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RESUMO

O uso de plantas ou extratos de plantas para propdsitos medicinais tem sido
realizado a milhares de anos. O estudo quimico e biologico de plantas constitui
numa estratégia alternativa na procura de novos agentes terapéuticos para a
identificacdo de compostos bioativos. A espécie Davilla kunthii A. St. —Hil,
pertencente a familia Dilleniaceae, € conhecida popularmente como cipé—de—
fogo e podem ser encontradas em regides de savana. Este trabalho teve como
objetivo realizar o estudo fitoquimico e ensaios biolégicos da espécie Davilla
kunthii A. St. —Hil, tendo em vista que até o presente ndo foram encontrados
registros quimicos e bioldgicos a respeito desta espécie.

A espécie foi coletada no Campus Cauamé do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Roraima (CCA/UFRR). Para a preparacdo dos
extratos hexanico e etanolico das folhas de D. kunthii A. St. —Hil os materiais
vegetais foram acondicionados em mariotes de vidro para extracdo a frio em n-
hexano e, depois, etanol. O extrato etandlico das folhas, que apdés
particionados, renderam as fragfes em hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol. As fracdes do extrato cloroférmico foram purificadas e analisadas
através de métodos cromatogréaficos. Os compostos foram identificados através
de técnicas espectroscopicas e comparados com dados da literatura.

O estudo fitoquimico das folhas levou ao isolamento e identificagdo de uma
mistura de acidos graxos na forma de seus ésteres metilicos (determinados por
CG), uma mistura de B-Sitosterol e Estigmasterol e do alcool Triacontan-1-ol
(Alcool Melissilico). Nos ensaios bioldgicos o extrato das folhas apresentaram
uma variacao MIC (Minima Concentracdo Inibitéria) de 6,2 a 53,7% para as
bactérias S. aureus e S. sanguinis. JA para as bactérias E. coli e S.
tiphymurium o MIC variou de 9,23 a 38,2% e para a levedura C. albicans o MIC
foi de 92,5 a 95,3%.

Conclui-se que o extrato etandlico das folhas de D. kunthii A. St. —Hil
apresentou uma baixa toxicidade frente a Artemia salina, uma excelente
atividade contra a levedura C. albicans além de revelar uma grande capacidade
antioxidante da espécie pelo método de reducao do radical DPPH. No entanto,
como ainda nao foram encontrado relato sobre a referida espécie espera-se
gue estes resultados possam contribuir para o estudo fitoquimico desta planta.

Palavras-chave: Fitoquimica; Dilleniaceae; Cromatografia.



ABSTRACT

The use of plants or plant extracts for medicinal purposes has been done for
thousands of years. The chemical and biological study of plants is an alternative
strategy in the search for new therapeutic agents for the identification of
bioactive compounds. The Davilla kunthii A. St.-Hil species belonging to
Dilleniaceae family, is popularly known as vine-of-fire and can be found in
savanna regions. This work aimed to make the phytochemical study and
biological assays of the species Davilla kunthii A. St.-Hil, considering that to
date regarding chemical and biological records of this species were not found.
The species was collected in the Campus Center Cauamé Agricultural
Sciences, Federal University of Roraima (CCA / UFRR). For the preparation of
hexane and ethanol extracts of the leaves of D. kunthii A. St.-Hil plant materials
were placed in glass mariotes for cold extraction in n-hexane and then ethanol.
The ethanol extract of the leaves, which after partitioned, yielded fractions in
hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. The fractions of the chloroform
extract were purified and analyzed by chromatographic methods. The
compounds were identified by spectroscopic techniques and compared with
literature data.

The phytochemical study of leaves led to the isolation and identification of a
mixture of fatty acids as their methyl esters (determined by GC), a mixture of 3-
sitosterol and stigmasterol and alcohol Triacontan-1-ol (Alcohol Melissilico). In
biological assays leaves extract showed a MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) variation from 6.2 to 53.7% for S. aureus and S. sanguinis
bacteria. As for the E. coli bacteria and S. tiphymurium the MIC ranged from
9.23 to 38.2% and the yeast C. albicans MIC was 92.5 to 95.3%.

It is concluded that the ethanol extract of the leaves of D. kunthii A. St.-Hil
showed low toxicity on Artemia salina, an excellent activity against the yeast C.
albicans as well as revealing a great antioxidant capacity of the species by the
method of reduction the DPPH radical. However, they were not reported on the
species is expected that these results will contribute to the phytochemical study
of this plant family.

Keywords: Phytochemistry; Dilleniaceae; Chromatography.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizacdo, o uso de plantas medicinais (na forma de
chas e extratos) vem se expandindo, e sendo utilizadas pelo homem como
fonte de alimento, no uso em rituais religiosos e medicamento (REBOUCAS,
2009). Precisando ser preservadas, pois a perda de diversidade biolégica € um
problema global que aumenta a um ritmo alarmante, devido a destruicéo
continua dos habitats naturais e da consequente extincdo das espécies que
aparecem (SILVA, 2012).

Sendo seu uso, tdo remoto quanto o inicio da humanidade, elas tém
sido uma rica fonte para obtencdo de moléculas para serem exploradas
terapeuticamente (FOGLIO et al., 2006). No dltimo século, o homem buscou
viver muito o macrocosmo, deixando o microcosmo um pouco abandonado,
portanto notando-se uma correcao de rumo e uma busca pelo conhecimento e
pelo dominio do microcosmo, ou seja, 0 seu interior (PINTO; LAMEIRA; SILVA,
2006).

Paises como China e india tém encontrado meios de legalizar e
reconhecer o uso tradicional das plantas, e a cultura chinesa utiliza o
conhecimento popular das ervas ha cinco séculos, com mais de 5 mil espécies
utilizadas (FOGLIO et al., 2006).

Nesse contexto, valorizando-se o uso de plantas medicinais
(fitoterdpicos), alimentos de boa qualidade e isentos de agrotéxicos, vém
reconquistando cada vez mais o0 seu espaco na medicina moderna (PINTO;
LAMEIRA; SILVA, 2006). A partir do avanco da revolucao industrial, que se deu
o desenvolvimento da quimica organica (RATES, 2001) e de grandes industrias
farmacéuticas que buscavam e buscam na natureza novas moléculas para
posteriormente sintetiza-las para o desenvolvimento de novos medicamentos
(YOUNG, 1999).

Apresentando cerca de 56 mil espécies de plantas (excluindo fungos),
o Brasil possui uma das floras mais ricas do mundo, ou seja, representando um
sexto de todas as espécies do planeta (GIULIETTI, 2005; MYERS et al., 2000).
Mesmo diante de tamanha biodiversidade, o pais se encontra hoje como um
verdadeiro comprador dessas tecnologias importadas ou pagador de royalties

para laboratorios farmacéuticos estrangeiros (SILVA, 2012).
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Com grande potencial para exploragcéo e cultivo de plantas medicinais
a regido amazonica, apresenta uma grande diversidade e raras espécies, muito
delas, além de serem utilizadas na farmacopeia, sdo empregadas pelos paises
importadores, como Estados Unidos, Alemanha, Franca, Canada e Japao,
como cosmeéticos ou suplemento nutricional (PINTO; LAMEIRA; SILVA, 2006),
fazendo com que o pais (Brasil) pague por esses royalties.

A Tabela 1 mostra as plantas mais negociadas no exterior:

Tabela 1 - Lista das plantas Medicinais amazé6nicas (PINTO; LAMEIRA; SILVA,

2006).

Nome popular

Nome cientifico

Abuta
Acerola
Andiroba
Cedro-amargo
Cipo-cabeludo
Copaiba
Cumaru
Damiana
Imbauba
Guarana
Ipecacuanha
Jatoba
Jucé
Jurubeba
Manjerioba
Mastruco
Meldo-de-S&o-Caetano
Muirapuama
Pata-de-vaca
Pau-d’ arco
Pedra ume caa
Quina
Sacaca
Sangue-de-Dragao

Cissampelos parreira
Malphigia glabra
Carapa guianensis
Cedrella odorata
Mikania hirsutissima
Copaifera officinalis
Dipteryx odorata
Turnera afrodisiaca
Cecropia sp.
Paullinia cupana
Psychotria ipecacuanha
Hymenaea courbaril
Caesalpinia férrea
Solanum paniculatum
Cassia occidentalis
Chenopodium ambrosiodes
Momordica charantia
Ptychopetalumolacoides
Bauhinia forficata
Tabebuia impetiginosa
Myrcia salicifolia
Quassia amara
Croton cajucara

Croton lachleri
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Segundo Silva (2012), estima-se que populacdes indigenas brasileiras
dominem a aplicacdo medicinal de 1300 espécies brasileiras.

Essa é uma das opc¢des de se conduzir pesquisas a partir da indicacao
de plantas utilizadas por comunidades, podendo encurtar o percurso do
desenvolvimento de uma nova droga, ja que os pesquisadores dispdem, antes
mesmo de iniciarem os estudos cientificos, um indicio de qual atividade
biologica esta droga poderia apresentar (SILVEIRA, 2003). Mas, muitas
espécies estdo desaparecendo em um ritmo acelerado, ndo dando tempo para
a avaliacdo do potencial terapéutico destas, devido a poluicdo das aguas, do
solo e a devastacdo de areas para a pecuaria e agricultura (CORREA, 2005).

Com isso, o governo federal aprovou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, por meio do Decreto n® 5.813, de 22 de junho de
2006, a qual se constitui em parte essencial das politicas publicas de saude,
meio ambiente, desenvolvimento econémico e social como um dos elementos
fundamentais de transversalidade na implementacdo de acbes capazes de
promover melhorias na qualidade de vida da populacdo brasileira (SILVA,
2012), principalmente, no tratamento das mais variadas doencas nos diferentes
grupos sociais (NOLDIN, 2005).

Além da utilizacdo de plantas medicinais na medicina popular
brasileira, varios institutos de pesquisa avaliam o potencial de diversas plantas
visando a obtencédo de novos fitoterapicos ou de novos farmacos (SILVEIRA,
2003).

E segundo Gregdrio (2008), a biodiversidade brasileira constitui um dos
maiores tesouros da nacdo, pois além de poder gerar divisa com manejo
sustentado e o ecoturismo, constitui uma grande fonte para a pesquisa, 0
desenvolvimento e a producdo de novas drogas para o tratamento das mais
variadas patologias (GREGORIO, 2008).

Um pais privilegiado como 0 nosso, com uma exuberante fauna e flora,
rigueza e biodiversidade elevada, quando comparada com outras regides do
mundo, a populacdo tem que estar ciente da sua responsabilidade em cuidar
de toda essa riqueza, sendo por isso que dispde de uma legislacdo especifica
a fim de proteger seu patrimbénio natural inseridas no Sistema Nacional de
Unidades de Conservacdo, Codigo Florestal de 1965, Lei dos Crimes
Ambientais, IBAMA e CONAMA (MPE-RR, 2004).
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O Estado de Roraima € uma das grandes areas de preservacao e
conservagao ambiental.

Da extensdo do seu territério de 225mil km? 80% estdo destinados
como area de protecdo ambiental (BRASIL, 2007), e as savanas que ocupam
uma area de aproximadamente 39 mil Km2 de extens&do, possui um numero
pequeno de espécies quando comparada aos cerrados do Brasil Central,
possuindo em sua fisionomia vegetal espécies arboreas, tipicas da Floresta
Amazobnica, espécies arbustivas e herbaceas, caracteristicas de savanas
(BARBOSA; OLIVEIRA; LO, 2003). E cerca de 70 espécies compdem o
universo da flora do nosso estado, sendo que aproximadamente 60% destas
podem ser consideradas raras (MIRANDA; ABSY; REBELO, 2003).

Entre elas, destaca-se a espécie arbustiva Davilla kunthii A. St. -Hil,
objeto deste trabalho.

Trabalho este, tem por objetivo isolar os fitoconstituintes e realizar os
ensaios biolégicos do extrato etandlico das folhas da Davilla kunthii A. St. -Hil,
e elucidar suas estruturas através da utilizacdo de técnicas cromatograficas em
coluna e em CCD, técnicas espectroscépicas, recristalizacbes e comparacao
com dados da literatura, contribuindo para o conhecimento fitoquimico de
plantas da Regido Norte e pelo pioneirismo que representa para o Estado de
Roraima.

A dissertacdo esta estruturada em quatro partes:

Sendo a Parte | constituida da Introducao;

A Parte Il diz respeito aos Procedimentos experimentais, onde estao
descritos 0s processos que levaram ao isolamento, purificacdo das substancias
isoladas e dos derivados;

A Parte lll relata a determinacéo estrutural dos constituintes quimicos
isolados e derivados, através de métodos espectroscopicos, e comparacao
com dados da literatura;

Enfim, a Parte IV relata os Ensaios Bioldgicos e a descricdo dos

procedimentos realizados com a espécie Davilla kunthii A. St. -Hil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico e ensaios bioldégicos da espécie Davilla
kunthii A. St. -Hil.

