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RESUMO

Entre as inUmeras espécies vegetais do bioma Caatinga, encontra-se a Crescentia
cujete L., da familia Bignoniaceae, conhecida no nordeste como coité ou arvore de
cabaca, muito utilizada na medicina popular para combater a hipertensao, diabetes,
problemas urindrios, tosses, anemias e distdrbios estomacais. O presente trabalho
realizou um estudo quimico com as folhas de Crescentia cujete L. e avaliou o potencial
biolégico in vitro do extrato e fracdes obtidas. O material vegetal foi coletado na regiao
do Vale do Séo Francisco e obtido o extrato etandlico bruto (Cc-EEB) que foi
particionado resultando em quatro fracdes (Cc-Hex, Cc-CHCI3, Cc-AcOEt e Cc-
MeOH). O estudo fitoquimico empregou técnicas cromatogréficas para tracar um perfil
guimico, isolar e purificar compostos bioativos do Cc-EEB e fracbes, sendo as
atividades bioldgicas avaliadas segundo metodologia preconizada pela literatura com
0 extrato e fracOes, avaliando a atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe) e no sistema (-caroteno/acido
linoleico; atividade fotoprotetora através de método espectrofotométrico; e a atividade
antibacteriana, calculando a concentracdo bactericida minima (CBM). A triagem
fitoquimica qualitativa indicou forte presenca de mono, sesqui e diterpenos, lignanas
e derivados antracénicos, e ainda presenca de triterpenos, cumarinas, saponinas,
compostos fendlicos, naftoquinonas e alcaloides. A quantificacdo do teor de fendis e
flavonoides totais mostrou que Cc-EEB e as fragbes Cc-CHCI3 e Cc-AcOEt possuem
maior concentracdo de constituintes fendlicos. Através de métodos cromatograficos
foram isolados e identificados dois compostos por ressonancia magnética nuclear
(RMN), sendo a mistura de esteroides estigmasterol com (-sitosterol, e o acido 4-
hidroxibenzdico. Foi proposto uma estrutura para uma terceira substancia como sendo
0 acido vanilico. A avaliacdo da atividade antioxidante mostrou melhor resultado no
sistema -caroteno/4cido linoleico apresentado pelas fragdes Cc-CHCIs e Cc-AcOEt.
Na avaliacdo da atividade fotoproteroa, foi observado que os extratos e fracbes nao
foram eficazes em absorver a radiagdo UVB, apenas UVC e UVA pela fracdo Cc-
CHCIs, resultando assim em valores de FPS abaixo de 6 como indicado pela ANVISA,
sendo o maior valor apresentado pelo Cc-EEB com 4,909+0,123. Na avaliagdo da
atividade antibacteriana os extratos e fracdes foram mais sensiveis as bactérias
Gram-positivas, com menor CBM de 1,56 mg/mL contra S. aureus 6538, S.
epidermidis e K. pneumoniae. Uma analise em CLAE-DAD permitiu obter a impresséo
digital da espécie e estabelecer as melhores condigcbes para otimizacdo do
cromatograma (fluxo 1,2 mL/min e tempo de gradiente de 50 min). As atividades
biol6gicas apresentadas pelas amostradas testadas estdo relacionadas aos
compostos identificados na triagem, na quantificacdo de fendis e flavonoides totais e
nos compostos isolados. Desta forma, o estudo realizado contribuiu com os
conhecimentos quimicos e bioldgicos de C. cujete, principalmente o peffil
cromatografico em CLAE-DAD e a atividade fotoprotetora, inéditos para a espécie.

Palavras-chave: Cabaca; Caatinga; Fitoquimica; CLAE-DAD; Fotoprotetora;
Antibacteriana.



ABSTRACT

Among the numerous plant species of the Caatinga biome, is the Crescentia cujete L.,
the Bignoniaceae family, known in the northeast as Coité or calabash tree, widely used
in folk medicine to combat high blood pressure, diabetes, urinary problems, coughs,
anemia and stomach disorders. The present work conducted chemical study of the
leaves of Crescentia cujete L. and assess the biological potential in vitro extract and
fractions obtained. The plant material was collected in the region of Vale do Séao
Francisco and obtained the ethanol extract (Cc-EEB) which was partitioned resulting
in four fractions (Cc-Hex, Cc-CHCIs, Cc-AcOEt e Cc-MeOH). The phytochemical study
employed chromatographic techniques to chart a chemical profile, isolation and
purification of bioactive compounds of Cc-EEB and fractions, and biological activities
were evaluated according to the methodology recommended by the literature with the
extract and fractions, evaluating the antioxidant activity by the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil (DPPH) radical scavenging method and 3-carotene/linoleic acid system;
photoprotective activity by spectrophotometric method; and the antibacterial activity by
calculating the minimum bactericidal concentration (MBC). Qualitative phytochemical
screening indicated a strong presence of mono, sesqui and diterpene, lignans and
antracénicos derivatives, and also the presence of triterpenes, coumarins, saponins,
phenolic compounds, naphthoquinones and alkaloids. The quantification of total
phenolic and flavonoid content showed that CC-EEB and fractions Cc-CHCls and Cc-
AcOEt contain higher concentrations of phenolic constituents. Using chromatographic
methods were two compounds isolated and identified by nuclear magnetic resonance
(NMR), the mixture of steroid stigmasterol and B-sitosterol, and 4-hydroxybenzoic acid.
A structure has been proposed for a third substance as being the vanillic acid. The
evaluation of the antioxidant activity showed the best result in -carotene/linoleic acid
system presented by fractions Cc-CHCIs and Cc-AcOEt. In evaluating the fotoproteroa
activity, it was observed that the extracts and fractions were not effective in absorbing
UVB radiation, only UVC and UVA by the fraction Cc-CHCls, resulting in SPF values
below 6 as indicated by ANVISA, the largest value shown by the fraction Cc-EEB with
4,909+0,123. In evaluating the antibacterial activity of the extracts and fractions were
more sensitive to Gram-positive bacteria, a lower MBC 1.56 mg/mL against S. aureus
6538, S. epidermidis and K. pneumoniae. An analysis in HPLC-DAD allowed to obtain
a fingerprint of the specie and to establish the best conditions for optimization of the
chromatogram (flow 1.2 mL/min and 50 min gradient time). The biological activities
provided by the tested sampled are related to compounds identified in phytochemical
screening, quantification of phenols and total flavonoids and isolated compounds.
Thus, the study contributed chemical and biological knowledge of C. cujete, primarily
in the fingerprint HPLC-DAD and photoprotective activity, unpublished for the specie.

Keywords: Cabaca; Caatinga; Phytochemistry; HPLC-DAD; Photoprotective;
Antibacterial.
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UVA - Radiag0es ultravioleta A

UVB - Radiag0es ultravioleta B

UVC - Radiagdes ultravioleta C

Vis - Luz visivel

0 (delta) - Deslocamento quimico em ppm

Amax - Comprimento de onda maximo

OBS.: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho que ndo constam nesta
relacdo, encontram-se descritas no decorrer do texto ou sdo convencdes adotadas

universalmente.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta, abrigando em
torno de 55 mil espécies de plantas, sendo que muitas dessas sdo endémicas e
desconhecidas. Entre os elementos que constituem essa biodiversidade, estdo as
plantas medicinais que séo utilizadas em comunidades tradicionais, como remédios
caseiros, sendo consideradas a matéria-prima para fabricacdo de fitoterapicos e
outros medicamentos. Entretanto, dados mostram que apenas cerca de 5% destas
plantas tém sido estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor séao
avaliadas sob os aspectos bioldgicos (BARREIRO; BOLZANI, 2009; FUMAGALI et al.,
2008).

Evolutivamente as plantas tendem a sintetizar compostos, subprodutos do seu
metabolismo primério, para diversas aplicagfes, como atrativos de polinizadores ou
inibidores de fitéfagos. Os elementos do metabolismo secundario, também chamado
de especial, que um dia foram considerados como residuos ineficazes dos produtos
fotossintéticos e respiratérios, hoje ganham reconhecimento e investimentos cada vez
maiores para implantagdo de pesquisas (MONTEIRO et al., 2005).

A fitoquimica estuda os produtos provenientes do metabolismo secundario dos
vegetais, compreendendo as etapas de isolamento, purificacdo e determinacéo
estrutural destes metabdlitos. Este estudo, quando associado a ensaios especificos,
permite identificar extratos e fragdes bioativas e caracterizar as substancias presentes
em uma determinada espécie, responsaveis por esta bioatividade. Desta forma, a
fitoquimica possui importancia fundamental para o desenvolvimento cientifico da
guimica de produtos naturais, contribuindo ainda para o avanco de outras atividades
cientificas e tecnoldgicas (BRAZ FILHO, 2010).

Os produtos naturais sédo responsaveis direta ou indiretamente por cerca de
40% de todos os farmacos disponiveis na terapéutica atual e, se for considerado
agueles usados como antibioticos e antitumorais, esta porcentagem chega a
aproximadamente 70% (CAVALCANTE et al., 2013).

Entre os diversos fatores que tém impulsionado a busca de novas drogas de
origem vegetal, estid a descoberta de drogas eficazes para o combate ao cancer, falta
de acesso da maioria da populacdo aos medicamentos modernos, estudos sobre a

biodiversidade e a preservacao das espeécies (LAGE, 2011).
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A Dbiodiversidade brasileira é uma reconhecida fonte de substancias
biologicamente ativas e uma fonte ainda inexploravel de novos farmacos distribuida
nos biomas, principalmente Caatinga, Floresta Amazoénica, Cerrado, Mata Atlantica e
Pantanal. Neste contexto, estes biomas tém recebido o desenvolvimento de muitas
pesquisas de bioprospeccao, objetivando uma busca racional de bioprodutos de valor
agregado (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

A caatinga, um dos maiores patriménios ecossistémicos do Brasil, considerada
como o principal bioma da regido Nordeste, consiste de extensas planicies
semiéridas, compreendendo cerca de 10% do territério do pais, possuindo 40%
inserido na Bacia Hidrografica do Rio S&o Francisco. E uma floresta seca, verde
apenas durante os periodos chuvosos, com arbustos espinhosos e adaptadas a solos
mais estéreis, dominado por um dos poucos tipos de vegetacdo cuja distribuicdo é
totalmente restrita ao Brasil, embora insuficientemente conhecido em termos
botanicos. Alguns estudos realizados revelam espécies com grande potencial como
forragem, alimentos, medicamentos e madeira (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO,
2007; SILVA; ALBUQUERQUE, 2005; SIQUEIRA FILHO et al., 2012).

Entre as inUmeras espécies vegetais encontradas na Caatinga, encontra-se a
Crescentia cujete L., uma espécie pertencente a familia Bignoniaceae, amplamente
distribuida na regido da América do Sul, sendo muito utilizada na medicina popular e
conhecida no Brasil pelo nome de “coité”, “cabaga” ou “arvore de cabaga” (Figura 1,
p. 23). E uma arvore de pequeno porte (3-5 m de altura), bastante conhecida pela
forma esférica de seus frutos, que a incluem entre as plantas ornamentais (EJELONU
et al., 2011). C. cujete € uma espécie muito encontrada em algumas fazendas do Vale
do S&o Francisco.

E muito utilizada na medicina popular no combate a hipertenséo, diabetes,
hipertensdo problemas urinérios, problemas respiratorios, distdrbios estomacais,
também como expectorante, antitussigeno, laxante e no tratamento de picadas de
cobras venenosas (AZEVEDO et al., 2010; EJELONU et al., 2011; NIELSEN;
SLAMET; WEGE, 2009; OTERO et al., 2000; PARVIN et al., 2015).

Tal como muitas outras espécies de plantas utilizadas na medicina tradicional,
C. cujete também tem atraido um interesse crescente como fonte de novos compostos
biologicamente ativos, podendo fornecer compostos quimicos para o desenvolvimento

de novos produtos farmacéuticos.
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Figura 1. Crescentia cujete L.

Rhanl 1 = <

Fonte: HVASF (2015).
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Realizar estudo quimico das folhas de Crescentia cujete L. e avaliacdo do

potencial biolégico in vitro do extrato e fragdes obtidas.

2.20bjetivos Especificos

e Obter o extrato etandlico bruto e diferentes fracdes das folhas de C. cujete L.;

e Tracar o perfil quimico do extrato e fracdes por meio da triagem fitoquimica e
teor de fendis e flavonoides totais;

e Isolar e purificar metabdlitos secundarios presentes nas folhas de Crescentia
cujete L., através de técnicas cromatograficas;

e |dentificar e/ou elucidar as estruturas dos constituintes quimicos isolados
através das técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H e 3C
(uni e bidimensional);

e Obter aimpressao digital da espécie por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a detector de diodos (CLAE-DAD);

e Avaliar o potencial antioxidante, fotoprotetor e antibacteriano in vitro do extrato
e fracOes obtidas de C. cujete L.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Familia Bignoniaceae

As Bignoniaceae sao eudicotiledbneas da ordem Lamiales, constituida por 82
géneros e 825 espécies de plantas arbustivas, arbéreas e trepadeiras (LOHMANN;
ULLOA, 2007). Esta amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais,
principalmente da América do Sul e da Africa, com poucas espécies em climas
temperados (GENTRY, 1980; JUDD et al., 2009).

A classificacdo mais recente da familia reconhece sete das oito tribos propostas
anteriormente  por Gentry (1980): Bignonieae, Coleeae, Crescentieae,
Eccremocarpeae, Oroxyleae, Tecomeae e Tourretticae (FISCHER et al., 2004).
Apenas as tribos Tecomeae, Bignonieae, Crescentieae ocorrem no Brasil (VON
POSER et al., 2000). As espécies sao geralmente distinguidas pelo seu habito e
estrutura do fruto: Tecomeae tem frutos deiscentes, perpendicular ao septo, e um
hébito arborescente; Bignonieae tem frutos deiscentes, paralelo ao septo e todas as
espécies sao trepadeiras; Crescentieae tem frutos indeiscentes, e as espécies sao
arvores ou arbustos (BARROSO, 1986; CRONQUIST, 1981; SANDWITH; HUNT,
1974).

Séo plantas muito utilizadas para diversos fins, tais como na horticultura,
obtencdo de tintas, na construcéo civil, carpintaria e construgdo de instrumentos
musicais devido a natureza rigida da madeira, em planejamento urbano como plantas
ornamentais devido a beleza de suas floragdes, que tém nos ipés o exemplo mais
conhecido no paisagismo urbano (LORENZI, 1988; MARTIN et al., 2007). S&o
também muito utilizadas na medicina popular, como por exemplo, a aplicacdo de
preparacdes da casca de varias espécies de Tabebuia para a cura de cancer, um dos
usos mais populares das Bignoniaceae (GENTRY, 1992; OGUNDIPE; WUJEK, 2004)

No Brasil, plantas desta familia ocorrem desde a Amazé6nia até o Rio Grande
do Sul, ndo possuindo um habitat Unico, podendo ser encontradas na Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e regido Amazoénica (LORENZI, 1988). S&o registradas para
o Brasil 406 espécies e 33 géneros, descritos no Quadro 1 (p. 28) (LOHMANN, 2015).
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Quadro 1. Géneros de Bignoniaceae registrados para o Brasil (em destaque, o género da
espécie em estudo).

1. Adenocalymma 12. Godmania 23. Pleonotoma
2. Amphilophium 13. Handroanthus 24. Pyrostegia

3. Anemopaegma 14. Jacaranda 25. Sparattosperma
4. Bignonia 15. Lundia 26. Spathodea
5. Callichlamys 16. Manaosella 27. Stizophyllum
6. Crescentia 17. Mansoa 28. Tabebuia

7. Cuspidaria 18. Martinella 29. Tanaecium
8. Cybistax 19. Neojobertia 30. Tecoma

9. Digomphia 20. Pachyptera 31. Tynanthus
10. Dolichandra 21. Paratecoma 32. Xylophragma
11. Fridericia 22. Perianthomega 33. Zeyheria

Fonte: Elaborado pela autora, com informac¢fes de LOHMANN (2015).

O perfil guimico de Bignoniaceae é diversificado. A biossintese dos seus
metabdlitos secundarios baseia-se, principalmente, na via do acido acético, o que esta
de acordo com 0 seu posicionamento entre as angiospermas mais derivadas
(CIPRIANI et al., 2012). A familia destaca-se tanto pelos numeros de ocorréncia
guanto pela diversificacdo de terpenos, sendo registrados para essa familia esterdis,
triterpenos pentaciclicos, diterpenos, monoterpenos néo iridoidicos e iridoides,
considerados como marcadores taxonémicos para a familia.

Os iridoides sao metabdlitos secundarios que demonstram fungdes de defesa.
Sao monoterpenoides com um esqueleto ciclopentano-[C]-pirano (Figura 2, p. 29),
consistindo de dez, nove, ou raramente oito atomos de carbono, e dividem-se em
iridoides carbociclicos e seco-iridoides, ocorrendo comumente na forma glicosilada
(SANTOS; KAPLAN, 2001). Em Bignoniaceae, sdo mais comuns na tribo Tecomeae,
estando na forma descarboxilados ou C-4 formilados; na tribo Bignonieae s&o muito
menos comuns e, quando presentes, eles sdao C-4 carboxilados, com excecao do
género Dolichandra; ja nas tribos Eccremocarpeae e Crescentieae até agora foram

encontrados apenas iridoides descarboxilados (VON POSER et al., 2000).
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Figura 2. Estrutura bésica dos iridoides e sua numeragéo.

Fonte: Santos e Kaplan (2001). R = H ou glucose

As quinonas, principalmente naftoquinonas e antraquinonas, sdo a segunda
classe de metabdlitos secundarios de maior ocorréncia em Bignoniaceae, tendo como
principal exemplo o lapachol, muito conhecido por suas propriedades
anticancerigenas. As principais ocorréncias de flavonoides na familia concentram-se
entre os de esqueleto regular tais como flavonas, flavondis e di-hidroflavonas, néo
havendo ocorréncia de tipos mais especializados, como por exemplo isoflavonoides e
neoflavonoides. S&o também encontrados em alguns géneros alcaloides, taninos,
compostos fendlicos e saponinas (CIPRIANI et al., 2012; CHOUDHURY et al., 2011).

As atividades biolégicas exercidas pela familia estdo relacionadas aos seus
metabolitos secundarios presentes em cada espécie, sendo principalmente anti-
inflamatoria, antidiurética, antimicrobiana, antioxidante, antidiarreica e antitumoral
(CHOUDHURY et al., 2011).

Em um estudo feito com a espécie Oroxylum indicum foram isolados os
flavonoides crisina, ortoxileno e baicaleina que sdo descritos como responsaveis pelas
atividades anti-inflamatéria, antidiurética, antifingica e antibacteriana (MAITREYI et
al., 2008). Duas porcdes aglicona dos glicosideos isocumarina, quatro iridoides
glicosidicos, duas ligninas glicosidicas e oito glicosideos fendlicos foram isolados da
casca de Tabebuia impetiginona, conhecidos por apresentarem atividade
antioxidante. A atividade antitumoral apresentada por algumas espécies de
Bignoniaceae estéo relacionadas principalmente a presenca das naftoquinonas, como
por exemplo o lapachol (CHOUDHURY et al., 2011).
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3.2 Género Crescentia L.

O género Crescentia L. possui de seis a sete espécies restritas a Ameérica
tropical do México, do Brasil e das indias Ocidentais (ELIAS; PRANCE, 1978;
MADHUKAR; SRIVASTAVA; DUBEY, 2013; MIERS, 1868). Sado plantas bastante
cultivadas devido ao seu valor ornamental, principalmente em razao da forma de seus
frutos (MADHUKAR; SRIVASTAVA; DUBEY, 2013). Algumas espécies sdo muito
conhecidas, sendo elas a Crescentia cujete L., amplamente cultivada em toda a regido
neotropical desde os tempos pré-histéricos, C. alata H. B. K. que ocorre desde o
México até a Costa Rica, C. amazonica Ducke na Amazoénia e no alto do rio Orinoco,
e ainda trés outras espécies de Crescentia que sdo endémicas para as Indias
Ocidentais (ELIAS; PRANCE, 1978).

Do ponto de vista botanico as espécies de Crescentia sdo pequenas arvores
de 5 a 10 m de altura, com folhas alternadas, flores verde amarelada, calice bipartido,
corola tubular, ovario unilocular com muitos 6vulos, frutos em forma de uma baga,
duro, ovoide ou globosa com muitas sementes (MADHUKAR; SRIVASTAVA,; DUBEY,
2013).

No Brasil os frutos sao utilizados na medicina popular para problemas
respiratorios e de pele, cicatrizacéo de feridas, repelente de insetos, anemia e também
como abortiva (BRITO; SENNA-VALLE, 2011; MONTEIRO et al., 2011; PEREIRA et
al., 2011); as folhas sédo utilizadas para dor na coluna, problemas renais e diabetes
através de infusdo ou maceracdo (ANDRADE et al., 2012; VASQUEZ; MENDONCA;
NODA, 2014).

Estudos fitoquimicos e de atividades bioldgicas realizados com espécies do
género sdo escassos. Em levantamento bibliografico realizado no ano de 2015, nos
bancos de dados Scielo, Pubmed, Periédico Capes, Lilacs, Embase, Dare, Cochrane
Library, Scopus e Science Direct, foram encontrados estudos biolégicos, bem como
guimicos, de apenas duas espécies do género Crescentia, sendo a Crescentia alata
Kunt e Crescentia cujete L., concluindo assim que estudos sobre o género ainda séo
escassos. No Quadro 2 (p. 31) estdo descritos os estudos realizados com C. alata, e
na secao seguinte (p. 34) estado especificados os estudos realizados com C. cujete,

espécie em estudo.
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Quadro 2. Atividades biolégicas dos extratos e fracdes de C. alata.

Parte da Atividade o
Extrato S Referéncia
Planta Biolbgica
Metandlico Folhas Atividade anti- AUTORE et al.
inflamatoéria in vivo 2001
e citotoxica
Metandlico Frutos Atividade CUEVAS-
antioxidante JUAREZ et al.,
2014
Hexanico e Frutos Atividade PiO-LEON et al.,
cloroférmico antibacteriana 2013
Metandlico Cascas Acédo espasmolitica RODRIGUEZ-
in vitro LOPEZ;
SALAZAR;
ESTRADA, 2003
Hexanico, cloroférmico Frutos Atividade ROJAS et al.,
e metanolico antibacteriana 2001
Metandlico Frutos Atividade larvicida VALLADARES-
CISNEROS et al.,
2014

Fonte: Elaborada pela autora.

De um modo geral, entre as principais atividades biolégicas descritas para
espécies desse género, destaca-se a atividade antibacteriana. Foram testados
extratos hexanicos, cloroformicos e metandlicos das duas espécies, contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, no qual o extrato metanolico e o cloroférmico
apresentaram maior atividade contra bactérias Gram-positivas, enquanto que o
extrato hexanico foi mais ativo contra bactérias Gram-negativas (BINUTU, 1997; PiO-
LEON et al., 2013; ROJAS et al., 2001). O extrato cloroférmico ainda inibiu a levedura
Candida albicans (ROJAS et al., 2001).

Outra atividade bastante reportada e realizada com as duas espécies é a
citotoxica, testada contra Artemia salina L., 0 mosquito Aedes aegypti, e ainda contra
a linha celular de macréfagos J774.A1 (ASSIS et al., 2009; AUTORE et al. 2001; COE
et al, 2012; ESPITIA-BAENA et al., 2011). Os resultados mostraram que o extrato das
folhas de C. alata foi letal para as larvas de A. salina, mas ndo mostrou efeito citotoxico
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significativo na linha celular de macrofagos J774.A1. Ja o extrato dos frutos das duas
espécies nao produziram efeitos toxicos em larvas de A. aegypti e de A. salina.

Os frutos de C. alata também foram testados como biocidas contra o inseto
Spodoptera frugiperda J. E. Smith., utilizando o extrato metandlico (VALLADARES-
CISNEROS et al., 2014). Foi observado que quatro fragdes produziram mortalidade
de 40 a 80%, devido principalmente aos iridoides, que séo o0s principais constituintes
de C. alata. mostrando que C. alata possui potencial para ser considerada como uma
fonte de bioinsecticidas no controle de S. frugiperda.

As cascas do caule de C. alata foram estudadas por Rodriguez-Lopez, Salazar
e Estrada (2003) para a atividade espasmolitica sobre as contracdes espontaneas em
ileo isolado de rato, ndo apresentando atividade satisfatéria. Com o0 mesmo extrato
das cascas testou-se a atividade antioxidante comparando o resultado com a atividade
demonstrada pelo alcaloide papaverina, também ndo apresentando atividade de
acordo com este parametro.

O extrato metandlico das folhas de C. alata foi avaliado para atividade anti-
inflamatéria in vivo sobre edema de pata de rato induzido por carragenina, e mostrou
exercer significativa atividade anti-inflamatéria para a dose mais elevada testada (500
mg/kg) (AUTORE et al., 2001).

Os estudos quimicos encontrados mostram que foram isolados neste género
flavonoides, acidos fenolicos, terpenos, principalmente iridoides, naftoquinonas,
esteroides e glicosideos (AGARWAL; POPLI, 1992; AUTORE et al., 2001; BINUTU,
1997; HELTZEL et al., 1993a; HELTZEL et al., 1993b; KANEKO et al, 1998; KANEKO
et al, 1997; NIELSEN; SLAMET; WEGE, 2009; VALLADARES; RIOS, 2007
VALLADARES-CISNEROS et al., 2014; WANG et al., 2010). Os compostos isolados
de C. alata, uma das duas espécies de Crescentia encontradas no levantamento
bibliografico, estdo descritos na Quadro 3 (p. 33-34).

Do extrato metandlico das folhas de C. alata foram isolados trés flavonoides,
sendo dois glicosilados, sendo que um deles, o kaempferol, mostrou atividade anti-
inflamatéria in vitro na protecédo induzida pela endotoxina em macréfagos J774.A1 que
inibem diretamente a via L-arginina-NO (AUTORE et al.,, 2001). Foram isolados
também quatro terpenos da classe dos iridoides, utilizando o extrato metandlico dos

frutos maduros, considerados como 0s principais constituintes da espécie e 0s
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responséaveis pela atividade larvicida contra S. frugiperda (VALLADARES-CISNEROS
et al., 2014).

Quadro 3. Constituintes quimicos encontrados em C. alata.

Estrutura Nome Referéncia
AUTORE et
al., 2001
_ _ (1) quercetina 3-O-a-L-
(1) R = a-L-ramnopiranosil-(1—6)- | ramnopiranosil-(1—6)-B-D-
B-D-glucoplranosil ; R* = OH | glucopiranosideo
2)R= a-L-ramnopirgnosiI-(1—>6)- (2) kaempferol 3-O-a-L-
B-D-glucoplranosil ; R* = H ramnopiranosil-(1—6)-B-D-
glucopiranosideo
(3)R=H;R!=H
(3) kaempferol
VALLADARES;
RIOS, 2007

(4) 68,78,8a,10-tetrahidroxi-
Ccis-2-
oxabiciclo[4.3.0]nonan-3-
ona

(5) 6B8,7B,80,10-tetra-p-
hidroxibenzoil-cis-2-
oxabiciclo[4.3.0]nonan-3-
ona

(6) 18,6B8,70,80a,10-
pentahidroxi-cis-2-
oxabiciclo[4.3.0]nonana
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Estrutura Nome Referéncia
HO
)
(|)| ) (7) 6B-hidroxi-2-
oxabiciclo[4.3.0]A%%-nonen-
1-ona

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 Crescentia cujete L.

Crescentia cujete L. (Bignoniaceae), € uma espécie originaria da América
Tropical, amplamente distribuida na regido dos trépicos, incluindo a América do Sul,
América Central, norte da Africa e Sul da Asia (BURGER; GENTRY, 2000). No Brasil
€ conhecida popularmente como “coité”, “cabaca”, “arvore de cabaga” ou “cuieira’,
ocorrendo desde a Amazbnia até a regido sudeste, podendo ser encontrada no
Nordeste do Brasil, principalmente na Caatinga (AZEVEDO et al., 2010; PEREIRA et
al., 2015a).

E uma arvore de pequeno porte (6-10 m de altura), com uma grande coroa de
ramos longos e cobertos com conjuntos de folhas elipticas simples, sésseis,
agrupados no anodos, de nervura central, flores tubulares, esbranquicadas verde, de
4-7 cm de didametro, suportadas pelos troncos ou galhos maiores, tendo frutos
esféricos ou ovais (globoso) de até 25 cm de diametro, com epicarpo verde, flexivel e
endocarpo lenhoso e resistente (Figura 3, p. 35) (MADHUKAR; SRIVASTAVA,
DUBEY, 2013; PARVIN et al., 2015).

C. cujete é utilizada para diversos fins. Os frutos secos sdo comumente usados
na confeccao de tigelas, recipientes e utensilios domésticos apos a remoc¢ao da polpa,
e ainda tinturas e chocalhos musicais, plantadas em jardins, atuam como cercas-vivas
e como plantas ornamentais, destacando que a seiva € utilizada como inseticida para
pragas; as sementes fornecem um 6leo fixo semelhante ao do amendoim e do azeite
de oliva (ARANGO-ULLOA et al. 2009; MADHUKAR; SRIVASTAVA; DUBEY, 2013;
SOUZA; LORENZI, 2005).
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Figura 3. (A) Foto de C. cujete; (B) Galho e folhas; (C) Flor; (D) Fruto; (F) Corte vertical do
fruto.

Fonte: (A) A autora; (B) e (E) Madhukar, Srivastava e Dubey (2013); (C) e (D) HVASF (2015).

