).

A uma aliquota de 10 mL dos extratos metandlicos das cascas e folhas foi
adicionado 1,0 mL de nitrito de sddio 5%. Aguardou-se o tempo de 6 minutos. Em
seguida, adicionou-se 1,0 mL de cloreto de aluminio 10% e 10 mL de hidréxido de
sodio, de maneira a formar o complexo-flavonoide-aluminio em meio basico.

Aguardou-se o tempo de 15 minutos e a absorbancia do complexo aluminio-
flavonoide em meio basico foi medida em espectrofotémetro UV/Visivel Thermo
Spectronic (AQA095109), no comprimento de onda (A) de 510 nm. As analises foram
feitas em triplicatas.

A partir da concentragao (ug/mL) obtida utilizando-se a equagédo da curva
analitica, calculou-se a concentragdo em mg de rutina/mg da amostra. O conteudo

total de flavonoides foi expresso em mg de rutina/mg da amostra.



4.4.2.1.6 Determinagéo de Fendis Totais (Método de Folin — Ciocalteau) (71).

O Ensaio de Determinagao de Fendis Totais (Método de Folin — Ciocalteau)
foi realizado no laboratério de Analise Instrumental, da Universidade Catdlica Dom
Bosco, pelo grupo da professora Dra. Simone Palma Favaro.

- Preparo da Curva-Analitica de Calibracdo do Acido Galico

Para a obtencdo da curva-padrdo do acido galico, preparou-se uma solugao

aquosa de acido galico e, a partir desta, realizou-se as diluicdes de modo a fornecer

as seguintes concentragdes: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 e 10 ug/mL (Figura 7).

Curva - Padrio de Acido Galico
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Figura 7 - Curva-Analitica Padrao do Acido Galico. Método de Folin-Ciocaulteau.

- Realizagdo do Ensaio de Folin Ciocaulteau (FC), segundo Slinkard et al (71)

A uma aliquota de 5,0 mL dos extratos metandlicos das cascas e folhas foram
adicionados 5,0 mL do reativo de Folin-Ciocalteau diluido (1:10). A mistura foi
mantida em repouso por 8 minutos, em ambiente escuro.

Em seguida, foram acrescentados 4,0 mL de solugdo de carbonato de sodio
1% .

As amostras foram incubadas a temperatura de 50 °C, por 5 minutos.



As absorbancias foram medidas em espectrofotémetro UV/Visivel Aquamate
(Thermo Spectronic AQA095109), no comprimento de onda (L) de 765 nm. As
analises foram feitas em ftriplicatas.

O conteudo de fendis totais foi expresso em mg de acido galico/mg da

amostra.

4.4.2.1.7 Analise Estatistica dos Ensaios de Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo das
amostras e dos controles e foram comparados pelo Teste ANOVA pos-teste de

Bonferroni, quando P<0,05. O programa utilizado foi o BioEstat 5.0.

4422 Ensaio em Cromatografia de Camada Delgada para a detecgao de

Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase.

4.4.2.2.1 Preparo da Enzima Acetilcolinesterase (tipo VI-s, liofilizada, 426 U/mg)

A enzima foi dissolvida em tampao fosfato 0,1 M, pH = 8,0 de maneira a ser
obtida uma solucao estoque 1000 U/mL.

Posteriormente, a solucdo estoque foi diluida com tampao fosfato para a
obtencdo de solugao 5 U/mL, concentracdo definida anteriormente como adequada

para o ensaio em CCD.

4.4.2.2.2 Preparo da Solugdo Reagente de lodeto de Acetilcolina (ATCI) e acido
5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB).

Foram preparadas, em tampéao fosfato 0,1M pH=8, solucbes de lodeto de
Acetilcolina (ATCI) 1mM e acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 1mM. Esta

solucao foi armazenada até o momento do uso, a temperatura ambiente.



4.4.2.2.3 Realizagdo do Ensaio de Inibicdo de Acetilcolinesterase, segundo Ellman

et al (72) e Ingkaninan et al (73).

Resumidamente, os extratos hexanicos e metandlicos das cascas, folhas e do
caule, na concentragao de 1 mg/mL, foram dissolvidos em metanol.

Aproximadamente 1,5-2 uL das amostras foram aplicadas nas cromatoplacas
de silica gel 60 Fas4 (Merck) e eluidas com hexano:acetato de etila (9:1).

A revelagao das placas foi feita com solugdo de DNTB: ATCI 1:1. Em seguida,
as cromatoplacas foram pulverizadas com a solugéo de acetilcolinesterase.

As substancias que apresentaram agao anticolinesterasica foram aquelas que
forneceram, apds 5 minutos, manchas brancas sobre fundo amarelado, comparaveis

aquela do padrao fisostigmina.

4.42.3 Atividade Antibacteriana

4.4.2.3.1 Microrganismos

- Gram Positivos

Staphylococcus aureus ATCC 13709, Streptococcus pyogenes (ATCC
19615), Streptococcus epidermidis (LTAT 232) e Streptococcus mutans (ATCC
25175).

- Gram Negativos

Salmonella typhimurium (ATCC 19430), Salmonella typhi (LTVE 987),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27736),
Escherichia coli (ATCC 11229), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Proteus
mirabilis (ATCC 25933), Serratia marcescens (LTF 658), Enterobacter aerogenes
(ATCC 13048), Enterobacter cloacae (LTKa 159) e Neisseria gonhorreae (ATCC
49226).



4.4.2.3.2 Preparo do Inéculo Inicial

Suspensdes bacterianas foram inoculadas em caldo Mueller — Hinton
(Acumedia) até atingir uma densidade 6ptica de 0,5 na Escala de MacFarland.

Uma vez preparados, aguardou-se o tempo de 4 horas até o crescimento e
realizou-se a semeadura das bactérias em Agar Muller Hinton (Acumedia),preparado

segundo padrdes microbiologicos.

4.4.2.3.3 Realizagdo do Ensaio de Atividade Antibacteriana, segundo Bauer et al
(74).

Os microrganismos foram semeados em placas de Petri contendo Agar
Mueller-Hinton. Em cada placa foram utilizados trés discos de papel Watmann n° 2,
com didmetro de 0,6 mm, previamente autoclavados, impregnados com 20 pL das
amostras (Concentragdo = 100 mg/mL).

Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C e, apds 24
horas, foi avaliada a atividade antibacteriana pela medida do halo de inibicdo do
crescimento bacteriano. Os ensaios foram feitos em triplicatas.

Os controles positivos usados foram discos padrdes de tetraciclina (Chemco),
cloranfenicol (Chemco), penicilina (Chemco), gentamicina (Chemco) e cefalotina
(Chemco). Os veiculos usados foram hexano, metanol e cloroférmio.

As medidas dos halos de inibicdo das amostras e dos controles positivos
foram expressos em média + desvio padrao e foram comparados pelo Teste ANOVA

pos-teste de Bonferroni, quando P<0,05. O programa utilizado foi o BioEstat 5.0.

4424 Concentragdo Minima Inibitoria (CMI)

Para as amostras que apresentaram atividade antibacteriana pelo Método de
Difusdo em Agar (75) foi determinada a Concentragdo Minima Inibitéria.

As amostras foram diluidas em caldo Muller — Hinton (faixa de concentragao
de 6 a 100 mg/mL) e inoculadas no meio contendo as suspensdes padronizadas dos
microrganismos, segundo a escala de Macfarland.

As amostras foram incubadas a 37 °C, em estufa bacterioldgica, por 24 horas.

Apoés este periodo, procedeu-se a determinagdo da CMI que representa a mais



baixa diluicdo da amostra em teste que conseguiu inibir o crescimento dos
microrganismos (75).

As medidas de Concentragao Minima Inibitéria foram expressas em média +
desvio padréao e foram comparados pelo Teste t de Student. O programa utilizado foi
o BioEstat 5.0.

4425 Atividade Antimicobacteriana “in vitro”

O Ensaio de Atividade Antimicobacteriana foi realizado na Universidade
Estadual Julio de Mesquita Filho (Araraquara) pelo grupo da professora Dra. Clarice

Queico Leite Fujimura.

4.4.2.5.1 Microrganismo usado

Foi usada para a realizacdo da atividade antimicobacteriana, a cepa padrao
Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv ATCC 27294.

4.4.2.5.2 Preparo do Inéculo

Cultura confluente crescida no meio de Lowestein-Jensen (LJ) da cepa padrao
de Mycobacterium tuberculosis H3;RVATCC 27294 foi mantida sob refrigeragcao até o
momento do uso.

Para o ensaio foi retirada uma alcada que foi semeada no meio de Middlebrook
7H9 com incubacgéo por 10 dias.

A cultura foi diluida até a turvagao correspondente a turvacdo do tubo 1 da
escala de MacFarland e a partir desta, realizada a diluicdo de 1:25 que foi

empregada como suspensao inoculante.
4.4.2.5.3 Bioensaio de Atividade Antimicobacteriana, segundo Franzblau et al (76)
Para determinar a atividade antimicobacteriana a partir da solugdo estoque, as

amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSQ) para obter concentragdes de

4000 a 62,5 pug/mL. A atividade foi determinada em triplicata utilizando microplacas



estéreis de 96 pogos (Falcon 3072; Recton Dickinson, Lincoln Park, NJ) e o método
do Alamar Blue (MABA), segundo Franzblau (78).

A Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) foi definida como a menor
concentragéo da droga capaz de prevenir a alteracdo de cor do reagente Alamar
Blue (Acccumed International, Westlake, Ohio) de azul para rosa.

A cor azul no pogo foi interpretada como auséncia de crescimento da
micobactéria e a cor rosa como de viabilidade e multiplicagdo bacilar.

O Controle Positivo usado foi a Isoniazida (Merck), na concentragdo de
0,03ug/mL.

44.2.6 Atividade Antifungica

4.4.2.6.1 Microrganismos usados

Trichoderma aureoviridae CCT 4567, Candida parapsilosis CCT 3438, Mucor
hiemalis CCT 2235, Rhizopus sp CCT 3248, Geotrichum candidum CCT 1205,
Penicillium sp CCT 2147, Candida parapsilosis CCT 3438, Aspergillus fumigatus
CCT 1277, Candida albicans ATCC 10231, Cryptoccoccus neoformans,
Epidermophyton floccosum (Hartz) Lang & Miloch URM 4799, Trichophyton rubrum
ATCC 5202 e Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533.

4.4.2.6.2 Preparo do Inoculo

Suspensbes dos microrganismos acima citados foram preparadas de modo a
se obter um nimero aproximado de células iguais a 5.10° UFC (Unidades
Formadoras de Colbnias). A contagem de células foi feita nos 4 quadrantes
superior esquerdo e direito; inferior esquerdo e direito na Camara de Neubauer.

Os meios de cultura usados para a semeadura dos fungos foram o Agar
Sabouraud (VETEC) e Agar Batata-Dextrose (BDA) (VETEC), preparados conforme

procedimentos microbiologicos.



4.4.2.6.3 Ensaio de Atividade Antifungica — Método de Difusdo em Agar, segundo
Smania et al (77)

Os microrganismos foram semeados em placas de Petri contendo Agar
Sabouraud e Agar Batata-Dextrose. Em cada placa foram utilizados trés discos de
papel Watmann n°2, com didmetro de 0,6 mm, previamente autoclavados,
impregnados com 20 yL das amostras (concentragao 100 mg/mL).

Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C e, apds 24
horas, foi avaliada a atividade antifungica pela medida do halo de inibicdo do
crescimento bacteriano. Os ensaios foram feitos em triplicatas.

Os controles positivos usados foram os antifungicos padrées Anfotericina B
(CHEMCO), Clotrimazol (CHEMCO), Itraconazol (CHEMCO), Cetoconazol
(CHEMCO), Miconazol(CHEMCO) e Nistatina (CHEMCO).

Os veiculos usados foram o hexano, metanol e cloroférmio.

4427 Atividade Anti-inflamatoria

O Ensaio de Atividade Antiinflamatdria foi realizado no laboratério de
Farmacologia, da Universidade Catdlica Dom Bosco, pelo grupo da professora Dra.

Susana Elisa Moreno.

4.4.2.7.1 Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BI/6 machos
pesando 18-22g, provenientes do biotério da UCDB.

Os animais foram mantidos sob condigdes de temperatura (23 — 25 °C) e ciclo
claro/escuro controlados, com livre acesso a ragao e agua.

Os protocolos utilizados para estes experimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica da Universidade Catdlica Dom Bosco (processo nimero 058/08)

(Anexo A: Aprovacéo do Comité de Etica).



4.4.2.7.2 Pré-tratamentos dos animais com os extratos

Os camundongos foram pré-tratados com diferentes concentragbes dos extratos
hexanicos e metandlicos das cascas e folhas de Jacaranda cuspidifolia Mart. (3%, 5%

e 10%) por via subcutanea 15 minutos antes da inje¢éo do estimulo inflamatério.

4.4.2.7.3 Modelo de Inflamagéao

Para avaliar os efeitos antiinflamatoérios das amostras foi utilizado o modelo
experimental de inflamagdo de migracao de neutréfilos para a cavidade peritoneal

induzida por carragenina (78).

4.4.2.7.4 Modelo de Migragcdo de Neutrdfilos para a cavidade peritoneal induzida por

Carragenina

A migragédo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos pré -
tratados com o veiculo ou com as amostras foram avaliadas em intervalos de 6 horas,
apos a injecgao intraperitoneal de 500ug de carragenina.

Os animais foram sacrificados e a cavidade peritoneal lavada com 3 mL de
PBS/ EDTA K3 (15%).

A partir do exsudato foram feitas as contagens total e diferencial das células

presentes no lavado.

4.4.2.7.5 Contagem Total de Neutrofilos

A contagem total foi realizada em camara de Newbauer e expressa como n° de

células x 10%/ mL.

4.4.2.7.6 Contagem Diferencial de Neutrofilos

A contagem diferencial de leucdcitos a partir dos exudatos foi feita através do

esfregaco em Iaminas coradas em corante panatico rapido (Diff Quik).



As células foram examinadas em microscépio Optico através da objetiva de
imersdo (aumento de 1000 vezes), onde foram contadas 100 células por lamina,
diferenciando-se trés tipos celulares: neutrdfilos, eosindfilos € mononucleares.

A quantidade de cada tipo celular presente na cavidade peritoneal foi calculada
pela percentagem dessas células contadas nos esfregacos e pela quantidade de
células totais obtida na contagem total.

Os resultados foram expressos como n° de cada tipo celular x 108/ mL.

4.4.2.7.7 Anélise Estatistica
Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo das

amostras e dos controles e foram comparados pelo Teste ANOVA pos-teste de

Bonferroni, quando P<0,05. O programa utilizado foi o GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 ESTUDO FITOQUIMICO DOS EXTRATOS BRUTOS DE Jacaranda
cuspidifolia Mart.

5.1.1 Analise Qualitativa Preliminar dos Extratos Brutos de Jacaranda
cuspidifolia Mart. por CLAE - FR

O perfil cromatografico dos extratos metandlicos das cascas, folhas e caule
foram obtidos por CLAE — FR. Esse perfil € denominado de “impresséao digital” e tem
por objetivo registrar a composi¢cdo quimica analitica qualitativa de uma determinada
espéecie.

Para esta andlise foi usada uma eluigdo exploratéria, empregando gradiente
de acetonitrila/agua como eluente (item 4.4.1.3.2; pag. 41).

Observou-se que, nos cromatogramas, os extratos metandlicos das cascas
(Figura 8A), folhas (Figura 8B) e caule (Figura 8C) de Jacaranda cuspidifolia Mart.
apresentaram perfis cromatografico semelhantes com o predominio de picos com
tempos de retencdo entre 20-30 minutos, correspondentes a substancias de média
polaridade. Os picos, denominados de 62, 63, 64 e 65 sdo comuns aos trés extratos.

Os tempos de retengdo dos compostos 62, 63, 64 e 65 e os espectros de UV
obtidos on line encontram-se resumidos na Tabela 7 e na Figura 9, respectivamente.
217,8, 250, 290 e 330,4 nm para os picos 1, 3 e 4 e 217,8, 250, 290 e 325,7 para o

pico 2.
Compostos Tempo de Retengdo (min) Dados de UV (A nm)
62 21,02 217,8, 250, 290 e 330,4
63 23,10 217,8, 250, 290 e 325,7
64 27,14 217,8, 250, 290 e 330,4
65 30,82 217,8, 250, 290 e 330,4

Tabela 7 — Tempos de retengédo (em minutos) e maximos de absorgao no espectro de UV dos
compostos 1, 2, 3 e 4. Condi¢gdes Cromatogréficas: vide parte experimental (item 4.4.1.3.2; pag. 41).
Os espectros no UV obtidos on line para os picos majoritarios dos
cromatogramas, 62, 63, 64 e 65 utilizando detector de DAD, sugerem a presenga de

substancias fendlicas compativeis com os derivados fenilpropanoides (Figura 9).
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brutos foram obtidos

Visando tentar identificar as provaveis substancias presentes nos extratos

perfis cromatograficos, utilizando as mesmas condi¢cdes

cromatograficas dos extratos brutos, com as seguintes substancias de referéncia:

verbascosideo, acido cafeico, acido ferulico, kaempferol, quercetina, rutina, B-

sitosterol, lupeol, a-lapachona, B-lapachona e lapachol (Figura 10 A-K).

E importante ressaltar que o pico 62 foi registrado na mesma regiéo do pico

padrdo do verbascosideo 66, com tempo de retencdo igual a 21,08 minutos,

indicando novamente a possivel presenga de fenilpropanoides glicosilados derivados

do verbascosideo 66 (Figura 10A).

Os cromatogramas dos extratos metandlicos das cascas, folhas, caule e da

fracdo cloroférmica de Jacaranda cuspidifolia Mart. indicaram auséncia de picos

correspondentes ao acido ferulico (B), acido cafeico (C), B-sitosterol (D), kaempferol

(E), lupeol (F), a-lapachona (G), B-lapachona (H), lapachol (l), quercetina (J) e rutina

(K) (Figura 10 A-K).
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Figura 10- Cromatograma do verbascosideo (A), acido ferulico (B), acido cafeico (C), B-sitosterol (D),
kaempferol (E), lupeol (F), a-lapachona (G), B-lapachona (H), lapachol (I), quercetina (J), rutina (K) e
seus respectivos espectros de UV obitdos on line por detector DAD, (A=210 nm). Condigbes

Cromatograficas: vide parte experimental (item 4.4.1.3.2; pag.41).