2.2 Objetivos especificos

Realizar o estudo fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Davilla
kunthii A. St. -Hil;

Realizar o isolamento e a caracterizacdo de compostos a partir do
eluato cloroférmico;

Determinar a elucidagcdo das substancias isoladas por

analise
espectrométrica de Infravermelho, RMN de *H e RMN de *°C;

Realizar ensaios biolégicos com o extrato etandlico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Podemos considerar como planta medicinal aquela planta administrada
sob qualquer forma e por alguma via ao homem, exercendo algum tipo de acéo
farmacoldgica (SILVA; CARVALHO, 2004).

Segundo Calixto (2000), as plantas podem ser classificadas de acordo
com sua ordem de importancia, iniciando-se pelas plantas empregadas
diretamente como terapéutica, seguidas daquelas que constituem matéria-
prima para manipulacdo e, por ultimo, as empregadas na industria para
obtencdo de principios ativos ou como precursores em semissintese, e elas
também tém sido utilizadas, tradicionalmente, para o tratamento de véarias
enfermidades com uma vasta aplicacdo, abrangendo desde o combate ao
cancer até os microrganismos patogénicos (CALIXTO, 2000).

Em termos historicos, a pesquisa de plantas medicinais tomou impulso
ap6s o isolamento da morfina no século 19 (BALUNAS; KINGHORN, 2005).
Como as plantas e seus derivados sdo as maiores fontes de drogas, elas
movimentam cerca de 30% do mercado farmacéutico (KIRKPATRICK, 2002).
Segundo Gurib-Fakim (2006), entre os anos de 1981 e 2002, foram
introduzidas cerca de 877 novas moléculas no mercado, e em torno de 49%
eram substancias isoladas de produtos naturais, semissintéticos derivados de
produtos naturais ou entdo moléculas sintetizadas, tomando como modelo
estruturas de origem natural (GURIB-FAKIM, 2006).

Com a possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de
produtos naturais € imensuravel (GURBUZ et al., 2002), e segundo Kushima
(2006), o estudo de novos compostos a partir de espécies vegetais, tem-se
despesas e gastos. Pois para que uma nova droga seja lancada ao mercado,
gasta-se em torno de 100 a 360 milhdes de dolares e no minimo 10 anos de
trabalho. Estimando-se que a probabilidade de sucesso para a obtencéo de
novos compostos seja de 1 molécula ativa para cada 10.000 moléculas
estudadas (KUSHIMA, 2006). Esses dados sao referentes ao panorama de
paises desenvolvidos que selecionam plantas de maneira randdémica
aumentando 0s custos e 0 tempo gasto para se conseguir novas drogas, mas o
estudo de plantas medicinais ndo se restringe apenas a procura de novas

moléculas, pois essas plantas podem ser empregadas em diferentes
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formulacbes, como em infusbes, tinturas, extratos, fracbes ou no
desenvolvimento de fitoterapicos (RATES, 2001).

E para se realizar pesquisas com plantas medicinais, deve-se ter
critérios adequados na selecdo das espécies vegetais para obter sucesso na
investigacdo farmacologica (KUSHIMA, 2006). Segundo Holetz (2002), a
escolha com base no conhecimento popular (etnofarmacol6gia) seria Obvia,
devido ao acumulo milenar das informagdes, aumentando a possibilidade de se
descobrir novos compostos (HOLETZ et al., 2002).

Porém, a selecdo com base nos constituintes quimicos (potencialmente
ativos) encontrados em um dado género ou familia torna-se interessante,
principalmente, pela possibilidade de se encontrar quantidades elevadas de
compostos ativos (HOLETZ et al., 2002).

3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA DILLENIACEAE

Através de levantamentos bibliogréficos, constatou-se que a familia
Dilleniaceae € composta pelos géneros Acrotrema, Curatella, Dauvilla,
Didesmandra, Dillenia, Doliocarpus, Hibbertia, Pachynema, Pinzona,
Schumacheria e Tetracera com cerca de 310 espécies (AYMARD, 1998;
BARBOSA, 2011). Os individuos pertencentes a esses géneros sao
classificados como arvores, arbustos, subarbustos eretos ou escandentes,
lianas lenhosas, raramente ervas, apresentando folhas alternas inteiras,
peninérveas, sem estipulas e, geralmente, com células epidérmicas
impregnadas de silica o que lhes conferem certa aspereza ao tato (AYMARD,
1998; BARBOSA, 2011; SOARES et al., 2005).

Na América Central, a familia Dilleniaceae, pertence a duas subfamilias
distintas, Delimoideae sendo constituida apenas por Tetracera L. que pertence
a uma linhagem basal e representando o grupo irmao de todas as demais
subfamilias (FRAGA; STEHMANN, 2010). Os demais géneros Neotropicais
(Curatella L., Davilla Vand., Doliocarpus Rol., Neodillenia Aymard e Pinzona
Mart. e Zucc.) pertencem a subfamilia Doliocarpoideae e formam um grupo
monofiletico irmdo das subfamilias Paleotropicais, Dillenioideae e
Hibbertioideae (HORN, 2009).

Mas, de ocorréncia Pantropical, as espécies desta familia estdo
distribuidas em trés centros de diversidade, América Tropical, Africa e
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Australasia (KUBITZKI; SMITH, 2004), onde sdo encontradas em locais umidos
ou estacionais, frequentemente, em florestas sempre-verdes, florestas

semidecidual e nas savanas, Figura 1 (RIBEIRO et al., 1999).

Figura 1 - Mapa de distribuicdo da familia Dilleniaceae.
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Fonte: www.mobot.org/mobot/reserch/apweb/orders/dillenialesweb.html (2013).

No Brasil, o grupo esta representado por cinco géneros e cerca de 40
espécies distribuidas nos cerrados e em todo o Nordeste (BARBOSA, 2011;
SCHULTZ, 1984).

O género Curatella Linn, com apenas um representante, Curatella
americana L., “Lixeira”, caracteristico das savanas Neotropicais, ocorre do sul
do México até a Bolivia e Sao Paulo (KUBITZKI; SMITH, 2004). Davilla Vandl,
um dos géneros mais diversificados desta familia, com cerca de trinta espécies
Neotropicais de lianas, arbustos eretos ou escandentes, distribuidas desde o
leste do México, até Bolivia e Paraguai, com centro de diversidade no nordeste
brasileiro (AYMARD, 2002). Doliocarpus Roland, possui ampla disperséo
Neotropical, com cerca de quarenta e cinco espécies de lianas lenhosas,
distribuidas desde o leste do México até Paraguai e Brasil, principalmente na
regido Amazoénica (RIBEIRO, et al. 1999; AYMARD; MILLER, 1994), Pinzona
Mart. e Zucc., compreende apenas uma espécie, Pinzona coriacea Mart. e
Zucc., uma liana lenhosa (trepadeira) das florestas amazénicas e América
Central (AYMARD, 1998) e a Tetracera Linn., apresenta grande numero de
lianas lenhosas de ocorréncia Pantropical (KUBITZKI; SMITH, 2004),
compreendendo algumas espécies na Amazobdnia (“cipo-d’agua”, “orelha-de-
onga”) (RIBEIRO et al., 1999).
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3.1.1 Metabdlitos secundéarios encontrados na familia Dilleniaceae.

Uma revisao bibliografica da familia Dilleniaceae revelou o isolamento

de varios metabdlitos secundarios, Figuras 2, 3 e 4.

Figura 2 - Metabdlitos isolados do género Curatella americana.
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Acido 3B-hidroxilup-20(29)-en-28-oico isolado de C. americana L.

Fonte: EL-AZIZI et al., 1980; GURNI; KONIG; KUBITZKI, 1981; SOUZA et al., 1970; MOREIRA,
1997 apud FONSECA, 2008 e BARBOSA, 2011.




Figura 3 - Metabdlitos isolados do género Dillenia.
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Fonte: ESPINDOLA, 2000.
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Figura 4 - Metabolitos isolados do género Davilla.

CH,

// OH
HO o) K
OH @)
(1) Acido Betulinico (2) Narigenina
OH OH
OH O—CHj
HO HO O \\\\\

OH O OH O
(3) Quercetina (4) 4 — orto — Metil Taxifolina

Fonte: DAVID, J. M. et al., 2005.

3.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO Davilla

Segundo Fraga (2010), € encontrado no Brasil cerca de trinta espécies
do género, indicacao feita pelo autor a partir de um levantamento realizado em
diversos herbarios no pais para a confec¢cdo de uma Lista de Espécies da Flora
do Brasil e da revisdo taxondmica e filogenia de Davilla, sendo possivel avaliar
0 numero total de espécies de Dilleniaceae ocorrentes no pais, descrevendo na
mesma época uma nova espécie de Davilla para Rondbnia, ampliando assim, a
distribuicdo geografica conhecida de Neodillenia para o territorio brasileiro
(FRAGA, 2010).

A espécie Davilla kunthii A. St. -Hil, de origem brasileira, & conhecida
popularmente como cip6—de—fogo, com ciclo de vida perene, habito de
crescimento liana, reproducao através de sementes, nao toxica, mas com caule
cortante (injaria) (MELO; BARBOSA, 2007; MASCARENHAS, 1999), e até o
presente ndo existem trabalhos envolvendo esta espécie quanto as suas

propriedades farmacoldgicas e composicao fitoquimica.
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A espécie Davilla elliptica St. Hill., é uma planta arbustiva,
frequentemente, encontrada no Cerrado, e conhecida, popularmente, como
sambaibinha, lixeirinha, lixeira e lixinha (SILVA et al., 2001). Esta espécie
apresenta uma elevada quantidade de Silicio, indicacdo medicinal, sendo
utilizada em banho para tratar de hematomas, as raizes para tratamento de
hemorroidas, e ainda, possuindo efeito adstringente, tbnico e laxativo sob
forma de infusdo, e o infuso das folhas é utilizado no combate a diarréia e
Ulcera gastricas (CARVALHO; RODRIGUES, 2004; SILVA et al., 2001).

Davilla nitida (Vahl) Kubitzki, conhecida popularmente como
sambaibinha e lixeirinha de rama, € um arbusto trepador encontrado no
Cerrado e pode atingir quatro metros de altura, indicagdo medicinal como
gastroprotetor para ulceras (KUSHIMA, 2006).

Davilla rugosa Poir. et St. Hill (cipé — caboclo), espécie de origem
brasileira, demostrou que o extrato hidroalcodlico desta espécie apresenta
atividade de protecdo para o desenvolvimento de Ulceras gastricas, inchaco
dos membros, diurético e afrodisiaco (GUARALDO et al., 2000; KUSHIMA,
2006). Ja existem trabalhos de isolamento e identificacdo de varios metabdlitos
secundarios, flavondides e terpenos dos extratos organicos do caule de D.
rugosa, sendo isolado: acido betulinico (1), narigenina (2) e de fragcdes mais
polares quercetina (3) e 4 — orto — metil taxifolina (4), Figura 4 (DAVID, J. M. et
al., 2005).

3.3 TAXONOMIA VEGETAL

A taxonomia de Davilla kunthii A. St. -Hil obedece ao sistema de
classificagao proposto por FRAGA, C. N.; STEHMANN (2010), Tabela 2.

Tabela 2 — Classificacdo botanica de Davilla kunthii A. St. -Hil

Reino

Plantae

Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Dilleniidae
Ordem Dilleniales
Subordem Dillenianae
Familia Dilleniaceae
Subfamilia Tetraceroideae
Tribo Dilleniecae
Género Davilla
Serie kunthii

Espécie

Davilla kunthii St. Hill.
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3.4 DESCRICAO BOTANICA DE Davilla kunthii A. St. -Hil

Segundo Melo e Barbosa (2007), a espécie Davilla kunthii A. St. —Hil,
Figuras 5, 6 e 7, € um arbusto com folhas simples, alternas e coriaceas.
Inflorescéncia branco-esverdeada, fruto amarelo-alaranjado quando maduro,
com sementes envoltas por uma pelicula branca (arilo) adocicada, muito
parecida com a do caimbé. Sua dispersdo é zoocérica podendo, entretanto,
possuir uma parcela de autocoria, e ambientes em que geralmente se encontra
esta espécie sdo os de savana. O langcamento de novas gemas laterais e
apicais forma extensfes abrasivas do caule, podendo causar queimaduras e
cortes na pele quando em contato, dai o nome de cip6-de-fogo, e embora néo
seja um cip6d verdadeiro, adota uma estratégia muito semelhante ao se
aproveitar da escora, Figura 6, de individuos de espécies maiores (MELO;
BARBOSA, 2007).

Figura 5 - Folhas e Fruto de Davilla kunthii.
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Fonte: o Ator.
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Figura 6 - Caule de Davilla kunthii.
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Fonte: o Autor.

Figura 7 - Exsicata de Davilla kunthii A. St. —Hil.