Do ponto de vista etnofarmacoldgico, o cha € muito utilizado na medicina
popular no Brasil e em varios outros paises, principalmente para combater a
hipertensédo, diabetes, problemas urinarios, tosses, anemias, e o efeito hemorragico
de picadas de cobras venenosas (AZEVEDO et al., 2010; OTERO et al., 2000). O cha
dos frutos sdo utilizados para problemas respiratérios, como asma, e também como
expectorante, antitussigeno, laxante e para disturbios estomacais; a polpa dos frutos,
guando verde, é corrosiva e usada ainda no tratamento de doencas respiratorias, e,
guando madura, é abortiva; a casca é usada para diarreia e na limpeza de feridas; as
folhas trituradas, por outro lado, sdo utilizadas para o tratamento de hipertenséo e
também como cataplasma para dores de cabeca (EJELONU et al., 2011; NIELSEN;
SLAMET; WEGE, 2009; PARVIN et al., 2015). A decocc¢éo das raizes séo utilizadas
no tratamento de amebiase (BERMUDEZ; VELAZQUEZ, 2002).

Diante de sua importancia na medicina popular, a espécie foi alvo de alguns
estudos fitoquimicos anteriores a fim de comprovar seus usos terapéuticos. Os

ensaios bioldgicos realizados estédo descritos no Quadro 4 (p. 36-37).
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Quadro 4. Atividades bioldgicas dos extratos e fracdes de C. cujete.

Parte da Atividade .
Extrato L Referéncia
Planta Biologica
- Polpa do Atividade ASSIS et al.,
fruto citotoxica 2009
Extratos hexanico, Raiz Atividade BINUTU, 1997
cloroférmico e metandlico antibacteriana
Metanolico Folhas e Atividade BINUTU;
cascas do antibacteriana LAJUBUTU, 1994
caule
Nao determinado Folhas e Atividade CHAUHAN;
cascas do antibacteriana CHAUHAN, 2012
caule
Aquoso Folhas Atividade COE et al., 2012
citotoxica
Etanolico e fragcOes: éter de Folhas e Atividade DAS et al., 2014
petréleo, cloroférmio, cascas do antioxidante
acetato de etila e aquosa caule
Metandlico Partes Atividade DAVID et al.,
aéreas antioxidante e 2007
citotoxica
Etandlico Fruto Atividade ESPITIA-BAENA
citotoxica e etal., 2011
genotoxica
Aquoso Fruto Atividade LIZCANO et al.,
antioxidante 2010
Etandlico Folhas Atividade MAHBUB et al.,
antibacteriana 2011
Etandlico Fruto Atividade OTERO et al.,
antiofidica 2000
Etandlico Folhas e Atividade anti- PARVIN et al.,
cascas do inflamatoria e 2015
caule antibacteriana
Etandlico e fracdo acetato Fruto Atividade PEREIRA et al.,
de etila citotdxica 2015a
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Parte da Atividade

Extrato S Referéncia
Planta Bioldgica
Etandlico Fruto Atividade SHASTRY et al.,
antiofidica de 2012
cobra in vitro e in
Vivo

Fonte: elaborado pela autora.

As folhas, cascas do caule e a raiz de C. cujete apresentaram notavel atividade
antibacteriana, principalmente o extrato cloroférmico da raiz contra bactérias Gram
Positivas (CHAUHAN; CHAUHAN, 2012; BINUTU, 1997; PARVIN et al., 2015). O
extrato da casca do caule demonstrou melhor atividade do que o extrato das folhas,
estando relacionada com os constituintes quimicos presentes, considerando ainda
gue alguns organismos foram seletivamente mais sensiveis para um extrato do que
para o outro (BINUTU; LAJUBUTU, 1994).

A atividade citotoxica também foi avaliada frente a larvas de Artemia salina L.,
Aedes aegypti L. em estagios lll e IV, e células de Allium cepa L. (COE et al, 2012;
ESPITIA-BAENA et al., 2011). Os extrato aquoso e o extrato etandlico dos frutos nao
apresentou toxicidade aguda em nenhum dos sistemas biolégicos testados (CEso =
4382, ndo considerado letal para extratos de plantas). Também foi avaliada a
citotoxidade sobre a inibicdo da germinagcéo de sementes e o desenvolvimento das
plantas invasoras Senna obtusifolia L. e Mimosa pudica Mill., demonstrando excelente
resultado em baixas concentracfes do extrato (PEREIRA et al., 2015a). Um trabalho
feito por Assis e colaboradores (2009) estudou a toxicidade dos frutos em ruminantes
para investigar a suposi¢ao de abortos em bovinos relatados em uma comunidade. A
polpa do fruto foi administrada a um caprino em uma dose Unica de 40mg/kg e a uma
cabra prenhe, que recebeu, diariamente, 5g/kg por 84 dias. Apds o periodo de
administracdo, o caprino ndo apresentou nenhum sinal clinico de intoxicacdo, porém,
a cabra pariu um cabrito morto e outro vivo que nasceu debilitado e morreu antes de
completar 24 horas, sugerindo assim que a planta é abortiva em ruminantes.

A atividade antioxidante das folhas, cascas do caule e frutos de C. cujete foram
testadas através dos métodos do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), poder redutor ferrico (PRF), capacidade antioxidante equivalente do Trolox
(CAET), e pela capacidade de absorcéo do radical oxigénio (CARO) (DAS et al., 2014,
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LIZCANO et al., 2010). As folhas mostraram possuir significativas propriedades de
eliminacdo de radicais livres pelos métodos do DPPH e PRF. Entretanto, para os
métodos CAET e CARO, o extrato dos frutos ndo apresentou atividade.

Outra atividade avaliada foi a capacidade de neutralizar efeito hemorragico de
picadas de cobras venenosas, utilizando o extrato etanolico dos frutos de C. cujete,
frente o veneno das serpentes Vipera russelli e Bothrops atrox, sendo ativo apenas
na neutralizacdo do veneno de V. russelli (OTERO et al., 2000; SHASTRY et al.,
2012).

As folhas e as cascas do caule de C. cujete foram avaliadas ainda para a
atividade anti-inflamatoria através do método in vitro de estabilizagdo de glébulos
vermelhos do sangue humano (HRBC, sigla em inglés), no qual foi observado grande
potencial para estabilizacdo da membrana (PARVIN et al., 2015).

Do ponto de vista quimico, alguns compostos ja foram isolados, em sua
maioria, dos frutos, e identificados através de técnicas espectrométricas. No Quadro
5 (p. 38-45) estdo descritos as estruturas quimicas e seus respectivos nomes dos

metabolitos secundarios encontrados em C. cujete.

Quadro 5. Constituintes quimicos encontrados em C. cujete.

Estrutura Nome Referéncia

AGARWAL,
POPLI,
1992

(8) B-sitosterol

(9) Estigmasterol

(9)
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Estrutura Nome Referéncia

(10) a-amirina

(11) B-amirina

OH - .
(12) (12) Acido palmitico

0
||

OH < .
(13) (13) Acido estearico

(14) Aucubina
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Estrutura Nome Referéncia

/\\
o 0
OH

(15) (15) Asperulosida

(16) (16) Plumierida

(8) B-sitosterol (p. 38) BINUTU,
1997

(17) Acido ursélico

OCH
OH (18)

(18) Acido vanilico
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Estrutura

Nome

Referéncia

(19) Acido 4-
hidroxibenzoico

(20) R! = R? = OMe; R® = OH
(21) Rt = R2= OMe; R®= H
(22) Rt = R® = H; R = OMe
(25) Rt =R3=R2=H

(26) R = R® = H; R? = OH

W

OH

(23)R=H
(24) R = OH

(20) (2S,3S)-3-hidroxi-
5,6-dimetoxidehidroiso-
a-lapachona

(21) (2R)-5,6-
dimetoxidehidroiso- a-
lapachona

(22) (2R)-5-
metoxidehidroiso- a-
lapachona

(25) 2-
iIsopropenilnafto[2,3-
B]furan-4,9-diona

(26) 5-hidroxidehidroiso-
a-lapachona

(23) 2-(1-
hidroxietil)nafto[2,3-B]-
furan-4,9-diona

(24) 5-hidroxi-2-(1-
hidroxietil)nafto[2,3-B]-
furan-4,9-diona

HELTZEL et
al., 1993a

OH

R

(27)R =H
(28) R = OH

(27) 3-
hidroximetilfuro[3,2[3]
nafto[2-3d]furan-5,10-
diona

(28) 9-hidroxi-3-
hidroximetilfuro[3,2[3]
nafto[2-3d]furan-5,10-
diona

HELTZEL et
al., 1993b;
NIELSEN;
SLAMET;
WEGE,
2009
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Estrutura Nome Referéncia
OH OR (29) 2R,4S)-2-0O-B-D- KANEKO et
: : glucopiranosil-2,4- al., 1998
H3C/\/\ pentanediol

(29) R = Glc
(30) R = Glc®*—Gilc
(31) R = Glc®—Xyl

I

H;C

(32) R=Glc
(33) R = Glc®*—Gilc

OH

/\/\)\/\OR

(39) R=Glc
(34) R = Glc>—Api
(35) R = Glc®—Gilc

O
|
ﬂj{’
RO OR O
OR OR

OR  (36)

O

©/\O—Glc
(38)

(30) (2R,4S)-2-O-B-D-
glucopiranosil-(1—6)-3-
D-glucopiranosil-2,4-
pentanediol

(31) (2R,4S)-2-0O-B-D-
xilopiransil-(1—6)-p-D-
glucopiranosil-2,4-
pentanediol

(32) (R)-4-O-B-D-
glucopiranosil-4-hidroxi-
2-pentanona

(33) (R)-4-O-B-D-
glucopiranosil-(1—6)-p-
D-glucopiranosil-4-
hidroxi-2-pentanona

(39) (R)-1-O-B-D-
glucopiranosil-1,3-
octanediol

(34) (R)-1-O-B-D-
apiofuranosil-(1—2)-3-
D-glucopiransoil-1,3-
octanediol

(35) (R)-1-O-B-D-
Glucopiranosil-(1—6)-3-
D-Glucopiranosil-1,3-
octanediol

(36) 6-O-(p-
hidroxibenzoil)-D-
Glucose

(38) B-D-glucopiranosil
benzoato
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Estrutura

Nome

Referéncia

HO

OH

(40)

(37) Acantosideo D

oH (40) B-D-fructofuranosil
6-O-(phidroxibenzoil)-a-
D-glucopiranosideo

OH

OH
R OH
/i (41) R=H
o (42) R = OH

OR

OH

HO OH (43)

(14) Aucubina (p.39)

(41) Crescentina |
(42) Crescentina |

(43) 6-O-(p-
hidroxibenzoil)-eucomiol

(44) Crescentina IV

KANEKO et
al., 1997
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Estrutura Nome Referéncia
Rl
H
2
R=-0 4 o
O—Glc (45) 6-O-p-
hidroxibenzoil-6-
(45) R = a-p-OHBz, R?=H epiaucubina

(46) Rl = BOH, R2= p-OHBz

OH
H
, N
"
HO o)
Ho H
O—Glc (47)
OR
H
1 \
O
HO H
O-Gilc
(48) R=H
(49) R = p-OHBz
O
H
OH 50)R=H
RO H (51) R= Glc

RO

(52) R=H
(53) R=Glc

(46) Agnusideo

(47) 5,7-
bisdeoxicinanchosideo

(48) Ajugol
(49) 6-O-p-hidroxi-
benzoilajugol

(50) Ningpogenina
(51) Ningpogenina-10-
O-B-D-glucopiranosideo

(52) 3,4-
dehidroningpogenina
(53) 3,4-
dehidroningpogenina-
10-O-B-D-
Glucopiranosideo
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Estrutura Nome Referéncia
O—Glc (54) (54) Crescentosideo C
WANG et
R (50) Ningpogenina al., 2010

(55) R = OH
(56) R = H

(57) Rl = OH; R = H
(58) R! = H; R? = OH

(p. 45)

(55) 6-O-p-
hidroxibenzoil-10-
deoxieucomiol
(56) 6-O-benzoil-
10-deoxieucomiol

(57) e (58) 6-O-benzoil-
dihidrocatalpolgenina
(mistura dos dois
compostos)

Fonte: elaborado pela autora.

As furanonaftoquinonas e furofuranonaftoquinonas (Quadro 5, p. 41, fig. 20 a

26) foram isoladas do extrato MeCOEt das cascas do caule, e testadas para a

atividade seletiva contra a levedura geneticamente modificada rad 52 RS322YK,

baseado na resposta diferencial de cepas de reparo do DNA (HELTZEL et al., 1993a).
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Os compostos 20-22, bem como o0s 27-28 demonstraram serem bioativos, com
habilidade em reparar danos no DNA deficiente.

O acido vanilico (18) e o acido 4-hidroxibenzoico (19), isolados da fase
cloroférmica, sdo indicados como o0s principais responsaveis pela atividade
antibacteriana apresentada pela fracdo (BINUTU, 1997). Percebe-se também que ha
uma clara correlacao existente entre a atividade antioxidante apresentada e contetudo
de fendlicos da planta (DAS et al., 2014).

Em um estudo feito por Coe e colaboradores (2012) ndo foram encontrados
alcaloides na espécie. Entretanto, a eficacia de C. cujete nas atividades biolGgicas
descritas anteriormente € devido a presenca de outros tipos de metabolitos
secundarios, tais como os triterpenos da classe dos iridoides, flavonoides, glicosideos,
fendis, saponinas, esteroides e taninos (COE et al., 2012).

Apesar de ja existirem estudos realizados com a espécie, percebe-se que
nenhum foi realizado no Brasil. De acordo com Gobbo-Neto e Lopes (2007), apesar
da existéncia de um controle genético na producdo dos metabdlitos secundarios, sua
sintese é frequentemente afetada por condigcbes ambientais, pois eles representam
uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante, de forma que a
sazonalidade, o ritmo circadiano, o estagio de desenvolvimento da planta, a
temperatura, a disponibilidade hidrica e de nutrientes, a incidéncia de radiacdo
ultravioleta, a altitude, e ainda a poluicdo atmosférica, podem afetar o conteudo final
de metabdlitos secundarios em plantas medicinais. Portanto, um estudo realizado com
um exemplar de C. cujete no Brasil, e principalmente na caatinga que apresenta
condicbes ambientais especificas, pode demonstrar resultados significativos que

complementem os conhecimentos ja existentes.

3.4 Compostos quimicos do metabolismo das plantas

Por trds da beleza da natureza esconde-se uma guerra surda
pela sobrevivéncia dos mais aptos. As plantas para sobreviver e
evoluir ttm que competir por espaco e se defender do ataque de
herbivoros e patégenos, em geral. Neste embate de milhdes de
anos, as plantas foram desenvolvendo suas proprias defesas
quimicas. (FERREIRA; PINTO, 2010).
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A vida dos organismos vivos é assegurada e controlada pelas transformacdes
guimicas realizadas por metabolismos primario e secundario, mais especializado, que
garantem ao ser vivo passar pelas etapas de nascimento, crescimento, reproducéo,
envelhecimento, doencas e morte (BRAZ FILHO, 2010).

O metabolismo é definido como o conjunto total das transformacgfes das
moléculas organicas que ocorre nas células vivas, direcionadas por enzimas
especificas, estabelecendo, assim, rotas metabdlicas de maneira a aproveitar os
nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da célula (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

O metabolismo primario esta associado aos processos essenciais a vida e
comuns aos seres vivos, sendo incluidas as macromoléculas (carboidratos, lipideos,
proteinas e acidos nucleicos) resultantes da absorcdo do carbono, nitrogénio e da
energia, que controlam a formac&o, manutencéo e reproducio das plantas (GARCIA;
CARRIL, 2009; GARCEZ et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2011). Entretanto, muitas
organelas sintetizam compostos organicos que nao estdo diretamente ligados ao
crescimento e/ou desenvolvimento do organismo, porém, conferem vantagens
relacionadas, principalmente, a fecundidade e a sobrevivéncia, provenientes do
metabolismo secundério (GARCEZ et al., 2013).

Os compostos resultantes do metabolismo secundario tém sido sumariamente
definidos como pouco abundantes, com uma frequéncia inferior a 1% do carbono total
disponivel na planta, ou pelo fato de sua estocagem ocorrer em 6rgaos ou células
especificos (FUMAGALI et al., 2008). S&o moléculas instaveis cuja atividade depende
das suas estruturas, além das propriedades quimicas e fisicas (OLIVEIRA et al, 2011).

Os compostos do metabolismo secundario vegetal ou metabolismo especial
séo especificos das espécies e estabelecem a competéncia para a guerra quimica
dos ajustes necessarios a convivéncia e sobrevivéncia ambiental, pois sé&o
responsaveis por diversas atividades bioldgicas com este fim como, por exemplo,
podem atuar como antibiéticos, antifingicos e antivirais para proteger as plantas dos
patogenos, e também apresentando atividades antigerminativas ou toxicas para
outras plantas (BRAZ FILHO, 2010; FUMAGALI et al., 2008).

Estes compostos participam das interacdes intra e intercelular do proprio
organismo ou com células de outros organismos, ou seja, as interagdes entre a planta

e seu ecossistema exercendo, por exemplo, o papel de fagoinibidores contra
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herbivoros, atuam também em processos de polinizacdo pela producdo de
substancias que atraem os agentes vivos deste processo e agentes dispersores de
sementes (BRAZ FILHO, 2010; MONTEIRO et al., 2005). Além disso, alguns destes
metabdlitos constituem importantes compostos que absorvem a luz ultravioleta
evitando que as folhas sejam danificadas (FUMAGALI et al., 2008).

Os metabolitos secundarios vegetais destacam-se na area da farmacologia
devido a seus efeitos biolégicos sobre a saude da espécie humana, principalmente
por possuir caracteristicas potencialmente benéficas na prevencdo de doencas e
protecdo da estabilidade do genoma, agindo como antioxidante, antimutagénica,
anticarcinogénica, anti-inflamatéria e antimicrobiana (OLIVEIRA et al.,, 2011,
PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A sintese destes compostos, suas propriedades e seu contetdo total, bem
como as proporcOes relativas, podem ser alterados por variagbes temporais e
espaciais (sazonais e diarias; intraplanta, inter e intraespecifica) (GOBBO NETO;
LOPES, 2007).

A origem de todos os metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o acido chiquimico e o
acetato (SIMOES et al, 2010). O 4cido chiquimico é precursor de taninos hidrolisaveis,
cumarinas, alcaloides derivados dos aminoacidos aromaticos e fenilpropanoides,
compostos que tem em comum a presenca de um anel aromatico na sua constituicao;
ao passo que os derivados do acetato sdo os aminoacidos alifaticos e os alcaloides
derivados deles; terpenoides, esteroides, acidos graxos e triglicerideos (LEITE, 2008).

A classificacdo desses compostos € feita de acordo com a sua rota
biossintética. As trés familias de moléculas geralmente consideradas como as
principais sdo os compostos fendlicos, terpénicos e esteroides, e os alcaloides
(FUMAGALI et al., 2008).

3.4.1 Compostos fendlicos

As plantas sintetizam uma grande variedade de produtos secundarios que

contém um grupo fenol, um anel aromatico com um grupo hidroxila, formando

substancias conhecidas como fenolicos, polifendis ou fenilpropanoides (GARCIA;
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CARRIL, 2009). Os grupos de compostos fendlicos mais abundantes nos alimentos
sao os flavonoides, os acidos fendlicos e as lignanas (SPENCER et al., 2008). Os
flavonoides constituem um dos grupos fendlicos de grande importancia econémica e
com diversas formas estruturais (SIMOES et al., 2010).

Foram identificadas mais de 8.000 substancias pertencentes a este grupo.
Diferentes classes de flavonoides séo definidas de acordo com o estado de oxidacéo
da cadeia heterociclica, sendo eles: antocianinas, flavonois, flavonas, isoflavonas,
flavononas e flavanas (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Um grande numero de atividades bioldgicas estdo associados aos flavonoides,
principalmente a longevidade e a reducao na incidéncia de doencas cardiovasculares,
cancer e outras doencas cronicas, pois possuem a capacidade de sequestrar radicais
livres (OLIVEIRA; BASTOS, 2011; PEREIRA; CARDOSO, 2012). Além disso, esse
grupo de compostos é importante para proteger as plantas contra os raios ultravioleta,
insetos, fungos, virus e bactérias (FUMAGALI et al., 2008).

Outro grupo de compostos fendlicos sédo os acidos fendlicos, que caracterizam-
se pela presenca de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, que conferem propriedades
antioxidantes (RAMALHO; JORGE, 2006). Estes acidos fendlicos podem variar em
termos de estrutura, devido a diferenca no nimero e posi¢cdo dos grupos hidroxilas no
anel aromatico (KIM et al., 2006).

Sao divididos em dois grupos: o primeiro é composto pelos acidos
hidroxibenzoicos, que possuem sete atomos de carbono (C6 — C1); o segundo grupo
€ formado pelos acidos hidroxicinamicos, que possuem nove atomos de carbono (C6
— C3). Na Figura 4 (p. 50) sdo mostrados os sete acidos hidroxicinamicos mais
comumente encontrados no reino vegetal (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os acidos hidroxibenzoicos, como o acido gélico e o acido protocatecuico, sdo
componentes das complexas estruturas dos taninos hidrolisdveis e sdo menos
abundantes nos vegetais consumidos pelos humanos, razdo pela qual eles ndo séo
atualmente considerados de grande interesse nutricional (OLIVEIRA; BASTOS,
2011).
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Figura 4. Estrutura quimica bésica dos acidos fendlicos.

Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamicos
1 1
R R
2 2
R COOH R COOH
X
3
R R
4
R R
Acido salicilico: RL=0OH; R2=R3=R4 =H Acido sinapico: R1 = H; R2 = R4 = OCHs; R3 = OH
Acido gentisico: R1 = R4 = OH; R2=R3=H Acido cinamico: R1=R2=R3=R4=H

Acido p-hidroxibenzoico: R1 = R2 = R4 = H; R3 = OH Acido o-cumérico: R1=0OH; R2=R3=R4 =H
Acido protocatequinico: R1 = R4 = H; R2 = R3 = OH Acido m-cumarico: R1 = R3=R4 = H; R2=0H

Acido vanilico: R1 = R4 = H; R2 = OCHs; R3 = OH Acido p-cumarico: R1 =R2 = R4 = H; R3 = OH
Acido gélico: R1 = H; R2 = R3 = R4 = OH Acido caféico: R1 =R4 = H; R2 =R3 = OH
Acido siringico: R1 = H; R2 = R4 = OCHs; R3=H Acido fertlico: R1 = R4 = H; R2 = OCHs; R3 = OH

Acido protocatecuico: R1 = R2 =H; R3=R4 = OH

Fonte: RAMALHO; JORGE, 2006

Os acidos hidroxicinamicos estao presentes em varios alimentos e bebidas de
origem vegetal, como o café, erva mate, magé, ameixa e outras frutas, cereais, entre
outros. Consistem principalmente do &cido cumarico, caféico e ferulico, que raramente
sédo encontrados na forma livre. As formas de ligagéo sao derivados glicosilados ou
ésteres do acido quinico, xiquimico ou tartarico. O &cido caféico e quinico se
combinam para formar o acido clorogénico, o qual se encontra em muitos tipos de
frutas e em concentracfes elevadas no café (um Unico copo pode conter até 350 mg
de &cido clorogénico). Exemplos desta classe de compostos sdo o &cido cafeico, p-
cumarico, ferdlico e sindpico que, na maioria dos alimentos, se encontram
esterificados ao acido quinico, &cido tartarico ou carboidratos e derivados
(D’ARCHIVIO et al., 2007; RAMALHO; JORGE, 2006)

Como um grupo, estes compostos naturais atuam como fortes antioxidantes
contra os radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (ROS), a principal
causa de muitas doencas humanas crbnicas, como cancer e doencas
cardiovasculares (KIM et al., 2006).

A origem dos &cidos fendlicos esta relacionada aos metabolitos formados
durante a metabolizacdo dos &acidos clorogénicos, comuns ao metabolismo de

flavonoides, os quais tém sua estrutura clivada pela microflora colénica (Figura 5, p.
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51). Os &cidos clorogénicos (CGAs) sao formados pela esterificacdo do acido quinico
com um dos seguintes acidos trans-cinamicos: o acido caféico (3,4-di-
hidroxicinamico), o ferulico (3-metoxi, 4-hidroxi), sinapico (3,5-dimetoxi, 4-hidroxi) ou
0 p-cumarico (4-hidréxi) (OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

Figura 5. Representacao esquematica das vias gerais de metabolismo dos acidos
clorogénicos.

Acidos clorogénicos

Coélon (bactérias)

HO o-metilagdo
1 (mucosa intestinal ou figado)
R . O cafeico
B R
OH p-Cumarico R, = OH
Quinico Feltrico (R; = OH; Ry = OCHa) ﬁ
Absorcdo e Célon TR OH
Colon conjugagdoa (bactérias) !
Colon (bactérias) grupos sulfatos e/ou R
(bactérias) o ac. glicurénico RZ
(mucosa intestinal, Felurico (R4 = OH; R, = OCH,)
oH figado, outros Isofelurico (R4 = OCHg; R, = OH)
0 tecidos)
(o]
HO \ v
OH
OH S OH
Benzoico 3,4-di-hidroxifenilpropidnico
AT Conjugagdo a grupos
Colon (bactérias) OH sulfatos e/ou ac. glicurdnico
o / o} (mucosa intestinal, figado,
tecidos outros tecidos)
OH OH
o]
0 OH
OH
OH T _— -
NH/W HO 3-hidroxifenilpropiénico
o 4-hidroxifenilpropiénico
tecidos
Hipdrico tecidos o
o]
|| OH
D
HO OH
4-hidroxibenzoico 3-hidroxibenzoico
tecidos tecidos
(o]
O| || NH/\/OH
OH
NH I
| 0
o}
HO . . T
4-hidroxi-hipurico ©H  3-hidroxi-hipurico

Fonte: Adaptado de Oliveira e Bastos (2011).
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3.4.2 Terpenos e esterdis

Os terpenoides, ou terpenos, sdo um dos mais numerosos grupos (mais de
40.000 moléculas diferentes) de metabdlitos secundarios, com uma ampla variedade
de compostos (GARCIA; CARRIL, 2009).

O grupo dos terpenos inclui horménios (giberelinas e acido abscisico),
carotenoides (carotenos e xantofilas), esterbis (ergosterol, sitosterol, colesterol),
derivados de esterdis (glicosideos cardiacos), latex e 6leos essenciais (proporcionam
o cheiro e sabor caracteristico de plantas) (GARCIA; CARRIL, 2009).

Normalmente, séo insollveis em agua e todos sao derivados do pirofosfato de
isopentilalila (IPP) e do seu isbmero pirofosfato de dimetilalila (DMAPP), também
chamados de unidades de isopreno (Figura 6, p. 52). Sao formados a partir da uniao
de unidades de isopreno através de ligacdes cabeca-cauda, sendo que a quantidade
de unidades de isopreno classificam os terpenos em: monoterpenos, com 10 C
contendo duas unidades de isopreno; sesquiterpenos, com 15 C contendo trés
unidades de isopreno; diterpenos, com 20 C contendo quatro unidades de isopreno;
triterpenos, contendo 30 C, tretaterpenos, contendo 40 C, e fala-se ainda em

politerpenos quando contém mais de 8 unidades de isopreno (PETERSEN, 2006).

Figura 6. Unidades de isopreno das quais derivam os terpenos.
)\/\
)\/\o PP = OPP

Fonte: adaptado de PETERSEN (2006). Abreviacdes: DMAPP: pirofosfato de dimetilalila; IPP:
pirofosfato de isopentilalila.

A principal via para formacéo dos terpenos é a via do mevalonato, produzido a
partir da condensacdo da Acetil-CoA, levando a formacédo de unidades de C5, o
pirofosfato de isopentilalila (IPP) e seu isbmero pirofosfato de dimetilalila (DMAPP),
base da biossintese dos terpenos. IPP e DMAPP séo utilizados em reacbes de
condensacdao por prenil transferases para produzir prenil difosfatos maiores, tais como
o geranil pirofosfato (GPF) precursor dos monoterpenos, o farnesil pirofosfato (FPF)
precursor dos sesquiterpenos e o geranilgeranil pirofosfato (GGPF) precursor dos

diterpenos e carotendide C40. A condensacao de duas unidades de FPF produzem o
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esqualeno, precursor dos triterpenos e esterodis. Porém, triterpenos sdo formados da
ciclizacdo do esqualeno enquanto que, os esteroides sao originados dos triterpenos
com esqueleto cicloartenol (AHARONI; JONGSMA; BOUWMEESTER, 2005; SIMOES
et al., 2010) (Figura 7, p. 53).

Figura 7. Resumo da biossintese dos terpenos pela via do mevalonato.

_ Esteroides
Esqualeno”
t T Triterpenos

Via do mevalonato !

1
Acetil-CoA ===--- » HMG-CoA ——— AMV ------ > IPP < DMAPP —— FPF

|

Monoterpenos «—— GPF Sesquiterpenos

GGPF

Diterpenos Carotenoides

Fonte: Adaptado de Aharoni, Jongsma e Bouwmeester (2005). AbreviacBes: Acetil-CoA:
Acetilcoenzima A; AMV: 4cido mevaldnico; DMAPP: pirofosfato de dimetilalila; FPF: farnesil
pirofosfato; GGPF: geranilgeranil pirofosfato; GPF: geranil pirofosfato; HMG-CoA:
hidroximetilglutaril CoA; HMGR: HMG-CoA redutase; IPP: pirofosfato de isopentilalila.

Os fitoesterois, ou esteroides vegetais, outra familia de metabdlitos secundarios
sdo compostos de 28 ou 29 carbonos, diferindo do colesterol (27 carbonos) pela
presenca de uma ramificacdo metila ou etila adicional na cadeia carbdnica (PEREIRA;
CARDOSO, 2012). Formam uma classe de lipidios que tem uma estrutura basica de
atomos de carbono dispostos em quatro anéis ligados entre si, com um grupo hidroxila
(OH) na terceira posi¢édo (ROCHA, 2008) (Figura 8, p. 53). Ja foram identificados mais
de 250 moléculas de fitoesterdis diferentes, sendo os mais abundantes o -sitosterol,
campesterol e estigmasterol (MARANGONI; POLI, 2010).