5.1.2. Prospeccao Fitoquimica dos Extratos

Os extratos metandlicos brutos das cascas, folhas e caule foram analisados
quanto a presencga de taninos, flavonoides, antraquinonas, naftoquinonas, antronas,
antrandis, terpenos, esteroides, alcaldides e saponinas.

A prospeccao fitoquimica dos extratos metandlicos das cascas, caule e folhas
de Jacaranda cuspidifolia detectou a presenga de taninos, flavonoides,
naftoquinonas, antronas, terpenos, esteroides, alcaloides, saponinas, mas nao
detectou a presenca de compostos da classe das antraquinonas (Tabela 8).

Varias classes de substancias quimicas tém sido isoladas de espécies
pertencentes a familia Bignoniaceae, tais como: &acidos graxos, acgucares,
antocianinas, terpenos, alcal6ides, taninos, flavonoides, lignanas, compostos

fendlicos e iridoides (41).

Assim, os resultados da prospeccgao fitoquimica obtidos para os extratos
metandlicos das cascas, caule e folhas de J. cuspidifolia vém corroborar os dados ja

descritos na literatura para a familia Bignoniaceae.
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Classes de Extrato Metandlico da Extrato Metandlico Extrato Metandlico

Substancias Casca da Folha do Caule
Taninos + + +

Flavonoéides + + +

Antraquinonas

Naftoquinonas + + +
Antronas + + +
Terpenos + + +

Esteroides + + +
Alcaldides + + +
Saponinas + + +

Tabela 8 — Prospeccéo Fitoquimica dos Extratos Metandlicos das cascas, folhas e caule de

Jacaranda cuspidifolia Mart. (+) presenga; (-) auséncia

5.1.3 ldentificagcdao de substdncias presentes no extrato hexanico das folhas

(EHF) de Jacaranda cuspidifolia Mart.

A partir do fracionamento do extrato hexanico da folha por cromatografia em
coluna de silica gel, obteve-se uma mistura de hidrocarbonetos, que se apresentou
como um solido branco e oleoso (16 mg) soluvel em hexano e diclorometano puro.

A analise da fragdo hexano-diclorometano do extrato hexanico das folhas de
J. cuspidifolia por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas permitiu a
identificagdo de uma série homdéloga de hidrocarbonetos saturados, com 15, 17 e 20

atomos de carbono em diferentes proporgdes (Tabela 9, Figuras 11 A e B).
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Figura 11 — Cromatograma da mistura de hidrocarbonetos isolados do extrato hexanico das folhas J.
cuspidifolia (A) e da mistura de hidrocarbonetos utilizados para a construgédo da curva analitica de
calibragao (B). Condi¢des cromatograficas: vide parte experimental (item 4.4.1.6, pag.44).

A identificacdo das substancias foi realizada pela andlise do padrdo de
fragmentacdo dos espectros de massas de cada substancia da mistura de
hidrocarbonetos. Caracteristicamente esses espectros mostraram fragmentagdes
com decréscimo de 14 u.m.a. (Figuras 12 A, B e C).

Além disso, a identificacdo foi realizada pela comparacdo dos respectivos
espectros de massas com o banco de dados do CG/MS (Computer databank of
National Institute for Standard Technology—NIST-62,235 compounds) e com dados
da literatura cientifica (79).

Como nao foi possivel a obtencdo do pico do ion molecular, para a
confirmacdo da identidade dos hidrocarbonetos presentes na mistura, construiu-se
uma curva analitica de calibragdo com uma série homodloga de hidrocarbonetos de
C-9 a C-26, (Tr x n° de atomos de carbono), nas mesmas condi¢ées da andlise da
mistura de hidrocrboneto, cuja equagado da reta é y = 1,2216x — 7,1854 e o R? = 0,99
(Figura 11A e B).
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N° de atomos de carbono TR Porcentagem m/z M*
(%) Sinal base
15 25,37 19,26 43 -
17 27,98 55,74 43 -
20 31,69 19,30 43 -

Tabela 9 — Hidrocarbonetos da fragdo hexano-diclorometano do Extrato Hexanico das folhas de J.

cuspidifolia.
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Figura 12 — Espectros de massa da mistura de hidrocarbonetos de 15C (A), 17C (B) e 20C (C).

O espectro de RMN'H (CDCl; — 200MHz) do sélido mostrou na regido de &
0,60 a 2,3 uma grande quantidade de sinais atribuidos aos hidrogénios metilicos e
metilénicos da cadeia alifatica dos hidrocarbonetos (Figura 13).

No espectro de RMN'C (CDCl; — 75MHz) foram observados os seguintes
sinais: em 814,05 atribuidos aos carbonos metilicos e em & 31,88, 29,65, 29,32 e 22,
64 atribuidos aos carbonos metilénicos (Figura 14).

No espectro de DEPT 135 foram observados sinais caracteristicos em 6 14,54
equivalentes aos carbonos metilicos e em 6 23,12, 29,80, 30,14 e 32,36 atribuidos

aos carbonos metilénicos (Figura 15).
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Figura 13 - Espectro de RMN'H da mistura de hidrocarbonetos (CDCl; — 200MHz).
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Figura 14 - Espectro de RMN™C da mistura de hidrocarbonetos (CDCl; — 200MHz).
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Figura 15 — DEPT 135 da mistura de hidrocarbonetos (CDCl; — 200MHz).

Os hidrocarbonetos com numero impar de atomos de carbonos foram
identificados em maior concentragao na fracdo hexano-diclorometano do extrato
hexano das folhas de Jacaranda cuspidifolia (75%), sendo o heptadecano a

substancia majoritaria (55,74%).

5.2 ESTUDO FITOQUIMICO DA FRACAO OBTIDA DO EXTRATO DA CASCA
DE Jacaranda cuspidifolia Mart.

5.2.1 Anadlise da Fragcao Cloroférmica da Casca de Jacaranda cuspidifolia Mart.

por CLAE - FR Semi-Preparativa

A partir das analises obtidas por CLAE-FR dos extratos brutos observou-se
que os picos, denominados 62, 63, 64 e 65 sao majoritarios e comuns aos extratos
metandlicos da casca, do caule e das folhas de J. cuspidifolia (Figura 8 A-C, p.64) e
que no extrato metandlico da casca esses picos apresentam uma maior area.

Portanto, optou-se por isolar essas substancias desse orgao vegetal.
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Na analise por CLAE, a quantidade de substancias presente nos extratos é
diretamente proporcional area dos picos nos cromatogramas. Assim, observou-se
que as substancias 62, 63, 64 e 65, consideradas polares, no extrato metandlico da
folha, apresentou menor area quando comparado ao extrato metandlico do caule e
da casca.

Com o objetivo de pré purificar o extrato metandlico da casca, o mesmo foi
dissolvido em uma mistura de metanol:agua (1:1) e, em seguida, foi fracionado com
hexano, seguido de cloroférmio, resultando nas fragcdes hexanica, cloroférmica e
aquosa.

O perfil da fracao cloroférmica das cascas mostrou a predominancia de 4
picos, com tempos de retengao de 21,02 (62), 23,10 (63), 27,14 (64), 30,82 (65) min.
(Figura 16). Os espectros de ultravioleta obtidos on line para esses picos indicaram
absorcdo em comprimento de onda similar e na faixa de 217,8, 250, 290 e 330,4 nm
para os picos (62), (64) e (65) e na faixa de 217,8, 250, 290 e 325,7 nm para o pico
(63) (Figura 17).
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Figura 16 - Cromatogramas da fragdo cloroférmica das cascas de J. cuspidifolia Mart. obtidos por

CLAE-FR, (A=210 nm). Condi¢des cromatograficas: vide parte experimental (item 4.4.1.5; p.43).
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Figura 17 — Espectro de varredura no UV pelo detector de DAD para os picos majoritarios (62, 63, 64

e 65) dos cromatogramas da fragao cloroférmica da casca de J cuspidifolia Mart.
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Estes comprimentos de onda sdo compativeis com fenilpropanoides
glicosilados. O Vebascosideo 66 foi analisado como composto de referéncia nas
mesmas condi¢des dos extratos (Figura 10A; pag.66).

Seu cromatograma apresentou pico com tempo de retencédo de 21,80 min e
espectro no ultravioleta com comprimento de onda maximo de 217,8, 250, 290 e
330,4 nm, levando a conclusdo que as principais substancias presentes na fracao

cloroférmica das cascas de Jacaranda cuspidifolia pertencem a essa classe.

5.2.2 Identificagdo da fracao referente ao pico 62 por co-injegdo com padrao

de verbascosideo 66 em CLAE-FR.

A co-injecao confirmou que a substancia 62 é o verbascosideo 66, pois como
pode ser observado no cromatograma mostrado na Figura 16, registrou-se um pico
majoritario com tempo de retengdo aproximado de 23,871 min (area aproximada de
72% do cromatograma). Além disso, os espectros no UV obtidos on line também séo
iguais, apresentando os mesmos maximos de absorgao (Figura 18).