Vo Herbario MIRR MIRR 10273

== Dilleniaceae
Davilla kunthii  A.St-Hil.

Fonte: o Autor.
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3.5 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA ESPECIE Davilla kunthii.

Sendo encontrada na América Central entre México e Guatemala. Na
América do Sul, pode ser encontrada em Mato Grosso, Bahia e Roraima,
Figura 9, (INTERBIOTA, 2013).

Figura 8 - Mapa de distribuicdo da espécie Davilla kunthii

e e
Fonte: http://interbiota.org/portal/taxa/googlemap.php/taxon=Davilla kunthii (20

3.6 BREVE RELATO SOBRE METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas medicinais proporcionam uma grande diversidade em
constituintes quimicos secundarios, segundo Soares et al. (2005), apresentam
uma grande diversidade de substancias como: Flavondides, Saponinas,
Esterdides, Taninos, Cumarinas e Triterpendides, Esquema 1, (ROCHA, 2006).



Esquema 1 - Vias do metabolismo secundario.
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3.6.1 Biossintese de Esterdides e Triterpenos

Monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides e sesterpendides
sao formados por condensacdo de um pirofosfato de dimetilalilo ou geranilo ou
farnesilo, com o pirofosfato de isopentenilo numa condensacédo cabeca-cauda e
por mecanismo muito idéntico entre si, a biossintese dos esterdides e
triterpenos, no entanto, segue uma via diferente (NIERO; MALHEIROS, 2007).

A biossintese destes compostos comeca com a condensacao cauda-
cauda de duas unidades de farnesilo para dar origem a outro composto o
esqualeno, o nome deste novo composto resulta do fato de ter sido encontrado
no 6leo de figado de tubardo, onde é muito abundante. A formacdo do
esqualeno ndo segue um mecanismo simples, Figura 10, mas sim através de
um mecanismo complexo com varios intermediarios ciclicos e migracdes de
ligac6es ou de grupos alquilo (ARAUJO, 2012; ROCHA, 2006).

Figura 9 - Biossintese do esqualeno.

Esqualeno

Fonte: ARAUJO, 2012.
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A biossintese dos esteroides e triterpenos utiliza como precursor ndo o
esqualeno, mas um seu derivado que resulta da epoxidacao nas posicoes 2 e
3. Este composto, 0 2,3 6xido de esqualeno (2,3 epoxi-esqualeno) pode tomar
varias conformacfes. Se tomar uma disposicdo tal que sugira uma
conformacgao “cadeira-barco-cadeira-barco” vai ser o substrato de enzimas
especificos, ciclases, que o transformam no lanosterol, no caso dos animais ou
no cicloartenol, no caso das plantas, Figura 11, (AKIHISA et al., 2007; ROCHA,
2006).

Figura 10 - Formacéao de esterdides e triterpenos a partir do esqualeno

Esqualeno

0,/NADPH

2,3-epoxi-esqualeno

' l
conformacao conformacao
cadeira-barco-cadeira-barco cadeira-cadeira-cadeira-barco

K
[—ﬁ | triterpenos

Y
lanosterol cicloartenol plantas
colesterol fitosterdis
mamiferos plantas e fungos

Fonte: ARAUJO, 2012.
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As enzimas ciclases que estdo envolvidas na biossintese dos
triterpenos utilizam, igualmente, o 2, 3 oxido de esqualeno como substrato.
Mas, neste caso € preciso que este metabolito tome uma disposi¢cdo que se
assemelhe a uma conformacédo cadeira-cadeira-cadeira-barco (Figura 12)
(ARAUJO, 2012).

Os Triterpenos sdo uma classe de metabdlitos secundérios produzidos
apenas pelas plantas, sdo igualmente provenientes do 6xido de esqualeno,
mas ao contrario dos esteréis ndo ha degradacdo da cadeia carbonada e,
portanto apresentam um esqueleto com 30 atomos de carbono (NIERO;
MALHEIRQOS, 2007; CARREIRA, 2007).

Na biossintese destes compostos o Oxido de esqualeno toma uma
conformacao diferente, tipo cadeira-cadeira-cadeira-barco, na Figura 12 esta
representada esquematicamente a biossintese da B — Sitosterol, um dos
Esterdides mais comuns (AKIHISA et al., 2007).

Figura 11 - Biossintese do S — Sitosterol.

:  p-TelH, ag.
H dioxans, 80 °C
T e i

8, 37% yeld from 1 my?“

Fonte: ROCHA, 2006.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 ESPECIFICACAO DE MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTOS
UTILIZADOS

Para a preparacao dos extratos Hexanico e Etandlico, foi utilizado um
frasco Mariotte, seguido de evaporacdo do solvente sob presséo reduzida em
rotaevaporador.

As separacdes por cromatografia liquida em coluna classica (CL) foram
efetuadas usando-se silica gel 60 da Vetec (70 — 230 mesh), como fase
estacionaria.

Para as cromatografias em camada delgada fase normal (CCD) foram
utilizadas silica gel 60 G da Vetec, em suporte de vidro, ativadas entre 100 a
120 °C por 30 minutos.

As revelacbes cromatogréaficas foram feitas com revelador de vanilina,
solucéo de vanilina ativada entre 100 a 120° C, luz ultravioleta em comprimento
de onda de A = 254 nm e 365 nm. Sendo que a solugao reveladora vanilina
sulfurica foi preparada pela mistura de uma solucdo 1% (p/v) de vanilina em
metanol com uma solugéo de acido sulftrico 5% p/v em etanol (ALVES, 2007).

Os solventes utilizados na cromatografia liquida em coluna foram das
marcas: Cinética, Vetec, Nuclear e Reagente Analitico, apresentando grau de
pureza analitico e foram destilados e redestilados.

Os critérios de pureza adotados foram:

- observacdo de uma mancha Unica por cromatografia em camada delgada
(CCD), variando-se o sistema de eluentes;

- observagbes dos sinais de espectros de RMN de *C e RMN de 'H
comparados com a literatura.

Os espectros de absorcdo na regido do Infravermelho foram
registrados em espectrofotdbmetro FT — IR Shimadzu, modelo Prestige 21, na
regido de 4000 a 400 cm™, em pastilhas de KBr.

As técnicas unidimensional e bidimensional de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN de *H e RMN de *3C) foram realizadas em espectrémetro Bruker
operado a 400 MHz para *H e 100 MHz para **C no Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Minas Gerais. Os deslocamentos quimicos foram
registrados em unidade & (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.
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Tetrametilsilano (TMS) foi empregado como padrao de referéncia interna, tendo
CDClI3;, DMSO ds e Piridina ds como solventes.

As multiplicidades no espectro de RMN de *H foram indicadas segundo
as convengodes: s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), q
(quarteto), m (multipleto).

Os pontos de fusdo das amostras foram determinados em aparelho
digital para ponto de fusdo, marca Microquimica, modelo MQAPF — 302 com
bloco de aluminio com temperatura que varia de 0 — 350°C, da Universidade

Federal de Roraima. Os valores obtidos foram comparados aos da literatura.

4.2 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE Davilla kunthii A. St.
-Hil

4.2.1 Coleta e identificagcdo do material vegetal.

O material botanico de Davilla kunthii A. St. -Hil, selecionado para o
estudo fitoquimico foi coletado no campus Cauamé, pertencente, ao Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Roraima (CCA/UFRR),
localizado no municipio de Boa Vista, Roraima em Maio de 2012. A
identificagdo botanica foi feita pela Prof.2. Dr® Andréia Silva Flores,
pesquisadora da Fundacdo Estadual do Meio Ambiente, Ciéncia e Tecnologia
(FEMACT), com exsicata depositada no Herbario do Museu Integrado de
Roraima (MIRR) sob o n° 10273 e registro para coleta de material botanico no
Sistema de Autorizag&o e Informag&o em Biodiversidade (SISBIO) n° 41621-1,
Apéndice A.

A parte coletada (folhas) foi seca a temperatura ambiente e pulverizada
em liquidificador doméstico nas dependéncias do Nucleo de Pesquisa e Pos-
Graduacdo em Ciéncias e Tecnologia (NPPGCT), Laboratorio de Produtos

Naturais, Esquema 2.
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Esquema 2 - Tratamento das folhas de Davilla kunthii A. St.-Hil

Folhas de Davilla kunthii A. St. -Hil

Secagem e moagem

Obtido 2,890Kg de folhas secas e moidas.

Fonte: o Autor.

4.2.2 Preparacao dos Extratos das folhas de Davilla kunthii A. St. -Hil

As folhas de Davilla kunthii (2,890 kg), apés secagem a temperatura
ambiente foram moidas e extraidas, exaustivamente, com hexano a frio e com
etanol, sob as mesmas condi¢cdes a 25°C, com auxilio de um frasco Mariotte.
Posteriormente, os extratos obtidos foram filtrados, e a presséao reduzida em
rotaevaporador foram concentrados, fornecendo 24,887 g de extrato Hexanico

e 550 g de extrato etandlico, Esquema 3.

Esquema 3 - Preparacao de extratos das folhas de Davilla kunthii A. St.-Hil.

2,890 Kg de folha moida

Extragdo com Hexano

Torta

Extrato Hexanico

Extracdo com Etanol
24,8879

Torta

Extrato Etanélico 550 g

Fonte: o Autor. Descarte

4.2.3 Coluna filtrante do extrato etandlico das folhas de Davilla kunthii

Parte do extrato etandlico (306 g) foi adsorvido a 286 g de silica gel,
sendo pulverizado em gral de porcelana. Mistura foi acondicionada em funil
cilindrico de separacdo de 2000 mL, Figura 13, sobre uma camada de 400 g de
silica gel. A eluicdo com hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol puro

forneceram os resultados detalhados na Tabela 3.
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Figura 12 — Coluna filtrante do Extrato Etandlico de Davilla kunthii
- SEan . = | T

Fonte: o Autor.

Tabela 3 - Coluna filtrante do extrato etandlico de Davilla kunthii

Eluente Massa Porcentagem
Hexano 100% 0,252 g 0,157 %
Cloroférmio 100% 24,858 g 15,542 %
Acetato de Etila 100% 39,176 g 24,494 %
Metanol 100% 95,650 g 59,804 %
Total 159,936 g 99,999 %

Fonte: o Autor.

4.2.4 Fracionamento cromatografico do eluato cloroférmico das folhas de
Davilla kunthii A. St. —Hil

O eluato cloroférmico (24,858 g) foi submetido ao fracionamento
cromatografico (Figura 14, pag. 43) em coluna de silica gel 60 G (70 — 230
mesh). Eluicho com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol,
intercalados com as respectivas misturas binarias de modo a serem obtidas
polaridades crescentes, fornecendo os resultados relatados na Tabela 4.
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Foram coletadas 321 fracdes, as quais, apds comparacdo em cromatografia
em camada delgada, CCD foram reunidas em 29 grupos conforme Tabela 5.
Desses, foram estudados os grupos 2, 5, 7, 8 e 13 por apresentarem maiores
guantidades de massas e menor grau de complexidade.
Os demais grupos, quando analisados por CCD revelaram-se como

misturas bastante complexas e, ou pouca massa, ndo foram estudados.

A Figura 14 apresenta uma foto de uma coluna cromatogréafica classica
com eluato cloroférmico de Davilla kunthii A. St. —Hil.

Figura 13 — Coluna Cromatografica classica de Davilla kunthii

\ il

s A

Fonte: o Autor.
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Tabela 4 - Fracionamento cromatografico do eluato cloroférmico de Davilla

kunthii.
Eluente Fracdes
Hexano 100%  meemmeeeeeee
Hexano + Cloroformio 10% 1
Hexano + Cloroférmio 20% 2-5
Hexano + Cloroférmio 30% 6-8
Hexano + Cloroférmio 40% 9-15
Hexano + Cloroformio 50% 16 — 37
Hexano + Cloroformio 60% 38-44
Hexano + Cloroférmio 70% 45 - 54
Hexano + Cloroférmio 80% 55 - 58
Hexano + Cloroformio 90% 59 - 63
Cloroférmio 100% 64 — 104
Cloroférmio + Ac. Etila 10% 105 - 142
Cloroférmio + Ac. Etila 20% 143 -172
Cloroférmio + Ac. Etila 30% 173 -191
Cloroférmio + Ac. Etila 40% 192 — 213
Cloroférmio + Ac. Etila 50% 214 — 229
Cloroférmio + Ac. Etila 60% 230 — 261
Cloroférmio + Ac. Etila 70% 262 — 277
Cloroférmio + Ac. Etila 80% 278 — 295
Cloroférmio + Ac. Etila 90% 296 — 305
Ac. Etila 100% 306 — 312
Metanol 100% 313-321

Fonte: o Autor.
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Tabela 5 - Grupos originados do fracionamento cromatografico do eluato
cloroférmio das folhas de Davilla kunthii.