Figura 8. Estrutura basica dos esteroides.

HO
Fonte: Rocha (2008).



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Bioldgico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 55

A biossintese dos fitoesterdis ocorre através da via metabdlica que tem inicio
na reducdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) ao mevalonato. A
biossintese destes compostos compartilha as mesmas reacdes observadas para a
sintese dos terpendides, uma vez que o triterpendide escaleno é um intermediario
comum nas duas vias metabdlicas (BREDA, 2010). Quimicamente, os fitoesterdis sdo
subdivididos, em trés grupos, de acordo com a sua estrutura quimica e biossintese:
esterois 4-desmetil, a subclasse mais abundante, esterdis 4a- monometil e esterois
4,4-dimetil (BRUFAU; CANELA; RAFECAS, 2008).

Os fitoesterois também podem ser classificados de acordo com a presenca ou
auséncia de insaturacbes, o que o0s subdivide em ester6is ou estanadis,
respectivamente. Quanto a origem, os estanois tém distribuicdo natural pouco
observada, sendo, portanto, obtidos a partir do processo de hidrogenacéao dos esterdis
ou por sintese (BREDA, 2010).

A estrutura diversificada dos esterdis parecem ser a resposta da evolugéo para
a adaptacdo da planta a grandes variacfes de temperatura (DUFOURC, 2008). Sua
grande similaridade com o colesterol confere aos fitoesterodis a capacidade de atuar
na diminuicdo da absorcao do colesterol no intestino delgado por um mecanismo de
competicdo com consequente aumento na excrecdo fecal do colesterol (ROCHA,
2008).

A fungdo primaria dos fitoesterOis esta relacionada a sua capacidade de
interferir na fluidez da membrana vegetal e na sua permeabilidade a 4gua (BRUFAU,;
CANELA; RAFECAS, 2008). Além disso, também s&o responséaveis pela estabilizacdo
da membrana, assim como apresentam um papel importante na sua rigidez, uma vez
gue esta mostra-se dependente da relacdo esterois/fosfolipideos. Podem-se citar

ainda sua acao como hormoénios vegetais ou seus precursores (BREDA, 2010).

3.5 Andlise de principios ativos naturais

Os principios ativos naturais podem ser analisados por diversas técnicas,

classicas ou modernas, algumas delas descritas a seguir.
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3.5.1 Métodos espectrofotométricos

A espectrofotometria de absorcdo na regido UV-VIS do espectro
eletromagnético € uma das técnicas analiticas mais empregadas na analise de
principios ativos, devido a sua simplicidade, robustez, custo relativamente baixo e
grande numero de aplicacdes desenvolvidas (MARQUES et al., 2012). Tém sido
desenvolvidos diversos métodos espectrofotométricos para quantificacao,
principalmente, de compostos fendlicos, baseados em diferentes principios, e sao
usados para quantificar fendlicos totais, determinar um composto fendlico
especifico ou uma classe de fendlicos (ANGELO; JORGE, 2007).

De acordo com Rocha e Teixeira, (2004) a espectrofotometria € fundamentada
na lei de Lambert-Beer, que € a base mateméatica para medidas de absorcdo de
radiacdo por amostras no estado solido, liquido ou gasoso, nas regifes ultravioleta,
visivel e infravermelho do espectro eletromagnético. As medidas de absorcdo de
radiacdo em determinado comprimento de onda obedecem a seguinte equacao: A =
log,lp=¢xbxc, onde A € a absorbancia, lo € a intensidade da radiacdo
monocromatica que incide na amostra e | € a intensidade da radiagdo que emerge da
amostra. A absortividade molar (¢) € uma grandeza caracteristica da espécie
absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de onda da radiacéo incidente.
O termo c é a concentracdo da espécie absorvente e b, a distancia percorrida pelo

feixe através da amostra.

3.5.1.1 Quantificacdo de fendis totais

A quantificacdo de compostos fendlicos pode ser realizado pelo método que
utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau, o mais extensivamente empregado dentre a
variedade de métodos ja desenvolvidos (SOUSA et al., 2007). Este método se baseia
nas reacdes de oxirreducao entre os compostos fendélicos e ions metalicos, sendo
mais sensivel a reducao pelos fendis, além de diminuir a tendéncia a precipitacao que
pode dificultar a leitura (SILVA et al., 2010; ANGELO; JORGE, 2007).

O reagente de Folin-Ciocalteu consiste de uma mistura dos &acidos

fosfomolibidico e fosfotungstico, em que o molibdénio e tungsténio estdo no estado
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6+, apresentando cor amarela no complexo Na2Mo0O4.2H20. O reagente na presenca
de certos agentes redutores, tais como o0s compostos fendlicos, formam-se os
chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW 1104 )*], em que o estado
de oxidagdao significativo dos metais se situam entre 5 e 6, e cuja coloracao permite a
determinacao da concentracéo das substancias redutoras (OLIVEIRA et al., 2009).

As moléculas reduzidas sdo azuis e as ndo reduzidas sdo amarelas. Estas
ultimas se decompdem vagarosamente em pH alcalino, o qual € necessério para a
manutencdo do fenol na forma de fenolato. A partir dai, ocorre uma reacdo de
oxirreducao entre o anion fenolato e o reagente de Folin, na qual, o molibdénio,
componente do reagente de Folin, sofre reducdo e o meio reacional muda de
coloracdo amarela para azul (Figura 9, p. 56). O numero de grupos hidroxilas ou de
grupos potencialmente oxidaveis controla a quantidade de cor formada (ANGELO;
JORGE, 2007; OLIVEIRA et al., 2009). E necessaria a utilizagdo de curva padrao,
sendo o padrdo mais utilizado o acido galico. Por este motivo os resultados sdo, em
geral, expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG) por peso seco da
amostra (SILVA et al., 2010).

Figura 9. Desprotonacgdo do acido galico, gerando anions fenolato.

COOH Ccoo’
Na,CO,
—_—
HO OH HO OH
OH OH
Coo coo’
+oMost o + 2Mog" + 2H"
HO OH o | OH
OH o)

Fonte: Oliveira et al. (2009).

Este método espectrofotométrico ndo € um método especifico, pois reage
também com uma variedade de outros compostos, podendo haver ainda interferéncia
resultante de outros componentes quimicos presentes no extrato, tal como agucares
ou a redugdo com o &cido ascorbico (ANGELO; JORGE, 2007).
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3.5.1.2 Quantificagdo de flavonoides totais

A espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) é
também empregada para o doseamento de flavonoides em materiais vegetais, atraves
do método colorimétrico de complexacao com cloreto de aluminio (AICIz) (MARQUES
et al., 2012).

O método proporciona a obtencdo de espectros dos flavonoides sem a
interferéncia de outros compostos fendlicos, pois o cation AI** forma complexos
estaveis com as hidroxilas livres dos flavonoides, ocasionando extensédo do sistema
conjugado e, consequentemente, um desvio batocrémico, ou seja, um deslocamento
dos seus maximos de absorcao para regides de maior comprimento de onda (BURIOL
et al., 2009; MARQUES et al.,, 2012). O complexo estavel flavonoéide-Al**, tem
coloracdo amarela, e sua intensidade é proporcional a concentracdo de flavonoide
presente na amostra (Figura 10, p. 57) (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012).

Figura 10. Complexacéao do flavonoide quercetina com cloreto de aluminio (AIClIs).
Cl

o—AI—Cl

Quercetina Quercetina - AI**

Fonte: Adaptado de Peixoto Sobrinho et al. (2012).

No entanto, o método produz valores inferiores aos reais, uma vez que as varias
classes de flavonoides apresentam variacées de absorcédo na regido do comprimento
de onda escolhido para andlise (BURIOL et al., 2009).

Embora extremamente utilizada, a pouca seletividade tem sido um dos maiores

desafios dessa técnica para analise de matrizes complexas como 0s extratos vegetais,
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pois a espectrofotometria direta pode ocasionar sobreposi¢céo das bandas, impedindo

a absorcdo do componente de interesse (MARQUES et al., 2012).

3.5.2 Isolamento, purificacéo e identificagcdo de produtos naturais

Entre os métodos modernos de analise de extratos de produtos naturais, a
cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a sua versatilidade em efetuar a
separacao, identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas, por si mesma ou em
conjunto com outras técnicas instrumentais de andlise. No entanto, quando se
encontra um solvente adequado para a substancia cristalizar, a técnica de
recristalizacao torna-se um dos melhores métodos de purificagdo (CHOZE, 2013).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela esta
fundamentada na migracéo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacfes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estacionaria (RIBEIRO; NUNES, 2008). De forma geral, a técnica cromatografica
envolve quatro etapas basicas: montagem da coluna ou placa, ou seja, dispor
adequadamente a fase estacionaria ou suporte e preparacéo da fase mével; aplicacao
da amostra; desenvolvimento, isto €, passagem do solvente escolhido (fase médvel)
através da fase estacionaria; revelacdo e visualizagdo, ou seja, localizacdo das
diferentes zonas de separacdo das substancias e extracdo dos compostos retidos na
fase estacionaria (SIMOES et al., 2010).

De acordo com o modo de separacao, pode ser dividida em cromatografia de
particdo (liquido-liquido), de adsorcao (liquido-sélido), troca i6nica e exclusdo ou
filtracdo molecular (SIMOES et al., 2010).

A cromatografia por adsorcéo é baseada na adsor¢do dos compostos de uma
solucdo sobre a fase estacionaria soélida constituida por particulas finas de
adsorventes polares ou apolares, no qual sendo a amostra analisada mais fortemente
atraida pelo adsorvente, sera deslocada pela fase movel de forma mais lenta. Neste
caso, a fase estacionaria pode ser empacotada em coluna aberta ou fechada, ou estar
aplicada em uma superficie plana, como em cromatografia em camada delgada
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).
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Na cromatografia de excluséo a fase estacionaria é formada por um gel poroso
pelo qual as moléculas do soluto atravessam, promovendo uma filtracdo de acordo
com seus tamanhos. As moléculas maiores que ndo conseguem penetrar Nn0s poros
séo arrastadas pela fase mdvel, as menores ficam presas nos poros e sao retidas por
mais tempo na coluna. Neste tipo de cromatografia, utilizam-se géis constituidos de
macromoléculas que tém ligacdes cruzadas, com afinidade pelos solventes, mas que
neles sdo insoluveis, como os geéis de dextrana, conhecido por Sephadex, vendido
com varios graus de ligac6es cruzadas e propriedades de intumescimento (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

A cromatografia pode ser utilizada para a identificacdo de compostos, por
comparacao com padrbes previamente existentes, para a purificacdo de compostos,
separando-se as substancias indesejaveis e para a separacdo dos componentes de
uma mistura (RIBEIRO; NUNES, 2008).

Os compostos isolados por cromatografia podem ser identificados por técnicas
espectroscopicas de analise, empregadas atualmente na determinacdo estrutural,
sendo as mais utilizadas a espectrometria de massas, a espectrometria de ultravioleta,
no visivel e no infravermelho, bem como a ressonancia magnética nuclear de
Hidrogénio (*H) e Carbono 13 (*3C) (CHOZE, 2013).

A espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das
ferramentas mais valiosas para a determinacdo estrutural de compostos organicos,
contribuindo para o estabelecimento do esqueleto da molécula. Para a obtencédo de
espectros de ressonancia, submete-se a amostra a um campo magnético externo, de
forma que determinados nucleos de massa impar *H, 13C, 3P, por exemplo, possam
entrar em ressonancia com a radiofrequéncia aplicada, absorvendo energia
eletromagnética em frequéncias caracteristicas para cada nucleo, conforme sua
vizinhanca quimica. Os espectros de RMN *H e RMN 3C s&o os mais utilizados e a
sua interpretacdo permite caracterizar o nimero e o tipo de atomos de H e C, em
funcdo da localizacéo e do desdobramento dos sinais correspondentes a absorcao de

energia eletromagnética (CHOZE, 2013).
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3.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O grande avanco na cromatografia em coluna foi o desenvolvimento da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), uma técnica versatil que possui um
grande numero de fases estacionarias existentes, as quais possibilitam analises e
separagdes de uma ampla gama de compostos com alta eficiéncia, permitindo ser
empregada em varias areas da ciéncia, como no isolamento de produtos naturais e
sintéticos e na producdo e controle de qualidade de medicamentos, dentre tantas
outras aplicacfes. Nesta técnica, a utilizacdo de suportes com particulas diminutas
sdo responsaveis pela alta eficiéncia, as quais tornam necessario o uso de bombas
de alta presséo para a eluicdo da fase movel, devido a sua baixa permeabilidade
(Figura 11, p. 60) (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Figura 11. Equipamento basico de CLAE. a) reservatorio da fase movel; b) bomba de alta
presséo; c¢) valvula de injecao; d) coluna; e) detector e f) registrador.
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Fonte: DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998.

Esta técnica emprega colunas, geralmente de aco inoxidavel e relativamente
pequenas (cerca de 2-5 mm de diametro interno e comprimento de 3 a 25 cm),
operando em temperaturas que chegam até cerca de 75°C e pressoes de até 400 atm.
Um detector colocado na saida da coluna permite o registro continuo da composicéo

do efluente, resultando em um cromatograma. O detector por arranjo de diodos (DAD)
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€ um tipo de detector de comprimento de onda variavel que opera na regidao do
ultravioleta, e torna possiveis analises em diferentes comprimentos de onda
simultaneamente, pois possibilitam uma “varredura” na regido UV-Vis em uma Unica
corrida cromatografica, disponibilizando-os mesmo apos a analise ter sido realizada
(VILA, 2006).

As fases estacionarias, dependendo da modificacdo feita ao suporte, podem
atuar no modo normal, reverso ou ambos. Na cromatografia em fase normal, a fase
estacionaria € mais polar que a fase mével, e em fase reversa, a fase movel € mais
polar. Separacfes analiticas sdo predominantemente realizadas em fase reversa,
sendo a fase C18 (octadecilsilano) a mais usada (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

O modo de eluicdo dos analitos neste método pode ser realizado de dois
modos: isocratico, quando a propor¢cao de fase aquosa e de fase organica € mantida
constante durante toda a andlise, e gradiente, nos casos em que a amostra é bastante
complexa (muitas substancias), como nos extratos vegetais, alterando a proporcao de
fase aquosa e organica durante a analise da amostra, e resultando numa melhor
separacao (VILA, 2006).

Os extratos vegetais tem sido analisados de maneira rotineira por CLAE para a
obtencao de perfis cromatogréficos (ou fingerprint, como também € conhecida) como
uma estratégia para a identificacdo e avaliacdo da qualidade das plantas utilizadas na
medicina, principalmente por fornecer informac¢des importantes quanto ao tipo de
constituintes presentes. Os perfis cromatograficos obtidos sdo normalmente
cromatogramas complexos (ou eletroferogramas), e sua aplicacdo se baseia na
comparacao de perfis, tendo, por isso, uma demanda rigorosa da resolucao e
capacidade maxima dos picos no desenvolvimento do processo de separacdo. No
entanto, é realmente dificil separar todos os componentes ativos de plantas medicinais
em uma unica corrida cromatografica. Assim, a impressao digital desenvolvida deve
apresentar boa seletividade, reprodutibilidade e viabilidade (JI et al., 2005).

A impresséo digital de uma planta reflete a complexidade da sua composicéo
guimica e seu desempenho dependente do grau de eficiéncia cromatografica e
distribuicdo dos componentes quimicos presentes. Assim, a otimizacdo do método é
uma importante etapa para a escolha e avaliagcdo da influéncia dos parametros
cromatograficos ideais para a determinacdo da impressdo digital. Esses ensaios

podem ser conduzidos empregando-se planejamentos estatisticos com o objetivo de
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minimizar perdas e maximizar as respostas de interesse por meio de um menor
namero de experimentos (PEREIRA et al; 2015b).

3.6 Atividades bioldgicas de produtos naturais

Os metabolitos secundarios vegetais destacam-se na area da farmacologia
devido a seus efeitos biol6gicos sobre a salde da espécie humana (PEREIRA,;
CARDOSO, 2012). Diversas atividades bioldgicas ja foram descritas para as
diferentes classes de produtos naturais, empregando ensaios biolégicos capazes de
avaliar a atividade desejada, dentre elas se destacam as atividades antioxidante,
antibacteriana e fotoprotetora. Tais metodologias apresentam facil reprodutibilidade e
simplicidade do experimento.

3.6.1 Atividade antioxidante

Recentemente, hd um aumento no interesse em antioxidantes naturalmente
encontrados em vegetais pois estudos demonstram seu poder em atuar como agentes
redutores, sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas e como quelantes
de metais (DELMONDES et al., 2013).

A transferéncia de elétrons é um dos processos quimicos mais fundamentais
para a sobrevivéncia das células. O efeito colateral dessa dependéncia € a producao
de radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem causar
dano oxidativo. Radicais livres sédo todas as espécies quimicas que possuem um ou
mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletrénica conferindo um alto
poder de reatividade, podendo causar danos ao organismo por reagir com
praticamente qualquer molécula que entra em contato (ALVES et al., 2010
DELMONDES et al., 2013).

A producdo de radicais livres ocorre naturalmente como um processo
fisiologico. Para combater os radicais livres 0s organismos vivos produzem
substancias que sdo capazes de regenerar ou prevenir 0s danos oxidativos,

exercendo seu papel como antioxidante. Além destes, substancias com habilidade de
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sequestrar radicais livres podem ser obtidas de fontes externas, como alimentos e
bebidas. Quando os antioxidantes produzidos pelo corpo s&o insuficientes para
combater os radicais livres produzidos pelo organismo, pode ocorrer elevacdo na
producdo de ERO, levando ao estresse oxidativo, durante o qual algumas destas
espécies reativas podem produzir danos ao organismo em macromoléculas e diversas
estruturas celulares que, se nao forem reparadas, irdo alterar a funcionalidade de
células, tecidos e 6rgaos (ALVES et al., 2010; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Em condic¢des fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o Oz sofre reducao
tetravalente com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formagédo de H:O.
Durante esse processo, sdo formados intermedidrios reativos, como radical anion
superoxido (O2+), radical hidroxila (OHe¢) e peroxido de hidrogénio (H202). Outras
espécies reativas formadas durante os processos metabdlicos sédo o oxigénio singleto
(102), radical alquila (Re), radical alcoxila (RO¢), hidroperdxido (ROO), 6xido nitrico
(NO) e peroxinitrito (ONOO). As EROs podem surgir também de outras fontes, como
NADPH oxidase, xantina oxidase, oxido nitrico sintase, auto-oxidacdo de
catecolaminas, aumento dos niveis de angiotensina Il e aldosterona, e liberacdo de
citocinas proé-inflamatorias. Raios-X, ultra-som e luz ultravioleta sdo fatores fisicos que
também promovem a formacdo dessas moléculas reativas (BARREIROS; DAVID,;
DAVID, 2006).

Antioxidante pode ser definido como uma familia heterogénea de moléculas
naturais, que, presentes em baixas concentracbes podem prevenir ou reduzir a
extensdo do dano oxidativo. Plantas arométicas e medicinais séo fontes naturais de
antioxidantes por produzirem metabdlitos secundarios (OLIVEIRA et al., 2009). Os
antioxidantes sdo classificados de acordo com o modo de acdo, em primarios e
secundarios, podendo ser sequestrantes de radicais livres, de oxigénio e de ions
metalicos capazes de catalisar a oxidagéo lipidica. Os antioxidantes primarios reagem
com radicais lipidicos de alta energia, para converté-los a produtos mais estaveis. Ja
0s secundarios, conhecidos como preventivos, tém a funcdo de retardar a iniciacao
da reacdo em cadeia por quebra dos hidroperoxidos. Esses ultimos atuam como um
suporte aos antioxidantes enddégenos e séo obtidos por meio da dieta (DUARTE et al.,
20009).

A avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais tem sido realizada

pelo uso de uma grande variedade de sistemas geradores de radicais livres in vitro
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(ALVES et al., 2010). Nesse contexto, estdo os métodos colorimétricos, biolégicos e
eletroquimicos, entre outros métodos instrumentais. Entre os métodos colorimétricos
destacam-se aqueles que relacionam a habilidade dos antioxidantes em neutralizar
radicais, como o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) ou p-caroteno/acido linoleico
(BORGES et al., 2011).

3.6.1.1 Ensaio do Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH¢)

Um dos métodos mais usados para verificar a capacidade antioxidante consiste
em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?),
um radical livre estavel de coloracdo purpura, que absorve em um comprimento de
onda de 516 nm, e reage com compostos que podem doar um atomo de hidrogénio.
Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPHe é reduzido for-
mando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 12, p. 65), de coloracdo amarela,
com consequente desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma

monitorada pelo decréscimo da absorbancia. (OLIVEIRA et al., 2009)

Figura 12. Formas radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH.
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Fonte: Nunes et al. (2012).

O mecanismo de reacao é baseado em transferéncia de elétrons, enquanto a

abstracdo de atomo de hidrogénio € uma reacdo marginal, pois a mesma acontece
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lentamente em solventes que estabelecem fortes ligac6es de hidrogénio. O grau de
alteracéo da cor € proporcional a concentracdo e poténcia dos antioxidantes. Uma
grande diminuicdo na absorbancia da mistura da reacdo indica uma atividade
significativa de eliminagdo de radicais livres do composto em teste (ALVES et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2009).

A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante,
sendo que a quantidade de antioxidante necesséria para decrescer a concentracao
inicial de DPPH em 50% € denominada concentracdo eficiente (CE50), também
chamada de concentracéo inibitoria (CI50). Quanto maior o consumo de DPPH por
uma amostra, menor serd a sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA
et al., 2007).

Este método é considerado, do ponto de vista metodolégico, um dos mais
faceis e produtivos para avaliacdo da atividade antioxidante em sucos de frutas,
extratos vegetais e substancias puras como flavonoides e terpenoides (ALVES et al.,
2010).

3.6.1.2 Ensaio da co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico

Outro método utilizado na avaliacdo da atividade antioxidante é o sistema de
auto oxidacao do B-caroteno/acido linoleico (Figura 13, p. 66), que permite avaliar a
capacidade de uma determinada substancia prevenir a oxidagdo do [-caroteno,
protegendo-o dos radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico
(ALVES et al., 2010).

O pB-caroteno, mais abundante dos carotenoides, é quase completamente
insolivel em agua, mas facilmente solivel em ambientes hidrofébicos e solventes
pouco polares. Tem sido reportado nos ultimos 30 anos que o 3-caroteno exibe alta
reatividade com eletrofilos e oxidantes, e ele inibe a auto oxidacéo de lipidios em
tecidos biolégicos e produtos alimenticios. O sistema de auto oxidacdo do [-
caroteno/4cido linoleico esta entre as diversas técnicas utilizadas para determinar a

atividade antioxidante in vitro, pois permite uma rapida sele¢do de substancias e/ou
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misturas potencialmente interessantes na prevencdo de doencas crénico-
degenerativas (ALVES et al., 2010).

Figura 13. Estrutura do 3-caroteno (A) e do acido linoleico (B).

Fonte: Alves et al. (2010).

O método de branqueamento do B-caroteno € baseado na perda do cor amarela
do B-caroteno, devido a sua reacdo com os radicais formados pela oxidacao de acido
linoleico numa emulséo. A taxa do branqueamento B-caroteno pode ser retardado na
presenca de antioxidantes (NUNES et al., 2012).

A reacdo pode ser monitorada espectrofotometricamente pela perda da
coloragao do B-caroteno a 470 nm, com leitura imediata e em intervalos de 15 min,
por um tempo total de duas horas. Tween-40 é utilizado como emulsificante e ajuda a
dissolver completamente a mistura (B-caroteno/acido linoleico em cloroférmio que,
apos total remocgdo do solvente, é dissolvida em agua previamente saturada com
oxigénio atmosférico. O resultado pode ser comparado com padrdes sintéticos, como
butil-hidroxi anisol (BHA), butil-hidroxi tolueno (BHT) e Trolox, ou naturais, como acido
galico ou quercetina (ALVES et al., 2010).

Este método é apropriado para amostras de plantas como também de frutas e
bebidas. O método da auto oxidacdo empregando o sistema (3-caroteno/acido linoleico
€ um teste simples e sensivel, e por nao utilizar altas temperaturas permite a
determinacdo da atividade antioxidante de substancias termossensiveis, porém
apresenta alguns inconvenientes. A utilizacdo do meio emulsionado, por exemplo,
interfere nos valores de absorbancia causando baixa reprodutibilidade, e a interagao
do B-caroteno com o oxigénio proveniente do meio dificulta a interpretacdo dos
resultados. (ALVES et al., 2010; NUNES et al., 2012).



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Bioldgico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 68

3.6.2 Atividade antibacteriana

A busca de propriedades antibacterianas em extratos de plantas e de
substancias mais especificas tem sido incentivada e intensificada, uma vez que o
elevado potencial de recombinacdo genética das bactérias tem provocado o aumento
de cepas multirresistentes e, consequentemente, tornado ineficazes muitos farmacos
antimicrobianos disponiveis no mercado. Os extratos organicos sao importantes
fontes de compostos com atividade antimicrobiana (ARAUJO, 2011).

Segundo o Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2003), os testes
de sensibilidade a antimicrobianos, sdo indicados para qualquer organismo que cause
um processo infeccioso e exija uma terapia antimicrobiana, quando for possivel
predizer a sensibilidade deste organismo, podem ser utilizados para verificar a
sensibilidade in vitro dos microrganismos frente aos agentes antimicrobianos.

Um grande namero de bioensaios sao utilizados para avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de extratos de plantas. Dentre os testes disponiveis encontram-
se 0 método difusdo em agar e de diluigdo em caldo (ARAUJO, 2011).

O teste de difusdo em &gar, também chamado de difusdo em placas, é um
método fisico, no qual um microrganismo é desafiado contra uma substancia
biologicamente ativa em meio de cultura sdlido e relaciona o tamanho da zona de
inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado com a concentracdo da
substancia ensaiada. E conhecido como técnica qualitativa uma vez que apenas
demonstra a presenga ou auséncia de substancias com atividade antibacteriana
(ARAUJO, 2011; OSTROSKY et al., 2008).

Atualmente, o método de diluicdo é usado para determinar a concentracao
minima de um agente necessario para inibir ou matar um microrganismo. Os
procedimentos para determinar a atividade inibitéria podem ser realizados tanto pelas
técnicas de diluicdo em caldo ou em agar. O método fornece resultados quantitativos
e ndo é influenciado pela velocidade de crescimento dos microrganismos. Sua
desvantagem é a dificuldade na deteccdo de contaminagcdo no caso de teste de
materiais clinicos. Como controle positivo, utiliza-se o caldo com o quimioterapico
padrdo com a suspenséo padronizada de microrganismo em teste, e como controle
negativo o meio de cultura com o solvente usado para dissolu¢cdo da amostra e a
suspensao microbiana (ALVES et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008).
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Os agentes antibacterianos s&o geralmente testados em diluicbes
consecutivas, e a menor concentracao capaz de inibir o crescimento de um organismo
€ considerada como a Concentracao Inibitoria Minima (CIM) (ALVES et al., 2008).

Duas metodologias podem ser empregadas: macro e microdiluicdo. Para
determinar a CIM ou a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de extratos ativos de
plantas, tem-se utilizado um método sensivel de microdiluicdo. A microdiluicdo utiliza
microplacas com 96 pocos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL, que se
apresenta como um método barato, reprodutivel, considerado mais sensivel que
outros métodos usados na literatura, requerem pequena gquantidade de amostra, pode
ser usado para grande niumero de amostras e deixa um registro permanente (ALVES
et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008).

3.6.3 Atividade fotoprotetora

A exposicdo a radiagdo solar excessiva constitui um fator de risco para o
surgimento de inimeras doencas de pele, destacando-se o céancer de pele e o
fotoenvelhecimento, os quais sdo mais prevalentes em individuos de pele clara e nas
regides mais proximas do Equador. O Brasil € o pais de maior area intertropical e um
dos mais ensolarados do planeta. Estes fatores somados a reducdo da camada de
0z06nio sdo um dos responsaveis pelo aumento de casos de cancer de pele no pais
(CHANG et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2009).

Da energia emitida pelo sol, apenas 7% atinge a superficie da Terra, sendo
essenciais para que haja vida em nosso planeta, enquanto que os 93% restantes sédo
retidos pela atmosfera. O espectro solar, por sua vez, em um dia de verdo sem nuvens
as 12 h é composto por diferentes radiagfes, sendo, aproximadamente 50% de
infravermelho (1V), 5% de ultravioleta (UV) e 45% de luz visivel (vis). O corpo humano
detecta estas radiacdes de diferentes formas. Os efeitos da radiacdo IV sao
percebidos pelo calor durante o aumento da temperatura, a regido do VIS é detectada
pelas diferentes cores através do sistema 6tico e os raios UV, mais energéticos,
promovem reagdes fotoquimicas na pele humana, possuindo maior impacto sobre a
salde humana (GUARATINI et al., 2009; NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014).
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As radiagOes ultravioleta (UV), extremamente energéticas, sdo divididas em
trés tipos. As radiacdes ultravioleta A (UVA), longas e menos energética, estende-se
de 320 a 400 nm e ocorre durante todo o dia, provocando danos mais leves e cronicos,
ndo produzindo eritema, sendo a responséavel pelo bronzeamento imediato e de curta
duracdo. Radiac¢@es ultravioleta B (UVB), medianas, de 290 a 320 nm, € predominante
entre 10 e 14 horas e causa danos agudos, como queimaduras, sendo eritematogena,
promovendo o bronzeamento tardio e de longa duracéo, sendo também responsavel
pela transformagdo do ergosterol em vitamina D. Tem-se ainda as radiacOes
ultravioleta C (UVC), curtas e mais energética, que se estende de 200 a 290 nm, é
absorvida pela atmosfera, via camada de ozénio. As radiacbes UVB e UVA, apesar
de representarem uma baixa porcentagem da luz solar que atinge a superficie da
Terra, sao importantes do ponto de vista biolégico, pois podem causar o
desencadeamento de estresse oxidativo as células (GUARATINI et al., 2009;
NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014; SOUZA et al; 2005).