O sistema de eluigdo utilizado foi agua e acetonitrila adicionados de acido
fosforico a 1%. Por esta razdo, os tempos de retengcdo obtidos das substancias

isoladas foram diferentes dos tempos de retencao dos extratos.
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Figura 18 — Cromatograma do verbascosideo 66 (A), da co-injegao substancia 62 e verbascosideo

(B) e da substancia 62 (C), (A=210 nm). Condigbes Cromatograficas: Sistemas de eluigao:

agua/acetonitrila adicionada de acido fosforico 1%. Espectros no UV obtidos on line. Vide parte

experimental (4.4.1.5; p.43).

Contudo, os dados espectrais de RMN 1H, 13C, COSY, HMBC, HMQC e IV
obtidos para a substancia 62 nao foram conclusivos, tornado dificil a caracterizagao

deste composto. A confirmacdo da substancia 62 ser o verbascosideo foi feita pela

co-injegao com o padrao do verbascosideo 66. (Figura 18, p.77).
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5.2.3 Analise Cromatografica das Fragdes referentes aos picos 63, 64 e 65

A analise do cromatograma das substancias isoladas denominadas 63, 64 e
65, referentes aos picos 63, 64 e 65 da fracdo cloroférmica das cascas de J.
cuspidifolia mostrou que nao houve o isolamento da substancia 63, pois o
cromatograma apresentou dois picos principais com tempo de retengao de 26,068
min e 27,675 min (area aproximada dos dois picos com 80 % do cromatograma)
(Figura 19 A).

Ja o cromatograma da substéncia 64 mostrou um pico predominante com
tempo de retengao de 30,160 min com area aproximada de 13% do cromatograma
(Figura 19B).

O cromatograma da substancia 65 apresentou quatro picos com tempo de
retengao de 23,556, 25,385, 26,184 e 32,968 min (Figura 19C).

Os cromatogramas obtidos on line mostram que todas as substancias sao

derivadas de fenilpropandides glicosilados, como o verbascosideo (Figura 10A).
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Figura 19 - Cromatogramas das substancias 2 (A), 3 (B) e 4 (C) da fragao cloroférmica da casca de J.
cuspidifolia, obtido por CLAE-FR, (A=210 nm). Condigbes cromatograficas: vide parte experimental
(item 4.4.4.5; p.43). Espectros no UV obtidos on line.

Nao foi possivel a elucidagao estrutural das substancias referentes as fragcoes

63, 64 e 65 devido a baixa concentragcdo das amostras e ao baixo grau de pureza.
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5.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.3.1 Atividade Antioxidante

Radicais livres referem-se aos atomos ou moléculas altamente reativos que
conttm um numero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica. Sao
formados em um cenario de reagdes de oxidagao-redugao, isto é, ou cedem elétrons
solitarios, oxidando-se, ou recebem outros, reduzindo-se (80). Fisiologicamente,
estas espécies sdo originadas na producdo de adenosina trifosfato (ATP),
considerada a maior fonte de energia quimica de bactérias, plantas e animais (81,
82).

As reacgbes dos processos metabdlicos, muitas vezes, geram substancias
quimicas ERO (espécies reativas de oxigénio). Frequentemente, este termo € usado
nado somente para designar radicais livres derivados do oxigénio molecular, como,
por exemplo, o radical superéxido (O,"), hidroperoxila (HO"), hidroxila (HO"), radical
peroxila (RO;’) e o radical alcoxila (RO") como também serve para designar outras
espécies derivadas do oxigénio que nao sao radicais livres, como é o caso do
peroxido de hidrogénio (H2032), do 0zénio (O3) e do oxigénio singleto.

Uma outra forma popular usada para designar estas espécies reativas é o

termo oxidante (81) (Quadro 1).

Radicais Nao - radicais
Superoxido (0y7), Peroxido de hidrogénio (H,O,)
Hidroperoxila (HO5), HCIO (Acido hipocloroso)
Hidroxila (HO"), HBrO (Acido hipobromoso)
Peroxila (RO;") Ozénio (O3)
Alcoxila (RO Oxigénio singleto

Quadro 1 — Principais espécies reativas do oxigénio (ERO) citadas na literatura. Adaptado de
Seifriz (81).

Nos organismos aerdbicos, a geracdo de ERO e as provaveis modificagcoes
oxidativas de biomoléculas (lipideos, carboidratos, proteinas e acidos nucleicos) sao
inevitaveis. Geralmente em pequenas quantidades, estas espécies estao envolvidas

em importantes fungdes fisioldgicas, porém, quando produzidas em excesso podem
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estar relacionadas a uma série de patologias como inflamagdes, cancer, doengas
cardiovasculares, diabetes melitus, dentre outras (81-85).

O termo estresse oxidativo € usado em circunstancias nas quais os radicais
livres ocasionam um dano tecidual ou produzem compostos téxicos ou danosos aos
tecidos. Neste caso, pode-se dizer que um organismo encontra-se em estresse
oxidativo quando ocorre um desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes. Um dos principais
mecanismos de lesdo é a lipoperoxidagéo (LPO), ou seja, a oxidagdo da camada
lipidica da membrana celular. Além disso, os radicais podem gerar danos a proteinas
e ao DNA, provocando diversas alteracbes na fungao celular e, portanto, tecidual
(86).

As reagodes de eliminagao de radicais livres ndo sao favorecidas em condicoes
fisiologicas normais, devido as suas baixas concentragdes. Assim, a principal forma
de eliminagdo destas espécies reativas depende da acdo de compostos
denominados antioxidantes (87).

Antioxidantes podem ser definidos como uma familia heterogénea de
moléculas naturais que, presentes em baixas concentracdes, comparativamente as
biomoléculas que supostamente protegem, podem prevenir ou reduzir a extensdo do
dano oxidativo (88).

Os antioxidantes enzimaticos considerados como linha de frente da defesa
antioxidante sdo as superdxidos dismutases, as catalases e as glutationas
peroxidases. Além destes, devem ser incluidas as vitaminas A, C e E, os produtos
naturais (flavonoides, carotenoides e outros polifendis) e os produtos sintéticos
Trolox e N-acetilcisteina (88).

No organismo, os antioxidantes agem por diversos mecanismos. Dentre estes
podem ser citados: a complexagdo com ions metalicos, a captura de radicais livres,
decomposicao de peroxidos, inibicdo de enzimas responsaveis pela geragao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a modulagdo de vias sinalizadoras
celulares (88).

Os vegetais sdo ricos em substancias antioxidantes e atribui-se esta
caracteristica ao processo evolutivo destas espécies como protegdo natural aos
radicais livres formados pela radiagdo UV necessaria a fotossintese (89). Assim, os
antioxidantes presentes nas plantas podem atuar como agentes redutores,

sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas e como quelantes de metais,
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sendo a maioria de seus efeitos biologicamente ativos derivados de suas fungdes
antioxidantes (90, 91).

Existem varios modelos experimentais utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante de determinado composto ou mistura, por meio dos diferentes
mecanismos que podem, por sua vez e resguardadas as suas limitagcdes, serem
extrapolados para o meio biolégico. Nao existe um unico ensaio que possa avaliar a
capacidade oxidante total de uma determinada amostra (92).

Dessa forma, os extratos brutos e fracbes de Jacaranda cuspidifolia Mart.
foram avaliados por 4 métodos diferentes: (i) atividade sequestradora de radicais
DPPH; (ii) capacidade total antioxidante pelo método do fosfomolibdénio; (iii) Ensaio
de Varredura do Peréxido de Hidrogénio e (iv) Atividade Sequestradora de Radicais
Hidroxila.

5.3.1.1  Atividade Antioxidante pelo Método do DPPH

Um dos métodos mais usados para verificar a capacidade antioxidante de

produtos naturais consiste em avaliar a atividade seqtiestradora do radical 2,2-difenil-
picril-hidrazila (DPPH’) 61, de coloragéo purpura, que absorve em um comprimento
de onda de 516 nm. Por agdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R’),
o DPPH’ é reduzido formando o 2,2-difenil-picril-hidrazina (DPPH - H), de coloragao
amarela (Figura 20), com consequente desaparecimento da banda de absorgéo,
sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia (88,93).

A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade

antioxidante ou sequestradora de radicais e/ou a percentagem de remanescente no

meio reacional (88,93).

o
N—N NO, .
+ AH t——p N——NH NO2 + A
DPPH’ DPPH - H

Figura 20 — Reagéo quimica entre a substancia antioxidante (AH) e o radical DPPH" (93).
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Os resultados da avaliagao quantitativa da atividade antioxidante (% AAO) dos
extratos brutos e da fragdo CH3;Cl de Jacaranda cuspidifolia Mart. e do controle
rutina, em concentragdes que variaram de 5 a 250 pg/mL determinadas pelo método

do DPPH, estédo apresentados no grafico 1.
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Grafico 1 - Porcentagem de atividade antioxidante do extrato metandlico das cascas em comparagao

com o controle rutina. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrao (n=3; P<0,05).