Grupos Fracdes Massa (Q)
01 1 0,2984g
02 8e9 0,6941¢g
03 10-15 0,3171g
04 16 - 24 0,2468g
05 25-26 0,0919¢g
06 27 0,1950¢g
07 28 - 37 0,3877¢g
08 38 -49 0,7904g
09 50-71 0,7888¢g
10 72-82 0,4234g
11 83 -93 0,22149
12 94 - 105 0,0860g
13 106 — 119 1,2700g
14 120 - 143 0,5628¢g
15 144 — 146 0,3912¢g
16 147 — 156 0,8974g
17 157 — 169 0,6460g
18 170-182 1,0018g
19 183 -195 1,1342g
20 196 — 209 0,6560g
21 210 - 223 0,8315¢g
22 224 - 231 0,3365¢g
23 232 — 237 0,3456¢
24 238 — 251 0,6342¢g
25 252 — 265 0,5627¢g
26 266 — 279 0,7710g
27 280 — 293 1,0119¢g
28 294 — 309 0,6280g
29 310-321 1,2045¢g

Fonte: o Autor.

4.2.4.1 Grupos 01 e 02

Total: 17,4263g

Os grupos 01 e 02 com aspecto de graxa esbranquicada foram

submetidos a esterificacdo e saponificagdo, conforme técnica descrita a seguir:

Dissolveu-se, em tubo criogénico de capacidade de 2 mL, ~10 mg do

0leo em 100 pL de uma solucéo de etanol (95%)/ hidroxido de potassio 1 mol/L

(5%). ApOs agitagdo em vortex por 10 s, o 6leo foi hidrolisado em um forno de

microondas doméstico (Panasonic Piccolo), a poténcia de 80 W (Potencia 2),

durante 5 min. Apoés resfriamento, adicionou-se 400 uL de &cido cloridrico a

20%, uma ponta de espéatula de NaCl (~20 mg) e 600 uL de Acetato de Etila.
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Apds agitacdo em vortex por 10 s e repouso por 5 min, uma aliquota de 300 uL
da camada organica foi retirada, colocada em tubos de microcentrifuga e seco
por evaporacgdo, obtendo-se assim os acidos graxos livres. (adaptado de W. W.
Christie, Gas Chromatography and Lipids, 1989, Pergamon Press) (FERRAZ,
2012).

Os &cidos graxos livres foram metilados com 100 uL BFs/metanol (14%) e
aguecidas durante 10 min em banho de agua a 60 °C. Foram em seguida,
diluidos com 400 uL de metanol e analisados por Cromatografia Gasosa.

A mistura (DKF-2) foi isolada como graxa esbranquicada devido a
presenca de impurezas. Este grupo foi submetido a saponificacdo e
esterificacdo, fornecendo os ésteres metilicos, os quais foram analisados por
Cromatografia Gasosa. Utilizou-se uma coluna INNOWAX (HP) 15 m x 0,25
mm x 0,20 pn com gradiente de temperatura: 100 °C, 0 min, 7°C/min até 220 °C,
injetor (Split de 1/30) a 250 °C e detector a 260 °C. Hidrogénio como gas de
arraste (2 mL/min) e volume de injecédo de 1 uL (FERRAZ, 2012).

4.2.4.2 Grupo 05

Do grupo 05 foi isolada uma substancia denominada DKF — 3, o qual
foi recristalizada fornecendo um soélido branco com massa de 0,0398 g, que por
anélise de RMN 'H e RMN !3C constatou-se ser o Triacontan-1-ol (Alcool

Melissilico).
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4.2.4.3 Grupo 07/08

Apbs analise em CCD, os grupos 07 e 08 foram reunidos obtendo uma
massa 1,1781 g, com aparéncia de um solido amarelo escuro. Foram
recromatografados em coluna de silica gel 60G, fornecendo 74 fracdes.
Utilizaram-se como eluentes os solventes Hexano, acetato de etila, cloroférmio

e metanol puros ou em misturas com polaridades crescentes Tabela 6.

Tabela 6 - Fracionamento cromatografico dos grupos 07 e 08

Eluente Fracdes

Hexano 100%  —memmemeeeee-
Hexano + Cloroférmio 10% 1-2
Hexano + Cloroformio 20% 3-26
Hexano + Cloroformio 30% 27 - 36
Hexano + Cloroférmio 40% 37-38
Hexano + Cloroférmio 50% 39 -40
Hexano + Cloroformio 60% 41 — 46
Hexano + Cloroférmio 70% 47 - 49
Hexano + Cloroformio 80% 50 - 53
Hexano + Cloroformio 90% 54 — 56

Cloroférmio 100% 58 — 60

Cloroférmio + Ac. Etila 10% 61— 63
Cloroférmio + Ac. Etila 20% 64 — 65
Cloroférmio + Ac. Etila 30% 66
Cloroférmio + Ac. Etila 40% 67
Cloroférmio + Ac. Etila 50% 68
Cloroférmio + Ac. Etila 60% 69
Cloroférmio + Ac. Etila 70% 70
Cloroférmio + Ac. Etila 80% 71
Cloroférmio + Ac. Etila 90% 72

Ac. Etila 100% 73

Metanol 100% 74

Fonte: o Autor.
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Apoés analise por CCD as fracdes foram reunidas em 16 subgrupos,
Tabela 7.

Tabela 7 - Subgrupos originados da cromatografia dos grupos 7 e 8

Subgrupos FragOes Massa (Q)
01 1-5 0,0165
02 6 0,0396
03 7-9 0,0121
04 10-14 0,2506
05 15-17 0,0496
06 18 -21 0,2396
07 22 0,0217
08 28 — 33 0,0091
09 34 - 36 0,0155
10 37—-38 0,0111
11 39-40 0,0066
12 41-50 0,0135
13 51 -58 0,0507
14 59 0,1646
15 60 — 67 0,1179
16 68 — 74 0,0883

Total = 1,107 g

Fonte: o Autor.

Apés analisadas as amostras por CCD, a fracdo 22 apresentou um
soélido branco puro. Analises dos espectros permitiram concluir tratar-se de uma
mistura de B — Sitosterol e Estigmasterol denominada DKF-4. Os demais

Subgrupos nao foram estudados.
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4.2.4.4 Grupo 13

O grupo 13 de massa 1,2700 g com aparéncia de um sdlido
esverdeado escuro foi recromatografado em coluna de silica gel 60G, e foram
obtidas 55 fracdes, Tabela 8. Utilizaram-se como eluentes os solventes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol em ordem crescente de

polaridade.

Tabela 8 - Fracionamento cromatogréafico do Grupo 13.

Eluente Fracdes
Hexano + Cloroférmio 80% 1
Hexano + Cloroformio 90% 2-4
Cloroférmio 100% 5-8
Cloroférmio + Ac. Etila 5% 9-36
Cloroférmio + Ac. Etila 10% 37-39
Cloroférmio + Ac. Etila 20% 40 -42
Cloroférmio + Ac. Etila 30% 43 - 45
Cloroférmio + Ac. Etila 40% 46 — 48
Cloroférmio + Ac. Etila 50% 49
Cloroférmio + Ac. Etila 60% 50
Cloroférmio + Ac. Etila 70% 51
Cloroférmio + Ac. Etila 80% 52
Cloroférmio + Ac. Etila 90% 53
Ac. Etila 100% 54
Metanol 100% 55

Fonte: o Autor.

Apés comparacdo em CCD foram reunidas fragbes iguais em 14

subgrupos, conforme a Tabela 9.
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Subgrupos Fracdes Massa (Q)
01 1-2 0,0103
02 3-4 0,0031
03 5-6 0,0096
04 7-8 0,0063
05 9-12 0,0294
06 13-19 0,0852
07 20 -25 0,0416
08 26 0,0714
09 27 -34 0,4590
10 35-36 0,0228
11 37-39 0,0920
12 40 — 46 0,2015
13 47 - 51 0,0439
14 52 - 55 0,0392

Fonte: o Autor.

Total =1,1153 g

Apos analisados por CCD as fracdes 27-34 foram recromatografadas,

conforme a Tabela 10. As demais, nao foi possivel purifica-las por serem muito

impuras.

a) Fracbes 27-34

As fracdes 27-34 de massa 0,459 g, com aparéncia de um solido

branco amarelado foi recromatografado em coluna de silica gel 60G,

fornecendo 85 fracgOes tabela 10.
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Tabela 10 — Fracionamento cromatogréfico das fragbes 27-34, proveniente do

Grupo 13.

Eluente Fracdes

Hexano + Cloroformio 90% 1

Hexano + Cloroférmio 95% 2-12

Cloroférmio 100% 13-44
Cloroférmio + Ac. Etila 5% 45 - 46
Cloroférmio + Ac. Etila 10% 47 - 49
Cloroférmio + Ac. Etila 20% 50 - 60
Cloroférmio + Ac. Etila 30% 61 — 64
Cloroférmio + Ac. Etila 40% 65 — 69
Cloroformio + Ac. Etila 50% 70-72
Cloroférmio + Ac. Etila 60% 73-75
Cloroférmio + Ac. Etila 70% 76 -77
Cloroférmio + Ac. Etila 80% 78 — 80
Cloroférmio + Ac. Etila 90% 81-82

Acetato de Etila 100% 83
Metanol 100% 84 -85

Fonte: o Autor.

Ap6s comparacdo em CCD foram reunidas fracdes iguais em 9

subgrupos, conforme Tabela 11.

Tabela 11 — Subgrupos originados da cromatografia das fracbes 27-34

Subgrupos Fracdes Massa (Q)
01 1-9 0,0145
02 10-13 0,0116
03 14 - 20 0,1572
04 21 -32 0,2567
05 33-44 0,0209
06 45 — 48 0,0298
07 49 — 60 0,0279
08 61—-79 0,0457
09 80 -85 0,0120

Fonte: o Autor.

Total =0,5763 g
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As fracdes 21-32 de massa 0,2567 g com aparéncia de um solido

branco gelo foi recromatografado em coluna de silica gel 60 G, fornecendo 36

fracOes, conforme Tabela 12.

Tabela 12 — Fracionamento cromatografico das fracdes 21-32.

Eluente Fracdes
Hexano + Cloroférmio 70% 1-13
Hexano + Cloroférmio 80% 14 -16
Hexano + Cloroférmio 90% 17-19
Cloroférmio 100% 20 - 22
Cloroférmio + Ac. Etila 10% 23 -24
Cloroférmio + Ac. Etila 20% 25
Cloroférmio + Ac. Etila 30% 26
Cloroférmio + Ac. Etila 40% 27— 28
Cloroférmio + Ac. Etila 50% 29
Cloroférmio + Ac. Etila 60% 30
Cloroférmio + Ac. Etila 70% 31
Cloroférmio + Ac. Etila 80% 32
Cloroférmio + Ac. Etila 90% 33
Acetato de Etila 100% 34
Metanol 100% 35-36

Fonte: o Autor.

Apés comparacdo em CCD foram reunidas fracdes iguais em 7

subgrupos conforme, Tabela 13.
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Tabela 13 — Subgrupos originados da cromatografia das fracdes 27-34.

Subgrupos Fracdes Massa (Q)
01 1-3 0,0075
02 4 0,1040
03 5-12 0,0009
04 13-14 0,0057
05 15-25 0,0178
06 26-34 0,0096
07 35-36 0,0110

Fonte: o Autor.

Total = 0,1565 g

Os subgrupos 02 e 03 da Tabela 13, com aparéncia de um sdlido

branco amorfo foram enviados para analise espectroscopica, mas ainda nao foi

possivel identifica-los.

continuado por apresentarem-se complexos.

Os demais subgrupos ndo tiveram seu estudo
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4.2.5 Resumo do estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de
Davilla kunthii A. St. —Hil.

O Esquema 4, sumariza a elaboracao fitoquimica e os fitoconstituintes
isolados do extrato etandlico das folhas de Davilla kunthii A. St. —Hil.

Esquema 4 - Fracionamento e substancias isoladas do eluato cloroférmico de
Davilla kunthii A. St. —Hil.

Extrato Etanolico

Eluato Cloroférmico

F(1-9) F (25 - 26) F (28 — 49)
G-01e02 G-05 G-07e08
DKF -1 e DKF -2 DKF -3 DKF -4
Mistura de Esteres Triacontan — 1 — ol Mistura de B — Sitosterol
(Alcool Melissilico) e Estigmasterol

Fonte: o Autor.
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4.3 DADOS FISICO-QUIMICOS DE SUBSTANCIAS E MISTURAS ISOLADAS

4.3.1 DKF-2 (Mistura de Esteres)

Aspecto: Graxa esbranquicada.

4.3.2 DKF - 3 Triacontan-1-ol (Alcool Melissilico)

A Figura 15 apresenta o Triacontan-1-ol.

Figura 14 — Molécula de Alcool Melissilico.

Formula molecular: C3oHe20;

Aparéncia: solido branco amorfo;

Solubilidade: Cloroférmio;

Massa molar: 438,81;

Faixa de fusdo = 81,3 — 82,9 °C.