Devido ao aumento na incidéncia do cancer de pele e outras afeccbes
dermatoldgicas causadas pela radiacéo ultravioleta (UV) € necessario proteger a pele
dos efeitos nocivos. A limitacdo da exposicao solar nos periodos criticos de irradiacao,
0 uso de fotoprotetores e blogueadores solares e o diagndstico precoce sao
mecanismos eficazes de prevencao (CHANG et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2009).

Filtros solares sédo substancias capazes de absorver, refletir ou refratar a
radiacdo ultravioleta e assim proteger a pele da exposi¢cédo direta da luz solar. A
atividade biol6gica de um protetor solar é avaliada por sua habilidade em proteger a
pele de eritemas e edemas, reduzir o risco de queimaduras e o risco de carcinoma de
células da camada basal e espinhosa. Diferentes extratos de plantas tém sido
utilizados em produtos cosméticos como filtros solares, devido a agéo fotoprotetora,
principalmente, por conter compostos fendlicos, que sdo capazes de absorver a luz
ultravioleta (SOUZA, et al., 2005; VIOLANTE et al., 2009).

A eficacia de uma formulacdo contendo filtro solar é determinada através do
grau de protecao contra eritema ou queimadura solar. A acao fotoprotetora de um filtro
solar é medida universalmente através do fator de protecdo solar (FPS)
(NASCIMENTO et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2014).

FPS é calculado pela razéo entre a energia UVB suficiente para a ocorréncia

da dose minima eritematosa (DME) na pele fotoprotegida e a pele sem filtro solar. A
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DME é a dose de energia capaz de iniciar a producéo de eritemas nitidos observados
entre 16 e 24 horas apés a exposicao a radiacdo UVB. Os valores de FPS comuns,
comerciais, vao de 6 a 50, podendo chegar a 100 para casos especificos, sendo que
a forma mais precisa para a avaliacdo destes valores é em seres humanos. Porém, o
ensaio de FPS em humanos deve ser o Ultimo estagio em uma bateria de testes de
fotoprotecdo, pois depende da selecdo de voluntarios, possui alto custo, além de
depender também do acompanhamento de técnicos especializados e de médicos
(NASCIMENTO et al., 2014).

Primeiramente entdo, realiza-se métodos de FPS in vitro e, dentre os métodos
mais utilizados, estd o método espectrofotométrico desenvolvido por Mansur e
colaboradores (1986), que se destaca pela boa correlacédo ao teste in vivo, além da
agilidade e acessibilidade (NASCIMENTO et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo do material botéanico

As folhas de Crescentia cujete foram coletadas na Fazenda Ouro Verde, no
municipio de Casa Nova — BA em maio de 2013. O material botanico foi identificado e
confirmado pelo Professor Dr. José Alves de Siqueira Filho, sendo comparado com
uma exsicata que esta depositada no Herbario Vale do Sao Francisco (HVASF) da
Universidade Federal do Vale do Séo Francisco (UNIVASF), sob niumero de tombo
22603 (Figura 14, p. 72).

Figura 14. Exsicata de C. cujete depositada no HVASF.
——

Fonte: A autora.



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Biolégico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 74

4.2 Obtencao do extrato etandlico bruto de C. cujete

O material vegetal coletado foi submetido a processo de secagem em estufa
com ar circulante a temperatura média de 40 °C durante 72 horas. Apos completa
eliminacdo da umidade, as folhas foram pulverizadas em moinho mecénico, obtendo
1429 g de material seco e pulverizado. Este material foi submetido & maceracéo
exaustiva com etanol (EtOH) a 95 %, em um percolador de aco inoxidavel, segundo
metodologia descrita por Macedo et al. (2015). Foram realizadas trés extragcdes num
intervalo de 72 horas entre elas, para garantir a maxima extracdo dos constituintes
guimicos. Ao final desse processo, obteve-se uma solucdo etandlica, que foi entdo
filtrada e o solvente evaporado com auxilio de um evaporador rotativo a presséo
reduzida, a temperatura média de 50 °C, fornecendo o extrato etandlico bruto (Cc-
EEB) das folhas de C. cujete.

4.3 Fracionamento do extrato etandlico bruto de C. cujete

Uma aliquota de Cc-EEB foi separada para realizacdo dos testes quimicos e
biolégicos. Todo o restante foi submetido a cromatografia liquida a pressao reduzida
(CLV), utilizando silica gel 60 (230-400 mesh) como fase estacionaria e como fase
movel os solventes de polaridade crescente hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, de forma exaustiva, de acordo com metodologia descrita por Macedo et al.
(2015). As solucdes obtidas foram tratadas com Na2SOs4 anidro e submetidas a
filtracdo sob pressao reduzida. Apos esse processo, 0s solventes foram evaporados

em rotaevaporador a pressdo reduzida a uma temperatura média de 50 °C,

fornecendo quatro fragcdes de acordo com o Fluxograma 1 (p. 74).
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Fluxograma 1. Obtengéo e fracionamento do extrato etandlico bruto de C. cujete.

Material vegetal seco e pulverizado (1429 g)

Maceragdo exaustiva com EtOH 95%

Solugao extrativa

Concentragcdo em evaporador rotativo

Extrato Etanélico Bruto (Cc-EEB)

Fracionamento através de CLV

Solvente: Solvente: Solvente: Solvente:
Hexano Cloroférmio Acetato de etila Metanol
Cc-Hex Cc-CHCI; Cc-AcOEt Cc-MeOH

Fonte: Elaborado pela autora

4.4 Triagem fitoquimica preliminar

A triagem fitoquimica preliminar foi utilizada para caracterizar de forma
gualitativa, a presenca das principais classes de metabdlitos secundarios presentes
nos extratos e fracdes obtidas de C. cujete, conforme metodologia preconizada por
Wagner e Bladt (1996). O método consiste em um exame rapido e superficial atravées
de perfis cromatograficos em camada delgada analitica (CCDA), baseado em reacdes
guimicas com reagentes de coloracdo que exibem caracteristicas universais para
cada classe de metabdlitos secundarios investigados.

Dessa forma, com o auxilio de tubos capilares, o Cc-EEB e as fra¢des obtidas
(Cc-Hex, Cc-CHCIs, Cc-AcOEt e Cc-MeOH) foram aplicados em cromatofolhas de
aluminio de silica gel 60 F2s4 e eluidas com diferentes sistemas de solventes. Apos a
eluicdo, as placas foram reveladas com reagentes especificos para cada classe
investigada e/ou analisadas em camara de UV nos comprimentos de onda de 254 nm
e 365 nm. Na Tabela 1 (p. 75) estéo descritos os sistemas de solventes utilizados e

seus respectivos reveladores de acordo com a classe de metabalito investigado.
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Tabela 1. Sistemas de eluicao e reveladores utilizados na triagem fitoquimica de C. cujete
para as classes especificas de metabdlitos secundarios.

o _ o Reagente
Classe Quimica Sistema de Eluicao
Revelador

y Tolueno:acetato de etila:dietilamina
Alcaldides Dragendorff
(70:20:10, viv)

Acetato de etila:acido férmico:acido acético

Compostos o
. glacial:agua NEU
fenolicos
(100:11:11:26, VIv)
_ Tolueno:éter etilico KOH etandlico
Cumarinas o .
(1:1 saturado com acido acético 10%, v/v) 10%
Derivados Acetato de etila:metanol:agua KOH etandlico
antracénicos (100:13,5:10, v/v) 10%
) Cloroformio:metanol:agua Vanilina
Lignanas -
(70:30:4, viv) sulfarica
Mono, sesqui e Tolueno:acetato de etila Vanilina
diterpenos (93:7, viv) sulfarica
_ Tolueno:acido férmico KOH etandlico
Naftoquinanas
(99:1, viv) 10%
_ Cloroférmio:acido acético:metanol:agua Anisaldeido-
Saponinas .
(100:11:11:26, viv) sulfarico
Triterpenos e Tolueno:cloroférmio:etanol Liebermann-
esterbides (40:40:10, viv) Burchard

Fonte: Adaptado de Wagner e Bladt (1996).

4.5 Métodos para quantificacao de fenois e flavonoides totais

O perfil quimico do teor de fendis e flavonoides presentes no Cc-EEB e nas
fracbes obtidas foi tracado através de métodos espectrofotométricos, ou
colorimétricos, analisando o comprimento de onda absorvido pelas amostras, assim

como descrito a sequir.
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4.5.1 Quantificacéo de fendis totais

A determinacdo do teor de fendis totais do Cc-EEB e fracGes obtidas de C.
cujete foi realizada utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu e &cido gélico como
padrdo (ALMEIDA et al., 2011).

Seguindo-se essa metodologia, foi adicionado a cubetas de vidro 3,16 mL de
agua destilada e 200 pL do reagente Folin—Ciocalteu (Sigma Aldrich). Em seguida,
foram adicionados 40 pyL de cada solugdo do Cc-EEB e das fragcbes (Cc-Hex, Cc-
CHCls, Cc-AcOEt e Cc-MeOH) nas concentracdes de 50, 100, 150, 250, 500 e 1000
mg/L, em etanol. Apés serem misturadas e ficarem em repouso por 6 minutos, foram
acrescentados 600 pL de solugado saturada aquosa estoque de carbonato de sédio a
20%, homogeneizado e deixado em repouso por mais 2 horas a temperatura de 20°C.
Ao final deste processo, foi determinada a absorbéncia de cada solugdo em
espectrofotdmetro UV-VIS a um comprimento de onda de 765 nm contra o branco e
comparada a absorbancia versus concentracdo. O branco foi preparado sob as
mesmas condi¢cdes das demais amostras, substituindo-as por agua destilada.

A curva de calibracdo foi construida utilizando solu¢cbes de acido galico nas
concentragdes de 50, 100, 150, 250, 500 e 1000 mg/L, em etanol, e submetidas as
mesmas condi¢cdes dos extratos e fracdes descritos anteriormente.

O teor de compostos fendlicos da amostra foi quantificado a partir da
comparacao das absorbancias obtidas, com a equacgéo de reta gerada pela curva de
calibracdo do padrdo &cido gélico. As analises foram realizadas em triplicata e os
resultados expressos em miligrama de equivalente acido galico por grama de extrato

ou fracdo (mg EAG/Q).

4.5.2 Quantificagéo de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado através do método colorimétrico
descrito por Zhishen e colaboradores (1999), utilizando a (+)-Catequina como padréo.
Inicialmente, preparou-se solugdes do padrao e das amostras Cc-EEB, Cc-Hex,
Cc-CHCls, Cc-AcOEt e Cc-MeOH nas concentragdes de 50, 100, 150, 250, 500 e 1000

mg/L em metanol. Em cubetas de vidro, 300 pyL da solugéo dos extratos, fragcdes e do
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padrdo foram misturadas com 1,5 mL de agua destilada. Posteriormente, foram
adicionados 90 yL de uma solugdo de NaNO:2 5%. Apds 6 minutos de reagao, 180 pL
de uma solugao de AICl3.H20 10% foram adicionados a mistura e deixou-se reagir por
mais 5 minutos. Em seguida adicionou-se 600 uL de uma solu¢do de NaOH 1M. Por
fim, completou-se o volume com 330 yL de agua destilada e homogeneizou-se o
sistema.

A absorbéancia foi medida imediatamente contra o branco em 510 nm, em
espectrofotdmetro UV-VIS. No branco as amostras foram substituidas por 300 pL de
agua destilada.

Para a construcao da curva de calibracdo foram usadas solucées do padréo
catequina nas concentracdes de 50, 100, 150, 250, 500 e 1000 mg/L em metanol e
agua, e submetidas as mesmas condicbes do extrato e fragcbes descritos
anteriormente. O conteldo total de flavonoides foi calculado através da equacgdo
obtida por regresséo linear. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes
de catequina por grama de extrato ou fracdo (mg EqC/g). Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

4.6 Avaliacao da atividade antioxidante

O potencial antioxidante foi realizado através de dois métodos quantitativos que
avaliam diferentemente as substancias presentes no Cc-EEB e nas fragOes obtidas
de C. cujete.

4.6.1 Método sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O primeiro método realizado foi o sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), um método colorimétrico in vitro, utilizado com o intuito de avaliar
a capacidade dos extratos e fragdes em sequestrar o radical livre estavel DPPH, de
acordo com o método de Almeida et al. (2011).

Amostras de solugdes estoque (1 mg/mL) do Cc-EEB e das fragOes obtidas de

C. cujete foram diluidos até as concentracoes finais de 243, 81, 27, 9, 3e 1 yg/mL em
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etanol. Ap6s a preparacdo de uma solucdo de etanol DPPH 50 pg/mL, 1 mL foi
adicionado a 2,5 mL das amostras nas diferentes concentra¢cdes citadas, em cubetas
de vidro, e deixou-se reagir a temperatura ambiente. Ap6és 30 min, os valores de
absorbéancia foram medidos a 518 nm em espectrofotdmetro de Ultravioleta UV-Vis
(SHIMADZU UV 1601) e convertidos em porcentagem da atividade antioxidante (%

AA), utilizando a seguinte formula:

% AA =100 x (Acontro/e - Aamostra)

A controle

Onde:
Acontrole = absorbancia do controle negativo (DPPH + etanol);

Aamostra = absorbancia da amostra.

Como branco foram preparadas solu¢des dos extratos (2,5 mL) e etanol (1,0
mL). Como controle negativo utilizou-se uma solu¢cdo de DPPH (1,0 mL) com etanol
(2,5 mL). Acido L-(+)- ascorbico, butilhidroxi-anisol (BHA) e butil-hidroxi-tolueno (BHT)
foram utilizados como controle positivo e preparados sob as mesmas condi¢des das
amostras. Todas as leituras foram realizadas em triplicata.

Os valores da concentragéo efetiva (CEso), ou seja, a concentragéo necessaria
para se obter 50% do efeito antioxidante maximo estimado de 100% (MENSOR et al.,
2001) foram obtidos por regresséo linear através do programa GraphPad Prism® 5.0.

4.6.2 Método da co-oxidagao do B-caroteno

O segundo método utilizado foi baseado na inibicado da auto oxidagao do B-
caroteno, a qual é provocada pela adicdo de acido linoleico e aeracdo do meio,
levando a formacdo do agente oxidante radicalar, de acordo com metodologia de
Santana et al. (2012). Este método € baseado na perda de cor amarela do -caroteno,
devido a sua reacdo com os radicais formados pela oxidacdo do &cido linoleico por
uma emulsdo. A taxa de branqueamento do (-caroteno pode ser desacelerada, na
presenca de antioxidantes.

Desta forma, 2 mg de B-caroteno cristalino foi dissolvido em 10 mL de

cloroférmio; foram adicionados a 2 mL desta solucdo, 40 mg de acido linoleico e 400
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mg de Tween 40. O cloroférmio foi evaporado a pressao reduzida, em 40 °C e
adicionado 100 mL de agua destilada. Essa emulsdo foi agitada vigorosamente
durante dois minutos para provocar aeracao do meio.

Os padr6es (acido L-(+)- ascérbico, BHA e BHT), o Cc-EEB e as fra¢des obtidas
de C. cujete foram preparados em etanol na concentragao de 1 mg/mL. Em seguida,
0,12 mL das solucBes dos padrdes e amostras foram adicionados a uma cubeta
contendo 3,0 mL do meio oxidante. A absorbéncia foi medida imediatamente a 470
nm num espectrofotdmetro UV-VIS (QUIMIS). Apés a leitura, as cubetas contendo as
amostras foram incubadas em banho de agua a 50 °C durante 120 min, quando a
absorbancia foi medida novamente no mesmo comprimento de onda.

Como controle positivo foram utilizados o acido L-(+)- ascoérbico, BHA e BHT.
No controle negativo, os extratos foram substituidos com um volume igual de etanol.
A atividade antioxidante (% AA) foi avaliada utilizando a seguinte férmula:

Ao - A
% AA =100 x (1- 224
Ap - At

Onde:
A, = absorbancia inicial das amostras e padrées;
A; = absorbancia final das amostras e padroes;

Ag = absorbancia inicial do branco;

A? = absorbancia final do branco.

Os resultados foram expressos como porcentagem de atividade antioxidante
(% AA) e os dados tratados através do programa GraphPad Prism® 5.0. Os testes

foram realizados em triplicatas.

4.7 Avaliagdo da atividade fotoprotetora

A atividade fotoprotetora foi avaliada através da analise da faixa maxima de
absorgéo dos comprimentos de onda (Amax) € posterior calculo do fator de protecdo
solar, para o Cc-EEB e as fracdes obtidas de C. cujete, conforme descrito por Oliveira
Junior et al. (2013).
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As amostras foram previamente secas em estufa a 40 °C, logo apés, diluidas
em etanol absoluto, obtendo-se concentracdes de 5, 25, 50 e 100 mg/L, e adicionadas
a cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Em seguida, foi realizada uma
varredura em espectrofotometro UV-VIS (QUIMS) entre os comprimentos de 260 a
400 nm, com intervalos de 5 nm, para verificar a maxima absorcdo na regido
ultravioleta (UVA, UVB e UVC). Para o branco foi utilizado apenas etanol. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

Posteriormente foi calculado o Fator de Protecdo Solar (FPS) das amostras de

acordo com a equacao desenvolvido por Mansur et al. (1986):
320

I:F)Sespectrométrico =FC x z EE ()\) x| ()\) x Abs ()\)
290

Onde:
FC = fator de correcao igual a 10;
EE (M) = efeito eritemogénico da radiacdo de comprimento de onda (nm);
| (\) = intensidade da radiacdo solar no comprimento de onda (A) nm;
Abs (M) = leitura espectrofotométrica da absorbéancia da solucéo do filtro solar no
comprimento de onda (nm).
Os valores de EE (A) x | (A) sdo constantes e foram determinados por Sayre e

colaboradores (1979) e estao representados na Tabela 2 (p. 80).

Tabela 2. Valores de EE (A) x | (A) previamente determinados para o calculo do FPS.

Comprimento de onda (nm) EE x | (constantes)
290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0839
320 0.0180
Total 1.0000

Fonte: Sayre e colaboradores (1979).
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4.8 Avaliagéo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo,
baseado no Documento M07-A9 do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI,
2012) no Laboratério de Microbiologia do Campus Ciéncias Agrarias da UNIVASF.

Os testes antibacterianos foram realizados contra cepas de padrdo Amenican
Type Culture Collection (ATCC) disponibilizadas pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(FioCruz — RJ). Sé&o elas: Staphylococcus aureus 25923; Staphylococcus aureus
6538; MRSA,; Stphylococcus epidermidis 1228; Escherichia coli 32213; Enterococus
faecalis 19433; Salmonela enterica 0507028; Klebsiela pneumoniae 13883.

Primariamente foi preparado o inoculo, no qual as col6nias isoladas da placa
em Tryptic soy agar (TSA) foram transferidas, com o auxilio de uma alca, para um
tubo com solucéo salina 0,085%, obtendo uma turvagcédo semelhante a 0,5 da escala
de Mac Farland. Dessa suspenséo,100ul foram transferidos para um tubo de ensaio
com 9,9 mL de caldo Muller-Hinton (MH caldo).

Uma solucédo de 25 mg/mL de cada amostra do Cc-EEB e das fracdes obtidas
de C. cujete foi preparada utilizando uma solucdo aquosa de etanol a 95% (v/v). Logo
apos, foram distribuidos 200uL de caldo Muller-Hinton em placas de elisa, seguido da
adicdo de 200uL da solucdo estoque das amostras ao primeiro poco e, apés
homogeneizacéo, foi transferido para o segundo pogco e assim sucessivamente,
obtendo as seguintes concentracdes finais: 12.500; 6.250; 3.125; 1.562,5; 781,2;
390,6; 195,3 e 97,6ug/mL. Depois de realizadas as diluicbes em todos os pog¢os foram
adicionados 10 pL da suspensao de bactérias padronizadas como descrito
anteriormente. O material foi incubado a 37°C por 24h, em condi¢cdes de aerobiose.
Pocos das microplacas foram reservados para adicionar os controles. Utilizou-se
como controle positivo solugdo de caldo Miller-Hinton e a bactéria testada, como
controle negativo o caldo Muller-Hinton e como controle do diluente foi utilizado etanol
e a bactéria.

Com auxilio de um replicador foi retirada uma aliquota de 10uL do material
inoculado e semeado em placas de petri previamente preparadas com Agar Miiller-
Hinton, seguindo-se de incubacédo a 35°C por 24 h, pelo qual foi determinado a

concentracdo bactericida minima (CBM), ou seja, a menor concentragdo do extrato
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capaz de matar 99,9% ou mais do inoculo bacteriano. Todos o0os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.9 Isolamento e purificagcéo de substancias de C. cujete

O isolamento das substancias das fracGes obtidas de C. cujete foi realizado
através de cromatografia de adsorcdo em coluna (CC), utilizando colunas de vidro de
tamanhos variados na posi¢ao vertical, onde foi adicionado a fase estacionaria, a fase
mével e a amostra, empregando como adsorvente silica gel 60 e como fase movel
solventes organicos isolados ou em misturas binarias de acordo com gradiente
crescente de polaridade (hexano, cloroférmio, acetato de elila ou metanol). Também
foi realizada CC por exclusdo molecular, na qual foi utilizada sephadex LH-20 como
fase estacionaria e como fase movel apenas metanol.

As fracdes obtidas com a CC foram analisadas quanto ao grau de pureza por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), utilizando cromatofolhas de
aluminio de silica gel 60, F2s4, eluidas com 0os mesmos solventes organicos da CC,
isolados ou em misturas binarias de acordo com a polaridade. Apés a analise, as
amostras que apresentavam mesmo perfil cromatogréfico foram reunidas.

Para auxiliar na purificacdo das substancias isoladas por CC, foi realizada a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) utilizando placas de vidro de
20x20 cm, tendo como fase estacionaria silica gel 60, F2s4, aplicada manualmente.

As placas foram reveladas por método fisico (ndo-destrutivo) através de
camera de radiacao eletromagnética de comprimento de onda na regido de ultravioleta
(UV) — 254 nm e 366 nm. Em alguns casos, foi utilizada revelagdo quimica com

vanilina sulfarica.

4.9.1 Isolamento dos compostos da fragéo cloroférmica

A quantidade de 6 g da fracdo cloroférmica (Cc-CHCI3) foi submetida a uma

CC, utilizando como adsorvente silica gel 60, e como eluentes 0s solventes hexano

(Hex), cloroférmio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt) e por ultimo metanol (MeOH),
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isolados e em misturas binarias, seguindo ordem crescente de polaridade, que
resultou na coleta de 452 fracfes (Tabela 3, p. 84).

Apos a realizacdo da CCDA, foram feitas reunides das fracdes cujo aspecto se
assemelharam ao observar a luz ultravioleta (Fluxograma 2, p. 83). A fracao reunida
145-160 foi submetida a nova CC sob as mesmas condi¢des da CC anterior, da qual
obteve-se a fracdo 31-36 que se apresentou como um po branco soluvel em
cloroférmio, semipurificado. Para purificacdo, realizou-se com esta fracdo uma
recristalizacdo com metanol, e, ao analisar por CCDA, apresentou duas manchas. Foi
entdo submetida a uma CCDP, resultando na substéncia 1 (Cc-01), um soélido branco,
solavel em cloroférmio, com 11,2 mg. A identificacdo da substancia foi realizada

através da técnica espectroscopica de RMN (*H e 3C uni e bidimensionais).

Fluxograma 2. Procedimento cromatografico da fragé@o cloroférmica e obtengéo da CC-01.

Fracao Cloroférmica (6g)

+ CC (Silicagel 60)
+ Hex:CHCI;; CHCI;; CHCI;:AcOEt; AcOEt; AcOEt:MeOH; MeOH

452 fragoes

+ CCDA
* Reunido de fragdes semelhantes

Fracao 145-160

+ CC (Silicagel 60)
+ Hex:CHCI;; CHCI5; CHCI5:AcOEt; AcOEt

354 fragbes

+ CCDA
* Reuniao de fragdes semelhantes

Fragao 31-36

+ Recristalizagdo com MeOH
+ CCDP

CC-01
1,2 m

Fonte: elaborado pela autora.




PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Bioldgico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 85

Tabela 3. Fracdes obtidas na CC da fracao cloroférmica e sistema de solventes utilizados.

FracOes Solventes Proporcgéo (v/v)
1-12 80:20
13-50 70:30
51-65 60 : 40

66-107 50:50

108-141 Hex:: CHCh 40 : 60

142-153 30:70

154-165 20: 80

166-178 10:90

179-196 CHCIs 100

197-204 90:10

205-213 80:20

214-222 70:30

223-238 60 : 40

239-250 CHCIs: AcOEt 50:50

251-263 40 : 60

264-274 30:70

275-283 20: 80

284-300 10:90

301-317 AcOEt 100

318-452 AcOEt : MeOH 90:10

Fonte: elaborado pela autora.

4.9.2 Isolamento dos compostos da fracdo acetato de etila

Uma aliquota de 6 g da fracdo acetato de etila foi submetida a coluna
cromatografica (CC) em Sephadex LH-20 como fase estacionéria, eluida apenas com
metanol, resultando na coleta de 337 fracdes, sendo reunidas de acordo com

semelhancga observada por CCDA.
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Apods reunido das fracdes, a fragdo reunida 50-83 foi submetida a nova CC sob
as mesmas condi¢cdes da CC anterior, obtendo 196 fracdes, reunidas também de
acordo com padrao apresentado na analise por CCDA. Apoés essa reuniao, a fracéo
70-179 passou por uma CC com silica gel 60 como adsorvente e como eluentes 0s
solventes cloroférmio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt) e por ultimo metanol (MeOH),
isolados e em misturas binarias, seguindo ordem crescente de polaridade, que
resultou na coleta de 576 fracdes (Tabela 4, p. 86), todas analisadas e reunidas de
acordo com semelhanca observada por CCDA. A fragc&o reunida 450-489 apresentou-
se pura em CCDA, resultando na substancia 2 (Cc-02, 106,5 mg), e a fragao reunida
441-449 apresentou um preciptado, que foi separado do restante da fracao, resultando
na Cc-03 (6,5 mg) (Fluxograma 3, p. 85). As substancia foram enviadas para

identificacdo através da técnica espectroscopica de RMN (*H e 13C).

Fluxograma 3. Procedimento cromatogréafico da fracdo acetato de etila e obtencdo da CC-
02 e Cc-03.

| Fragao Acetato de Etila (6g) |

CC (Sephadex LH-20)
MeOH

| 337 fragoes |

CCDA
Reunido de fragcdes semelhantes

| Fracaos0-83 |

CC (Sephadex LH-20)
MeOH

196 fragoes |

CCDA
Reunido de fragbes semelhantes

| Fracao 70179 |

CC (Silicagel 80)
CHCI;; CHCI5:AcOEt; AcOEt; AcOEt:MeOH

| 576 fragoes |

CCDA
Reunido de fragcdes semelhantes

| Fracaoaso4se | [ Fracao 441449 |
Preciptado
cC-02 cCc-03
(106,5 mg) (6,5 mg)

Fonte: elaborado pela autora
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Tabela 4. Fragdes obtidas na CC da fracdo reunida 441-449 (fracdo AcOEt) e sistema de
solventes utilizados.

Fracdes Solventes Proporcgéo (v/v)
1-6 CHCIs 100
7-94 97 : 03

95-120 94 : 06

121-208 91:09

209-253 88:12

254-271 85:15

272-345 82 .18

346-362 79:21

363-370 76:24

371-377 73:27

378-421 70:30

422-433 67 :33

434-447 64 : 36

448463 CHCls: AcOEt 61 39

464-470 59:41

471-476 56 : 44

477-482 53 : 47

483-489 51:49

490-501 49 :51

502-507 46 : 54

508-514 43 . 57

515-520 40 : 60

521-527 30:70

528-533 20:80

534-539 10:90

540-550 AcOEt 100

551-562 97 : 03

563-567 95: 05

568-574 ACOEL: MeOH 93:07

575-576 90:10

Fonte: elaborado pela autora.
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4.10 Métodos espectrométricos empregados na identificacdo das substancias

As substancias isoladas e purificadas pelos métodos cromatograficos foram
enviadas para andlise por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C, uni e
bidimensionais, realizado na Universidade Federal da Paraiba.

O equipamento de RMN utilizado para analise da substancia Cc-01 foi um
espectrometro Varian System, operando na frequéncia do hidrogénio a 500 MHz e
carbono a 125 MHz, sendo a amostra solubilizada em solvente deuterado cloroférmio
(CDCl3).

Os espectros das substancias Cc-02 e Cc-03 foram obtidos por meio de
espectrometro Varian Mercury, operando na frequéncia do hidrogénio a 200 MHz e
carbono a 50 MHz, sendo as amostras solubilizadas em solvente deuterado metanol
(CD30OD).

Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdao (ppm),
e referenciados para RMN de !H pelos picos caracteristicos dos hidrogénios
pertencente a fracdo nao deuterada do solvente CDCIs &1 = 7,24 ppm e CD3OD
dn=4,88 e 3,30 ppm. Para os espectros de RMN de *3C, foi utilizado CDCls: d¢c = 77
ppm, e CD3OD dc = 49 ppm. As multiplicidades dos sinais de RMN de 'H foram
indicadas segundo as convengdes: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t

(tripleto), g (quarteto), m (multipleto).

4.11 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector
de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) procurou-se obter a impresséo digital de C. cujete,
com base no método adaptado de Ji et al. (2005). As analises foram realizadas pela
Central de Andlise de Farmacos, Medicamentos e Alimentos (CAFMA) da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco.