De acordo com o grafico 1 (Tabela 10), verificou-se uma relagado entre a
percentagem de inibigcdo do radical livre DPPH® dos extratos metandlicos e da fragao
versus a sua concentragdo em ug/mL. Pode-se observar que houve uma diferenca
significativa em termos percentuais de inibigdo radicalar dos extratos e da fragcao

entre a concentragao de 5 a 250 ug/mL em relagéo a rutina (P<0,05).
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Amostras Concentracao (ug/mL)
5 10 25 50 125 250
EMC 6,08 + 0,06* 15,96 + 0,06 51,24+0,33* 90,79+0,13* 93,19+0,17* 92,69 + 0,33*
EMF 20,41 +0,08* 19,52+0,49* 24,52+0,02* 38,09+0,34* 87,92+0,35* 89,81+0,09*
EMCa 11,25+0,16* 18,65+ 0,04* 46,46 £0,22* 84,89+0,06* 90,73 +£0,25* 91,98 +0,12*
FClorC 20,10 £0,12* 40,62 +0,02* 83,59+ 0,08* 84,73+0,02* 8540+0,10* 86,73 +0,26*
Rutina 7,53 £ 0,01 28,68+0,08 84,85+0,33 87,50+0,10 88,50+0,10 89,48+0,16

Tabela 10 — Porcentagem de inibicao (%) radicalar pelo Método do DPPH do extrato metandlico das
cascas (EMC), das folhas (EMF), dos caules (EMCa), da fragéo cloroférmica das cascas (FClorC) em
comparagdo com o padrdo rutina. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrédo
(n=3; *P<0,05).

Também foi observado um aumento da atividade antioxidante a medida que
as concentracdes foram aumentadas, sendo considerada dose-dependente.
Portanto, todos os extratos brutos e a fragdo cloroférmica da casca foram capazes
de sequestrar os radicais livres DPPHe, indicado pelo grau de descoloragdo (cor
amarela) do extrato.

Um extrato que apresentar alto potencial em sequestrar radicais livres é
aquele que possui baixo valor de concentragao eficaz (CEso), que pode ser definida
como a quantidade de antioxidante capaz de diminuir a concentragdo inicial do
DPPH em 50% (94).

Assim, os menores valores de CEsp foram obtidos para a fragao cloroférmica
seguida do extrato metandlico da casca, do caule e, por ultimo das folhas (Figura 21)
(Tabela 11).

Os valores em triplicatas de CEsy da fracdo e dos extratos foram analisados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) e com pos-teste de Bonferroni.
Com esta anadlise observou-se que as médias de CEsg foram estatisticamente

diferentes do padréao rutina (P<0,05).

Amostras CEs, (M £+ DP)
FClorC 14,1+ 0,1
EMC 50,1+ 0,1
EMCa 58,3+ 0,1
EMF 87,5+0,3
Rutina 82,4+ 0,1

Tabela 11 — Valores de CEs, para a fragao cloroférmica das cascas (FClorfC), extratos metandlicos
das cascas (EMC), caules (EMCa), folhas (EMF) e rutina (padrao). Os resultados de CEs, foram

expressos em média + desvio padrdo (n=3).
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Figura 21 — Valores de CEs, referentes a fragéo cloroférmica das cascas (FClorC) e aos extratos
metandlicos das cascas (EMC) , dos caules (EMCa) e das folhas (EMF) de Jacaranda cuspidifolia
Mart. comparados a rutina (padrédo) obtidos pelo método do DPPH. Os resultados foram expressos

como a meédia + desvio padréo (n=3, *P<0.05 vs rutina).

Os extratos hexanicos das cascas, caules e folhas nao apresentaram

atividade antioxidante, nas concentracdes testadas.

5.3.1.2 Atividade Antioxidante pelo Método do Fosfomolibdénio.

A capacidade antioxidante de uma substancia pode ser determinada pelo
Método do Fosfomolibdénio, segundo Prieto (67).

O Fundamento deste método reside na reducido em meio acido, do molibdénio
VI (Mo)6+ de cor amarelada em solugdo, formando um complexo de cor azul, cuja
intensidade € diretamente proporcional a extensao da redugéo do molibdato (95, 96).

O molibdénio VI (Mo)®* ndo existe em solugdo; ocorre como ion molibdato
[MoO,]*. O mecanismo proposto por Shukor (95, 96) envolve a formacdo de
fosfomolibdato como uma espécie intermediaria entre molibdato e o complexo (azul
de molibdénio). A formagao do intermediario é favorecida pelo pH baixo da solugao e
a presenga de ions fosfato. Sob tais condigbes (meio acido), os ions molibdato

podem combinar entre si formando poliions, tais como, [Mo7024]%, [MogO]* e
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[Mo1,037]*. Esses ions entdo, na presenca de agentes redutores, podem ser
reduzidos formando o complexo azul de isopolimolibdénio.

Assim, os extratos metandlicos das cascas e folhas de Jacaranda cuspidifolia
Mart. foram capazes de reduzir os poliions [M0702°], [MogO26*] e [M0120377],
formando o complexo complexo azul de isopolimolibdénio, com valores de
absorbancia lidas em comprimentos de onda (A) de 695 nm.

O acido ascorbico (substancia de referéncia) foi usado para se calcular a
capacidade antioxidante em ug de acido ascorbico/g de amostra.

O valor encontrado para o extrato metandlico das cascas em ng de acido
ascorbico/g de extrato foi de 32262,7 + 612,18 e o valor para o extrato metandlico
das folhas foi de 120347,2 + 114,31.

Os extratos hexanicos das cascas e folhas nao apresentaram atividade
antioxidante, enquanto que os extratos hexanicos e metandlicos do caule e a fracao

cloroférmica da casca nao foram testados.

5.3.1.3 Atividade Antioxidante pelo Método de Varredura pelo Perdxido de

Hidrogénio.

O peroxido de hidrogénio (H2O,) € uma molécula biologicamente importante,
produzida pela reagdo do anion superéxido (O,") por meio da reagdo de dismutagao.
Apesar de ndo ser considerado um radical livre, trata-se de um metabdlito derivado
do oxigénio extremamente deletério porque participa da reagcéo que forma o radical
hidroxila (81) (Quadro 2).

02-. +2H" + 1€ - 5 H,O,

HO, + 1¢€ _ > HO  + OH"

Quadro 2 — Reagéao de formagao do perdxido de hidrogénio e do radical hidroxila (81).

Esta molécula possui vida longa, sendo capaz de atravessar as membranas

lipidicas, podendo reagir com a membrana de eritrécitos e com proteinas ligadas ao
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ferro. Desta maneira, é altamente téxico para as células, sendo a toxicidade
aumentada cerca de dez mil vezes quando em presenca de ions ferro (81).

A propriedade redox do peréxido de hidrogénio e sua capacidade de formar
radicais livres extremamente reativos, principalmente em presenca de ions metalicos
faz com que o organismo desenvolva mecanismo de defesa contra o excesso do
mesmo. Entdo, esta espécie nao radicalar é removida das células por acido de
enzimas como a catalase, glutationa peroxidase, dentre outras.

O 4acido ascorbico € um antioxidante hidrossoluvel capaz de atuar em
inimeras reagbes de hidroxilacdo. E capaz de reagir diretamente com os radicais
peroxidos e regenerar a vitamina E da membrana oxidada, o tocoferoxil em tocoferol,
oxidando-se e formando a molécula de diidroascorbato (89).

Um dos antioxidantes mais efetivos que a vitamina C e E sao os polifendis e,
em particular, os flavonoides (97).

A prospeccao fitoquimica dos extratos metandlicos da cascas e folhas de
Jacaranda cuspidifolia permitiu detectar a presenca destes compostos. Sendo assim,
optou-se por avaliar as propriedades antioxidantes destes extratos usando um
ensaio in vitro que fosse similar ao que acontece in vivo.

Os extratos brutos das cascas e folhas foram avaliados quanto a capacidade
em inibir ou sequestrar os radicais livres derivados do perdoxido de hidrogénio. A
concentracédo eficaz (CEsp) necessaria para diminuir a concentragdo de radicais
livres derivados do perdxido de hidrogénio foi obtida para os extratos brutos

comparados com o controle acido ascorbico (Tabela 12) (Figura 22).

Amostras CEs, (M + DP)
EMC 28,1+0,2
] EMF 95,6 £0,3
Acido ascorbico 86,3+0,4

Tabela 12 — Valores de CEs, para os extratos metandlicos das cascas (EMC), folhas (EMF) e acido

ascorbico (padrao). Os resultados de CEsy foram expressos em meédia + desvio padréo (n=3).
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Figura 22 - Valores de CE5, referentes aos extratos metandlicos das cascas (EMC) e das folhas
(EMF) de Jacaranda cuspidifolia Mart. comparados ao acido ascorbico (controle) obtidos pelo Método
de Varredura de Peroxido de Hidrogénio. Os resultados foram expressos como a média + desvio

padrao ( n=3; *P<0,05 vs acido ascoérbico)

O extrato metandlico da casca apresentou atividade antioxidante superior ao
extrato metandlico das folhas, sendo ainda considerado mais eficaz do que o
controle acido ascérbico (P<0,05).

Assim, os resultados obtidos demonstram uma provavel relagdo dos
flavonoides e outros fendlicos, detectados nos extratos por prospeccéao fitoquimica,
com a atividade antioxidante.

Os extratos hexanicos brutos das cascas e folhas ndo apresentaram atividade
sequestradora de radicais derivados do peréxido de hidrogénio, nas concentragbes
testadas. Ja os extratos brutos do caule e da fracdo cloroférmica das cascas nao

foram testados.