Faixa de fusdo = 86,0 — 87,0 °C (ALDRICH, 2014).

IV (KBr, cm™): 3302; 2916; 2850; 1474; 1464; 1124; 1062; 730; 720.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 0,86; 0,87; 0,89; 1,25; 1,50; 1,52; 1,54; 2,57;
3,52; 3,54; 3,56; 7,30; 7,63; 7,69; 8,59.

RMN de **C (100 MHz, CDCly) 6: 13,4; 21,9; 25,2; 28,5; 28,8; 28,9; 31,1; 32,2;
38,8; 39,0; 39,2; 39,4, 39,6, 39,8; 40,0; 61,3; 76,9; 77,2; 77,5; 122,3; 122,6;
122,8; 134,6; 134,8; 135,1; 148,3; 148,6; 148,9.
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4.3.3 DKF - 4 (Mistura de B — Sitosterol e Estigmasterol)

A mistura de (1) B — Sitosterol e (2) Estigmasterol de Davilla kunthii A.

St. —Hil, esta apresentada na Figura 16.

Figura 15 — Mistura de (1) 8 — Sitosterol e (2) Estigmasterol de Davilla kunthii A.
St. —Hil.

HC

HsC

(1) B — Sitosterol (2) Estigmasterol

Aparéncia: solido branco em forma de cristais finos;

Solubilidade: Cloroférmio;

Massa molar: 414,71;

Faixa de fusdo da Mistura = 128,5 — 130,3 °C;

Faixa de fusdo da Mistura = 130,0 — 132,0 °C (PAULA et al., 1998).

a) B — Sitosterol

RMN de **C (100 MHz, CDCls) &: 37,2 (C — 1); 31,6 (C — 2); 71,8 (C — 3); 42,2
(C — 4); 140,7 (C - 5); 121,7 (C - 6); 31,9 (C — 7); 31,8 (C — 8); 50,1 (C — 9);
36,5 (C — 10); 21,1 (C — 11); 39,8 (C — 12); 42,3 (C — 13); 56,7 (C — 14); 24,3 (C
— 15); 28,2 (C — 16); 56,0 (C — 17); 11,9 (C — 18); 19,4 (C — 19); 36,1 (C — 20);
18,7 (C — 21); 33,9 (C — 22); 26,1 (C — 23); 45,8 (C — 24); 29,1 (C — 25); 19,8 (C
—26); 19,0 (C — 27); 23,0 (C — 28); 11,8 (C — 29).

b) Estigmasterol

RMN de *3C (100 MHz, CDCls) &: 37,2 (C — 1); 31,9 (C — 2); 71,8 (C — 3); 42,3
(C — 4); 140,7 (C - 5); 121,7 (C — 6); 33,9 (C — 7); 33,9 (C - 8); 50,1 (C — 9);
36,5 (C — 10); 21,1 (C — 11); 39,8 (C — 12); 42,3 (C — 13); 56,7 (C — 14); 24,3 (C
- 15); 28,2 (C — 16); 56,0 (C — 17); 12,0 (C — 18); 19,4 (C — 19); 39,8 (C — 20);
19,8 (C - 21); 138,3 (C — 22); 129,3 (C — 23); 50,1 (C — 24); 31,9 (C — 25); 21,1
(C — 26); 19,8 (C — 27); 26,1 (C — 28); 11,9 (C — 29).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETERMINACOES ESTRUTURAIS DE SUBSTANCIA E MISTURAS
ISOLADAS

5.1.1 Misturas de ésteres (DKF - 2)

As comparacdes dos tempos de retencao de padrbes ésteres metilicos,
Figura 17, indicaram ser uma mistura constituida, principalmente, de ésteres
citados nas Tabelas 14 e 15, conforme laudo de andlise da Dr2. Vany Ferraz,
do Laboratério de Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais/lUFMG.

Figura 16-Cromatograma dos ésteres metilicos de Davilla kunthii
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Fonte: o Autor.

Neste trabalho foi realizada a quantificagdo dos acidos graxos por
Cromatografia Gasosa dos ésteres metilicos de Davilla kunthii, como mostrado
acima, foi obtido o perfil dos acidos graxos saturados e insaturados presentes

na espécie.



Tabela 14 - Tempos de retencéo por CG de ésteres metilicos
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Nome Formula DKF=-2
C RT (min) (Area)
C8:0 Ac.Caprilato CgH1602 0.85
C10:0 Ac.Caprato C10H200; 1.76
C12:0 Ac.Araquidico C20H1002 3.42 73515
C14:0 Ac.Miristico C14H270; 5.63 380411
C16:0 Ac.Palmitico C16H310; 8.10 10846862
C16:1  Ac.Palmitoléico C16H2902 8.32 72605
C17:0 Ac.Margarico C17H340> 0.38 359861
C18:0 Ac.Estearico C1sHz50 10.49 1468141
Cc18:1  Ac.Oleico(CD9) CigH3302 10.73 3578619
C18:2 Ac.Linoléico(CO6)  CigH3102 11.16 1485466
C18:3 Ac.Linolénico(CO3)  CigHz00: 11.84 1139989
C20:0  Ac.Eicosanoico C20H400 12.81 162400
Areas
Identificadas 19567869
Area total 22597727
Fonte: o Autor.
Tabela 15 - Normalizacdo da Area
Normalizacdo de Area (%)
C Nome RT (min) DKF -2
C8:0 Ac.Caprilato 0.85
C10:0 Ac.Caprato 1.76
C12:0 Ac.Araquidico 3.42
C14:0 Ac.Miristico 5.63 1.68
C16:0 Ac.Palmitico 8.10 48.00
C16:1  Ac.Palmitoléico 8.32 0.32
C17:0 Ac.Margérico 9.38 1.59
C18:0 Ac.Estearico 10.49 6.50
C18:1  Ac.Oleico(CD9) 10.73 15.84
C18:2 Ac.Linoléico(CO6) 11.16 6.57
Cc18:3 Ac.Linolénico(CD3) 11.84 5.04
C20:0  Ac.Eicosanoico 12.81 0.72
%ldentificadas 86.59
% Total 100.00

Fonte: o Autor.

Conforme andlise da Tabela 15 mostrou-se uma composicdo em média
de 58,49% para acidos graxos saturados e 27,77% para o0s insaturados,

portanto, os acidos graxos saturados encontram-se em maior quantidade.
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5.1.1.1 Acidos Graxos

Sao acidos monocarboxilicos, geralmente, com uma cadeia carbdnica
longa, com numero par de atomos de carbono e sem ramificacbes, podendo
ser saturada ou conter uma insaturacdo (acidos graxos monoinsaturados) ou
duas ou mais insaturagfes (&cidos graxos poliinsaturados). O grupo carboxila
constitui a regido polar (hidrofilica), e a cadeia carbbnica, a parte apolar
(hidrofébica) (SANTOS, 2008).

Embora, os &cidos graxos ocorram em quantidades muito grandes
como os blocos construtivos componentes dos lipidios saponificaveis, eles
ocorrem apenas em tracos na forma livre (ndo esterificada) nas células e
tecidos, todos possuem uma longa cadeia hidrocarbonada e um grupo
carboxilico terminal (SILVA, 2011).

Assim, os insaturados possuem ligacdo dupla e os saturados ligacdes

simples o que os determinam, como mostra a Figura 18.

Figura 17—Estrutura de acidos graxos saturados e insaturados

(@] OH
~
CH4
Acido Palmitico
O OH
~
CHj
Acido Esteérico
O OH
~
Ac. Linolénico (CD 3)
O§ OH
= CHg
o OH Acido Oléico (CD 9)
~
A CHj,

Acido Linoléico (CO 6)

Fonte: SILVA, 2011; FARIAS, 2013.
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A cadeia hidrocarbonada pode ser saturada, como no acido palmitico,
ou pode possuir uma ou mais duplas ligacdes, como no acido Oléico e que em
alguns &cidos graxos contém tripla ligacdo (LEHNINGER, 1976). Os acidos
graxos diferem um do outro, primariamente, no comprimento da cadeia e no
namero e posicdo de suas ligacdes insaturadas. Eles sao geralmente
simbolizados por uma notacdo taquigréafica que designa o comprimento da
cadeia carbonada e o numero, posicdo e configuracdo das duplas ligacoes.
Assim, o acido palmitico (dezesseis carbonos, saturados) € simbolizado 16:0 e
0 acido Oléico [dezoito carbonos e uma dupla ligacdo (cis) nos carbonos 9 e
10] é simbolizado por 18:1*°, Figura 17, e fica subentendido que as duplas
ligagbes séo cis (LEHNINGER, 1976).

Algumas generalizacbes podem ser feitas sobre os diferentes acidos
graxos de animais ou de plantas superiores, 0os mais abundantes tém um
numero par de atomos com cadeias entre 14 e 22 atomos de comprimento,
mas aqgueles com 16 ou 18 carbonos predominam. Os mais comuns entre 0s
acidos graxos saturados séo os acidos Palmitico (C16) e Esteérico (Cig) €, entre
os acidos graxos insaturados, o acido Oléico (Cig) (MARZZOCO; TORRES,
2007).

Os acidos graxos necessarios na dieta dos mamiferos sdo chamados
de acidos graxos essenciais. Sendo que, 0os mais abundantes nos mamiferos é
0 acido Linoléico que constitui de 10 a 20% dos acidos graxos totais de seus
triacilglicerois e fosfoglicerideos (SILVA, 2011). Os acidos Linoléicos e y —
Linolénico ndo podem ser sintetizados pelos mamiferos, mas precisam ser
obtidos de fontes vegetais, nas quais eles sdo muito abundantes (OLIVEIRA,
2008). O &acido Linoléico é um precursor necessario aos mamiferos para a
biossintese do acido araquiddnico, que € encontrado em plantas (MARZZOCO;
TORRES, 2007).

Embora, as funcdes especiais dos acidos graxos esséncias em
mamiferos tenham sido um mistério durante muitos anos, uma func¢éo ja foi
descoberta (OLIVEIRA, 2008), acidos graxos essenciais Sao precursores
necessarios na biossintese de um grupo de derivados de acidos graxos
denominados prostaglandinas, compostos parecidos aos horménios que, em
guantidades minimas, possuem efeitos profundos sobre certo numero de

importantes atividades fisioldgicas (FARIAS, 2013).
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5.1.2 DKF-3 (Alcool Triacontan-1-ol (Alcool Melissilico))

A substancia denominada DKF-3, foi isolada a partir do eluato
cloroférmico. Obtendo um sélido branco amorfo de faixa de fuséo 81,3-82,9 °C.

O espectro na regido do IV de DKF-3, Figura 19, apresentou bandas
de absorcdo em 3302 cm™ caracteristica de estiramento da ligacdo O-H de
hidroxila, 2916 cm™ caracteristica de estiramento assimétrico da ligacdo CH de
grupos CH, de compostos alifaticos, 2850 cm™ caracteristica de estiramento
simétrico da ligagdo CH de grupos CH; e CH3 de compostos alifaticos, em 720
e 730 cm™ caracteristicas de deformacdo angular tipo balanco de grupos [CH2],

quandon = 4.

Figura 18 - Espectro de absorcéo na regiao do IV de DKF-3 (KBr).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 20 e 21, pag. 64) apresentou um
tripleto em &4 0,87 (J= 6,7 Hz) referente a trés hidrogénios, esse sinal foi
atribuido aos hidrogénios do grupo metila terminal. Observou-se outro tripleto
em &y 3,54 (J= 6,7 Hz), referente aos dois hidrogénios em posi¢do alfa em
relacdo a hidroxila. O espectro apresentou um multipleto em &y 1,52 (J= 6,7
Hz) atribuido aos hidrogénios metilénicos em posicdo beta a hidroxila e um
singleto longo em 641,25 atribuido aos hidrogénios dos outros grupos

metilénicos. A integracdo desse sinal sugeriu a presenca de 54 hidrogénios.
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Figura 19 - Espectro de RMN de *H (400 MHz) de DKF-3 em CDCl; + DMSO-
des € Piridina-ds.
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Figura 20 - Espectro de RMN de *H, ampliacdo da regido de oH (1,0 — 3,5) (400
MHz) de DKF-3 em CDCl; + DMSO-dg e Piridina-ds.
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O espectro de RMN de *C de DKF-3, Figuras 22 e 24, apresentaram
um sinal em & 61,37, referente a um carbono metilénico hidroxilado. No
subespectro DEPT-135 (Figura 24, pag. 66) foi observado um sinal de carbono
metilico em & 13,47. Observou-se, ainda, sinais de carbonos metilénicos em
oc 21,93; & 25,23; 28,58; 28,80, sinais sobrepostos em & 28,92 e 0s sinais em
& 31,15 e & 32,24. A integracdo dos sinais no espectro de RMN de *C
possibilitou concluir que o sinal em & 28,92 era referente a 22 atomos de
carbono sobrepostos, totalizando 29 carbonos metilénicos na molécula.
Considerando a presenca de um carbono metilico, foi possivel verificar 30

atomos de carbono na estrutura de DKF-3.