Solugdes de 10 mg.mL* em metanol grau HPLC do Cc-EEB foram injetadas
em equipamento de CLAE-DAD Shimadzu® com coluna C18 Restek® (250 mm x 4.6
mm, 5 ym) a 30 °C protegida por pré-coluna Restek® C18 (10 mm x 4 mm, 5 mm). O

aparelho estava equipado com um sistema quaternario de bombas modelo LC -
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20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A, detector PDA modelo SPD - 20AVP,
forno modelo CTO - 20ASVP, injetor automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador
modelo SCL - 20AVP, sendo os dados tratados através do software Shimadzu® LC
solution 1.0 (Japao).

As amostras foram eluidas com gradientes de fase mével binaria composta por:
(A) acido trifluoracético (TFA) a 0,01%, e (B) constituido por acetonitrila grau HPLC,
como descrito na Tabela 5 (p. 88). O sistema foi mantido sob 130 kgf de presséo e
volume de injecdo de 20 pL, utilizando fluxo de 0,8, 1,0 e 1,2 mL/min. Para a
investigacao foi utilizada a faixa de comprimento de onda (A) 270 nm a 350 nm, por

ser a faixa de deteccéo que abrange a maioria dos metabdlitos secundarios.

Tabela 5. Sistema de eluicédo e gradiente da fase movel da andlise realizada em CLAE-

DAD.
Tempo (minutos) Gradiente
A B

0-10 100% 0%
11-20 40% 60%
21-30 100% 0%

0-20 100% 0%
21-30 40% 60%
31-40 100% 0%

0-30 100% 0%
31-40 40% 60%
41-50 100% 0%

Fonte: Elaborado pela autora.

A impressao digital de C. cujete foi obtida aplicando como ferramenta estatistica
de design experimental o planejamento fatorial 3%, onde k € o nimero de fatores,
utilizado para otimizar o processo de extragdo visando um maior rendimento. Este
planejamento busca analisar pontos experimentais dispersos em um dominio,

reduzindo o nimero de experimentos.
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O planejamento fatorial aplicado foi de ordem 32, analisando dois fatores em
trés niveis (fluxo de fase mével em 0,8; 1,0 e 1,2 mL/min e tempo do gradiente em 30,

40 e 50 minutos), assim como descrito na Tabela 6 (p. 89).

Tabela 6. Planejamento fatorial utilizado na impresséo digital de C. cujete.

_ Fatores
Niveis _ _
Gradiente (tempo) Fluxo (mL/min)
+ 50 min 0,8
0 40 min 1,0
- 30 min 1,2

Fonte: elaborado pela autora.

A variavel dependente escolhida para a andlise foi o célculo da funcéo
hierarquica de resposta cromatografica (FHRC) como descrito por Ji et al (2005),
através da seguinte formula:

FHRC =1, 000, 000n + 100, O00Rmin + (tm - 1))

Onde:

n = NUmero de picos no cromatograma;

Rmin = Resolugéo do par menos separado de picos;
tm = Tempo méaximo da analise;

ti = Tempo de retencao do ultimo pico.

Todas as analises foram realizadas em triplicatas, gerando assim 27
cromatogramas.

A partir do cromatograma escolhido como a impressao digital de C. cujete, foi
realizada uma busca pelos compostos quimicos detectados, de acordo com 24
padrdes analiticos (Sigma Aldrich), 22 de flavonoides (Tabela 7, p. 90) e dois da classe
dos terpenos (lupeol e borneol) disponibilizados pela CAFMA, observando o tempo de
retencdo e as bandas de absorcdo no UV de cada pico correspondente no
cromatograma. Os padrdes analiticos foram analisados em CLAE-DAD, e eluidos com
gradientes de fase mével binaria composta por: (A) &cido trifluoracético (TFA) a 0,01%,

e (B) constituido por acetonitrla grau HPLC, tendo como condic&o inicial, a eluicéo de
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100% de A por 10 minutos, seguido de um gradiente linear de B 60% por 10 minutos
e retorno da condicao inicial, 100% de A, por 10 minutos. O sistema foi mantido sob
130 kgf de presséo e volume de injegao de 20 L, utilizando fluxo de 1,0 mL/min. Para

a investigacgao foi utilizada a faixa de comprimento de onda (A) 270 nm.

Tabela 7. Padrbes analiticos de flavonoides utilizados na analise por CLAE-DAD.

1. Acido caféico 9. Catequina 16. Kaempferol
2. Acido clorogénico 10. Crisina 17. Miricetina
3. Acido galico 11. Epicatequina 18. Naringenina
4. Acido p-cumarico 12. Epigalocatequina 19. Quercetina

. . o 20. Quercetina 3- D-
5. Acido protocatequinico | 13. Fisetina _ )
Glucopiranosideo
6. Acido tanico 14. Galocatequina 21. Rutina

7. Apigenina 15. Hesperidina 22. Escopoletina

8. Canferitrina

Fonte: Elaborado pela autora.

4.12 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos colorimétricos foram tratados no
programa GraphPad Prism® versdo 5.0 e expressos como média + desvio padréo
(DP), considerando valores significativamente diferentes quando p <0,05. Os dados
obtidos na anélise da CLAE-DAD foram analisados estatisticamente usando 0s
programas OriginLab® 8.0 e Statistica® 8.0 (StatSoft, USA), aplicando um
planejamento fatorial de 3 niveis, 1 bloco e 2 fatores, utilizando a opg¢éo Statistic,

Industrial Statistics & Six Sigma e Experimental design (DOE) do programa Statistica®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto de C. cujete

Apos as etapas de secagem, pulverizacdo, maceracao e concentracao, obteve-
se 195,03 g de extrato etandlico bruto (Cc-EEB) das folhas de C. cujete, com
rendimento de 13%. O Cc-EEB foi submetido ao processo de particdo, fornecendo
quatro fragbes (Fluxograma 4, p. 92): hexanica (Cc-Hex), com 1,66 g; cloroférmica
(Cc-CHCI3), com 9,09 g; acetato de etila (Cc-AcOEt), com 9,4 g; metandlica (Cc-
MeOH), com 48,21g.

Fluxograma 4. Fragdes obtidas do extrato etandlico bruto de C. cujete.

Extrato Etandlico Bruto (Cc-EEB)

(195,03 g)

Fracionamento através de CLV
Solventes: hexano, CHCI;, AcOEt e MeOH

Cc-Hex Cc-CHCI; Cc-AcOEt Cc-MeOH
(1,66 g) (9,09 g) (9,4 9) (48,21 g)

Fonte: elaborado pela autora.

5.2 Triagem fitoquimica preliminar

A triagem fitoquimica preliminar realizada no presente estudo proporcionou
tracar o perfil quimico dos compostos presentes nas folhas de C. cujete, que indicou
a forte presenca de substancias terpénicas, tais como mono, sesqui e diterpenos, e
outras das classes das lignanas e derivados antracénicos. Os resultados estéo
expressos na Tabela 8 (p. 93), e foram obtidos através de analise qualitativa das
reacGes quimicas, avaliando a presenca dos grupos de metabdlitos secundérios em

termos positivos e negativos, conforme legenda.
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Tabela 8. Triagem fitoquimica preliminar do extrato e fracdes de C. cujete.

Classe Quimica Cc-EEB Cc-Hex Cc-CHCI3 Cc-AcOEt Cc-MeOH

Alcaloides - - ++ ++ .
Compostos
- + + + ++ +
fendlicos
Cumarinas - ++ - . ++
Derivados
o ++ ++ - + +++
antracénicos
Lignanas + R - . ++
Mono, sesqui e
. +++ +++ +++ ++ -
diterpenos
Naftoquinanas - + - + +
Saponinas - - - - +
Triterpenos e
+ ++ + + -

esterdides

Legenda: (-) auséncia do constituinte, (+) presenca fracamente positiva, (++) presenca
moderadamente positiva, (+++) presenca fortemente positiva.
Fonte: elaborado pela autora.

Em todas as amostras analisadas observa-se a fraca presenca de saponinas e
de alcaloides, semelhante ao resultado encontrado por Coe et al. (2012), por Das et
al. (2014) e também por Espitia-Baena et al. (2011), que testou a presenca de
alcaloides empregando trés reagentes, mas nenhum mostrou resultado positivo. Os
estudos realizados por Das et al. (2014) e por Espitia-Baena et al. (2011) detectaram
a presenca de esteroides, triterpenos e compostos fenolicos, corroborando com os
resultados encontrados na presente pesquisa.

Entretanto, estudos anteriores realizados com os frutos dessa espécie
demonstraram diferencas nas classes de metabdlitos secundéarios detectados na
triagem, sendo encontrado forte presenca de taninos e alcaloides, testado para trés
reagentes diferentes (EJELONU et al., 2011; SHASTRY et al., 2012). Tal diferenca
pode estar relacionada a distribuicdo dos compostos pelos 6rgdos vegetais, que
podem influenciar ndo s6 a quantidade total de metabdlitos produzidos, mas também

as proporc¢des relativas dos componentes da mistura (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Além disso, a sintese dos metabdlitos secundarios é frequentemente afetada
por condicbes ambientais, tais como, sazonalidade, ritmo circadiano e
desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, poluicdo atmosférica, altitude e indugdo por estimulos mecéanicos ou
ataque de patdgenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Desta forma, os resultados
encontrados no presente estudo, se comparados aos realizados na Nicardgua e
Colémbia (COE et al., 2012; ESPITIA-BAENA et al., 2011), paises do continente
Americano, demonstram haver um padrao nos metabdlitos secundarios produzidos
pela espécie no continente, sendo a presenca de flavonoides, esteroides e triterpenos,
e auséncia de alcaloides. As classes de metabdlitos detectadas na espécie de outros

continentes apresentam diferencas.

5.3 Quantificagdo de fenois totais e flavonoides totais

No teste dos fendis totais, a equacao da curva de calibracéo do acido galico foi
expressa por y = 0,0009x + 0,0066 com coeficiente de determinacao igual a R? =
0,9978, onde “x” € a concentracido de acido galico e “y” é absorbancia resultante em
756 nm. Para os flavonoides totais a equacao da curva de calibracdo da catequina foi
expressa por y = 0,0022x + 0,0374 e o coeficiente de determinacéo igual a R? =
0,9974.

Os resultados obtidos demonstraram que o conteudo de fendis da fracédo
cloroformica (Cc-CHCI3) apresentou menor teor, com 7,85+3,40 miligramas de
equivalente de acido galico por grama de amostra (mg EAC/g), em comparacéo a Cc-
AcOEt, Cc-EEB e Cc-MeOH, cujos valores significativos do contetdo fendlico, foram
de 115,6+8,34, 73,4045,13 e 70,44+5,56 mg EAG/g, respectivamente (Tabela 9, p.
96).

O maior teor de flavonoides determinados, assim como observado na Tabela 9
(p. 95), foi apresentado por Cc-CHCIz, no qual foi quantificado 136,1+0,01 mg de
equivalente de catequina por grama de amostra (mg EqC/g). O menor valor foi

demonstrado por Cc-Hex com 10,1+0,00 mg EqC/g
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Tabela 9. Teor de fendis e flavonoides totais do extrato e fragdes particionadas das folhas

de C. cujete.
_ _ Flavonoides Totais (mg
Amostra Fenois Totais (mg EAG/g)
EqC/g)

Cc-EEB 73,40£5,13 80,4+0,00

Cc-Hex 23,04+5,70 10,1+0,00
Cc-CHCls 7,85+3,40 136,1+0,01
Cc-AcOEt 115,6+8,34 78,6+0,01
Cc-MeOH 70,44+5,56 43,3+0,01

Fonte: elaborado pela autora.

Comparando o valor encontrado na quantificacdo dos fendis totais com o
resultado encontrado para os flavonoides totais da fracdo Cc-CHCIs (7,85+3,40 e
136,1+0,01 respectivamente), percebe-se um erro analitico que pode ter ocorrido
devido a algumas dificuldades dos métodos empregados. De acordo com Angelo e
Jorge (2007) a andlise de compostos fendlicos pelos métodos do reagente de Folin-
Ciocalteu e complexacdo com o AlCIs, descritos no presente estudo, pode ser
influenciada pelo padrao utilizado e pela presenca de interferentes tais como ceras,
gorduras, terpenos e clorofilas, considerando que os extratos vegetais SGo compostos
de uma mistura complexa de substancias. Desta forma, algumas modificacdes no
método poderiam acarretar menores erros analiticos.

Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura, onde 0os maiores
teores de compostos fendlicos e flavonoides foram encontrados nas fracdes
cloroférmica e acetato de etila, como também no extrato etandlico bruto (DAS et al.,
2014; PARVIN et al., 2015). Entretanto, baixos teores de fendis e flavonoides foram
encontrados na fracdo aquosa, representando apenas 2,6 % do total da fracéo
(LIZCANO et al., 2010). Infere-se assim, que os melhores solventes para extrair fenois
e flavonoides de C. cujete sdo acetato de etila, cloroférmio e etanol.

Vale ressaltar que os compostos fendlicos e os flavonoides tem sido indicados
como 0s principais contribuintes na eliminacao dos radicais livres em vias de oxidacao,
e ainda demonstram inibir a proliferacdo e crescimento de microrganismos (DAS et
al., 2014; PARVIN et al., 2015).



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Bioldgico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 97

5.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi diferenciada conforme a polaridade das fracdes
testadas e o modelo experimental. Os resultados da avaliagdo da atividade
antioxidante estao apresentados na Tabela 10 (p. 96).

No método do sequestro do radical livre DPPH, as fracbes Cc-AcOEt e Cc-
MeOH exibiram atividade antioxidante moderada, com os menores valores CEso
19,07+£3,87 e 23,92+1,74 respectivamente, se comparados com o0s valores
apresentados nos padrdes (acido ascoérbico = 2,89+0,22; BHA = 6,16+0,12; BHT =
9,23+0,53).

Tabela 10. Atividade antioxidante in vitro do extrato e frages de C. cujete.

Amostra Sequestro de DPPH Inibicdo da co oxidagao do B3-
(CEso, pg/mL) caroteno (% AA)

Cc-EEB 64,9115 16,88+0,10
Cc-Hex 45,0748,72 7,81+0,17
Cc-CHCls 103,0+4,77 36,39+0,12
Cc-AcOEt 19,07+3,87 35,49+0,00
Cc-MeOH 23,92+1,74 30,94+0,01
Acido ascorbico 2,89+0,22 30,76+0,02
BHA 6,16+0,12 57,50+0,16
BHT 9,23+0,53 68,12+0,07

CEso € definido como a concentracdo suficiente para obter 50% de efeito maximo estimado
em 100%. Os valores sao apresentados como média + SD (n = 3). % AA = percentagem de
atividade antioxidante.

Fonte: elaborado pela autora.

Referente a atividade antioxidante no sistema [(3-caroteno, a fragdo CcCHCls foi
a que apresentou melhor resultado (36,39%), com valores maiores que o padrao acido
ascorbico (30,76%), mas menores para os padrées BHA (57,50%) e BHT (68,12%),
seguido das fracdes Cc-AcOEt e Cc-MeOH, 35,49% e 30,94%, respectivamente. Os
valores encontrados entre Cc-CHCI3 e Cc-AcOEt, e também entre Cc-MeOH e o
padrdo acido ascorbico ndo sao significativamente diferentes. Sabe-se que o B-

caroteno quando reage com os radicais formados pela oxidacdo de &cido linoleico
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numa emulsdo, sofre perda sua cor amarela. De acordo com o0s resultados
apresentados, C. cujete tem capacidade de retardar a taxa de branqueamento do [3-
caroteno, atuando assim com atividade antioxidante satisfatoria (ALVES et al., 2010).

O ensaio do sequestro do radical livre DPPH é o método mais amplamente
utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos naturais e extratos de
plantas, pois € sensivel o suficiente para detectar principios ativos em baixas
concentracfes. O grau de descoloracéo indica o potencial de sequestro do extrato
antioxidante, que se da devido a capacidade de doac¢&o de hidrogénios (DAS et al.,
2014). Em um estudo realizado por Das et al. (2014) a fragdo acetato de etila das
folhas de C. cujete exibiu uma forte atividade no sequestro do radical DPPH, com CEso
= 8,78 ug/mL, mais elevada do que a atividade exibida pelo padrdo acido ascérbico
(CEso = 7,68 ug/mL), e atividade moderada para a fracao cloroférmica (CEso = 15.56
ug/mL).

Atividade antioxidante moderada também foi encontrado por David et al. (2007)
em um estudo realizado com 32 plantas da caatinga, no qual o extrato metandlico das
partes aéreas de C. cujete apresentou valor de CEspo = 10,3 mg/mL para o radical
DPPH, e 38,3 mg/mL de % AA no ensaio da auto oxidagdo do B-caroteno. Estes
resultados, juntamente com os encontrados neste estudo, sugerem a presenca de
componentes bioativos especificos nestes extratos e fracbes, tais como acidos
fendlicos, que podem ser responsaveis pela atividade antioxidante.

De acordo com seu modo de acéao, os antioxidantes, podem ser classificados
em primarios e secundarios. Os primérios atuam interrompendo a cadeia da reacao
através da doacao de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre. Os
antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de iniciacdo da auto oxidacéo,
por diferentes mecanismos que incluem complexagdo de metais, sequestro de
oxigénio, decomposicéo de hidroperéxidos para formar espécie nao radical, absorcéo
da radiacao ultravioleta ou desativacao de oxigénio singleto. Os compostos fendlicos
séo incluidos na categoria de interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes
na prevencao da auto oxidacao (ANGELO; JORGE, 2007; DELMONDES et al., 2013).

A atividade de sequestradora de radicais livres tem sido grandemente

influenciada pela composicdo da amostra, principalmente compostos fendlicos, tais
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como flavonoides e &cidos fendlicos, e também compostos da classe dos terpenos,
tais como triterpenos e esteroides. A atividade apresentada por estes compostos esta
relacionada a algumas caracteristicas estruturais, como no caso dos acidos fendlicos,
por exemplo, no qual a atividade antioxidante depende dos nimeros e posicdes dos
grupos hidroxila em relacdo ao grupo funcional carboxila, podendo ser evidenciada
com o aumento do grau de hidroxilacdo (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN,
2006).

Este mecanismo de ag&o dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas,
possui um papel importante na reducdo da presenca de radicais livres em tecidos,
vegetal e animal, pois quando incorporado na alimentacdo humana ndo conserva
apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de
patologias, como doencas cardiovasculares e cancer (ANGELO; JORGE, 2007;
DELMONDES et al., 2013).

O consumo de folhas de C. cujete pode ser benéfico na prevencdo de
numerosas doencas cronicas relacionadas com o estresse oxidativo. Os compostos
detectados na triagem fitoquimica, principalmente os compostos fendlicos e os da
classe dos terpenos e esteroides, podem contribuir para a atividade sequestradora de
radicais livres, uma vez que estas classes de compostos sdo conhecidas como

captadoras de radicais livres.

5.5 Atividade fotoprotetora

A partir dos resultados obtidos na quantificacdo do teor de fendis e flavonoides
totais, foi avaliada a atividade fotoprotetora in vitro do extrato e fracGes obtidas das
folhas de C. cujete, considerando que os compostos fendlicos sdo capazes de
absorver a radiacdo UV (SOUZA, et al., 2005).

Conforme observado no perfil de absorcéo espectrofotométrica (Figura 15, p.
99), extrato e as fracOes apresentaram um efeito dose-dependente, no qual o perfil de
absorcdo se manteve dentro da faixa da regido UVC (200-290 nm) e UVA (320-400
nm), sendo que nenhuma das amostras absorveu na regido UVB (290-320 nm).

Apenas a fracdo Cc-CHCIlsz demonstrou comprimentos de onda maximo na regido
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UVA, sugerindo uma possivel atividade fotoprotetora, e todas as outras amostras se

mantiveram na faixa da UVC. A fracdo Cc-Hex ndo demonstrou absorcao satisfatéria.

Figura 15. Absorgdo espectrofotométrica na faixa de 260 a 400 nm de Cc-EEB e fragbes
das folhas de C. cujete.
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Fonte: elaborado pela autora.

Os dados obtidos pelo método aplicado revelam que a capacidade fotoprotetora
das amostras de C. cujete, principalmente da fracdo Cc-CHCIs seguida da Cc-AcOEt,
foi diretamente proporcional ao teor de fendis e flavonoides totais (Tabela 9, p. 95),
sendo que Cc-CHCIs apresentou o maior teor de flavonoides totais (136,1 mg EqC/qg)
e Cc-AcOEt maior teor de fendis totais (115,6+8,34 mg EAG/Qg).

Além de eliminacdo de radicais induzidos por UV, os compostos fendlicos
podem fornecer efeito protetor contra a radiacdo UV, agindo como fortes barreiras de
absorcgao de radiagao UV (VILA, 2006).
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A acéo fotoprotetora de um filtro solar € medida universalmente através do fator
de protecédo solar (FPS), determinada pelo método espectrofotométrico desenvolvido
por Mansur et al. (1986). O FPS é aplicado exclusivamente as radiacbes UVB, pois
estas séo as causadoras de eritemas, considerado como a regido de maior incidéncia
durante o dia em que as pessoas sao expostas por mais tempo. Este fator estabelece
0 aumento do tempo a exposicdo solar com o produto fotoprotetor aplicado sem a
ocorréncia de eritema, ou seja, quanto maior o FPS maior sera o tempo permitido para
uma exposicao segura (NASCIMENTO et al., 2014).

Na Tabela 11 (p. 100) e na Figura 16 (p. 100), pode ser observado que 0s
melhores valores de FPS foram apresentados por Cc-EEB (4,90+0,07) e Cc-AcOEt
(4,354+0,04) na concentracao de 100 mg/L.

Tabela 11. Valores do FPS in vitro do extrato e fragdes de C. cujete.

Amostras Concentracao (100 mg/L)

Cc-EEB 4,90+ 0,12
Cc-Hex 1,12 £ 0,04
Cc-CHCIs 2,12 £ 0,05
Cc-AcOEt 4,34 + 0,07
Cc-MeOH 3,85+ 0,01

Os valores sdo apresentados como média + SD (n = 3).
Fonte: elaborado pela autora.

Figura 16. Fator de protecéo solar (FPS) in vitro do extrato e fracdes de C. cujete.
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Fonte: elaborado pela autora.



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Biolégico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 102

O FPS apresentado pelo Cc-EEB e Cc-AcOEt pode ser explicado pela
presenca de compostos fendlicos e da classe dos terpenos. Em um trabalho
desenvolvido por Tundis et al. (2008), no qual foram estudadas as atividades
biologicas e farmacologicas dos iridoides, considerados 0os marcadores taxinbmicos
da familia Bignoniaceae, foi sugerido que a aucubina (Quadro 5, p. 39) pode
desempenhar um papel importante no mecanismo de defesa celular contra o
fotoenvelhecimento induzido por radiacdo UV.

A atividade fotoprotetora depende da capacidade de absor¢céo de energia
radiante atribuida aos grupos croméforos, que € proporcional a sua concentragéao,
intervalo de absorcdo e comprimento de onda onde ocorre absor¢do maxima
(MAILLAN et al., 2005). Diante do exposto, pode-se sugerir que os valores de FPS
demonstrados pelas amostras testadas seja decorrente da concentracdo das
moléculas com atividade absorvedora de radiacdo UV, ja que os extratos vegetais sdo
formados por uma mistura complexa de moléculas mais ou menos ativas, trazendo
dificuldade para a determinacdo da absor¢cdo maxima (VIOLANTE et al., 2009). Outros
trabalhos demonstraram que diferentes produtos vegetais apesar de apresentarem
absorcdo na regidao UV, ndo sao considerados filtros solares vegetais, tal como a
pesquisa desenvolvida por Souza et al. (2005), que estudaram os extratos das flores
e folhas da Achillea millefolium, planta reconhecida pela presenca de flavonoides em
sua composicao, porém os resultados obtidos nédo foram satisfatérios para o preparo
de um produto fotoprotetor, uma vez que os comprimentos de onda da maxima
absorcdo apresentados ndo corresponderam aos comprimentos de onda das
radiacdes ultravioleta A e B.

Entretanto, os extratos naturais que apresentam atividade fotoprotetora podem
potencializar o FPS de filtros quimicos sintéticos, além de garantir as acfes
emolientes e adstringentes, e também a diminuicdo dos custos da producao,
considerando que atualmente uma das tendéncias do mercado de cosméticos é o
desenvolvimento de produtos com o uso de recursos naturais (NASCIMENTO et al.,
2009; VIOLANTE et al., 2009).

A avaliacédo da atividade fotoprotetora de C. cujete desenvolvida no presente
estudo agrega conhecimentos inéditos sobre a planta, ja que ndo ha estudos desta

atividade com nenhuma espécie do género.
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5.6 Atividade antibacteriana

Na avaliacao da atividade antibacteriana foi observado que houve variacdo nos
resultados de acordo com a polaridade das fragBes orgéanicas e a bactéria testada,
como descrito na Tabela 12 (p. 102). A melhor ac&o bactericida, ou seja, a amostra
gue foi eficaz em matar as espécies de bactérias, determinadas pela concentracéo
bactericida minima (CBM), foram apresentados contra S. aureus 6538 por Cc-Hex e
Cc-AcOEt com CBM 1,56 mg.mL*%, S. epidermidis por Cc-EEB e Cc-AcOEt (CBM 1,56
mg/mL), e K. pneumoniae com 1,56 mg/mL de Cc-MeOH. Observou-se ainda um

efeito dose-dependente nos resultados encontrados.

Tabela 12. Atividade antibacteriana in vitro determinada pela CBM do extrato e fracfes de
C. cujete. (Os valores estdo expressos em mg/mL e indicam até qual concentracéo a
amostra foi efetiva)

Amostras
(CBM em mg/mL)

Bactérias

Cc-EEB Cc-Hex Cc-CHCIlz Cc-AcOEt Ce-
MeOH

S. aureus 25923 3,12 3,12 6,25 3,12 3,12
S. aureus 6538 3,12 1,56 3.12 1,56 3,12
MRSA 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12
S. epidermidis 1,56 3,12 3,12 1,56 6,25
E. coli 32213 6,25 6,25 6,25 3,12 3,12
E. faecalis 3,12 3,12 6,25 6,25 6,25
S. enterica 3,12 3,12 3.12 3,12 3,12
K. pneumoniae 3,12 6,25 6,25 3,12 1,56

Fonte: elaborado pela autora.

Ao se avaliar a atividade antimicrobiana de produtos naturais, ndo ha um
consenso em relacdo a concentracdo ideal para inibicdo (DUARTE, 2007). Aligianis et
al. (2001) propuseram uma classificagdo para extratos vegetais com base nos
resultados de CIM e CBM, no qual considera como forte inibicdo CBM até 500 pg/mL;
inibicio moderada CBM entre 600 e 1.500 pg/mL; e como fraca inibicdo CBM acima

de 1.600 pg/mL. Desta forma, as atividades apresentadas pelo Cc-EEB e pelas
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fracbes Cc-Hex, Cc-AcOet e Cc-MeOH sé&o consideradas como inibicdo moderada,
pois todas inibiram até a concentracdo de 1,56 mg/mL.

Porém, esta classificacdo ndo pode ser considerada hegemdnica pois, de
acordo com Peixoto (2009), trata-se de um método subjetivo, j& que exclui uma série
de fatores que podem interferir no resultado da CBM, como a variabilidade e a
disponibilidade dos compostos bioativos presentes, responsaveis pela atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais.

A atividade apresentada sugere o uso popular desta espécie para combater
doencas causadas por bactérias, como a diarreia, disenteria, distlrbios estomacais,
infeccao urinaria, e também relaciona seu uso como laxante e para limpeza de feridas,
impedindo assim a proliferacdo de microrganismos infeccionem o local (EJELONU et
al., 2011; NIELSEN; SLAMET; WEGE, 2009; PARVIN et al., 2015).

As trés bactérias que foram suscetiveis as amostras testadas estdo
relacionadas a doencas infecciosas, corroborando assim com 0 uso popular da
espécie. S. aureus € uma bactéria frequentemente encontrada na pele e nas fossas
nasais de pessoas saudaveis, mas pode provocar doengas, que vao desde uma
simples infec¢do (espinhas, furinculos e celulites) até infec¢des graves (pneumonia,
meningite, endocardite, sindrome do choque téxico, septicemia e outras). S.
epidermidis tem geralmente uma relagcéo benigna com o seu hospedeiro, tem sido
proposto inclusive, ter uma fungao probiotica, impedindo a coloniza¢do do hospedeiro
por patdgenos mais graves, tais como S. aureus. No entanto, estudos recentes
indicam que a maioria das infeccOes por estafilococos coagulase-negativos nao
especificados sédo devido a S. epidermidis. K. pneumoniae tem sido apontada como
a segunda bactéria mais causadora de infeccbes urinarias (OTTO, 2009;
RODRIGUES; BARROSO, 2011; SANTOS et al., 2007).

Entre os estudos de atividade antibacteriana ja realizados com C. cujete, alguns
resultados sdo semelhantes. Parvin e colaboradores (2015) estudaram as folhas
contra as bactérias S. aureus (Gram-positiva) e E. coli (Gram-negativa) utilizando o
método de difusdo em disco, sendo que a fracdo cloroférmica apresentou melhor
atividade antimicrobiana contra os organismos testados.

Em um estudo conduzido por Mahbub e colaboradores (2011), o extrato
etandlico das folhas de C. cujete mostrou atividade antimicrobiana significativa contra

S. aureus, e também contra outras bactérias, como Shigella dysenteriae, Bacillus
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cereus, Bacillus subtilis e Bacillus megaterium, mas ndo mostrou qualquer efeito
contra E. coli, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi-A e Sarcina lutea. Porém foi
detectado que existe uma relagéo linear entre a dose utilizada e zona de diametro da
inibicdo, revelando que o efeito é dependente da dose.