5.3.1.4  Atividade Antioxidante pelo Método de Sequestro de Radicais Hidroxila

O peroéxido de hidrogénio isoladamente € praticamente in6cuo, porém pode se
difundir facilmente através das membranas celulares, principalmente a que compde o
nucleo da célula. Devido ao fato da célula possuir metais de transi¢do, ocorre
geracao do radical hidroxila (*OH) em seu interior.
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No organismo, um dos metais mais importantes para a ocorréncia desta
reacao € o ferro, devido principalmente a sua maior biodisponibilidade e pelo fato de
estar complexado com proteinas de transporte (transferrina) e armazenamento
(hemossiderina e ferritina) (97).

A reacao do ferro com peroxido de hidrogénio € denominada reagédo de

Fenton e pode ser representada da seguinte forma:

Fe* + H,0, > Fe™ + «OH+ OH"

Quadro 3 — Reacéao de formagéao do radical hidroxila em presencga de ions ferro (100).

A reacdo de Fenton é um exemplo classico de reacdo radicalar catalisada por
metais de transicdo. Uma mistura reacional de Fe? e H,0, é capaz de oxidar
diferentes moléculas do organismo, causando sérios prejuizos ao DNA, RNA,
proteinas e lipideos (97).

O acido ascorbico atua como antioxidante de forma eficiente sobre o anion
superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila. Apresenta a capacidade de
doar um hidrogénio ou um elétron para estas espécies reativas, resultando na
formagao do anion radical ascorbila pouco reativo (98).

Além disso, esta vitamina hidrossoluvel atua de forma direta nas membranas
celulares, impedindo a iniciagdo da peroxidagdo lipidica ou indireta, regenerando a
vitamina E que atua como agente antioxidante na face lipofilica da membrana (98).

Assim, optou-se por usar um modelo de teste in vitro de sequestro de radicais
hidroxilas que simulasse a reacdo de Fenton, usando como antioxidante controle o
acido ascorbico.

Os extratos metandlicos das cascas e folhas foram capazes de sequestrar os
radicais hidroxila, formados a partir da reagdo do peroxido de hidrogénio com sulfato
ferroso e salicilato de sdédio, diminuindo a formagao do complexo hidroxilado de
salicilato, sendo esta reagao visualizada pela diminuigdo da intensidade de cor das

amostras, nas diferentes concentragdes testadas (Quadro 4).
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F92+ + H,0,

v

Fe** + «OH + OH

.
Na 4-
0 4¢0 NaO 0

NaO o)

HO HO OH

+ *OH

v

Salicilato de sodio Complexo hidroxilado de salicilato

Quadro 4: Reagéo de formagao do complexo hidroxilado de salicilato.

Foi calculada a concentragéo eficaz (CEsp) para os extratos metandlicos das cascas

e folhas de Jacaranda cuspidifolia Mart. e do controle acido ascérbico (Tabela 13)
(Figura 23).

Amostras CEs, (M =+ DP)
EMC 3,92 +0,03
] EMF 10,06 + 0,51
Acido ascorbico 1,29 £ 0,04

Tabela 13 — Valores de CEsq para os extratos metandlicos das cascas (EMC), folhas (EMF) e acido

ascorbico (padrao). Os resultados de CEsq foram expressos em média + desvio padréo (n=3)
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Figura 23 - Valores de CEsg referentes aos extratos metandlicos das cascas (EMC) e das folhas
(EMF) de Jacaranda cuspidifolia Mart. comparados ao acido ascorbico (controle) obtidos pelo Método
de Sequestro de Radicais Livres. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrao

(n=3; *P<0,05 vs acido ascorbico).
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5.3.1.5 Determinacao do Conteudo Total de Flavonoides.

Compostos fenolicos constituem um dos maiores grupos de compostos que
atuam como antioxidantes. Dentre os compostos fendlicos que apresentam esta
propriedade, merece destaque o grupo dos flavonoides. Estes compostos possuem
diversas propriedades biolégicas descritas na literatura, sendo considerada a
atividade sequestradora de radicais livres, a principal e a mais importante desta

classe de compostos (99,100).

Por meio da prospecgao fitoquimica dos extratos brutos das cascas, folhas e

do caule de Jacaranda cuspidifolia Mart. observou-se a presenca de flavonoides.

A partir destes resultados, optou-se por determinar, quantitativamente, o

conteudo de flavonoides. Os valores encontrados estao representados na Tabela 14.

Amostras Conteudo de Flavonoides (M + DP)
EMC 0,533 + 0,015
EMF 0,336 + 0,015

EMCaule 0,071+ 0,010

Tabela 14 — Valores de conteudo de flavonoides (mg de rutina/mg da amostra) para os extratos
metandlicos das cascas (EMC), folhas (EMF) e do caule (EMCa).

O conteudo total de flavonoides pode ser facilmente visualizado pela formacéo
de um complexo flavonoide-aluminio, em meio basico, de coloragéo rosa (Figura 24).
Pode-se observar que o extrato metandlico das cascas apresentou maior conteudo

de flavondides em relacao ao extrato metandlico das folhas.

Figura 24 — Reacao de formagédo do complexo flavonoide-aluminio, em meio basico, dos

extratos metandlicos das cascas e das folhas de J. cuspidifolia Mart.
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5.3.1.6 Determinagao de Fendis Totais (Método de Folin — Ciocalteau)

O método mais empregado na determinagdo de compostos fendlicos é aquele
que emprega o reagente de Folin — Ciocalteau. O reagente de Folin-Ciocaulteau
consiste de uma mistura dos &acidos fosfomolibidico e fosfotungstico, no qual o
molibdénio se encontra no estado de oxidagao (VI) (coloragdo amarela). Porém em
presenca de agentes redutores, como os compostos fendlicos, formam-se os
chamados complexo molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1,04“], nos quais a média
dos estados de oxidag&o dos metais esta entre (V) e (VI) e cuja coloragédo permite a

determinagao da concentragao das substancias redutoras (99).

Os resultados obtidos na determinacao de fendis totais pelo Método do Folin-
Ciocalteau, expressos em mg de acido galico por mg do extrato bruto de material

vegetal seco, s&o apresentados na Tabela 15.

Amostras Fenois Totais (M + DP)
EMC 2,183 £ 0,065
EMF 1,876 + 0,015

Tabela 15 — Valores de conteudo de Fendis Totais (mg de acido galico /mg da amostra) para os

extratos metandlicos das cascas (EMC) e das folhas (EMF).

Os valores encontrados para o extrato metandlico da casca foi considerado
superior ao da folha. Estes dados estdo de acordo com as analises dos resultados
obtidos por CLAE-FR que indicou uma menor concentragdo destes compostos no
extrato metandlico da folha e mais alta no extrato metandlico da casca e também
com a prospecgao fitoquimica positiva para os fendlicos nestes extratos.

Os dados obtidos de atividade antioxidante, quantificagcdo de fendlicos e
flavonoides dos extratos brutos e da fragcédo cloroférmica das cascas de Jacaranda
cuspidifolia podem estar relacionados com a presenga de compostos fendlicos das
classes dos fenilpropanoides glicosilados, como os derivados do verbascosideo,
detectados como majoritario por analise CLAE-FR.

Varios estudos tém demonstrado que os derivados do verbascosideo sdo
capazes de inibir a peroxidagao lipidica, a auto-oxidagdo do acido linoléico e a

hemolise de eritrécitos induzidas pelos radicais. Essa classe de substancia tem a
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funcao de diminuir a peroxidacéo lipidica funcionando como agente quelante de ions
ferro e sequestrador de radicais hidroxila (100).

Portanto, a presenca destes compostos nos extratos sugere a provavel
hipotese que essas substancias sejam uma das responsaveis pela agao antioxidante

desses extratos e da fragao cloroférmica da cascas.

5.3.2 Ensaio em cromatografia de camada delgada para a detecg¢ao de inibigao

da enzima Acetilcolinesterase

O método para a determinagao da inibicao da acetilcolinesterase foi baseado

no ensaio enzimatico descrito por Ellman (72,73).

O método de Ellman (72) é um procedimento fidedigno para a atividade de
colinesterase e pode ser rotineiramente empregado para avaliar a atividade inibitoria

de compostos conhecidos.

Tradicionalmente varias plantas tém sido usadas para tratar disturbios
cognitivos, incluindo doengas degenerativas e diferentes transtornos

neurofarmacologicos.

A abordagem etnofarmacoldgica e os ensaios bioguiados tém proporcionado a
identificagdo de potenciais inibidores de acetilcolinesterase a partir de fontes

vegetais, incluindo aqueles disturbios de memaria (101).

Diversos métodos de “screening”, baseados nos métodos de Ellman, para

atividade inibitoria da acetilcolinesterase de recursos naturais tém sido descritos.

A atividade da enzima é medida pela observacdo do aumento da cor amarela
produzida a partir do iodeto de acetilcolina (ATCI) quando reage com acido 5,5-
ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB) (102).

Os extratos hexanicos das cascas, folhas e dos caules foram capazes de inibir
a acetilcolinesterase, sendo esta atividade detectada pela presenca de manchas
amareladas e brancas presentes nas cromatoplacas, comparada com o controle

fisostigmina, sugerindo uma provavel acao anticolinesterasica.
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Os extratos metandlicos das cascas, folhas e do caule ndo apresentaram
atividade inibidora de acetilcolinesterase.