Figura 21 - Espectro de RMN de **C, (100 MHz) de DKF-3 em CDCl; + DMSO-
des € Piridina-ds.
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Figura 22 - Espectro de RMN de **C, (100 MHz) de DKF-3 em CDCl; + DMSO-
des € Piridina-ds.
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Figura 23 - Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de DKF-3 em CDCl; + DMSO-dg
e Piridina-ds.
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Com estas atribuicdes foi possivel concluir que DKF-3 se tratava de
um &lcool de cadeia longa e, com base na integracdo dos sinais do espectro de
RMN de 'H e **C, foi possivel sugerir para DKF-3 a estrutura do alcool
Triacontan-1-ol (Alcool Melissilico). Segundo Castro et al. (1983), é um élcool
alifatico primario de cadeia longa presente na cera de abelhas e nas folhas de
muitas plantas, com grande capacidade de estimular o crescimento dos

vegetais, na absorcdo de agua e no peso da matéria seca das plantas.
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5.1.3 DKF-4 (Mistura de B — Sitosterol e Estigmasterol)

A mistura denominada DKF-4, foi obtida como um soélido branco
cristalizado. Forneceu teste positivo para esteroide, quando tratada com
reagente de Lieberman-Burchard. Em CCD apresentou uma unica mancha
quando eluida com diferentes sistemas de solventes.

O espectro obtido na regido do infravermelho (Figura 25) apresentou
banda de absorcéo larga na regido de 3426 cm™ que é caracteristica de
estiramentos de O-H em ligacdo de hidrogénio. Apresenta estiramentos em
regido de 2850 a 2900 cm™, tipicas de C-H de alifaticos. O espectro, também,
mostra absorcdo em 1638 cm™, tipica de estiramento C=C. As absorcées em
1466, 1382 e 1372 cm™ podem ser atribuidas a estiramentos C-C e a
deformacdes C-H de cadeias alifaticas. As absor¢des entre 1242 e 1134 cm™
podem ser atribuidas a estiramentos C-O assimétrico e simétrico,

caracteristicos de esteréis (ABREU, 2009).

Figura 24 — Espectro de absorcao na regido do IV de DKF—4 (KBr).
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As Figuras 26, 27 e 28, apresentam os espectros de RMN de 'H e
expansdo de RMN 'H na regido entre &y 2,4 — 0,6 ppm de DKF — 4, pode-se

observar o deslocamento quimico centrado em 6y 5,355 ppm, apresentando-se
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como dubleto. Deslocamentos que podem representar o H — 6 de sistema
esterol quando a interacdo de dois picos, um em 6y 5,355 e 0 outro em &y
5,343 referentes ao H — 6 de B — Sitosterol e Estigmasterol.

Ja os deslocamentos (Figura 26) em &y 5,163 e 5,010 ppm em forma
de duplos dubletos apresenta-se como deslocamento tipico de H — 22 e 23 da
substancia Estigmasterol. Segundo Lins (2008), estes deslocamentos por
serem tipicos de Estigmasterol, levam a entender que DKF—4 é uma mistura de
B — Sitosterol e Estigmasterol.

O deslocamento tipo multipleto registrado em &y 3,521 ppm foi
atribuido ao H — 3 do sistema 8 — Sitosterol e Estigmasterol. Os sinais (Figuras
27 e 28) entre oy 2,284 e 0,681 ppm, foram atribuidos a hidrogénios de grupos
alifaticos tipicos de misturas 8 — Sitosterol e Estigmasterol.

Figura 25 — Espectro de RMN de *H, ampliacédo da regido de oH (3,48 — 5,35)
(400 MHz) de DKF—4 em CDCls.
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Figura 26 — Espectro de RMN de *H, ampliacdo da regido de oH (1,15 — 2,30)

(400 MHz) de DKF—4 em CDCls.
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A Tabela 16 apresenta os deslocamentos das metilas comparadas com
a literatura (LINS, 2008).

Tabela 16 — Atribuicbes dos sinais de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de DKF —
4 comparadas com a literatura (LINS, 2008).

. DKF — 4 (400 MHz, CDCl3) B — Sitosterol Estigmasterol
Hidr.og B — Sitosterol Estigmasterol (LINS, 2008) (LINS, 2008)
énio 5 5 5 5
H-— 3,521 5,521 3,520 3,520
H-— 5,355 5,355 5,350 5,350
H-18 0,681 0,700 0,680 s 0,690 s
H-19 1,009 1,009 1,010 s 1,010
H-21 0,930 1,070 0,920(J=6,3Hz)  1,020(J=5,9Hz)
H-22 5,163 5,160(J=15;8,1)
H-23 5,010 5,010(J=15;8,1)
H-26 0,827 0,845 0,830(J=6,4Hz)  0,840(J=6,4Hz)
H-27 0,806 0,845 0,810(J=6,3Hz)  0,790(J=6,3Hz)

H-29 0,845(J=7,2Hz) 0,806(J=7,2Hz) 0,840(J=7,2Hz)  0,800(J=7,2Hz)

A andlise das Figuras 29 e 30, respectivamente, indicam a expanséo
do espectro de RMN de *C e DEPT-135 de DKF-4, apresentando 0s
deslocamentos quimicos, que dao a entender, que a amostra € uma mistura 3
— Sitosterol e Estigmasterol.

O deslocamento quimico em & 140,781 ppm, correspondente ao
carbono ndo hidrogenado, Cs de sistema 8 — Sitosterol e Estigmasterol.

Da mesma forma, o &c 121,723 ppm, corresponde ao carbono metinico
Ce do mesmo sistema. Porém, os deslocamentos quimicos em dc 138,319 e
129,309 ppm, ambos atribuidos aos carbonos metinicos C,, e Cy3 que sdo
caracteristicos apenas da substancia Estigmasterol. O deslocamento quimico
em ¢ 71,824 corresponde ao carbono Cs, carbono carbindlico das substancias

Estigmasterol e B - Sitosterol.



Figura 28 - Espectro de RMN de *C, (100 MHz) de DKF-4 em CDCls.
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Figura 29 - Subespectro DEPT135 (100 MHz) de DKF-4 em CDCls.
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Os demais deslocamentos quimicos podem ser atribuidos aos atomos

de carbono da estrutura alifatica desses esteroides, comparados com a

literatura, Goulart et al. (1993), conforme Tabela 17.
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Tabela 17 - Comparacdes entre sinais de RMN de *C de DKF—4 e sinais de
Estigmasterol e B-Sitosterol.

Atomo Estigmasterol DKF-4 p-Sitosterol DKF-4
Oc Oc Oc Oc
C-1 37,2 37,2 37,2 37,2
C-2 31,8 31,9 31,6 31,6
Cc-3 71,5 71,8 71,6 71,8
C-4 42,2 42,3 42,2 42,3
C-5 140,7 140,7 140,6 140,7
C-6 121,6 121,7 1215 121,7
C-7 33,6 33,9 31,8 31,9
cC-8 33,6 33,9 31,8 31,9
C-9 50,1 50,1 50,1 50,1
C-10 36,4 36,5 36,4 36,5
c-11 21,1 21,1 211 21,1
C-12 39,7 39,8 39,7 39,8
C-13 42,2 42,3 42,3 42,3
C-14 56,7 56,7 56,7 56,7
C-15 24,2 24,3 24,2 24,3
C-16 28,3 28,2 28,2 28,2
Cc-17 56,0 56,0 56,0 56,0
C-18 12,07 11,8 11,9 11,9
C-19 19,42 19,4 19,3 19,4
C-20 40,30 39,8 36,1 36,1
c-21 20,50 19,8 18,7 18,7
C-22 138,5 138,3 33,9 33,9
C-23 1294 129,3 26,1 26,1
C-24 51,2 50,1 45,8 45,8
C-25 31,9 31,9 29,1 29,1
C-26 21,2 21,1 19,7 19,8
C-27 19,8 19,8 19,1 19,0
C-28 25,4 26,1 23,0 23,0
C-29 11,9 11,9 11,8 11,8
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Todos os dados obtidos de DKF-4, reunidos e comparados com 0s
dados da literatura permitiram identificar a amostra, como sendo uma mistura
Figura 31. Segundo Rocha et al., (2007), o Estigmasterol difere do - Sitosterol
somente pela presenca de uma ligacéo dupla em C-22 na cadeia lateral.

No organismo, os fitosterdis, dos quais 0s mais comuns Sd0 O
campesterol, o Sitosterol e o Estigmasterol, atuam na diminuicdo da absorcéo
de colesterol no intestino delgado por um mecanismo de competicdo, com
consequente aumento na excrecdo fecal (SALGADO et al., 2008). Esta
competicdo ocorre por que a estrutura quimica dos fitosterdis é semelhante a
do colesterol, diferindo no tamanho (SALGADO et al., 2008 apud NESTEL et
al., 2001).

A Figura 30 apresenta o Estigmasterol e p-Sitosterol com seus

carbonos numerados respectivamente.

Figura 30 - (1) B — Sitosterol e (2) Estigmasterol
20

HO

(1) B — Sitosterol (2) Estigmasterol
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6 ENSAIOS BIOLOGICOS

Ensaios biologicos segundo a ANVISA (1988), “sao procedimentos
destinados a avaliar o potencial de principios ativos contidos nas matérias-
primas e preparacdes farmacopéicas, através do uso de reagentes biologicos

tais como: Micro-organismos, Animais, Fluidos e 6rgaos isolados de animais”.

6.1 Teste de toxicidade geral frente & Artemia salina.

Este bioensaio de toxicidade e letalidade frente a Artemia salina, um
microcrustacio marinho, foi realizado com o extrato bruto etanolico de Davilla
kunthii A. St. - Hil, com o objetivo de avaliar e classificar os efeitos do extrato
no sistema bioldgico, através da adaptacdo da metodologia de (MEYER, 1982
apud MEDINA, 2006).

A utilizacdo da Artemia salina como bioindicador em testes de
toxicidade aguda, € devido a sua capacidade para formar cistos dormentes,
sua praticidade de manuseio e cultivo, por ser um método rapido e barato, além
de ser um bioindicador capaz em avaliac@o toxicoldgica pré-clinica (MEDINA,
2006).

O teste foi realizado em triplicata e com o material totalmente seco,
juntamente, com o teste branco (Controle 1 e 2).

As amostras foram submetidas as mesmas condi¢cdes de temperatura
(25°C) e meio (dgua marinha — 20 g NaCl/L de 4gua doce e destilada).

Os ovos foram colocados para eclodir na solugdo salina (em um
aguario) por 48 horas, com aeracédo constante a 25°C conseguido com o auxilio
de uma bomba externa de ar conectada ao fundo do sistema e difusor proprio
para aquario, necessario para eclosdo dos ovos em naupilos.

O extrato foi testado nas concentragdes de 1000; 500; 250; 125; 62,5 e
31,25 pg.mL™ em volume de 10 mL, e para o branco chamados de controle 1
(C1) e controle 2 (C2), acrescentou-se no C1 10 mL de solucéo salina e no C2,
5 mL de solugdo de DMSO a 1 % em solucédo salina mais 5mL de solucdo
salina, fechando os 10 mL. E a contagem dos sobreviventes foi realizada apos
24 — 48 horas com auxilio de uma lupa.

Obtendo o seguinte resultado, Tabela 18:
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Tabela 18 — Nimero de naudiplos mortos.
1000pug.mL™*  500pg.mL™  250pg.mL™*  125pug.mL?  62,5ug.mLt  31,25pg.mLT C1 C2

V* M*  V* M* \% M \% M Vv M Vv M v M V M
A* 10 4 10 1 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 O
D* 10 3 10 1 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 O
™ 10 3 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 O
X* 10 33 10 0,7 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 O

Fonte: o Autor. A = Amostra; D = Duplicata; T = Triplicata; X = média; V = Vivos; M = Mortos.

Ap0s a contagem do numero de exemplares de Artemia salina vivos, mortos ou imobilizados, realizou-se o seguinte calculo

formula 1:

Numero de organismos mortos X 100 (1)

M(%) =

Numero de total organismos no tubo

Ressaltando que os valores da mortalidade foram corrigidos utilizando a formula de Abbott descrita a seguir formula 2
(LUCENA, 2012):

MC* = (mortalidade nos frascos teste [%]|—mortalidade no frasco controle [%]) x 100 (2)
(100% — mortalidade no frasco controle [%])

MC = mortalidade corrigida
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Considerar apés os célculos, baixa toxicidade quando a Dose Letal
50% (DLso) for superior a 500 pg.mL™; moderada para DLsy entre 100 a 500
ng.mL™ e muito téxico quando a DL foi inferior a 100 pg.mL™ (LUCENA, 2012):

Obtendo os seguintes resultados, Tabela 19:

Tabela 19 — Dados de atividade frente a Artemia salina para DKEXE
Atividade para A. salina

Concentracao _
(% de Mortalidade)

1000 pg.mL™ 33%
500 ug.mL™ 7%
250 pg.mL™ 0%
125 pg.mL™ 0%
62,5 pg.mL™ 0%
31,25 ug.mL™* 0%
Controle 1 0%
Controle 2 0%

Fonte: o Autor

Como nédo houve mortalidade nos tubos controle ndo foi necessario
aplicar a formula Abbott (Férmula 2), pois os resultados ndo séo alterados.