O extrato cloroférmico das cascas da raiz de C. cujete também apresentou
atividade antibacteriana inibindo a bactéria S. aureus, considerando ainda que dois
acidos fendlicos isolados desse extrato (acido vanilico e o acido 4-hidroxibenzdico)
demonstraram atividade ainda maior quando testados isoladamente (BINUTU, 1997).

Os compostos fendlicos e polifendis sdo um dos maiores grupos de metabolitos
secundarios que denotam uma atividade antimicrobiana, devido a localizacdo e ao
namero de grupos hidroxila ligados no grupo fenol. Eles causam acidificacdo no
plasma resultando na interrupcdo da H +-ATPase necessaria para a sintese de ATP.
Diante disso, a atividade antimicrobiana observada tem relagdo com os constituintes
guimicos ja relatados e isolados a partir os extratos de C. cujete, inibindo a proliferacédo
e 0 crescimento dos organismos que foram suscetiveis, considerando ainda que
alguns organismos foram seletivamente mais sensiveis para um extrato do que para
os outros (BINUTU; LAJUBUTU, 1994; PARVIN et al., 2015)

Os resultados apresentados demonstram que mais estudos sdo necessarios a
fim de isolar e identificar algumas substancias ativas que podem ser responsaveis

pela a atividade antioxidante e explore o mecanismo de acéo de C. cujete.

5.7 Caracterizacao estrutural das substancias Cc-01, Cc-02 e Cc-03

5.7.1 Elucidacgéo estrutural da substancia Cc-01

Sucessivos procedimentos cromatograficos em silica gel da fracéo cloroférmica
e um tratamento por recristalizacdo com metanol forneceram um pé branco, soluvel
em cloroférmio, denominado Cc-01 (11,2 mg). Esta substancia apresentou
fluorescéncia rosa sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm e
amarelada no comprimento de onda de 365 nm, com Rs= 0,6 em cloroférmio:acetato
de etila (95:5, v/v).
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O espectro de RMN 'H (CDClI3, 500 MHz) de Cc-01 e suas expansdes (Figura
17 e 18, p. 108-109), obtido em CDClIs, apresentou um conjunto de sinais na regiao
de dx 0,50 a 2,50 ppm, indicando a presenca de hidrogénios metilicos, metilénicos e
metinicos, caracteristicos de triterpenos e esteroides. Apresentou um multipleto em
OH 3,52 ppm que pode ser atribuido a hidrogénio ligado a carbono carbindlico. Foi
observado também na Figura 19 (p. 110) um dupleto largo em &x 5,32 ppm (J= 5,5
Hz) sugerindo a presenca de hidrogénio olefinico de esteroides (H-6), e ainda dois
duplos dupletos em &n 5,12 ppm (J= 8,5 e 15 Hz) e © 4,98 ppm (J= 9 e 15,5 Hz),
referentes a hidrogénios olefinicos da estrutura de um estigmasterol (H-22 e H-23).
Desta forma, sugeriu-se que a substancia em questdo trata-se do esteroide
estigmasterol.

A andlise do espectro de RMN *3C (CDCls, 125 MHz) (Figuras 20, 21 e 22, p.
111-113) apresentou 29 linhas espectrais e permitiu confirmar a indicacdo dos
espectros de RMN de 'H. Os sinais em &c 140,74 ppm e dc 121,69 ppm foram
atribuidos aos carbonos da ligacédo dupla entre C-5 e C-6. Os sinais exibidos em &c
138,30 ppm e dc 129,26 ppm s&o sinais caracteristicos dos atomos de carbono da
ligagédo dupla entre C-22 e C-23, do estigmasterol. Foi observado ainda um sinal em
Oc 71,80 ppm atribuido ao carbono carbindlico C-3, e sinais entre &c 21,21 e 12,05
ppm, caracteristicos de carbonos de metilas de esteroides.

Os valores de RMN 'H e ¥C para todos os hidrogénios e carbonos foram
atribuidos com base nos espectros de COSY, HSQC e HMBC, comparando com 0s
dados encontrados na literatura, estando as correlagdes descritas na Tabela 13 (p.
119).

A expanséao do espectro de HSQC (Figura 23, p.114) na regido de ox 3,20 a
5,70 ppm apresentou correlagdes diretas entre o &n 3,52 ppm correlacionando com dc
71,80 ppm; &+ 4,98 ppm e dc 129,26 ppm; dx 5,12 ppm e &c 138,30 ppm; e por fim o
On 5,32 ppm e &¢c 121,69 ppm. A expansao deste espectro na regido de 61 1,30 a 0,55
ppm revelou as correlacdes entre 0os carbonos e hidrogénios que constituem as seis
metilas em: &4 0,67 ppm e &c 12,0 ppm; dn 0,77 ppm e &¢c 18,9 ppm; &x 0,79 ppm e
Oc 12,2 ppm; dx 0,82 ppm e &c 21,2 ppm; &+ 0,99 ppm e dc 19,4 ppm; &1 1,01 ppm e
Oc 21,2 ppm; on 1,45 ppm e dc 31,9 ppm (Figura 24, p. 115).

Observa-se ainda na expanséao do espectro HSQC (Figura 24, p. 115) um sinal

em ox 1,23 ppm mostrando forte acoplamento com um sinal ndo integrado de carbono



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Biolégico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 107

em aproximadamente &c 29,0 ppm caracteristico do esqueleto do esteroide [3-
sitosterol (KOJIMA et al., 1990). Desta forma, conclui-se que Cc-01 é constituido de
uma mistura entre os esteroides estigmasterol com [-sitosterol (Figura 25, p. 106),
este Ultimo em menor quantidade de tal forma que prejudica a determinagéo da sua
proporcdo na mistura. Os valores de RMN 'H e 13C de B-sitosterol estdo descritos na
Tabela 14 (p. 120).

Figura 25. Estrutura quimica de Cc-01.
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Fonte: elaborado pela autora

Com as correlagcbes apresentadas no espectro de HMBC (Figura 26, p. 116)
entre os hidrogénios o+ 5,12 ppm (H-22) e 4,98 ppm (H-23) com os carbonos ¢ 138,3
ppm (C-22) e dc 129,2 ppm (C-23) foi possivel confirmar a posi¢cao da ligacéo dupla
presente no estigmasterol. Ja os carbonos em &¢ 140,7 ppm (C-5) e ¢ 121,6 ppm (C-
6) correlacionaram com os hidrogénios em &n 2,26 ppm (H-4) e dx1 1,08 ppm (H-7),
sendo assim possivel confirmar a ligagdo dupla entre 5 e 6, presente nos dois
esteroides. Foi possivel também confirmar os acoplamentos das metilas assim como
demonstrados na Figura 27 (p. 117).

No espectro COSY (Figura 28, p. 118) confirmou-se os acoplamentos entre o
OH 4,98 ppm (H-23) com 6+ 1,5 ppm (H-24) e &1 2,26 ppm (H-4) com &n 3,52 ppm (H-
3). Foi observado ainda as varias correlacdes referentes a acoplamentos vicinais entre

os hidrogénios metilénicos.
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Através da interpretacdo dos dados de RMN 'H e 3C e comparagdo com a
literatura, foi possivel confirmar o isolamento da mistura de esteroides B-sitosterol e
estigmasterol, relatada por Agarwal e Popli (1992).

Agarwal e Popli (1992) isolaram a mistura de esteroides do extrato de éter de
petroleo das folhas, e Binutu (1997) isolou apenas o B-sitosterol das cascas do caule,
entretanto nenhum dos trabalhos trazem os dados de identificacdo das substancias.

Os esteroides sdo uma classe comum nas Bignoniaceae, de acordo com o
status evolutivo da familia (CIPRIANI et al.,, 2012). De acordo com Galotta e
Boaventura (2005) o B-sitosterol apresenta-se, em geral, distribuido em todas as
partes das plantas, e apresenta um aumento progressivo da proporcdo de
estigmasterol em relacdo ao B-sitosterol a partir da raiz em direcdo ao talo, sendo
determinante o grau de incidéncia de luz na bioconversdo do [B-sitosterol em
estigmasterol na sua distribui¢ao.

Atividades  anti-inflamatéria, antitumoral, antibacteriana, antioxidante,
antifingica e anticarcinogénica sdo comprovadas para o [B-sitosterol e estigmasterol,
além de serem indicados para diminuir o nivel de colesterol LDL (SOTIROUDIS;
KYRTOPOULOS, 2008). Diante disso, a atividade antioxidante moderada
demonstrada pela fracdo Cc-CHCIs no presente estudo, da qual foi isolada a mistura
de esteroides, pode estar relacionada a presenca desses compostos na fracéo.

A acédo antiofidica apresentada por C. cujete em trabalhos anteriores (OTERO
et al., 2000; SHASTRY et al., 2012) pode estar relacionada a presenca de -sitosterol
e estigmasterol pois, esses dois esteroides apresentaram 70% de prote¢ao contra o
efeito antiletal do veneno da serpente Bothrops (GALOTTA; BOAVENTURA, 2005).

B-sitosterol e estigmasterol foram avaliados quanto a atividade hipoglicemiante.
Quando testados individualmente os dois esteroides ndo mostraram efeitos
hipoglicémicos, mas apresentaram atividade significativa quando misturados,
indicando que apenas o sinergismo entre 3-sitosterol e estigmasterol pode apresentar
atividade hipoglicemiante (JAMALUDDIN; MOHAMED; LAJIS, 1994)
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Figura 17. Espectro de RMN H de CC-01 (500 MHz, CDCls).

Fr-21- 1hXirley-UNIVASF R PR I
Fr-21-Xirley-UNIVASF g NE& i @ % § & § 23
Op-Evandro rnt ?i.ﬁ‘?‘_g e
04/09/15 | s

83

1 10&

= T F o 1 %= & T &t T & = & o 1
10.0 9.5 5.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55

T L T ! T

it T e R i e
E ]
T
35

5.0
f1 (ppm)



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Biol6gico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 110

m 222 &
T 7 P 7

_JJ\WW\/WN N

5 T ' R 2 o
= ! é = = = b
- wi ~ o < ~ o
T . T . T . T - T b T » T - T ¥ T . T . T T T ) T T
1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 0.75 0.70 0.65 0.60

f1 (ppm)



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Biolégico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 111

Figura 19. Expanséo do espectro de RMN *H de CC-01 (8x 3,30-5,50) (500 MHz, CDCls). A: Estigmasterol; B: B-sitosterol.
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Figura 20. Espectro de RMN *C/DEPT Q de CC-01 (125 MHz, CDCls).
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Figura 21. Expanséo do espectro de RMN *C/DEPT Q de CC-01 (8. 8,0-60,0) (125 MHz, CDCls).
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Figura 22. Expanséo do espectro de RMN *C/DEPT Q de CC-01 (3. 60,0-145,0) (125 MHz, CDCls).
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Figura 23. Expansdo do espectro de correlacdo *H x 13C- HSQC de Cc-01 (CDCls, 500 MHz, 125 MHz) &, 70,0-145,0 e &4 3,20-5,70.
A: Estigmasterol; B: B-sitosterol.
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Figura 24. Expansao do espectro de correlagdo *H x 1*C- HSQC de Cc-01 (CDClz, 500 MHz, 125 MHz) . 10,0-60,0 e &4 0,50-1,30.
A: Estigmasterol; B: 3-sitosterol.
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Figura 26. Expansdo do espectro de correlagdo *H x 1*3C-HMBC de Cc-01 (CDCls, 500 MHz, 125 MHz) &. 110,0-155,0 e d4 0,50-5,60 e
correlagBes no estigmasterol
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Figura 27. Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3 C-HMBC de Cc-01 (CDCls, 500 MHz, 125 MHz) &. 0,0-90 e &4 0,0-3,0 e correlacdes no

estigmasterol.
Fr21-hmbcXirey
Fr21-hmbcXirey
Op.Evandro _ 10
T 05/10/15 gy~ © o
- J o= =
». =y 5 20
— = =
Se, () Y-S Y P — B
<P
—_— (=) - -
S - o S D g L 40
— - —K'f_f:? ’g‘
[ =] S
S— - = = _ oD Lso
— > P @
@ @ L 60
70
 — e =o
glr
80

25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 08 07 06 0S5
12 (ppm)



PAULO, I.M.M. Estudo Quimico e Bioldgico de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) | 119

Figura 28. Espectro de correlagdo H x 'H - COSY de Cc-01 (CDCls, 500 MHz) e correlagdes no estigmasterol.
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Tabela 13. Dados de RMN de *H (500 MHz) e 13C (125 MHz) de Cc-01 referentes ao
estigmasterol comparado com dados da literatura (RMN *H 400 MHz /
RMN *3C 100 MHz, CDCls) (KOJIMA et al., 1990).

Posicao Tipo o1 CC-01 6c CC-01 Oc Literatura
C-1 CH2 1,06 (m) 37,2 37,2
C-2 CH2 1,08 (m) 31,6 31,6
C-3 CH 3,52 (tdd, J=5,0; 11,5; 16) 71,8 71,8
C-4 CH:2 2,26 (m) 42,3 42,3
C-5 C - 140,7 140,7
C-6 CH 5,32 (d, J= 5,5 Hz) 121,6 121,7
C-7 CH2 1,08 (m) 31,6 31,9
C-8 CH 1,82 (m) 31,9 31,9
C-9 CH 0,91 (m) 50,1 50,1
C-10 C - 36,5 36,5
C-11 CH2 1,42 (m) 21,0 21,1
C-12 CH2 1,15 (m) 39,7 39,7
C-13 C - 42,2 42,1
C-14 CH 1,02 (m) 56,8 56,8
C-15 CH2 1,06 (M) 24,4 24,4
C-16 CH: 1,26 (m) 28,9 28,9
C-17 CH 1,25 (m) 55,9 55,9
C-18 CHs 0,67 (s) 12,0 12,0
C-19 CHs 0,99 (s) 19,4 19,4
C-20 CH 2,03 (m) 40,4 40,5
c-21 CHs 1,01 (d, J= 6,5 Hz) 21,2 21,2
C-22 CH 5,12 (dd; J = 8,5 e 15 Hz) 138,3 138,3
C-23 CH 4,98 (dd; J =8 e 15,5 Hz) 129,2 129,2
C-24 CH 1,50 (m) 51,2 51,2
C-25 CH 1,45 (m) 31,8 31,9
C-26 CHs 0,82 (d, J= 6,5 Hz) 21,2 21,1
C-27 CHs 0,77 (d, J=6,5) 18,9 19,0
C-28 CH: 1,13 (m) 25,4 25,4
C-29 CHs 0,79 (d, J=7) 12,2 12,3

Fonte: elaborado pela autora e dados de KOJIMA et al. (1990).
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Tabela 14. Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) de Cc-01 referentes ao -
sitosterol comparado com dados da literatura (RMN *H 400 MHz /
RMN *3C 100 MHz, CDCls) (KOJIMA et al., 1990).

Posicéao Tipo o1 CC-01 6c CC-01 oc C Literatura
C-1 CH: 1,06 (m) 37,2 -
C-2 CH:2 1,08 (m) 31,6 -
C-3 CH 3,52 (tdd, J=5,0; 11,5; 16) 71,8 -
C-4 CH: 2,26 (m) 42,3 -
C-5 C - 140,7 -
C-6 CH 5,32 (d, J=5,5 Hz) 121,6 -
C-7 CH: 1,08 (m) 31,6 -
C-8 CH 1,82 (m) 31,9 -
C-9 CH 0,91 (m) 50,1 -
C-10 C - 36,5 -
C-11 CH:2 1,42 (m) 21,0 -
C-12 CH: 1,15 (m) 39,7 39,8
C-13 C - 42,2 42,3
C-14 CH 1,02 (m) 56,8 -
C-15 CH: 1,06 (m) 24,4 24,3
C-16 CH: 1,26 (m) 28,9 28,2
C-17 CH 1,25 (m) 55,9 56,0
C-18 CHs 0,67 (s) 12,0 11,9
C-19 CHs 0,99 (s) 19,4 -
C-20 CH * 36,2 36,1
C-21 CHs 1,01 (d, J= 6,5 Hz) 18,8 18,8
C-22 CH2 0,93 (m) 33,9 33,9
C-23 CH: 0,85 (m) 26,1 26,0
C-24 CH * * 45,8
C-25 CH 1,23 (s) 29,0 29,1
C-26 CHs 0,82 (d, J= 6,5 Hz) 19,9 19,8
C-27 CHs 0,77 (d, J= 6,5) 18,9 -
C-28 CH2 1,13 (m) 25,4 23,0
C-29 CHs 0,64 (m) 12,0 12,0

Fonte: elaborado pela autora e dados de KOJIMA et al. (1990). *: Sinais ndo aparecem no
espectro de Cc-01.
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5.7.2 Elucidacéao estrutural da substancia Cc-02

A substancia Cc-02 (5,1 mg) foi isolada na forma como um p6 amarelo da fracédo
Cc-AcOEt, soluvel em metanol, apresentando fluorescéncia rosa sob luz ultravioleta
no comprimento de onda de 365 nm.

Na andlise do espectro de RMN de !H da substancia (Figura 29, p. 123)
apresentou sinais para hidrogénios aromaticos na faixa 6,7 a 8,0 ppm. Observou-se
dois dupletos em dn 6,83 ppm (J= 8,0 Hz) e dx 7,85 ppm (J= 8,0 Hz) sugerindo a
presenca de um anel aromatico 1,4-dissubstituido. O dupleto &4 7,85 ppm (J= 8,0 Hz)
foi atribuido aos hidrogénios H-2 e H-6, mais desprotegidos; ja o dupleto em &+ 6,83
ppm (J= 8,0 Hz) atribuiu-se aos hidrogénios H-3 e H-5. Foi observada ainda a
presenca de um singleto em &1 7,54 ppm, referente ao hidrogénio de OH ligado ao C-
4,

O espectro de RMN de 3C apresentou cinco sinais na regido de carbonos
aromaticos, para-substituidos. Através do experimento DEPT Q e sua expansao
(Figuras 30 e 31, p. 124) foi possivel identificar quatro carbonos metilénicos, sendo
dois sinais duplicados, em &6c 115,9 ppm (C-3 e C-5) e 6c 133,0 ppm (C-2 e C-6), e
dois outros sinais em oc 122,6 ppm e dc 163,2 ppm referentes ao C-1 e C-4,
respectivamente. Além desses sinais, revelou ainda a presenca de um grupo carbonila
em oc 170,1 ppm (C-7).

A partir destes dados foi possivel deduzir uma férmula molecular de CsH403
(IDH= 4), conduzindo a identificacdo de Cc-02 como o acido 4-hidroxibenzéico (Figura
32, p. 121), confirmado pela comparacao com dados da literatura descritos na Tabela
15 (p. 123) (YOSHIOKA et al., 2004).

Figura 32. Estrutura de Cc-02 identificada como o acido 4-hidroxibenzdico.
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O &cido 4-hidroxibenzéico foi isolado de C. cujete do extrato metandlico das
cascas do caule e apresentou significativa atividade antibacteriana contra S. aureus e
B. subtilis (CIM= 250 pg/mL para as duas bactérias) (BINUTU, 1997). Comparando
com os dados apresentados pelo extrato e fracbes de C. cujete para a atividade
antibacteriana, abordada pelo presente estudo, o melhor resultado foi apresentado
pela fracdo Cc-AcOEt, da qual o acido 4-hidroxibenzéico foi isolado, devendo estar
relacionada a presenca desse composto na fracao.

O acido 4-hidroxibenzéico € o mais simples dos trés componentes da série dos
assim chamados acidos hidroxibenzéicos, tendo sido amplamente demonstrada a
acao antioxidante deste tipo de compostos em células em organismos vivos, e
especialmente em seres humanos (BRANDAN et al., 2010). A atividade antioxidante
desse e outros acidos foi comprovada por Tung et al. (2007), indicando que a atividade
sequestradora radicais livres dos compostos acontece devido a sua capacidade de
dadora de hidrogénio.

A fracdo Cc-AcOEt, da qual o composto foi isolado, apresentou os melhores
resultados da atividade antioxidante pelos dois métodos testados (sequestro do
radical livre DPPH e a auto oxidagdo do B-caroteno), devendo estar relacionada a
presenca desse e outros 4cidos fendlicos na fragéo.

A atividade fotoprotetora de um extrato vegetal é muito influenciada pela
presenca, principalmente, de compostos fendlicos (VIOLANTE et al., 2009). Desta
forma, sugere-se que o acido 4-hidroxibenzoico pode ser um dos responsaveis pela
atividade demonstrada pela fragdo Cc-AcOET.

Foi comprovado o efeito hipoglicémico demonstrado por esse acido fendélico em
ratos normais apos a administracdo oral de 5 mg / kg. Além disso, o composto
aumentou os niveis de insulina no soro e conteudo de glicogénio do figado em ratos
normais (PEUNGVICHA et al., 1998).

Entretanto, o acido 4-hidroxibenzéico apresentou fitotoxicidade na inibicdo da

germinacao de sementes e no crescimento das raizes de plantas (CHEN et al., 2011).
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Tabela 15. Dados espectrais de RMN *H (5x, CD30D, 200 MHz) e RMN *3C (3¢,
CDs0D, 50 MHz) de Cc-02 e dados comparativos da literatura (YOSHIOKA et al., 2004).

Posicao % , o o . o
Cc-02 Literatura Cc-02 Literatura
1 122,6 122,7
2 7,85(d; J=8,0Hz) 7.87 (d,J=8.7 Hz) 133,1 132,7
3 6,83 (d; J=8,0Hz) 6.81(d,J=8.7 Hz) 115,9 115,7
4 163,2 163,0
5 6,83 (d; J=8,0Hz) 6.81(d,J=8.7 Hz) 115,9 115,7
6 7,85(d; J=8,0Hz) 7.87 (d,J=8.7 Hz) 133,1 132,7
7 170,1 170,0

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 29. Espectro de RMN de 'H de Cc-02 (CDsOD, 200 MHz).
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Figura 31. Expanséo do espectro de RMN de *C/DEPT Q & 111-140 ppm de Cc-02
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5.7.3 Proposta estrutural da substéncia Cc-03

A substéancia Cc-03 (6,5 mg) apresentou-se como um precipitado sélido em
forma de agulhas, de coloracdo branco amarelada da fracdo Cc-AcOEt, solivel em
metanol, apresentando fluorescéncia rosa sob luz ultravioleta no comprimento de
onda de 365 nm.

O espectro de RMN 'H de (200 MHz, CDsOD, Figura 33, p. 126) apresentou
um sinal multiplo em dn 7,53-7,56 ppm, correspondentes a dois hidrogénios, os quais,
juntamente com um multipleto em &+ 6,83 ppm, foram associados a um anel benzénico
tri-substituido, além de um singleto agudo em & 3,88 ppm, relacionado a hidrogénios
metoxilicos.

O espectro de RMN de '2C apresentou um nivel de ruido muito alto,
provavelmente devido a baixa quantidade da substancia, ndo sendo possivel
identificar os valores dos picos correspondentes aos carbonos.

A partir destes dados foi possivel propor a identificacdo de Cc-03 como o acido
vanilico (Figura 34, p. 125) por comparacdo com dados da literatura, descritos na
Tabela 16 (p. 126), sendo a primeira vez que este &cido € relatado para as folhas
desta espécie (COLOMBO et al., 2010).

Figura 34. Estrutura proposta para Cc-03: 4cido vanilico.
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O é&cido vanilico foi isolado em C. cujete anteriormente através de
monitoramento biol6gico do extrato metandlico das cascas do caule, e mostrou
significativa atividade antibacteriana contra S. aureus e B. subtilis (CIM= 125 pg/mL e
175 pg/mL, respectivamente) (BINUTU, 1997). Atividade superior foi demonstrada
pela Cc-02 (acido 4-hidroxibenzdbico) isolada da mesma fragcéo e discutida na se¢éo
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anterior, levando assim a conclusdo que a atividade antimicrobiana da fracdo pode

ser proporcionada pela presenca de compostos fendlicos.

Tabela 16. Dados espectrais de RMN *H (84, CDsOD, 200 MHz) e RMN *C (3c,
CDs0D, 50 MHz) de Cc-03 e dados comparativos da literatura (COLOMBO et al., 2010).

o OH OH
Posicao _
Cc-02 Literatura
1 - -
2 7,55 7.57 (d,J=2H2)
3 - -
4 - -
5 6,83 6.82 (d, J=8.0 Hz)
7,54 (dd; J=8,0e 2,0
6 7,55
Hz)
OCHs 3,88 (s) 3,89 (s)

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 33. Espectro de RMN de *H de Cc-03 (CDsOD, 200 MHz).
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5.8 Impressao digital de C. cujete por CLAE-DAD

No total foram avaliados 9 métodos cromatograficos, identificados de 1 a 9,
todos realizados em triplicatas. De acordo com os parametros de avaliacdo o melhor
método foi 0 9 (fluxo 1,2 mL/min e tempo de gradiente de 50 min) que apresentou o
maior valor no calculo da funcéo hierarquica de resposta cromatografica (FHCR), com
143,001,262.5 (Figura 35, p. 127). De acordo com o observado na impressao digital,
o Cc-EEB demonstra uma composicao complexa com Vvarios picos em diferentes
tempos de absorcao, apresentando picos mais pronunciados entre 10 e 40 minutos.

Figura 35. Impressao digital de C. cujete obtido em CLAE-DAD (fluxo 1,2 mL/min; tempo de
corrida 50 min).
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Os resultados sdo melhor observados a partir da analise estatistica realizada
graficamente onde é possivel observar os fatores que influenciaram a melhor
separacdo cromatografica. Os resultados da andlise fatorial para determinar a
influéncia das variaveis independentes: fluxo e tempo em trés niveis (30, 40 e 50 min)
estdo representados no diagrama de Pareto dos efeitos principais, no grafico de

superficie de resposta e no grafico de probabilidade normal dos residuos.
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O diagrama de Pareto apresenta de forma rapida e clara os efeitos que séo
estatisticamente importantes, sendo que os efeitos cujos retangulos estiverem a
direita da linha diviséria (p= 0,05) devem ser considerados como significativo no
modelo matematico (Figura 36, p. 128) (CALADO; MONTGOMERY, 2003). Desta
forma, o método de otimizag&o revelou importancia estatistica para os termos lineares
de ambas as variaveis independentes, principalmente o tempo da andlise, mostrando
ser o principal fator para obtencdo da impressao digital de C. cujete. Entre os termos

quadréticos, nenhuma das variaveis foram estatisticamente significativas.

Figura 36. Diagrama de Pareto para o planejamento fatorial realizado.

Diagrama de Pareto dos Efeitos Padronizados; Variavel: FHRC
2 fatores, niveis 3 Blocos, 27 corridas; MS Residual=288570E8
DV: HCRF

(1)Tempo(L)

12,15

(2)Fqu0(L) 3 46

\\

Replicata(1) 2 25

Fquo(Q) 0 88 ,

Tempo(Q) 0 78 .

Replicata(2) 0.48

p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Legenda: L = termo linear; Q = termo quadrético.

O gréfico da superficie de resposta mostra o plano envolvendo as variaveis, no
gual os locais mais escuros demonstram os fatores que mais influenciam no FHCR,
como observado na Figura 37 (p. 129). A andlise desse gréafico evidenciou que ha
influéncia de ambas as variaveis analisadas: com o aumento do fluxo e do tempo de
andlise, verificou-se aumento na resposta do método (valores de FHCR), mas esse

aumento é muito mais pronunciado quando se eleva a o tempo de analise.
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Figura 37. Superficie de resposta obtida através da analise fatorial em valores do HCRF.

Superficie Ajustada; Variavel: HCRF
2 fatores, 3 niveis, 3 Blocos, 27 Corridas; MS Residual=288570E8
DV: HCRF

Bl > 1,4E8
B < 1,4E8
B < 1,3E8
[ <1,2E8
B < 1,1E8

Ao final de qualquer planejamento se faz necessario verificar a adequagéo do
método matematico obtido e a validade das suposi¢cdes feitas, que pode ser
observado no gréfico de probabilidade normal dos residuos. De acordo com este
gréafico, quanto mais proximos 0s pontos experimentais estiverem da linha continua,
mais sera valida a suposicdo de normalidade dos residuos (CALADO;
MONTGOMERY, 2003). Com relagdo a Figura 38 (p. 130), pode-se dizer que os
residuos seguem uma distribuicdo normal.

A impressdo digital de uma planta medicinal € um cromatograma (ou
eletroferograma) representando todos 0s componentes quimicos detectaveis
presentes no extrato e sendo separados tanto quanto possivel, de modo a identificar
e caracterizar a planta medicinal. De forma geral, a impressao digital de um extrato
vegetal pode ser considerado representativo da complexidade quimica dessa
amostra, guardadas as devidas ressalvas em relacdo ao método especifico escolhido,
bem como as limitacdes do detector utilizado (PRADO et al., 2012; XU et al., 2006).
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Figura 38. Gréfico de probabilidade normal dos residuos.
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A partir do cromatograma obtido, foi realizado uma busca pelos picos
correspondentes aos padrdoes analiticos disponibilizados pelo CAFMA. Dos 24
padrbes analisados, ndo foi encontrado nenhum pico que correspondesse ao tempo
de retencédo e regiao de absorcdo no UV dos padrdes analiticos.

Analisando os maiores picos apresentados na impresséao digital, detectado nos
tempos de absorcdo 17.37 min, 29.08 min e 29.61 min, possuem abor¢do méaxima no
UV (Amax) em 243 nm, 246/318 nm, e 319 nm, respectivamente (Figura 39, p. 131).

Os polifendis absorvem na regido do ultravioleta e, tradicionalmente, tém sido
analisados por DAD apés separacéo por HPLC. Os compostos polifenélicos séo entédo
classificadas com base nos seus indices de retencdo e espectros de UV-vis
caracteristicos (AABY; EKEBERG; SKREDE, et al., 2007). Os &cidos fendlicos
derivados do acido benzoico apresentam o Amax na faixa de 200 a 290 nm, com
excecdo do acido gentisico que tem uma absorbancia que se estende até 355 nm. Ja
os derivados do acido cinamico tém uma banda adicional de absorcao entre 270 e 360
nm, devido a maior extenséao de conjugacao do sistema cinamoil que suas estruturas
possuem de maneira semelhante aos flavonoides (ROBBINS, 2003). Desta forma,

pode-se dizer que 0s picos majoritarios sdo correspondentes a acidos fendlicos,
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principalmente os picos que apresentaram apenas uma regido de absor¢do maxima,

indicando a presenca de um anel aromatico, caracteristico de acidos fendlicos.