5.3.3 Atividade Antibacteriana

Ao longo dos ultimos anos, desde a descoberta da penicilina, o avango da
industria farmacéutica levou ao surgimento de diversos antimicrobianos, com
espectro de acdo cada vez mais amplo. Entretanto, a exposi¢cdo aos antimicrobianos
desencadeou a resisténcia bacteriana, limitando as opg¢des terapéuticas dos
processos infecciosos (103).

A resisténcia a agentes antimicrobianos é grave e preocupante e requer ndo
somente a pesquisa para o desenvolvimento de novas substéncias antimicrobianas,
mas também o desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento de
infec¢des bacterianas (103).

Logo a busca de propriedades antibacterianas de extratos de plantas e de
substancias mais especificas tem sido incentivada e intensificada (106, 107).

Sendo assim, optou-se por investigar as propriedades antimicrobianas dos
extratos e fracbes de Jacaranda cuspidifolia Mart., usada na medicina popular no
tratamento da sifilis e da gonorreia (11).

O Ensaio de difusdo em agar do extrato metandlico da casca apresentou
atividade antibacteriana contra Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus e
Neisseria gonhorroeae.

Ja o extrato metandlico das folhas foi ativo contra Streptococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Streptococcus
pyogenes e Enterobacter aerogenes.

Os extratos hexanicos das cascas e folhas e os extratos metandlicos do caule
nao foram ativos contra os microrganismos avaliados, nas concentracoes testadas.

A fragdo cloroférmica das cascas apresentou acgao antibacteriana contra
Streptococcus epidermidis, Salmonella tiphymurium, Proteus mirabilis, Enterococcus
faecalis, Serratia rubidae, Enterobacter aerogenes e Streptococcus pyogenes
(Tabelas 16 e 17).
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Microrganismos EH EH EH EM EM EM Fracao
Cascas folhas Caule Cascas Folhas Caule Clorof.
(halo mm) (halo mm) (halo mm) (halo mm) (halo mm) (halo mm) (halo mm)
S. aureus Na na na 10,7+0,9 na na 10,7 £0,9
S. pyogenes Na na na 14,7+0,5 na na 14,8+0,4
S. epidermidis Na na na na na na 5,3+1,5
S. mutans Na na na na na na Na
S. typhimurium Na na na na na na Na
S. typhi Na na na na na na Na
K. pneumoniae Na na na na na na Na
E. coli Na na na na na na Na
P. aeruginosa Na na na na na na Na
E. faecalis Na na na na na na Na
P. mirabilis Na na na na na na 10,5 +0,3
Serratia rubidae Na na na na na na Na
E. cloacae Na na na na na na Na
E. aerogenes Na na na na na na 14,7 +0,4
N. gonhorreae Na na na 15,2+0,3 na na 15,2+0,3
S. marcencens Na na na na na na 13,8+0,7

Tabela 16 — Atividade antibacteriana dos extratos e fragdes de Jacaranda cuspidifolia Mart, segundo o

método de difusdo em &gar. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. (na=néo ativo).

Microrganismos __ Tetraciclina Cloranfenicol Penicilina Gentamicina Cefalotina
S. aureus 20,1+0,1 27,1+£0,1 27,5+0,1 15,2+0,3 30,2+0,1
S. pyogenes 21,3+0,3 22,1+0,2 30,2+0,1 15,2+ 0,1 15,2+ 0,1
S. epidermidis 19,2+0,2 25,5+ 0,1 23,2+0,1 252+0,2 30,2+ 0,1
S. mutans 20,5+0,3 20,1+ 0,1 na Na 10,2+0,1

S. typhimurium 20,2+0,2 20,1+£0,3 na Na Na
S. typhi 20,3+0,3 20,1+0,2 na Na 11,2+0,1

K. pneumoniae 19,2+0,2 23,5+0,3 na Na Na
E. coli 21,3+0,3 20,5+ 0,1 na Na 30,2+0,2

P. aeruginosa 21,3+0,3 19,5+ 0,1 na Na Na
E. faecalis 21,3+0,3 13,5+0,3 na Na 25,2+0,1

P. mirabilis 21,3+0,3 12,5+ 0,11 na Na Na
Serratia rubidae 21,3+0,3 21,5+ 0,1 na Na 10,2+ 0,1

E. cloacae Na 9,5+0,1 na Na Na

E. aerogenes Na 11,5+0,2 na Na Na
N. gonhorreae 23,5+0,3 16,5+ 0,2 27,5+0,1 35,2+0,1 21,2+0,1
S. marcencens 22,4+ 0,3 21,5+ 0,01 na Na 10,20+ 0,1

Tabela 17 — Atividade antibacteriana dos controles segundo o Método de Difusdo em Agar. Os dados

foram expressos em média + desvio padrdo. (na=néo ativo).

Os extratos e as fragdes que apresentaram atividade antibacteriana, pelo
Método de Difusdao em Agar, foram submetidos ao ensaio de determinagdo da

Concentragado Minima Inibitéria (CMI).
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5.3.4 Determinacao da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)

A concentracdo minima inibitéria representa a mais alta diluicdo de uma
substancia capaz de inibir o crescimento de microrganismos (75).
Os valores de concentragdo minima inibitéria para os extratos metandlicos da

casca e da fracao cloroférmica da casca encontram-se apresentadas na Tabela 18.

Microrganismos CMI do Extrato Fracao
Metanolico das Cascas Cloroférmica das cascas

(mg/mL) (mg/mL)

S. aureus 9,1+ 0,1 9,3+ 0,2

S. pyogenes 16,3+ 0,2 9,2+ 0,3

S. epidermidis na 18,3+ 0,1
K. pneumoniae na na

P. mirabilis na 6,3+ 0,2

E. aerogenes na 6,2+ 0,3

N. gonhorreae 25,2+0,2 25,2+ 0,2

S. marcencens na 6,1+0,1

Tabela 18 — Valores de concentragdo minima inibitéria (CMI) dos extratos e fragbes de Jacaranda

cuspidifolia Mart. Os dados foram expressos em média + desvio padrao (n=3). (ha=nao ativo)

Estudos realizados com os extratos de algumas espécies de Jacaranda tém
mostrado agao antibacteriana e antifungica (105-09).

O extrato de Jacaranda mimosaefolia mostrou atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisae
and Bacillus cereus (110; 111) e foi ativo também contra Mycobacterium phlei (107);
os extratos de Jacaranda mimosoides mostrou atividade contra Salmonella typhi e
Shigella dysenteriae (112); extratos de Jacaranda acutifolia foi capaz de inibir o
crescimento de Xanthomonas campestris. (113).

A presenca de derivados fenilpropanoides, como os derivados do
verbascosideo, nos extratos metandlicos da casca e na fragdo cloroférmica da
cascas de Jacaranda cuspidifolia Mart. sugere uma provavel agao antibacteriana
contra Staphylococcus aureus. Em estudos realizados por Arciniegas (114), o
verbascosideo apresentou acgao inibitéria no crescimento de Staphylococcus aureus.
O mecanismo de acdo proposto foi a inibicdo da sintese de proteinas da parede
celular deste microrganismo (115).

Assim, os resultados da agao antibacteriana dos extratos metandlicos da

casca e da sua fragao cloroférmica nao somente estao de acordo com dados obtidos



CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO 98

por Arciniegas (114) como também justifica o uso popular dos extratos de Jacaranda

cuspidifolia no tratamento da gonorréia.

5.3.5 Atividade Antimicobacteriana

A tuberculose é considerada um grave problema de saude publica, voltando a
ocupar um lugar de destaque entre as principais doencgas infectocontagiosas. O
aparecimento cada vez mais comum de bacilos resistentes ou multi-resistentes e o
surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) tem contribuido para
o surgimento, cada vez maior, de novos casos da doencga (116).

A descoberta de novos farmacos para o tratamento da tuberculose constitui um
grande desafio, pois as micobactérias sdo consideradas organismos de crescimento
lento, patogénicas e sua parede, rica em lipideos, representam uma verdadeira
protegao contra os agentes agressores (117,118).

Plantas constituem uma das principais fontes de metabdlitos ativos com acao
antimicobacteriana (119,120). Diversas substéncias ja tém a atividade
antimicobacteriana estabelecida, como é o caso dos terpenos (117, 121, 122);
alcaloides (123-126); flavonoides (127-130); esteroides e saponinas (130, 121),
fendis e polifendis (131,132).

Estudo da atividade antimicobacteriana realizados com extratos obtidos da
espécie Jacaranda mimosaefolia contra Micobacterium phlei mostraram inibicao
(107).

Neste sentido, procurou-se também avaliar a atividade antimicobacteriana dos
extratos obtidos de Jacaranda cuspidifolia.

A avaliacdo da atividade antimicobacteriana para os extratos metandlicos das
cascas e folhas de J. cuspidifolia, mostrou uma concentragao inibitéria minima de
250 pug/mL para as cascas e para as folhas. Esse valor foi considerado superior ao
da isoniazida (0,03 ug/mL) e ao da pirazinamida, um agente antimicobacteriano de
primeira linha, que apresenta um valor de CIM de 100 pug/mL para o M. tuberculosis
(133).

Fluorquinolonas tem apresentado uma alta efichAcia no tratamento da
tuberculose, principalmente, aquelas causadas por cepas de micobacérias multi-

resistentes. Os valores de concentragao inibitéria minima para o ciprofloxacino e
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ofloxacina foi de 1 mg/mL, enquanto que para o levofloxacino e moxifloxacino foram
encontrados valores de CIM iguais a 0,5 mg/mL (134,135).