Calculando a média entre os valores obtidos do extrato, foram
encontrados o resultados de 33% de mortalidade para a concentragcdo 1000

ng.mL™* e 7% para a concentracéo 500 pg.mL™, Figura 32.
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Figura 31 — Curva de atividade frente & Artemia salina
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Fonte: o Autor

Utilizando a féormula da regresséo linear Y = A + BX (Figura 31),
podemos calcular a DLsp (Y = 50), onde -3,3985 e 0,0324 séo os valores de A e
B, respectivamente, encontrando X igual & 1648,10 ug.mL™.

Pela andlise dos dados, pode-se verificar que o extrato etandlico de
Davilla kunthii A. St. - Hil, ndo apresentou letalidade frente a Artemia salina,
sendo considerado de baixa toxicidade (DL 50% superior a 500 ug.mL™) tendo

sido encontrado o valor de DLsg de 1648,10 ug.mL'l.
6.2 Avaliacéo da Atividade Antioxidante pela Reducéo do DPPH

Os radicais livres desempenham papel importante no organismo, mas o
efeito cumulativo desses radicais estda implicado em doencgas, tais como
cancer, ateroscleroses, isquemia cerebral e envelhecimento (SILVA, 2006).
Antioxidantes que sequestram o0s radicais livres, tanto previnem como
apresentam alto potencial terapéutico em doencas que apresentam estes
radicais (RAMALHO; JORGE, 2006).

A producéo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem endbégena (por ex.,

superéxido dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras
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fontes, destas ultimas destacam-se tocoferois (vitamina E), acido ascorbico
(vitamina C), polifendis, selénio e carotenoides (SILVA, 2006).

Quando ha limitagdo na disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer
lesGes oxidativas de carater cumulativo, os antioxidantes sdo capazes de
estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos biologicos
nas células (SOUSA, 2007; SILVA, 2006).

A vitamina E, € a designacdo dada a um grupo de compostos
antioxidantes liposolUveis, entre os quais o a-tocoferol é a forma mais ativa. E
encontrada em lipoproteinas e membranas, atuando no bloqueio da reacdo em
cadeia da peroxidacdo lipidica, através do sequestro do radical peroxila
(SOUSA, 2007).

A vitamina C tem muitas funcdes fisioldgicas, entre elas, o alto poder
antioxidante de reciclar a vitamina E no processo de peroxidacéao lipidica das
membranas e lipoproteinas (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os carotenos (CAR) protegem os lipidios dos danos peroxidativos
inativando o oxigénio singleto, sem sofrer degradacéo, através da reacdo com
os radicais peroxila, hidroxila e superoxido. A atividade antioxidante dos CAR é
decorrente da habilidade de deslocalizar elétrons desemparelhados através da
estrutura de ligagOes duplas conjugadas (FERREIRA; COSTA, 2011).

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que
presentes em concentracfes baixas, comparadas ao substrato oxidavel,
retardam significativamente ou inibem a oxidagcdo do substrato (KRINSKY,
1994).

Este método tem por base a reducdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) em solucdo de metanol, onde apresenta méaxima absor¢cdo em
515 nm. Ao fixar um H (hidrogénio) (Figura 32), abstraido do antioxidante em
estudo, observa-se uma diminuicdo na absorbancia, o que permite calcular,
apos estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de antioxidante
gasta para reduzir 50% do DPPH (CEsp) (ALPIOVEZZA et al., 2012).
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Figura 32 — Estrutura Quimica do Difenilpicrilhidrazila - Radical Livre (1), e
Difenilpicrilhodrazine — Radical Reduzido (2).
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Fonte: MOLYNEUX, 2004.

Conforme o método descrito por Brand-Williams; Cuvelier e Berset
(1995) adaptada, a extracdo do antioxidante da amostra foi obtida por meio de
solugcdes de metanol. A analise foi realizada, adicionando-se aos extratos uma
solucéo de DPPH e para o controle, foi utilizada a mistura de metanol e DPPH.
Apos a reacdo foi realizada a leitura da absorbancia a 515 nm em
espectrometro (LOCATELLI et al., 2009).

6.2.1 Preparo das solugdes

Dissolveu-se 2,4 mg de DPPH em alcool metilico e completou-se o
volume para 100 mL em um baldo volumétrico com alcool metilico,
homogeneizou-se e transferiu-se para um frasco ambar, devidamente
etiquetado. Em seguida preparou-se a solucdo Quercetina, onde dissolveu-se
50 mg do flavonoide em alcool metilico e completou-se o volume para 100 mL
em um baldo volumétrico com alcool metilico, homogeneizar e transferir para o
frasco de vidro ambar, devidamente etiquetado, e o preparo do extrato
etandlico de Davilla kunthii segue o mesmo procedimento da Quercetina
(RUFINO et. al., 2007).

6.2.2 Preparo das Diluicbes
A partir da solucéo inicial de DPPH (0,06 mM), preparou-se em baldes

volumétricos de 10 mL, solu¢des variando a concentragdo de 10 M a 60 M

conforme a Tabela 20. Em seguida transferiu-se 4 mL de cada solucdo de
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DPPH para cubetas e realizou-se as leituras em espectrofotdmetro a 515 nm

(Figura 33), e utilizou-se alcool metilico como branco.

Tabela 20 - Preparo das solucdes para a curva do DPPH

Amostra Solucgéo de Alcool Conc. de Absorbancia
DPPH (mL)  metilico (mL)  DPPH (uM) WL 515

1 0 10 0 0

? L 8.3 10 0,086
3 3.3 6,7 20 0,168
: 5.0 5.0 30 0,254
X 6.7 3,3 40 0,375
° 8,3 1.7 50 0,422
! 10 0 60 0,510

Fonte: o Autor

Figura 33 - Curva do DPPH
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A partir da equacdo Y = A + BX (Figura 33), onde Y é a maior
absorbancia de acordo com a Tabela 20 e X é a concentracdo real do DPPH na
solugéao:

Y =A+BX (Y =0,510)
0,510 = 0,00118 + 0,0086.X
X =59,1651 pM

Em seguida, calculamos a massa em gramas de DPPH (massa molar
de 394,3) que precisa ser oxidada pela amostra padrao Quercetina, e pelo

extrato etandlico de Davilla kunthii:

g DPPH = (59,1651/1000000) x 394,3
g DPPH =0,0233 g

Logo, multiplicamos essa massa de DPPH por 50% (CEsp), que é a

massa total que precisa ser oxidada:

0,0233 x 50% = 0,01166 g

A partir da solucao inicial de Quercetina (5 mg/mL) preparou-se em
baldes volumétricos de 10 mL, solu¢des variando a concentracdo de 50 a 250
ug/mL, mas para ser feito o grafico, Figura 35, transformou-se a concentracéo

para mg/L, conforme a Tabela 21.

Tabela 21 - Preparo das solucbes para a curva de Quercetina

Amostra Solucao de Alcool metilico Conc.Quercetina Absorbancia
Quercetina (mL) (mL) Hg/mL mg/L WL 515
1 0 10 0 22,7 0,498
2 0,1 9,9 50 18,67 0,409
3 0,2 9,8 100 15,3 0,335
4 0,3 9,7 150 4,87 0,108
5 0,4 9,6 200 2,21 0,049
6 0,5 9,5 250 2,28 0,051

Fonte: o Autor
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Figura 34 - Curva da Quercetina.
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Fonte: o Autor

Com os valores encontrados na curva (Figura 34), podemos calcular o
qguanto de Quercetina € necessario para oxidar 0,01166 g de DPPH (CEsp) que

sera X, e Y serd a massa utilizada:

Y =9,83726 x 10 + 21,87033 (0,01166)
Y = 0,25599g de Quercetina

A partir da solucéo inicial do Extrato Etandlico de Davilla kunthii (5
mg/mL) preparou-se em baldes volumétricos de 10 mL, solu¢des em triplicata,

variando a concentragao de 0 a 250 pg/mL conforme a Tabela 22.
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Tabela 22 - Preparo das solucdes para a curva de Davilla kunthii

Sol. de Davilla Alcool Conc. do Absorbancia
Amostra kunthii metilico Extrato WL 515
(mL) mL Mg/mL  mg/L (Média)
1 0 10 0 21,99 0,481
2 0,1 9,9 50 19,96 0,437
3 0,2 9,8 100 16,99 0,372
4 0,3 9,7 150 15,85 0,347
5 0,4 9,6 200 13,56 0,297
6 0,5 9,5 250 11,94 0,261

Fonte: o Autor

A partir dessas concentragbes, foi construido um grafico de
Absorbancia versus a concentragao (mg/L), Figura 36, e calculada a CEsy.

Figura 35 — Curva do Extrato Etandlico de Davilla kunthii A. St. — Hil
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Com os valores encontrados na curva (Figura 35), podemos calcular o
guanto de extrato etandlico de Davilla kunthii, € necessario para oxidar 0,01166

g de DPPH que sera X, e Y sera a massa utilizada:

Y = 4,96948 x 10 + 21,88356.(0,01166)
Y = 0,2552 g de Extrato de Davilla kunthii

Os resultados do teste da atividade antioxidante do extrato etandlico de
Davilla kunthii, estdo expressos na Tabela 22. A atividade antioxidante
expressa em CEsp (concentracao efetiva, que elimina 50% dos radicais livres)
indica 0 quao antioxidante € a amostra, isto é, quanto menor o valor da CEsg
mais ativa € a amostra (ALPIOVEZZA et al., 2012; LOCATELLI et al., 2009).

Verificando-se, no resultado estimado da CEsy (Y = A + BX) igual a
0,2552 g, que este extrato apresenta uma boa atividade antioxidante,
comparada com a Quercetina 0,2559 g (SOUSA et al., 2007), destacando-se o
fato de que o Extrato Etandlico de Davilla kunthii ser uma mistura bruta de

centenas de substancias, ou seja um fito constituinte complexo.

6.3 Bioensaio Microbioldgico

Os bioensaios MIC (Minima Concentracao Inibitoria) foram realizados
no Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios da Universidade Federal de

Minas Gerais, sob a orientacdo da Prof2. Dra. Jacqueline Aparecida Takahashi.

6.3.1 Procedimento para MIC Gram - Negativa (Escherichia coli e
Salmonella tiphymurium), Gram - Positivas (S. aureus e S. sanguinis) e

Levedura (Candida albicans)

As amostras foram pesadas e solubilizadas em dimetilsulféxido
(DMSO), resultando em uma solugdo com concentragdo de 50 mg/mL
(extratos) e 12,5 mg/mL (substancias puras). Pipetaram-se 40 pL desta solucdo
para um frasco contendo 960 pL de meio de cultura BHI (solugéo de trabalho).
Foi preparado um pré-indculo no qual as bactérias (leveduras) estocadas em
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tubos de ensaio foram transferidas com al¢ca de platina e inoculadas em tubos
de ensaios contendo 3,0 mL de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion,
Infuso de cérebro e coracdo). Em seguida, os tubos foram incubados em estufa
a 37 °C por 18 h. Com o auxilio de uma micropipeta, 500 pL do pré-inéculo
foram transferidos para tubos de ensaio contendo 4,5 mL de agua destilada
estéril. Os tubos foram homogeneizados e a concentragdo ajustada
comparando-se com o tubo 0,5 da escala de McFarland de turbidez padréo
(108 UFC/mL), obtendo-se assim, os inéculos utilizados no teste.
Os testes foram realizados em placas de 96 micropocos, em duplicata.
Em cada poco foram adicionados 100 puL do meio de cultura BHI. No poco 1
foram adicionados também 100 pL da solucao de trabalho. Homogeneizou-se a
solucdo e 100 pL foram transferidos para o proéximo poco e assim
sucessivamente. Desprezaram-se os 100 pL finais. Foram testadas 8
concentracbes de cada amostra. A seguir, 100 pL do in6culo do micro-
organismo a ser testado foram adicionados a cada poc¢o. Foram realizados dois
controles, um para controle de crescimento do micro-organismo, no qual néo
houve adicdo da solucédo de trabalho (para verificar a viabilidade celular) e o
branco, em que ndo se adicionou o inéculo (para se eliminar o efeito da
coloracdo da solucdo de trabalho). Uma placa controle contendo 100 pL de
meio de cultura BHI e 100 pL de agua destilada estéril foi adicionada ao
experimento como de controle de esterilidade do meio de cultura BHI.
As microplacas foram submetidas a primeira leitura em leitor de placa de
Elisa (492 nm) imediatamente apds a execucdo do experimento (leitura a 0 h).
Posteriormente, foram incubadas em estufa a 37 °C e apos 24 h foram

realizadas nova leitura das mesmas, encerrando o teste.