Figura 39. Espectro de UV e tempo de retencdo dos picos majoritarios apresentados na
impressao digital por CLAE-DAD.
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Legenda: A = tr: 17.37 min; (Amax): 243nm; B = tr: 29.08 min; (Amax): 246 e 318 nm; C = tr:
29.61 min; (Amax): 319 nm.

A impressdes digitais tém sido recentemente aceita pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) como uma estratégia para a avaliacdo da qualidade das plantas
medicinais. E muito importante para plantas medicinais porque a propor¢do da
concentracdo de constituintes de massa podem representar diferentes efeitos
terapéuticos. Assim, a impressao digital cromatografica se apresenta mais valida e
eficiente do que os métodos tradicionais de controle de qualidade de fitoterapicos (XU
et al., 2006; YANG et al., 2005).

Diversos trabalhos na literatura mencionam o uso de impressdes digitais como
um método que pode avaliar a relacdo entre a informacgao quimica e as caracteristicas

de cada amostra vegetal, tais como a diferenciacdo entre espécies botanicamente
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semelhantes, a variabilidade entre plantas coletadas em diferentes locais geograficos,
sob diferentes condicfes climaticas e de cultivo. Com a ajuda da impresséo digital, a
identificacdo e autenticacdo de uma planta medicinal pode ser conduzido de forma
confidvel, mesmo se a qualidade e quantidade dos constituintes sejam
desconhecidos. Assim, para avaliar a qualidade de uma planta medicinal, pode-se
considerar varios constituintes nos extratos vegetais, em vez de apenas um ou dois
marcadores para avaliar a qualidade na abordagem convencional (PRADO et al.,
2012; XU et al., 2006).



" a
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6. CONCLUSAO

O estudo realizado com as folhas de C. cujete foi monitorado primeiramente
por andlises preliminares da composicdo quimica do extrato e fragdes. A triagem
fitoquimica qualitativa tracou o perfil quimico dos compostos presentes nas folhas de
C. cujete, indicando a forte presenca de mono, sesqui e diterpenos, e outras das
classes das lignanas e derivados antracénicos, e ainda presenca moderada de
compostos fendlicos, cumarinas, triterpenos e esteroides.

A determinacgéo do teor de fendis e flavonoides totais mostrou que C. cujete
contém constituintes fendlicos, com uma concentracdo maior dessas substancias nas
fracbes Cc-EEB, Cc-CHCIs e Cc-AcOEt.

O estudo fitoquimico das folhas de C. cujete resultou no isolamento e
identificacdo da mistura dos esteroides estigmasterol com [3-sitosterol proveniente da
fracao cloroférmica, e do acido 4-hidroxibenzadico, um acido fendlico isolado da fracéo
acetato de etila. Um precipitado surgiu apos processo cromatografico de uma amostra
da fracdo acetato de etila, e foi proposto como sendo o &cido vanilico por comparacao
com dados de RMN *H com a literatura.

Os compostos isolados no presente estudo ja foram relatados em trabalhos
anteriores realizados C. cujete, entretanto, é a primeira vez que os acidos fendlicos
citados sdo isolados das folhas dessa espécie, contribuindo assim com o0s
conhecimentos quimiotaxdnomicos sobre C. cujete.

A avaliacéo da atividade antioxidante demonstrou que os extratos e fracdes de
C. cujete sdo mais eficazes em prevenir a oxidagdo de compostos em meios oxidaveis,
como o B-caroteno na presenca do acido linoleico, principalmente as fracdes Cc-
CHClsz e Cc-AcOEt, e pouco eficientes em sequestrar radicais livres, como o DPPH.

O estudo da atividade fotoprotetora demostrou que o extrato e fragbes de C.
cujete foram capazes de absorver a radiagcdo da regido UVA e UVC, ndo mostrando
eficiéncia em absorver a radiacdo UVB, regido causadora de danos agudos na pele e
o alvo de protecdo dos produtos cosméticos de acordo com a ANVISA. Assim, 0s
valores de FPS foram pouco significativos tanto para o extrato como para as fragoes,
se comparado aos oferecidos pelos produtos disponiveis no mercado, fazendo-se

necessarias altas concentracdes para a fotoprotecao desejada, que pode possibilitar
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a ocorréncia de processos alérgicos e elevado custo do produto final. Destaca-se que
0 ensaio da atividade fotoprotetora € inédito para a espécie.

Na avaliacdo da atividade antibacteriana o extrato e as fracdes das folhas de
C. cujete foram mais sensiveis as bactérias Gram-positivas, apresentando acao
antibacteriana moderada contra contra S. aureus 6538 por Cc-Hex e Cc-AcOEt, S.
epidermidis por Cc-EEB e Cc-AcOEt e frente a K. pneumoniae pela fracdo Cc-MeOH.

Diante dos ensaios bioldgicos in vitro realizados com as folhas de C. cujete foi
possivel observar que os resultados podem estar relacionados aos compostos
guimicos isolados e identificados pelos testes preliminares, dando base para a
realizacdo de estudos subsequentes para avaliacdo de possiveis atividades anti-
inflamatéria, citotoxica, antifingica, entre outras.

A impressao digital obtida pela técnica de CLAE-DAD mostrou que o melhor
cromatograma do extrato bruto das folhas de C. cujete pode ser obtido com um fluxo
de 1,2 mL/min, no tempo de analise de 50 min, empregando como fase mével um
gradiente com acido trifluoracético (TFA) a 0,01%, e acetonitrila grau HPLC, sendo
um experimento realizado de forma inédita para a espécie e de grande importancia
pois identifica e caracteriza a planta medicinal a partir da representacdo e separacao
de todos os componentes quimicos detectaveis presentes no extrato. Os trés picos
majoritarios apresentados pelo cromatograma referem-se a &cidos fendlicos de
acordo com a analise das absorc¢des no UV.

O estudo quimico e biologico das folhas de C. cujete que trata o presente
estudo, estao de acordo com os resultados demonstrados pela literatura, e contribuem
com novos conhecimentos de ensaios inéditos que foram realizados, sendo este o

primeiro estudo com a espécie aclimatada na caatinga.
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XXI11l SIMPOSIO DE
PLANTAS MEDICINAIS
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Area Tematica: 5. Quimica de produtos naturais.

Avaliacao da Atividade Antioxidante de Crescentia cujete L. (BIGNONIACEAE)
Paulo, I.M.M.", Macedo, S.K.S.", Nunes, X.P.', Aimeida, J.R.G.S.".
'"Pos-Graduagdo em Recursos Naturais do Semiarido, UNIVASF.

Introdugao: Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) € uma espécie muito utilizada na
medicina popular na regido do Vale do Sao Francisco, sendo conhecida como “arvore
de cabaca”. As plantas mediciniais possuem diversos compostos quimicos como por
exemplo as substancias antioxidantes, responsaveis por retardarem a velocidade da
oxidacao de radicais livres que danificam as células e érgaos. Dada a escassez de
estudos sobre a espécie, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial antioxidante
in vitro do extrato de Crescentia cujete L. e das fragbes obtidas por particao liquido-
liquido.

Parte Experimental: A planta foi coletada no municipio de Casa Nova (BA) no més
de maio de 2013 e depositada no herbario da UNIVASF. Na avaliagdo da atividade
antioxidante através do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
foram preparadas solugdes do extrato etanolico bruto (EEB), fases e dos padrbes
acido ascorbico, butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT) em etanol, nas
concentragdes de 243, 81, 27, 9, 3 e 1 mg/mL que em seguida reagiram com uma
solugéo de etanol DPPH 50 ug/mL durante 30 min. A absorbéancia foi medida a 518
nm e convertida em porcentagem da atividade antioxidante (%AA). Os valores de CEso
foram calculados por regressao linear utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. O
teste da inibicdo da auto-oxidagao do B-caroteno (2 mg) foi realizado através da adi¢gao
de acido linoléico (40 mg) e Tween 40 (400 mg) com 100 mL de agua destilada sob
agitacao vigorosa para aeragdo do meio, levando a formagdo do agente oxidante
radicalar. A absorbancia foi medida a 470 nm, utilizando-se solugdes de 1 mg/mL em
EtOH de acido ascoérbico (AA), padrdes BHA e BHT, EEB e fases. Os resultados séo
expressos como porcentagem de atividade antioxidante (% AA). Os testes foram
realizados em triplicatas.

Resultados e Discussao: No teste do sequestro do radical livre DPPH, as fases
acetato de etila (AcOEt) e metandlica (MeOH) exibiram atividade antioxidante
moderada, com os menores valores CEso 19,07+3,87 e 23,92+1,74 respectivamente,
se comparados com os valores apresentados nos padroes (AA = 2,89+0,22; BHA =
6,161£0,12; BHT = 9,23%+0,53). Referente a atividade antioxidante no sistema -
caroteno, a fase acetato de etila (AcOEt) foi a que apresentou melhor resultado
(36,39%), com valores maiores que o padréo acido ascorbico (30,76%), mas menores
para os padrdes BHA (57,50%) e BHT (68,12%), seguido das fases cloroférmica
(35,49%) e metandlica (30,94%). A atividade antioxidante apresentada nos testes
pode estar relacionada com a presenca de compostos fendlicos.

Conclusao: As fases particionadas de Crescentia cujete L. revelaram possuir
atividade antioxidante moderada, podendo atuar como sequestrante de radicais livres
no tratamento de patologias associadas ao estresse oxidativo.

Apoio Financeiro: FACEPE.
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SEMANA FARMACEUTICA
DO VALE DO SAO FRANCISCO

De 23 a26 de marco de 2015

Consolid%ng daés iéncias Farmacéuticas
no Vale do 960 Francisco:

“Do desenvolvimento.doimedicamento & pratica clinica” ="

FITOQUIMICA DE CRESCENTIA CUJETE L. (BIGNONIACEAE): UMA
REVISAO SISTEMATICA

Juliana Leles Silval, Iza Miranda Melo Paulo?, Sirley Sharliny Gomes Campos?,
Karina Shayene Duarte de Moraes?, Tamires dos Santos Almeidal, Xirley Pereira

Nunes?!?

1Colegiado de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Vale do S&o Francisco, Petrolina-PE,
Brasil.
2Pos-Graduacdo em Recursos Naturais do Semiarido, Universidade Federal do Vale do S&o Francisco,

Petrolina-PE, Brasil.

Introducéo: A espécie Crescentia cujete L. € uma arvore da familia Bignoniaceae,
amplamente distribuida na regido da América do Norte e América do Sul. No Brasil, é
uma espécie endémica, presente em 14 estados brasileiros, mas ndo encontrada na
regido Sul. E muito utilizada para ornamentac&o devido ao formato dos seus frutos, e
tem importante papel na medicina popular na regido do Vale do S&o Francisco, onde
€ conhecida como “arvore de cabaca”, porém poucos estudos fitoquimicos foram
feitos com essa planta. Objetivos: O objetivo deste trabalho foi fazer uma reviséo
sistematica da literatura sobre a espécie Crescentia cujete L. sobre estudos
fitoquimicos e atividade biol6gica que tenham sido encontradas. Metodologia: Foi
realizada uma revisao sistematica entre os meses de Outubro e Novembro de 2014
através de um levantamento com artigos publicados até o periodo da pesquisa,
através de consulta aos bancos de dados especializados SCIELO, LILACS, PUBMED
e SCOPUS. Foram utilizadas as palavras-chave “crescentia” AND “cujete”, de acordo
com a logica booleana. A selecdo dos trabalhos baseou-se no critério da area de
interesse Fitoquimica, incluindo artigos publicados em qualquer idioma e artigos com

a palavra-chave no titulo, resumo ou texto
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completo. Os artigos resultantes foram analisados manualmente e excluidos estudos
pertencentes a outras areas de conhecimento. Resultados: A pesquisa preliminar,
sem uso de filtros, identificou 71 artigos, com 6 de SCIELO, 4 de LILACS, 11 de
PUBMED e 50 de SCOPUS. No entanto, entre os encontrados, 21 foram indexados
em dois ou mais bancos de dados e foram consideradas apenas uma vez, resultando
em 50 trabalhos. Apds uma triagem dos titulos, resumos e texto completo, 14 artigos
foram selecionados, enquanto o restante foi descartado por ndo pertencer a area de
conhecimento de Fitoquimica. Os estudos com Crescentia cujete L. utilizaram
diversos tipos de extratos, como 0 aquoso, etandlico, hexanico, metandlico e metil-
etil-cetona. As analises fitoquimicas revelaram a presenca de fenois, flavonoides,
esteroides, terpenos e triterpenos, saponinas, cardenolideos, taninos, glicosideos,
alcaldides e quinonas. Os testes bioldégicos mostraram que essa espécie possuli
atividade antimicrobiana, antioxidante, citotoxica e genotoxica. Alguns metabdlitos
foram isolados dos frutos e das cascas do caule, sendo eles furanonaftoquinonas,
furofuranonaftoquinonas, iridoides e iridoides glicosilados. Concluséo: A presente
revisdo mostrou que existem poucos estudos sobre a espécie Crescentia cujete L.
com isolamento de substéancias, principalmente das folhas da planta. Destaca-se a
necessidade de pesquisas com outras atividades bioldgicas, avaliacdes

farmacoldgicas e determinacao de mecanismos de acao.

Palavras-chaves: Crescentia cujete, Fitoterapia, Revisdo sistematica

Apoio: FACEPE, CNPq.
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TRIAGEM FITOQUIMICA E AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE
Crescentia cujete L. (BIGNONIACEAE)

1Paulo, I.M.M.; 2Silva, I.F.; 3Silva, J.L.; 3Campos, S.S.G.; 3Moraes, K.S.D.; 2Costa,
M.M.; 1Almeida, J.R.G.S.; 1Nunes, X.P. 1P6s-Graduacdo em Recursos Naturais do
Semiéarido, UNIVASF, Petrolina/PE. 2P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias no
Semiarido, UNIVASF, Petrolina/PE. 3Colegiado de Ciéncias Farmacéuticas,
UNIVASF, Petrolina/PE.

Introducédo: Crescentia cujete L. (Bignoniaceae) € uma planta medicinal muito
utilizada na regidao do Vale do Sao Francisco, popularmente conhecida como “arvore
de cabaga”. Estudos anteriores demonstraram que os frutos e as cascas do caule
possuem atividade antibacteriana e antioxidante. Contudo, poucos estudos foram
desenvolvidos com as folhas da planta até o momento.

Objetivos: Caracterizar o perfil fitoquimico preliminar e avaliar o potencial
antibacteriano do extrato e fracfes obtidas das folhas de C. cujete.

Métodos: As folhas de C. cujete foram secas, pulverizadas e submetidas ao processo
de maceragdo com etanol 95%, obtendo o extrato etandlico bruto (Cc-EEB), que foi
particionado com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol resultando nas
respectivas fracdes Cc-Hex, Cc-CHCIs, Cc-AcOEt e Cc-MeOH. A triagem fitoquimica
foi realizada através de analise por CCDA, empregando sistemas de solventes e
reveladores especificos para cada classe de constituinte investigado (alcaloides,
derivados antracenos, antraquinonas, cumarinas, compostos fendlicos, saponinos,
lignanas, mono, sesqui e diterpenos, naftoquinonas, triterpenos e esteroides). A
atividade antibacteriana foi avaliada através da Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) do Cc-EEB e das fragdes sobre as cepas bacterianas, utilizando o método de
ensaio/teste de microdiluicdo baseado no documento M07-A9 do CLSI. As cepas
testadas foram do padrdo ATCC: Staphylococcus aureus 25923; Staphylococcus
aureus 6538; MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina); Stphylococcus
epidermides 1228; Escherichia coli 32213; Enterococus faecalis 19433; Salmonela
enterica 0507028; Klebsiela pneumoniae 13883. As amostras foram ajustadas a
concentragao de 25.000 ug/mL e submetidas a diluigdes em série, obtendo-se 12.500;
6.250; 3.125; 1.562,5; 781,2; 390,6; 195,3 e 97,6 ug/mL. Como controle positivo foi
utilizado pocos contendo as bactérias em caldo Mueller- Hinton e como controle
negativo apenas o caldo. A CBM sera definida como a menor concentragdo do extrato
em estudo capaz de causar a morte do inoculo. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

Resultados: Na trigagem fitoquimica ambos os extratos revelaram reacao fortemente
positiva para mono, sesqui e diterpenos, e também para lignanas, derivados
antracénicos e antraquinonas. Ainda foram observados alcaldides, compostos
fendlicos, cumarinas, e triterpenos e esteroides. A melhor acdo bactericida,
determinada pela CBM, foi apresentada contra S. aureus 6538 por Cc-Hex e Cc-
AcOEt, ambos com CBM 1,56 mg.mL*; S. epidermides 1228 por Cc-EEB e AcOEt,
ambos com CBM 1,56 mg.mL™*; e K. pneumoniae 13883 por Cc-MeOH com CBM 1,56
mg.mL2,

Conclusdes: O extrato e as fracfes testadas se mostraram eficientes contra tés tipos
de bactérias, que podem estar relacionados a presenca dos metabdlitos secundarios
identificados na triagem fitoquimica, especialmente da classe dos terpenos.

Apoio Financeiro: Facepe; CNPq; CAPES.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO - UNIVASF
X Simpdsio Brasileiro de Farmacognosia
V Simposio de Plantas Medicinais do Vale do Sdo Francisco - PLAMEVASF

16 a 19 de Setembro de 2015, Juazeiro-BA

QUANTIFICACAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS E AVALIACAO DA
ATIVIDADE FOTOPROTETORA DE Crescentia cujete L.

IZA MIRANDA MELO PAULO?% JULIANA LELES SILVA? KARINA SHAYENE
DUARTE DE MORAES?; SIRLEY SHARLINY GOMES CAMPOS?; SANDRA KELLE
SOUZA MACEDO!; AMANDA LEITE GUIMARAES!; INAIARA DE SOUSAL
JACKSON ROBERTO GUEDES DA SILVA ALMEIDA?; JOSE ALVES DE SIQUEIRA
FILHO?3; XIRLEY PEREIRA NUNES!

1 P6s-Graduacdo em Recursos Naturais do Semiarido, UNIVASF.
2 Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, UNIVASF.
3 Centro de Referéncia para a Recuperacéo em Areas Degradadas, UNIVASF.

Introducdo: Os filtros solares naturais, desenvolvidos a partir de plantas, sdo capazes
de absorver a radiagdo UV, causador de danos na pele, por possuirem principalmente
compostos aromaticos, como os fenois e flavonoides. Objetivos: Quantificar o teor de
fenois e flavonoides totais, e avaliar o efeito fotoprotetor in vitro das folhas de
Crescentia cujete L. Métodos: O extrato bruto das folhas de C. cujete (Cc-EEB) foi
fracionado com silica e solventes de polaridade crescente, resultando nas fragdes Cc-
Hex, Cc-CHCls, Cc-AcOEt e Cc-MeOH. O teor de fendis totais foi medido utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu e o padréo acido galico. O teor de flavonoides totais foi
determinado através da rea¢do com o cloreto de aluminio e como padrdo catequina.
Na avaliacdo da atividade fotoprotetora os extratos e fracdes foram secos em estufa
a 40 °C e, em seguida, diluidos em etanol absoluto, obtendo-se concentra¢fes de 5,
25, 50 e 100 mg/L, sendo realizada a varredura em espectrofotbmetro entre os
comprimentos de 260 a 400 nm e calculado o Fator de Protecdo Solar (FPS). Os
experimentos foram realizados em triplicata. Resultados: O maior teor de fénois totais
foi apresentado em Cc-AcOEt com 115,6+8,34 mg EAG/g, e 0 maior teor de
flavonodides totais foi encontrado no Cc-EEB (80,4+0,00 mg EC/g) e Cc-AcOEt
(78,6+£0,01 mg EC/g). A fracdo Cc-CHCIs foi a Unica das amostras que apresentou
bandas de absorcdo entre 320-400 nm (UVA), indicando possivel atividade
fotoprotetora. Os melhores valores de FPS foram apresentados por Cc-EEB
(4,90+0,07) e Cc-AcOEt (4,354+0,04) na concentracdo de 100 mg/L. Conclusdes: O
Cc-EEB e a fragdo Cc-AcOEt apresentaram melhor atividade fotoprotetora, que pode
estar relacionada com o teor de compostos fendlicos presente nos extratos.

Palavras-chave: Crescentia cujete; Fotoprotecdo; Flavonoides

Apoio Financeiro: FACEPE; CNPq; CAPES.
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*Atigo serd submetido ao Journal of Medicinal Plants Research.

Chemical study and biological activities of leaves of Crescentia cujete L. (Bignoniaceae)

Iza Miranda Melo Paulo?, Sandra Kelle Souza Macédo?!, Juliana Leles Silva®, Karina Shayene
Duarte de Moraes?, Sirley Sharliny Gomes Campos!, Amanda Leite Guimaraes?, José Alves
de Siqueira Filho?, Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida?, Larissa Aradjo Rolim*?;

Xirley Pereira Nunes'*

1 Center for Studies and Research of Medicinal Plants (NEPLAME), Federal University of
San Francisco Valley, 56.304-205, Petrolina, Pernambuco, Brazil

2 Center of Reference to Recuperation of Degraded Areas of Caatinga (CRAD), Federal
University of San Francisco Valley, 56.300-000, Petrolina, Pernambuco, Brazil

3 Analytical Center of Drugs, Medications and Food (CAFMA), Federal University of San
Francisco Valley, 56.304-205, Petrolina, Pernambuco, Brazil.

*Author for correspondence: Xirley Pereira Nunes, Federal University of San Francisco
Valley, 56.304-205, Petrolina, Pernambuco, Brazil. Tel: +55 (87) 2101-6863. E-mail:

xirley.nunes@univasf.edu.br

Abstract

Crescentia cujete L. it's widely used in folk medicine and has attracted growing interest as a
source of new biologically active compounds. The present study aimed to carry out chemical
study of the leaves of C. cujete and assess the antioxidant and photoprotective potential in vitro
extract and fractions obtained. Was evaluated the total phenolic by the Folin-Ciocalteu showing
better results than the ethyl acetate fraction (115.6 + 8.34 mg GAE/g). The fingerprint was
developed by HPLC-DAD. Antioxidant activities of the extracts were evaluated by using of
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) radical scavenging and B-carotene/linoleic acid system,
where it was obtained better result for chloroform fraction (36,39+£0,12 %AA). They were
isolated mixture of stigmasterol and B-sitosterol and 4-hydroxybenzoic by chromatographic
methods. Through spectrophotometric method was observed that the chloroform fraction
showed characteristic absorption bands in region UVA, and crude etanol extract presented the
highest sun protection factor SPF (4,909+0,123) at the highest concentration.

Keywords: Crescentia cujete; Bignoniaceae; Chemical study; Fingerprint; HPLC-DAD;
Antioxidant activity; Photoprotective activity.
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1. Introduction

Among the many plant species of the Caatinga biome, is the Crescentia cujete L., a
species belonging to the Bignoniaceae family, being very popular medicine and known as the
“coité” or “calabash tree” (Albuquerque et al., 2007). It is a small tree (3-5 m tall), well known
for spherical form of its fruit, that include among ornamental plants (Ejelonu et al., 2011). It is
widely used in folk medicine in Brazil and in several other countries, especially to combat high
blood pressure, diabetes, urinary problems, coughs, anemia, and bleeding effect of poisonous
snake bites (Azevedo et al., 2010; Otero et al., 2000). The leaves, on the other hand, are used
for the treatment of hypertension as well as poultice for headaches (Ejelonu et al., 2011; Parvin
et al, 2015).

A large number of biological activities are associated with phenolic compounds and
terpenes class, mainly act as strong antioxidants against free radicals and other reactive oxygen
species (ROS), the leading cause of many chronic human diseases such as cancer and diseases
cardiovascular. The capacity of these compounds to absorb solar radiation was also confirmed,
as an antioxidant since they can neutralize free radicals produced in the skin after exposure to
sunlight (Souza et al., 2013).

The plant extracts have been analyzed routinely by HPLC to obtain fingerprint as a
strategy for identifying and assessing the quality of the plants used in medicine, mainly for
providing important information about the type of constituents presente (Ji et al., 2005).

Like many other species of plants used in traditional medicine, C. cujete has also
attracted increasing interest as a source of new biologically active compounds. Thus, the present
study aimed to carry out chemical study of the leaves of C. cujete and assess the biological

potential in vitro extract and fractions obtained as antioxidants and photoprotective.

2. Results and Discussion
2.1. Total phenolic content

The crude ethanol extract and the ethyl acetate and methanol fractions showed the
highest content of total phenolics 73.40+5.13, 115.6+8.34 and 70.44+5.56, respectively (Table
1). These results are in accordance with the literature, where the highest amounts of phenolics
and flavonoids were found in the chloroform fractions and ethyl acetate, as well as the ethanol
extract (Das et al., 2014; Parvin et al., 2015). Phenolic compounds and flavonoids have been

identified as major contributors in the elimination of free radical oxidation pathways, and
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further demonstrate inhibit proliferation and growth of microorganisms (Das et al., 2014; Parvin
etal., 2015).

2.2. Fingerprint by HPLC-DAD

According to the calculation of HCRF, defined as the evaluation parameter, the best
method of obtaining the fingerprint of C. cujete was flow 1.2 mL / min and 50 min gradient
time (Figure 1).

The results are best observed from the statistical analysis graphically where you can
observe the factors that influence the best chromatographic separation. Thus, the Pareto graph
(Figure 2) showed statistical significance for the linear terms of both independent variables,
primarily the analysis time, showed that the main factor for obtaining the fingerprint of C.
cujete. The response surface graph (Figure 3) showed that there is influence of both variables:
to increase the flow and analysis time, there was an increase in the method of response (value
HCRF).

A fingerprint of a herbal medicines is a chromatogram here representing all the
detectable chemical componentes present in the extract and being separated as much as possible

so as to identify and characterize that herbal medicines (Xu et al., 2006).

2.3. Isolation of chemical constituents

Substance 1 corresponding to a mixture between steroids stigmasterol and B-sitosterol
(Figure 4). Dates of NMR H and *C (CDCls, 500 MHz) and correlations showed in Table 2
and 3. Agarwal and Popli (1992) isolated this two compounds of the sheets petroleum ether
extract, and Binutu (1997) only B-sitosterol isolated from the stem bark, however none of the
works bring the identification data of the substance. Steroids are a common class in
Bignoniaceae, according to the evolutionary status of the family (Cipriani et al., 2012).

The substance 2 was idenfied as 4-hydroxybenzoic acid by comparison to the literature
(Yoshioka et al., 2004) (Figure 4). Dates of NMR *H (CDsOD, 125 MHz): 7.85 (d; J= 8.0 Hz);
6.83 (d; J= 8.0 Hz); 6.83 (d; J= 8.0 Hz); 7.85 (d; J= 8.0 Hz). Dates of NMR *3C (CDs0D, 50
MHz): 122.6; 133.1; 116.0; 163.2; 116.0; 133.1; 170.1. The 4-hydroxybenzoic acid was also
isolated from C. cujete the methanol extract of the stem bark and showed significant
antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis (MIC = 250 mg / mL
for both bacteria) (Binutu, 1997). The antioxidant activity of these and other acids was
confirmed by Tung et al. (2007).
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2.4. Antioxidant activity

The results of the evaluation of the antioxidant activity are shown in Table 1. Data
showed that the ethyl acetate and methanol fractions showed moderate antioxidant activity in
eliminating DPPH’, with the lowest values ECso 19.07+3.87 and 23.92+1.74, respectively. In
the B-carotene method, the cloroform and ethyl acetate fractions also showed better activity,
36,39+0,12 and 35,49+0,01, respectively, followed by methanol fraction (30,94+0,01). The
results are similar to those reported in the literature for this specie (Das et al., 2014; David et
al., 2007).

The moderate antioxidant activity demonstrated by the chloroform fraction in this study,
which was isolated from the mixture of steroids, may be related to the presence of these
compounds in the fraction, because this activity are proven to B-sitosterol and stigmasterol.
(Sotiroudis; Kyrtopoulos, 2008). The ethyl acetate fraction, of which the 4-hydroxybenzoic acid
were isolated, showed the best results of antioxidant activity by the two tested methods and

must be related to the presence of this and other phenolic acids in the fraction.

2.5. Photoprotective activity

The crude ethanol extract and the fractions hexane, ethyl acetate and methanol showed
spectrophotometric absorption in the UVC region (100-290 nm) and the chloroform fraction
showed maximum wavelengths in the UVA region (320-400 nm), suggesting a possible
photoprotective activity.

The best SPF values in a concentration of 100 mg/l were 4,90+0,07 and 4,354+0,04 for
crude ethanol extract and the ethyl acetate fraction, respectively (Figure 5). The photoprotective
activity of a plant extract is greatly influenced by the presence mainly of phenolic compounds
(Violante et al., 2009). Thus, it is suggested that the isolated 4-hydroxybenzoic acid, along with
other phenolic compounds, are responsible for the activity demonstrated by the ethyl acetate
fraction.

The evaluation of photoprotective activity C. cujete developed in the present study adds
unprecedented knowledge of the plant, since there are no studies of this activity with no species

of genre.

3. Experimental

3.1. Plant material
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The leaves of Crescentia cujete were collected in the city of Casa Nova, Bahia, in May
2013. The samples were identified by a botanist and a voucher specimen of the plant was
deposited in the Herbarium of the Federal University of San Francisco Valley (HVASF) under
registration number 22603.