A prospeccao fitoquimica dos extratos vegetais de Jacaranda cuspidifolia
levou a detecgdo de taninos, flavonoides, terpenos, cumarinas e esteroides.

De acordo com Copp (136), os metabdlitos secundarios considerados como a
principal classe promissora de atividade antimicobacteriana sdo os terpenoides.

Segundo estudos realizados por Higuchi (133), os principais terpenoides
isolados e que apresentaram atividade inibitéria do crescimento do Micobacterium
foram o lupeol, acido ursdlico e acido oleandlico. Acido ursélico e o acido oleandlico
também foram isolados de algumas espécies de Jacaranda (12).

A presenca desta classe de metabdlitos nos extratos metandlicos das cascas
e das folhas de Jacaranda cuspidifolia sugerem a provavel hipétese que essas
substancias sejam uma das responsaveis pela agdo antimicobacteriana desses

extratos.

5.3.6 Atividade Antifungica

Atualmente tem sido verificado um aumento acentuado no numero de
infec¢cdes causadas por fungos, especialmente em pacientes imunocomprometidos.
A procura por novos agentes antifungicos no reino vegetal, especialmente em
plantas, vem se intensificando a cada dia, pois a maioria dos antifungicos utilizados
na pratica médica é de alto custo e elevada toxicidade, além de muitos
microrganismos ja apresentarem mecanismos de resisténcia frente aos antifungicos

convencionais (137,138).

Realizou-se a avaliagdo da atividade antifungica dos extratos brutos
metandlicos da cascas, folhas e do caule de Jacaranda cuspidifolia Mart. de maneira
a avaliar a presencga ou auséncia desta atividade, comparando-a com os antifungicos

controles (Tabela 19).

Nenhum dos extratos avaliados foi eficaz na inibicdo dos microrganismos, nas

concentragdes testadas.



CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO 100

Microrganismos NIST ANFOT ICZ MCz CTR KET
T. aureoviridae 10mm®  12mm®@ NT NT NT NT
C. parapsilosis 10mm® 12mm®  7mm®@ 9mm®@ 8mm®@ 7mm®
Mucor hiemalis 9 mm®@ 15mm'® NT NT NT NT
Rhizopus sp 15mm®@  8mm®@ NT NT NT NT
G. candidum 10mm® 8mm®@ NT NT NT NT
Penicillium sp 8mm® 7mm® NT NT NT NT
A. fumigatus 6mm® 13mm®@ NT NT NT NT
C. albicans 9mm®@ 12mm'® R R R R
C.neoformans 13mm® 12mm®  24mm®  16mm®@ 9mm® 9mm®@
E. floccosum 9mm® 12mm'® NT NT NT NT
T. rubrum 9mm®@ 12mm® NT NT NT NT
T. mentagrophytes 9mm® 12mm®@ NT NT NT NT

Tabela 19 - Perfil de Sensibilidade dos Antifingicos Comerciais frente as cepas padrdes de fungos
filamentosos e leveduriformes. ? Diametro médio do halo de inibicdo em milimetros pelo Método de
Difusdo em Agar (79); NIST: nistatina; ANFOT: anfotericina B; ICZ: itraconazol; MCZ: miconazol; CTR:

clotrimazol; KET: cetoconazol; NT: ndo testado.

5.3.7 Atividade Anti-inflamatdria

A inflamagéao é fundamentalmente uma resposta protetora cujo objetivo final é
livrar o organismo da causa inicial da lesao celular (toxinas e microrganismos) e das
consequéncias dessa lesao (células e tecidos necréticos) (140).

A resposta inflamatéria ocorre por agao local, tanto na fase precoce (edema,
dilatagdo, migracédo de leucécitos, atividade fagocitaria), quanto na fase tardia do
processo inflamatdrio (proliferagao capilar e de fibroblastos, deposi¢céo de colageno e

cicatrizagao) (140).

Os glicocorticoides podem suprimir a inflamagédo pelo aumento da sintese de
varias proteinas, entre elas a lipocortina -1 que tem um efeito inibitério na fosfolipase
A2 inibindo a produgé&o de mediadores lipidicos como leucotrienos prostaglandinas e
fator ativador de plaquetas. Porém devido a suas numerosas agées metabdlicas, os

glicocorticoides apresentam muitos e variados efeitos colaterais (140).

Assim, a busca de novos agentes com propriedade anti-inflamatéria tem sido
incentivada e investigada, principalmente, no reino vegetal, como uma fonte
alternativa de tratamento destas afecgdes. Estudos fitoquimicos indicam que o
género Jacaranda constitui uma fonte de varios metabdlitos secundarios, incluindo

os glicosideos fenilpropanoides (141). Estes metabdlitos foram isolados de
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Jacaranda mimosaefolia (63), Jacaranda mimosifolia (142) and Jacaranda caucana
(141).

Neste contexto, procurou-se avaliar a atividade anti-inflamatéria dos extratos
de Jacaranda cuspidifolia Mart., uma planta nativa do cerrado, usada na medicinal

popular no tratamento de reumatismo.

Os resultados obtidos para os extratos metandlicos das cascas de Jacaranda
cuspidifolia Mart mostraram uma reducgéo significativa da contagem de leucdcitos
totais, nas concentragdes de 3, 5 e 10% (Figura 25 A) com a mesma eficacia que a
dexametasona (P<0,05) (Figura 25B). Ja os extratos hexanicos da casca e folha e os
extratos metandlicos das folhas nao apresentaram atividade anti-inflamatéria, nas
concentragdes avaliadas.

A prospeccao fitoquimica do extrato metandlico da casa demonstrou a
presenca de compostos fendlicos e o perfil HPLC dos mesmos mostrou a presenga
de picos compativeis com os derivados do verbascosideo.

Glicosideos fenilpropanoides, como é o caso dos derivados do verbascosideo,
sao capazes de inibir as enzimas da cascata do acido araquidonico,
preferencialmente, a cicloxigenase-1, porém alguns derivados do verbascosideo sao
também capazes de inibir seletivamente a cicloxigenase-2 (143). Portanto, de acordo
com os resultados obtidos, provavelmente os glicosideos fenilpropanoides presentes

no extrato metandlico da casca contribuem com a inibicdo da COX-1 e COX-2.
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Figura 25 A - Atividade anti-inflamatdria do extrato metandlico da casca em diferentes concentragdes.

Resultados expressos como média + EPM do niumero de neutréfilos por mL. *P<0,05 vs

Dexametasona.
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Figura 25B - Atividade anti-inflamatdria do extrato metandlico da casca comparado com o padrao

dexametasona. Resultados foram expressos como média + EPM do numero de neutrdéfilos por mL.

*P<0,05.vs dexametasona
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CONCLUSAO

A prospeccgao fitoquimica dos extratos detectou a presenga de taninos,
flavonoides, naftoquinonas, antronas, antrdéis, terpenos, esterodides, alcaldides
€ saponinas e auséncia apenas de antraquinonas.

Analises cromatograficas por CLAE-FR dos extratos metandlicos das cascas,
folhas e do caule indicaram a presenca de fenilpropandides glicosilados como
substancias majoritarias em diferentes concentra¢des de acordo com o érgéo
vegetal.

Da fracdo cloroférmica das cascas foi isolado o verbascosideo, um
fenilpropandide glicosilado inédito na espécie, o que corrobora com os dados
quimicos da literatura cientifica para espécies da familia Bignoniaceae.

Do extrato hexanico das folhas foi isolado uma mistura de hidrocarbonetos de
15 carbonos (pentadecano), 17 carbonos (heptadecano) e 20 carbonos
(icosano).

Os extratos hexanicos das cascas, folhas e do caule apresentaram acao
anticolinesterasica significativa, apresentando padréo cromatografico similar
ao farmaco fisostigmina. Os extratos metandlicos nao foram eficientes.

Os extratos metandlicos e a fracdo cloroférmica das cascas inibiram o
crescimento de N. gonorroeae sugerindo atividade antigonorreica importante,
0 que vem a corroborar com o0 seu uso popular.

O extrato metandlico das cascas de Jacaranda cuspidifolia apresentou a
mesma atividade que a dexametasona o que vem a corroborar com os dados
fornecidos pela medicina popular. Os demais extratos avaliados neste
trabalho nao foram eficientes.

Tanto os extratos metandlicos das cascas quanto das folhas foram eficazes
na inibicdo ou sequestro de radicais livres, sugerindo uma provavel agao
antioxidante.

Nenhuma atividade antifungica foi detectada nos extratos brutos nas

concentracdes avaliadas neste trabalho.

Os extratos metandlicos das cascas foram eficientes na inibicdo do

crescimento dos Gram Positivos: S.aureus e S. pyogenes. Ja a fragao

cloroférmica das cascas foi eficiente contra esses microrganismos e contra as

bactérias Gram Negativas: Proteus mirabilis, E. aerogenes e S. marcencens.
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E a primeira vez que a espécie Jacaranda cuspidifolia Mart. é investigada
cientificamente quanto a sua composicdo quimica micromolecular e atividades
biolégicas. Além disso, € o primeiro relato da presenga do verbascosideo nesta
espécie. Isto vem a contribuir com os conhecimentos quimico e farmacolégico de

mais uma espécie do género Jacaranda.
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