6.3.2 Procedimento de MIC para Fungos Filamentosos (Aspergillus flavus

e Fusarium proliferatum)

As amostras foram pesadas e solubilizadas em Dimetilsulféxido
(DMSO) resultando em uma solugdo com concentracao de 250 ug/mL. O meio
utilizado para o crescimento dos micro-organismos foi o caldo Sabouraud, com
concentracdo da suspensdo de esporos de 5 x 10 esporos/mL e tempo de
incubagao das amostras de 48 horas.
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A leitura dos dados foi realizada em leitor de placas de microtitulagao
com comprimento de onda a 490 nm.

O tratamento dos dados foi realizado através do teste de outlier: Teste
de Grubbs, com nivel de significancia de 95%.

Céalculo da porcentagem de inibicdo foi realizado através da férmula:

(EC—-CC)x100

%inibicao = 100 — o

(3)
Sendo EC a absorbancia do teste, CC a absorbancia do controle da

amostra, CH a absorbancia do controle do fungo e CM a absorbancia do

controle do meio de cultura.

6.4 Bioensaio MIC para Davilla kunthii

O uso constante de antibiéticos tem provocado uma série de problemas
dentre os quais se destacam o desequilibrio da ecologia humana e a
resisténcia microbiana, fazendo com que se busquem novos antibioticos que
sejam eficazes, abrindo caminhos para a evolucdo das pesquisas, pois o
desenvolvimento de qualguer novo antimicrobiano vem acompanhado pela
resisténcia dos microrganismos (ANTUNES et al., 2006). A emergéncia de
patdgenos resistentes € uma ameaca a esses avancos (MOELLERING Jr,
2000).

Esta vertente na pesquisa de novos compostos com acgao
antimicrobiana tem levado a comunidade cientifica a investigar a corrida
medicamento x microrganismos, pois desde o inicio dos anos 80 0 numero de
antimicrobianos em fase de desenvolvimento diminuiu consideravelmente,
enquanto que a resisténcia dos microrganismos aos mesmos tem crescido de
forma imensuravel, porque eles estdo cada vez mais desenvolvendo uma série
de novos mecanismos de resisténcia (FILE Jr, 2000).

Observando isso, a comunidade cientifica avalia as atividades
antimicrobianas de extratos vegetais, através da determinacdo de uma

pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do
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microrganismo-teste, esse valor é conhecido como Minima Concentracéo
Inibitéria (MIC) (OSTROSKY et al., 2008).

Aspecto bastante relevante na determinagdo da MIC de extratos
vegetais é a preocupacdo em relacdo aos aspectos toxicoldgicos,
microbiolégicos e legais pertinentes aos compostos haturais ou suas
combinagdes (PINTO et al., 2003).

De acordo com a literatura a espécie Davilla elliptica apresentou
atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, B.cereus, Shigella spp e
Candida albicans, e que apenas o extrato Metandlico das folhas apresentou
atividade contra Enterococcus faecalis e Salmonella spp (SORES et al., 2009).
E segundo Lopes et al. (2007), observaram atividade antimicrobiana in vitro do
extrato cloroformico das folhas de D. elliptica, sugerindo efeito terapéutico
potencial no controle microbiolégico da tuberculose.

Através do ensaio da atividade antimicrobiana, foi possivel verificar
atividade do extrato etandlico bruto das folhas de D. kunthii frente as cepas de
todos os microrganismos avaliados. O extrato etandlico bruto obtido da amostra
coletada em Boa Vista-RR, apresentou uma variacdo MIC de 6,2% a 53,7%
para as bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. sanguinis), MIC variando de
9,23% a 38,2% para as bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e S.
tiphymurium) e MIC foi de 92,5% a 95,3% para a levedura C. albicans (Tabela
23).

Levando-se em conta, a MIC, mostrou que o extrato etandlico bruto da
amostra coletada, foi mais ativo frente a levedura Candida albicans, em
comparacao com os antibiéticos Miconazol e Nistatina.

As cepas Gram-positivas demonstram-se mais sensiveis aos extratos
analisados do que as Gram-negativas em comparacdo com o antibidtico
Ampicilina. E o bioensaio para fungos (Aspergillus flavus e Fusarium
proliferatum), apresentou baixa atividade.

Como a amostra foi coletada em época seca, é possivel que a época
do ano e a localidade influenciaram na atividade antimicrobiana de D. kunthii.
Porém, ha a necessidade de novos estudos a partir de um numero maior de
coletas, pois ndo foram encontrados dados na literatura pesquisada sobre a

atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto das folhas de D. kunthii.
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Tabela 23 — Bioensaio de MIC do extrato etandlico de Davilla kunthii.

Candida albicans

% de Inibicdo do Crescimento

Miconazol Nistatina

01 (500 ug) 92,519 92,325 93,300
02 (250 pg) 92,861 91,048 90,768
03 (125 ug) 92,644 90,706 90,141
04 (62,5 ug) 93,192 90,546 90,181
05 (31,25 pg) 93,431 91,150 90,917
06 (15,625 ug) 95,085 91,607 91,493
07 (9,375 pg) 95,381 91,515 91,259
08 (3,90625 pug) 94,800 91,282 91,424
S aureus % de Inibicdo do Crescimento Ampicillina
01 (500 pg) 11,713 104,626
02 (250 ug) 6,201 106,004
03 (125 pg) 13,287 105,512
04 (62,5 ug) 8,858 104,134
05 (31,25 pg) 11,220 101,969
06 (15,625 pg) 10,433 86,713
07 (9,375 ug) 11,516 34,744
08 (3,90625 ug) 0,000 14,862
S. sanguinis % de Inibicdo do Crescimento Ampicillina
01 (500 ug) 53,700 102,905
02 (250 pg) 32,547 3,223
03 (125 ug) 28,915 2,678
04 (62,5 ug) 24,557 0,000
05 (31,25 pg) 21,652 0,000
06 (15,625 ug) 21,289 0,000
07 (9,375 ug) 21,198 0,000
08 (3,90625 pug) 0,000 0,000
Escherichia coli % de Inibicdo do Crescimento Ampicillina
01 (500 pg) 36,090 186,938
02 (250 ug) 14,902 140,933
03 (125 ug) 10,227 118,601
04 (62,5 ug) 9,232 104,874
05 (31,25 pg) 11,719 96,270
06 (15,625 ug) 9,730 95,375
07 (9,375 ug) 15,598 94,529
08 (3,90625 ug) 11,371 79,559
Salmonella tiphymurium % de Inibicdo do Crescimento Ampicillina
01 (500 pug) -1,980 228,381
02 (250 ug) -2,084 180,031
03 (125 ug) 3,714 142,138
04 (62,5 ug) 21,729 123,295
05 (31,25 pg) 28,562 102,174
06 (15,625 ug) 34,878 101,242
07 (9,375 ug) 38,294 108,593
08 (3,90625 ug) 34,981 100,932
Aspergillus flavus 11,92
Fusarium proliferatum 10,04

Fonte: o Autor
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho cumpriu o objetivo principal que se fundamentou
na ampliacdo do conhecimento, do género Davilla kunthii A. St. — Hil, através
do estudo fitoquimico e ensaios biolégicos das folhas.

O estudo fitoquimico realizado nas folhas de Davilla kunthii A. St. — Hil
(Dilleniaceae), forneceu como resultado a substancia Triacontan-1-ol (Alcool
Melissilico), que é um estimulante, para promover a germinacao das sementes,
a taxa de germinagdo e o aumento no numero de flores, e uma mistura de
Estigmasterol e f - Sitosterol (Esteréides), e a mistura de Esteres Metilicos.
Suas estruturas foram elucidadas através da associacdo de técnicas
espectroscopicas em IV, RMN de 'H, RMN de **C mono e bidimensional e
DEPT 135.

Para a identificacdo dos ésteres metilicos foi usada a técnica de CG
(Cromatografia Gasosa) em comparacao com padrbes, encontrando 48% de
acido Palmitico e 15,84% de acido Oleico (GO 9).

No teste de toxicidade aguda do extrato etandlico da planta, ndo foi
verificado uma grande quantidade de O&bitos de Artemia salina, sendo
considerado de baixa toxicidade (DL 50% superior a 500 pg.mL™), tendo sido
encontrado o valor de DLso de 1648,10 pg.mL™.

A notavel atividade antioxidante frente ao DPPH é um bom indicativo
de que a planta possui constituintes quimicos detentores de forte capacidade
de capturar radicais livres.

Foi possivel, também, verificar atividade do extrato frente as cepas de
todos os microrganismos avaliados, apresentando uma variagdo MIC (Minima
Concentracao Inibitéria) de 6,2 a 53,7% para as bactérias Gram-positivas (S.
aureus e S. sanguinis), MIC variando de 9,23 a 38,2% para as bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli e S. tiphymurium) e MIC de 92,5 a 95,3% para a
levedura Candida albicans, mostrando que o extrato etandlico bruto da amostra
coletada, foi mais ativo frente a levedura Candida albicans, em comparacéo

com os antibidticos Miconazol e Nistatina.
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Este trabalho contribui com o estudo fitoquimico das Dilleniaceas,
fornecendo dados sobre o género Davilla, através do lancamento de dados na

literatura sobre a espécie Davilla kunthii A. St. -Hil.
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APENDICE A

Ministério do Meio Ambiente - MMA
p Instituto Chico Mendes de Conservago da Biodiversidada - ICMBio
Sislema de Autoizacda e Informagdo em Biodiversidada - SISBID
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Nimera: 41621-1 Data da Emissao: 07/10/2013 11:40
Dadas do titular
Nome: Leandm da Silva Nascimanto CPF: 003.446.40345
Obsarvagtes & ressalvas

P allvidades de campo exercidas por pesssa natural au Juridica eslrangeira, £m 1odo o tenfilvio nacional, que impljuem o deslocaments de returaos humanos e
1 | matzrsiz, tenda por ebjets soletar dados, materals, espéidmes binkdglens e minerats, pegas magrantes da culura nativa e cullra popular, presents e passada,
eblidas por meln e Fecrs08 & Ienicas que 38 deatinem a0 eshuds, & iAo ou 4 peaquisa, elSa gujstas 3 autarizagso do Miniskério de Clinea e Teenologia.

A auterizagin nio eximird o pesouisader da necessidade de abier aulras anuéncias, cama: 1) da proprietrio, amendatirie, posseito o moradof quando as alvidades

11 da ceminidade indigens envelvids, euvide o Argloindigenlata efieial, quands e athidades de peaquisa forem exseutadas e lama indigens; Il da Conasiho de
Defesa Naeiondl, quando a3 alividades de pesquisa forem execUtadas em Area Indispensdvel & sequranga nacional; 1V) da autoridade marllima, quanda a3 afhidades
e pesuisa forem exeeatadas et duss jurisdicionss brasielras: V) da Deparamento Nacional € Produgle Mineral uanda & pescuisa visar a explosagn de
spduling foasdifemhs ol 3 &x1iaEAD e eapicimies Kisssis: V) 00 O30 geslnr da LNad 06 consenvacko estaual, diciHlal ou MUNEiDal, enie aulras.

Toresm realizadas am drea de dominio pivade ou dentro dos Bmiles de unidade de consenagdo federal cujo procasse de reguisrizacio fundidria encontra-se em cursa,

3|0 malerial Bipiten eolktade fdeverd et LS00 par Stianes fenlnicas ol dAScs no Ao b ensind Upedar.

E necessiio a obtencn de anulncias previstas em oulrs instrumentos legals, bem coma de consenlmenta do responsdvel pela dres, piblica ou privada, onde sers
tealizada a alividade

Esle documento rio ahrange & eoleta da vepelas hidrbies, lands emvista que o Deciebo-Le P 22111967 & o At 36 da Lel n° BLEDSMBDE estabaleca &

necedsidade da oblencio de auln ara colats de vegatais hidrdbiog fing clenlificng..
o | FXLE Bocimenta o & VBRIE para ] cole(s ol anspo o especied (e canslem ras ks 8 E5[a AMBALATAS 08 ExUNE0, B) ECAbIANIE ol Efv

82 malesial binisgien 86 exiaior e ¢ realizacdo de pesquisa em Unidads de snnsenapdo fedaral ol em cavama.

Ftl documenia no d13pensa b cunipmEnia 2 Ieqieiagan gL JpGe S0DE AC2330 A COMONENLE 00 PN QEnACo ExEEle h0 IZNLLD NAsoR, ia
7 | patatorna continental & na 20na aconbmica exclusha, ou an coaheciments radicinal associadn aa palrinbnis genélic, para fins de pesqulsa centifica,
Bioptospecedn & desenvalviments lacnolAgicn. Vija makores inlomiasfies em wiw.mma aov. brisgen.
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