3.2. Obtaining and fractionation of the crude ethanol extract

The dried and powdered leaves (1429 g) were continuously extracted three times during
a 72-hour period with 95% ethanol at room temperature. The ethanol solution obtained was
filtered, and then the solvent was evaporated with the aid of a rotaevaporator at reduced pressure
with an average temperature of 50 °C, yielding 195.03 g of crude etanol extract after the
distillation of the solvent. This was mixed with silica gel 60 (0.04-0.063 mm), subjected to a
vacuum-liquid chromatography (VLC), and fractionated with hexane, chloroform, ethyl acetate
and methanol (Sigma-Aldrich, USA) to yield the following four fractions: hexane (1.66 g),
chloroform (9.09 g), ethyl acetate (9.4 g) and methanol (48.21 g).

3.3. Total phenolic content

Total phenolic contents were assayed using the Folin-Ciocalteu reagent, it is based on
the method reported by Slinkard and Singleton (1997) with adaptations. An aliquot (40 ul) of a
suitable diluted extracts and fractions was added to 3.16 ml of distilled water and 200 pl of the
Folin—Ciocalteu reagent, and mix well. The mixture was shaken and allowed to stand for 6 min,
before adding 600 pl of sodium carbonate solution, and shake to mix. The solutions were left
at 20 °C for 2 hours and the absorbance of each solution was determined at 765 nm against the
blank and plot absorbance vs. concentration. Total phenolic contents of the extracts (three
replicates per treatment) were expressed as mg gallic acid equivalents per gram (mg GAE/Q)
through the calibration curve with gallic acid. The calibration curve range was 50 — 1000 mg/I

(R?=0.9928). All samples were performed in triplicates.

3.4. Fingerprint by HPLC-DAD

By technique High Performance Liquid Chromatography with diode array detection
(HPLC-DAD) was obtained fingerprint of C. cujete, it is based on the method reported by Ji et
al. (2005) with adaptations. Solutions of 10 mg.mL™* in methanol HPLC grade of the crude
extratct were injected into equipment HPLC-DAD Shimadzu® with column C18 Restek® (250
mm x 4.6 mm, 5 pm) at 30 °C protected by pre-column Restek® C18 (10 mm x 4 mm, 5 mm).
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The device was equipped with a quaternary pump system model LC - 20ADVP, degasser model
DGU - 20A, detector PDA model SPD - 20AVP, oven model CTO - 20ASVP, autosampler
model SIL - 20ADVP and controller model SCL - 20AVP, and the data treated by software
Shimadzu® LC solution 1.0 (Japdo). The samples were eluted with binary mobile phase gradient
composed of: (A) trifluoroacetic acid 0.01% and (B) acetonitrla, as described in Table 4. The
system was kept under 130 kgf of pressure and injection volume of 20 uL using flow 0.8, 1.0
and 1.2 ml/min. For the study was used wavelength band (A) 270 nm to 350 nm. Determination
of the fingerprint of C. cujete was plotted applying an experimental design statistical tools the
factorial planning 3%, analyzing two factors in three levels as described in Table 5. The
dependent variable for analysis was chosen to calculate the hierarchical chromatographic
response function (HCRF), using the following formula: HCRF = 1, 000, 000n + 100, 000Rmin
+ (tm — tl); where n is the number of peaks in the chromatogram, Rmin is the resolution of the
least separated pair of peaks, tm and tl are the maximum acceptable analysis time and the

retention time of the last peak, respectively. All analyzes were carried out in triplicate.

3.5. Isolation of chemical constituents

The chloroform fraction (6 g) was subjected to a column chromatography on silica gel
and eluted with hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol in an increasing polarity
gradiente, resulting in collection 452 fractions. The fractions were monitored by TLC and
classified in goups in accordance with its retention fator. Therefore, the fraction 145-160
underwent a new column chromatography under the same conditions as before, from which
was obtained the 31-36 fraction was purified by recrystallization from methanol and preparative
TLC resulting in the substance 1 (11.2 mg) as a white solid, soluble in chloroform.

The ethyl acetate fraction (6 g) was subjected to column chromatography on Sephadex
LH-20 and eluted with methanol, resulting in the collection of 337 fractions are pooled
according to similarity observed by TLC. The fraction 50-83 was subjected to new column
chromatography under the same conditions as before, obtaining 196 fractions, pooled according
to standard shown on TLC. The fraction 70-179 passed through a column chromatography with
silica gel and eluted with chloroform, ethyl acetate and methanol, in an increasing polarity
gradiente, which resulted in the collection of 576 fractions, pooled according to observed on
TLC. The fraction 450-489 showed to be pure and resulting substance 2 (106.5 mg). All
compounds were identified by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of H and 3C and

compared to the literature.
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3.6. DPPH free radical scavenging assay

The free radical scavenging activity was measured using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil (DPPH) assay (Falcéo et al., 2006). Sample stock solutions (1.0 mg/ml) of
extracts were diluted to final concentrations of 243, 81, 27, 9, 3 and 1 ug/ml in ethanol. One ml
of a 50 pg/ml DPPH ethanol solution was added to 2.5 ml of sample solutions of different
concentrations, and allowed to react at room temperature. After 30 minutes the absorbance
values were measured at 518 nm and converted into the percentage antioxidant activity (AA)
using the following formula: AA% = [(absorbance of the control — absorbance of the
sample)/absorbance of the control] x 100. Ethanol (1.0 ml) plus plant extracts solutions (2.5 ml)
were used as a blank. DPPH solution (1.0 ml) plus ethanol (2.5 ml) was used as a negative
control. The positive controls (ascorbic acid butylhydroxyanisole and butylhydroxytoluene)

were those using the standard solutions. Assays were carried out in triplicate.

3.7. Inhibition of auto oxidation of f-carotene

The ability of the extracts to prevent the oxidation of P-carotene was evaluated
according to the methodology described by Wannes et al. (2010). The antioxidant activity
(%AA) was evaluated in terms of bleaching of B-carotene using the following formula: %AA
=1 - (Ao— A) / (A% — A%)] x 100; where Ao is the initial absorbance and Ay is the final
absorbance measured for the test sample; A% is the initial absorbance and Al is the measured
absorbance for the final sample. A is the initial absorption and A{ is the final absorbance
measured for the negative control. The results are expressed as percentage of antioxidant
activity (% AA). Tests were carried out in triplicate.

3.8. Determination of the maximum absorption wavelength and Sun Protection Factor (SPF)
in vitro

For determining of the maximum absorption wavelength (Amax), the dried extracts were
diluted in absolute ethanol, obtaining concentrations of 5, 25, 50 and 100 mg/l. Subsequently,
was performed spectrophotometric scanning at wavelengths between 260-400 nm, with
intervals of 5 nm. The readings were performed using 1 cm quartz cell and ethanol used as
blank. Calculation of SPF was determined using the equation developed by Mansur et al.
(1986): SPF= CF. 200Z 3%°. EE (A). I(0). abs (A); where: EE (1) — erythemal effect spectrum; |
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(M) — solar intensity spectrum; Abs (1) — absorbance of sunscreen product; CF — correction

factor (= 10). The values of EE x | are constants and were determined by Sayre et al. (1979).

3.9. Statistical analysis

Data obtained in triplicate experiments were analyzed statistically using the GraphPad
Prism® version 5.0 and expressed as mean£SD. Differences were considered significant when
P <0.05.

4. Conclusions

In summary, the present study demonstrates that C. cujete contain phenolic and steroids
compounds which can serve as natural sources of antioxidants agents. The phenolics acids
present in the extracts could be responsible by photoprotective effect presented in this study.
Through analysis on HPLC-DAD was possible to trace a fingerprint of the plant, that allows
identify and characterize that herbal medicines. This study confirms results demonstrated in the

literature, and contributing new knowledge of unpublished trials have been conducted.
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Figure 1. Fingerprint of C. cujete obtained in HPLC-DAD of crude etanol extract (flow rate
1.2 ml/min; run time 50 min).
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Figure 3. Response surface obtained by factorial analysis in HCRF.
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Figure 4. Isolated substances of C. cujete. 1= stigmasterol and p-sitosterol; 2= 4-
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Figure 5. SPF of extract and fractions of C. cujete.
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Table 1. Total phenols content and antioxidant activity of C. cujete.

m 6 -

S Bl Ethanol extract
5 [ Hexane

£ 4- ] 33 Chloroform
= [ Ethyl acetate
g 1 Methanol

g 2

>

2L

: |

o

)] 0- T

Extract / Fractions / Phenols DPPH p-carotene (%
Standards (mg GAE/Q) (ECs0, pg/ml) AA)
Crude etanol extract 73,40%5,13 64,9+15 16,88+0,10
Hexane fraction 23,04+5,70 45,07+8,72 7,81+0,17
Chloroform fraction 7,85%3,40 103,0+4,77 36,39+0,12
Ethyl acetate fraction 115,6+8,34 19,07+3,87 35,49+0,01
Methanol fraction 70,44+5,56 23,92+1,74 30,94+0,01
Ascorbic acid - 2,89+0,22 30,76+0,02
Butylhydroxyanisole - 6,16+0,12 57,50+0,16
Butylhydroxytoluene - 9,23+0,53 68,12+0,07

* Values are presented as mean £+ SD (n = 3). GAE= Gallic acid equivalentes; CE= Catechin

equivalents. ECsxo is defined as sufficient for 50% maximal effect concentration. (%0AA)=

percentage of antioxidant activity.
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Table 2. Dates of NMR *H and *3C (CDCls, 500 MHz and 125 MHz) of 1 related to
stigmasterol compared with literature data (NMR *H 400 MHz/NMR C 100 MHz, CDCls)
(Kojima et al., 1990).

Posicéo Tipo oHl ocl oc Literature
C-1 CHz 1,06 (m) 37,2 37,2
C-2 CHz 1,08 (m) 31,6 31,6
C-3 CH 3,52 (tdd, J=5,0; 11,5; 16) 71,8 71,8
C-4 CHz 2,26 (m) 423 42,3
C-5 C - 140,7 140,7
C-6 CH 5,32 (d, J=5,5 Hz) 1216 1217
C-7 CHz 1,08 (m) 31,6 31,9
C-8 CH 1,82 (m) 31,9 31,9
C-9 CH 0,91 (m) 50,1 50,1
C-10 C - 36,5 36,5
C-11 CHz 1,42 (m) 21,0 21,1
C-12 CH: 1,15 (m) 39,7 39,7
C-13 C - 42,2 42,1
C-14 CH 1,02 (m) 56,8 56,8
C-15 CH; 1,06 (m) 24,4 24,4
C-16 CHz 1,26 (m) 28,9 28,9
C-17 CH 1,25 (m) 55,9 55,9
C-18 CHs 0,67 (s) 12,0 12,0
C-19 CHs 0,99 (s) 19,4 19,4
C-20 CH 2,03 (m) 40,4 40,5
c-21 CHs 1,01 (d, J= 6,5 Hz) 21,2 21,2

C-22 CH 5,12 (dd; J=8,5e 15 Hz) 138,3 138,3
C-23 CH 4,98 (dd; J = 8 e 15,5 Hz) 129,2 129,2
C-24 CH 1,50 (m) 51,2 51,2
C-25 CH 1,45 (m) 31,9 31,9
C-26 CHs 0,82 (d, J=6,5 Hz) 21,2 21,1
C-27 CHs 0,77 (d, J=6,5) 18,9 19,0
C-28 CHz 1,13 (m) 25,4 25,4
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Posicéo Tipo onl ocl oc Literature
C-29 CH3 0,79 (d, J=7) 12,2 12,3

Table 3. Dates of NMR H and *C (CDCls, 500 MHz and 125 MHz) of 1 related to -
sitosterol compared with literature data (NMR *H 400 MHz/NMR C 100 MHz, CDCls)
(Kojima et al., 1990).

Posicéo Tipo onl ocl oc Literatura
C-1 CH: 1,06 (m) 37,2 -
C-2 CHz 1,08 (m) 31,6 -
C-3 CH 3,52 (tdd, J=5,0; 11,5; 16) 71,8 -
C-4 CH: 2,26 (m) 42,3 -
C-5 C - 140,7 -
C-6 CH 5,32 (d, J=5,5Hz) 121,6 -
C-7 CH: 1,08 (m) 31,6 -
C-8 CH 1,82 (m) 31,9 -
C-9 CH 0,91 (m) 50,1 -
C-10 C - 36,5 -
C-11 CHz 1,42 (m) 21,0 -
C-12 CHz 1,15 (m) 39,7 39,8
C-13 C - 42,2 42,3
C-14 CH 1,02 (m) 56,8 -
C-15 CHa 1,06 (m) 24,4 24,3
C-16 CH 1,26 (m) 28,9 28,2
C-17 CH 1,25 (m) 55,9 56,0
C-18 CHs 0,67 (s) 12,0 11,9
C-19 CHs 0,99 (s) 19,4 -
C-20 CH * 36,2 36,1
C-21 CHs 1,01 (d, J= 6,5 Hz) 18,8 18,8
C-22 CHz 0,93 (m) 33,9 33,9
C-23 CHz 0,85 (m) 26,1 26,0
C-24 CH * * 45,8
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Posicéo Tipo onl ocl dc Literatura
C-25 CH 1,65 (m) 29,1 29,1
C-26 CHs 0,82 (d, J=6,5 Hz) 19,9 19,8
C-27 CHs 0,77 (d, J= 6,5) 18,9 -

C-28 CH: 1,13 (m) 25,4 23,0
C-29 CHs 0,64 (m) 12,0 12,0

Table 4. System elution and gradient of the mobile phase of the analysis in HPLC-DAD.

Time (minuts) Gradient
A B
0-10 100% 0%
11-20 40% 60%
21-30 100% 0%
0-20 100% 0%
21-30 40% 60%
31-40 100% 0%
0-30 100% 0%
31-40 40% 60%
41-50 100% 0%

A= trifluoroacetic acid (TFA) 0.01%; B= acetonitrla HPLC grade.

Table 5. Factorial planning used in the fingerprint of C. cujete.

Factors
Levels : i i
Gradient (time) | Flow (ml/min)
+ 50 min 0,8
0 40 min 1,0
- 30 min 1,2
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ABSTRACT

The genus Crescentia L. (Bignoniaceae) is present in tropical America, and has plants widely
used in folk medicine for skin problems, wound healing, insecticide, anemia, back pain and
diabetes. However, phytochemical studies and biological activities conducted with species of
the genus are scarce. This study aimed to analyze, through a systematic review, the works in
the literature about the genus Crescentia L. with chemical and/or biological studies of the
species of this genus. A systematic review was carried out by consulting the specialized
databases using the keyword "Crescentia™ and the selected items after full reading. Preliminary
research has identified 131 articles, and 32 articles were selected for full analysis. Among the
main biological activities already carried out with species of this genus there is the antibacterial,
cytotoxic and antioxidant. The most prevalent chemical compounds that have been isolated of
this genus are the class of terpenes, better known as iridoids, among other classes. Chemical
and biological studies carried out with this genus shows the great potential of these species for

future studies.

KEYWORDS: Crescentia; Bignoniaceae; Systematic Review.
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INTRODUCTION

The Bignoniaceae family belongs to order Lamiales™ being represented by 82 genera and 827
species distributed primarily in pantropical and most diverse in region neotropical, especially
in dry forests.[? It is the most important family of liana of the Americast®], in Brazil having its
major center of diversity with 32 genera and 391 species.*! Of the eight tribes in this family is
divided, only Tecomeae, Bignonieae and Crescentieae occur in Brazil.F

The genus Crescentia L. has six to seven species restricted to tropical America from Mexico,
the Amazon region of Brazil and the West Indies.>" Plants quite grown due to its ornamental
value, mainly due to the form of fruit.[l Some species are well known, they being the Crescentia
cujete L., widely cultivated throughout the neotropical region since prehistoric times, C. alata
HBK occurring from Mexico to Costa Rica, C. amazonica Ducke in the Amazon and Orinoco
river on top of, and are three other species of Crescentia that are endemic to the West Indies. !
The botanical perspective the species Crescentia are small trees 5-10 m tall, with alternate
leaves, yellowish green flowers, split calyx, tubular corolla, unilocular ovary with many eggs,
fruit shaped like a berry, hard, ovoid or globose with many seeds.["]

In Brazil the fruits are used in folk medicine for skin problems, healing of wounds, insect
repellent and anemial®®; the leaves are used to back pain and diabetes.*%' However,
phytochemical studies and biological activities conducted with species of the genus are scarce.
In this context, this study aimed to analyze, through a systematic review, the works in the
literature about the genus Crescentia L. dealing on chemical and/or biological studies which
have been carried out with species of this genus.

MATERIALS AND METHODS

A systematic review was conducted through a literature search between the months of October
2015 to January 2016, including all articles published until the period of the survey, conducted
by consulting the specialized databases Scielo, Pubmed, Capes Journal, Lilacs, Embase, Dare,
Cochrane Library, Scopus and Science Direct, using the keyword "Crescentia”. The selection
of manuscripts is based on the criterion Phytochemistry area of interest, including articles
published in any language, and articles with the keyword in the title, abstract or full text, well
as studies reporting some biological/pharmacological activity in vitro and/or in vivo extracts,
fractions and/or compounds isolated from any species of Crescentia genus.

After selection of the manuscripts, the complete reading of the articles was conducted. The

resulting articles were manually reviewed in order to identify and exclude those who did not fit
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the criteria. Six different biological activities reported were found for species, and 58 different

isolates compounds belonging to different chemical classes.

RESULTS

Preliminary research has identified 131 articles: 10 of Scielo, 5 of Lilacs, 22 of Pubmed, 2 of
Science Direct, and 92 of Scopus. However, among these, 41 were indexed in two or more
databases and have been considered only once, resulting in 88 articles. After a screening of the
titles, abstracts and full text, 34 articles were selected, while the remainder did not meet the
inclusion criteria. A flowchart illustrating the progressive selection methodology and numbers
of each phase is shown in [Figure 1]. The selected articles are arranged in accordance with the
biological activities of the species and isolated compounds, and according to the chemical

composition of species.

DISCUSSION

Biological/pharmacological activities of genus Crescentia

A significant number of articles reported biological and pharmacological activities of isolated
compounds, extracts and/or fractions of different parts of the Crescentia genus, described in
[Table 1].

The studies of the species of Crescentia, all treat pre-clinical studies and has not been reported
in the literature any clinical study. Most studies are related to in vitro assays, although it has
also been reported to pharmacological evaluation in vivo in some cases. We found biological
studies, well as chemical, only two species of the genus Crescentia, the Crescentia alata and
Crescentia cujete.

Among the main biological activities of species of this genus, highlights the antibacterial
activity. In a study conducted by Pio-Leon et al.[*?l was evaluated bactericidal and bacteriostatic
activity in vitro of extracts of fruits of against 17 strains (11 Gram-negative, 6 Gram-positive)
obtained from clinical isolates provided by an laboratory, and four strains ATCC (American
Type Culture Collection), two Gram-negative and two Gram-positive. The study revealed that
the chloroform extract has greater activity against Gram-positive bacteria, while the hexane
extract was more active against Gram-negative bacteria and showed bactericidal activity against
all tested strains. Rojas et al.[**! also found similar results, where the hexane and chloroform

extract were active against Gram-positive bacteria, the methanol extract showed activity against
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Streptococcus pneumoniae and Streptococcus pyogenes, in addition of the chloroform extract
inhibited the yeast Candida albicans.

The leaves, stem barks and roots of C. cujete showed remarkable antibacterial activity,
especially chloroform extract of the root against Gram Positive.[*¢! The stem bark extract
showed better activity than the extract of the leaves and are related to the chemical constituents
present, even considering that some organisms were selectively more sensitive to an extract
than to the other.[]

Another activity carried out with the two species is cytotoxic, tested against Artemia salina L.,
Aedes aegypti, and against the macrophage cell line J774.A1.12821 The results showed that the
extract of leaves was lethal for A. salina larvae, but no significant cytotoxic effect on the cell
line macrophages J774.Al. The extract of the fruits produced no toxic effects on larvae of A.
aegypti and A. salina.

The cytotoxicity of C. cujete on the inhibition of seed germination and development of weeds
Senna obtusifolia L. and Mimosa pudica Mill. was evaluated, demonstrating excellent results
in low concentrations of the extract.[??l Another study suggested that the fruit of the species is
abortive in ruminants.*8l

The C. alata fruit were also tested as biocides against the insect Spodoptera frugiperda JE
Smith., using the methanol extract.’?] It was observed that four fractions produced mortality 40
to 80%, mainly due to iridoids, which are the main constituents of C. alata, showing that the

species has the potential to be considered as a source of bioinsecticides against S. frugiperda.

The stem bark of C. alata were studied by Rodriguez-Lopez et al.[?*! for spasmolytic activity
on spontaneous contractions of the isolated rat ileum, not being found positive result. With the
same extract of the bark tested the antioxidant activity comparing the result with the activity
shown by the alkaloid papaverine, also not getting positive results.

The ethanol extract of the leaves of C. alata was evaluated for anti-inflammatory activity in
vivo on rat paw edema induced by carrageenan, and showed exert significant anti-inflammatory
activity to the highest dose tested.!**!

The antioxidant activity of the leaves, stem bark and fruits C. cujete were tested by the methods
of the free radical scavenging 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ferric reducing power
(FRP), equivalent antioxidant capacity Trolox (EACT), and the oxygen radical absorbance
capacity (ORAC).[?>281 The leaves show properties have substantial elimination of free radicals
by DPPH and FRP methods. However, for EACT and ORAC methods, the extract of the fruits
showed no activity.
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Another activity held was the ability to neutralize hemorrhagic effect of poisonous snake bites,
using the ethanol extract of C. cujete fruit, against the poison of snakes Vipera russelli and
Bothrops atrox, showing activity only to neutralize the venom V. russelli.[?”-2l

The leaves and stem bark of C. cujete were further evaluated for anti-inflammatory activity
using the in vitro method of stabilizing red blood cells in human blood (HRBC) in which was

observed a great potential for membrane stabilization. ¢!

Chemical constituents of the genus Crescentia L.

Chemical studies found in this study show that were isolated in this genus flavonoids, phenolic
acids, terpenes, especially iridoids, naphthoquinones, steroids and glycosides, identified by
spectrometric methods, described in [Table 2] and shown in [Figure 2].

From the ethanol extract of C. alata leaves were isolated three flavonoids, two glycosylated.*%]
The kaempferol showed anti-inflammatory activity in vitro in the protection induced by
endotoxin in J774.A1 macrophages that directly inhibit the L-arginine-NO.['®! They was also
isolated four terpenes of the iridoid class, using the methanol extract of the ripe fruit, considered
the major constituents of the species and those responsible for larvicidal activity against S.
frugiperda.?®

Seven furanonaphthoquinones and two furofuranonaphthoquinones C. cujete were isolated
from MeCOEt extract of the stem bark, and tested for selective activity against genetically
modified yeast rad 52 RS322YK, based on the differential response of repair deficient strains
of DNA.[29-30]

The vanillic acid and 4-hydroxybenzoic acid, isolated from the chloroform extract of C.
cujete root, are indicated as the main responsible for the antibacterial activity presented by the
fraction.l™ It is also observed that there is a clear relationship between antioxidant activity and
phenolic content presented plant. !

In a study done by Coe and collaborators?® were not found alkaloids in C. cujete.
However, the efficacy of the species in the above-described biological activities is due to the
presence of other types of secondary metabolites, such as triterpene class of the iridoids,

flavonoids, glycosides, phenols, saponins, steroids and tannins. 2%
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CONCLUSION

This review showed that the Crescentia L. genus has not yet been extensively studied
in relation to Phytochemistry, and most found jobs refer to preliminary phytochemical
screening and some biological activity. The most studied species are the fruits of Crescentia
cujete and Crescentia alata. According to the study we concluded that were isolated and
identified 58 compounds of different chemical species Crescentia distributed in triterpenes,
steroids, flavonoids and phenolic acids, thus forming the chemical constitution of Crescentia
genus. More emphasis is given to the iridoids, most frequent class, and the fruit and stem bark
are the parts of the plant from which the iridoids were isolated more frequently. It was also
observed that many extracts of species Crescentia have presented different biological activities
as well as their chemical compounds already isolated, thus demonstrating the potential of these
species. The results found in this study may help direct future research for the isolation of novel

compounds, as well as drive new pharmacological investigations.
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Figure 1. Representative flowchart of the review of the steps.
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Figure 2. Structures of isolated compounds in species of Crescentia L.
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Table I: Biological activity of extracts and fractions of the species Crescentia.

Species Extract Part of the Plant Biological Activity Reference
C. alata Methanolic Leaves Anti-inflammatory and [19]
cytotoxic
Methanolic Fruit Antioxidant (31
Hexanic and Fruit Antibacterial [12]
chloroform
Methanolic Bark Spasmolytic [24]
Hexanic, Fruit Antibacterial [13]

chloroform and

methanolic
Methanolic Fruit Larvicide (23]
C. - Fruit Cytotoxic [18]
cujete Hexanic, Root Antibacterial [15]

chloroform and

methanolic
Methanolic Leaves and stem Antibacterial [17]
bark
Nd Leaves and stem Antibacterial [14]
bark
Aqueous Leaves Cytotoxic [20]
Ethanolic and Leaves and stem Antioxidant [25]
fractions: bark
petroleum ether,
chloroform, ethyl
acetate and
aqueous
Methanolic Aerial parts Antioxidant and cytotoxic [32]
Ethanolic Fruit Cytotoxic and genotoxic 21]
Aqueous Fruit Antioxidant [26]
Ethanolic Leaves Antibacterial (33]

Ethanolic Fruit Antiophidic [27]
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Species Extract Part of the Plant Biological Activity Reference
Ethanolic Leaves and stem  Anti-inflammatory and (341
bark antibacterial
Ethanolic and Fruit Cytotoxic [22]

ethyl acetate
fraction
Ethanolic Fruit Antiophidic [28]
Nd= No determined.

Table 11: Chemical constituents found in species Crescentia L.

Species Name References
C.alata (1) Rutin [19]
(2) Kaempferol 3-O-rutinoside

(3) Kaempferol
(4) 68,78,8a,10-tetrahydroxy-cis-2-oxabicyclo[4.3.0]Jnonan-3-one (2
(5) 64,75,8a,10-tetra-phydroxybenzoyl-cis-2-
oxabicyclo[4.3.0]nonan-3-one
(6) 15,6p,7a,8a,10-pentahydroxy-cis-2-oxabicyclo[4.3.0]nonane
(7) 6-hydroxy-2-oxabicyclo[4.3.0]A%%-nonen-1-one
C. cujete (8) p-sitosterol [35]
(9) Stigmasterol
(10) a-amirin
(11) B-amirin
(12) Palmitic acid
(13) Stearic acid
(14) Aucubin
(15) Asperuloside
(16) Plumieride
C. cujete (8) p-sitosterol [15]
(17) Ursolic acid
(18) Vanilic acid
(19) 4-hydroxybenzoic acid
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Species Name References

C.cujete (20) (2S,3S)-3-hydroxy-5,6-dimethoxydehydroiso-a-lapachone [29]
(21) (2R)-5,6-dimetoxydehydroiso-a-lapachone
(22) (2R)-5-metoxydehydroiso- a-lapachone
(23) 2-(1-hydroxyethyl)nafto[2,3-p]-furan-4,9-dione
(24) 5-hydroxy-2-(1-hydroxyethyl)nafto[2,3-B]-furan-4,9-dione
(25) 2-isopropenilnafto[2,3-f]furan-4,9-dione
(26) 5-hydroxydehydroiso- a-lapachone

C.cujete (27) 3-hydroxymethylfuro[3,2B]nafto[2-3d]furan-5,10-dione [30-36]
(28) 9-hydroxy-3-hydroxymethylfuro[3,23]nafto[2-3d]furan-5,10-
dione

C.cujete (29) 2R,4S)-2-O-B-D-glucopyranosyl-2,4-pentanediol (371

(30) (2R,4S)-2-O-p-D-glucopyranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranosyl-
2,4-pentanediol
(31) (2R,45)-2-O-B-D-xilopyransyl-(1—6)-p-D-glucopyranosyl-
2,4-pentanediol
(32) (R)-4-O-B-D-glucopyranosyl-4-hydroxy-2-pentanone
(33) (R)-4-O-B-D-glucopyranosyl-(1—6)-B-D-glucopyranosyl-4-
hydroxy-2-pentanone
(34) (R)-1-O-B-D-apiofuranosyl-(1—2)-p-D-glucopyransoyl-1,3-
octanediol
(35  (R)-1-O-B-D-Glucopyranosyl-(1—6)-p-D-Glucopyranosyl-
1,3-octanediol
(36) 6-O-(p-hydroxybenzoyl)-D-Glucose
(37) Acantosideo D
(38) p-D-glucopyranosyl benzoate
(39) (R)-1-O-B-D-glucopyranosyl-1,3-octanediol
(40) B-D-fructofuranosyl 6-O-(p-hydroxybenzoyl)-a-D-
glucopyranoside

C.cujete (41) Crescentin | [38]
(42) Crescentin |
(43) 6-O-(p-hydroxybenzoyl)-eucomiol
(44) Crescentina IV
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Species

Name

References

C. cujete

(14) Aucubin

(45) 6-O-p-hydroxybenzoyl-6-epiaucubin

(46) Agnuside

(47) 5,7-bisdeoxicinanchoside

(48) Ajugol

(49) 6-0O-p-hydroxy-benzoylajugol

(50) Ningpogenin

(51) Ningpogenin-10-O-B-D-glucopyranoside
(52) 3,4-dehydroningpogenin

(53) 3,4-dehydroningpogenin-10-O-B-D-Glucopyranoside
(54) Crescentoside C

(55) 6-O-p-hydroxybenzoyl-10-deoxyeucommiol
(56) 6-Obenzoyl-10-deoxyeucommiol

(57) and (58) 6-O-benzoyl-dihydrocatalpolgenin (a mixture of two

compounds)

(50) Ningpogenin

[39]




