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Resumo
SILVA, J.P.R Estudo fitoquimico, atividades antioxidante e
anticolinesterasica da espécie Solanum paniculatum L. 2022. 78
p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual do

Piaui. Teresina.
A espécie Solanum paniculatum L é popularmente conhecida no Brasil como

jurubeba, tendo diversas aplicagdes na medicina popular, no tratamento de
algumas doengas como resfriados, problemas renais, hepaticos e até o diabetes.
O objetivo deste trabalho foi promover a produgado dos extratos etandlicos e
hexanicos das cascas do caule e das folhas da S. paniculatum, realizar os
estudos fitoquimicos e atividades antioxidante e anticolinesterasica. A analise
quimica dos extratos foi realizada através de técnicas de prospeccao fitoquimica,
identificando de maneira qualitativa as seguintes classes de metabdlitos:
alcaloides, saponinas, flavonoides, triterpenos, taninos, cumarinas, esteroides e
antraquinonas. Através da cromatografia em camada delgada (CCD) pode-se
observar o EHFS como promissor, logo fez-se uma cromatografia filtrante até
chegar na fracdo FSP-1, analisada pelas técnicas de RMN de 'H e 3C e
infravermelho, resultando no isolamento do Espinasterol, um importante
esteroide vegetal. Na analise por CG-EM pode-se determinar a presenga de
compostos fendlicos, esteroides, terpenoides e hidrocarbonetos. A analise com
a CLAE determinou a presencga de catequina, epicatequina, acido clorogénico,
acido salicilico e seringaldeido. A atividade antioxidante (DPPH e ABTS)
apresentou excelentes resultados para o EEFS para ambos os radicais
correspondendo a 18,36 + 0,71(ABTS) e 33,46 + 2,64 (DPPH), e moderada
atividade para EECS 26,07 + 1,24 (ABTS) 51,88 + 3,12 (DPPH), estes
resultados podem estar relacionados a presenca de muitos compostos fendlicos
nos extratos. O teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase apresentou
atividade forte para EECS e EHFS com percentuais de inibicdo de 71,49% e
70,05% respectivamente e moderada para EEFS e EHCS com 34,84% e 32,50%
respectivamente, este estudo revelou o amplo potencial desta planta como um
possivel fitoterapico e contribuir cientificamente para um melhor entendimento
sobre sua composigao e atividade.

Palavras-chave: Prospeccgao fitoquimica, atividade antioxidante,

acetilcolinesterase.



Abstract

SILVA, J.P.R Phytochemical study, antioxidant and
anticholinesterase activities of the species Solanum paniculatum L.
2022. 78 p. Dissertation (Master in Chemistry) — State University of Piaui.

Teresina.
The species Solanum paniculatum L is popularly known in Brazil as jurubeba, having

several applications in folk medicine, in the treatment of some such as colds, kidney
problems, liver problems and even diabetes. The objective of this work was to promote
the production of ethanolic and hexane extracts from the stem and leaf barks of S.
paniculatum, to carry out phytochemical studies and antioxidant and anticholinesterase
activities. The chemical analysis of the extracts was performed using phytochemical
prospection techniques, qualitatively identifying the following classes of metabolites:
alkaloids, saponins, flavonoids, triterpenes, tannins, coumarins, steroids and
anthraquinones. Through thin layer chromatography (TLC) EHFS can be seen as
promising, then filtering chromatography was performed until reaching the FSP-1
fraction, analyzed by 'H and '3C and infrared NMR techniques, received in the isolation
of Spinasterol, an important plant steroid. In the analysis by GC-MS, the presence of
phenolic compounds, steroids, terpenoids and hydrocarbons can be determined. An
HPLC analysis determined the presence of catechin, Epicatechin, Chlorogenic Acid,
Salicylic Acid and Seringaldehyde. The antioxidant activity (DPPH and ABTS)
presented excellent results for the EEFS for both radicals corresponding to 18.36 +
0.71 (ABTS) and 33.46 + 2.64 (DPPH), and moderate for EECS activity 26.07 + 1.24
(ABTS) and 51.88 + 3.12 (DPPH), these results may be related to the presence of
many phenolic compounds in the extracts. The acetylcholinesterase enzyme inhibition
test showed strong activity for EECS and EHFS with inhibition percentages of 71.49%
and 70.05% respectively and moderate for EEFS and EHCS with 34.84% and 32.50%
respectively, this study revealed the wide potential of this plant as a possible herbal
medicine and scientifically contribute to a better understanding of its composition and

activity.

Keywords: Phytochemical prospection, antioxidant activity, acetylcholinesterase
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Atualmente, as plantas medicinais séo utilizadas por grande parte da populagéo
mundial, como um recurso alternativo para o tratamento de diversas enfermidades.
Estas plantas produzem substancias bioativas que sdo responsaveis por suas
atividades terapéuticas sendo utilizadas pela sociedade em geral e comunidades
tradicionais 2. O ministério da Saude criou a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos levando em conta a necessidade do reconhecimento da medicina
tradicional como parte integrante dos sistemas de saude, apresentando assim os
fitomedicamentos como um nicho promissor no mercado, ocasionando o
fortalecimento da capacidade tecnoldgica desta categoria, que no Brasil devido a
imensa biodiversidade apresenta-se com uma enorme potencial 34.

Dentre inumeras plantas utilizadas no territorio brasileiro, a espécie Solanum
paniculatum L. que € conhecida popularmente como jurubeba, jurubeba verdadeira,
jubeba, juripeba, jurupeba, dentre outros, sendo uma planta nativa da américa do sul,
apresenta porte arbustivo atingindo em média 4 m de altura a espécie € encontrada
praticamente em todas as regides do pais em especial a nordeste e centro-oeste onde
se encontram em mais abundancia 5.

A espécie se destaca também por ser promissora como planta medicinal,
apresentando grande utilizagdo no meio popular, sendo consumida através de chas,
garrafadas, conservas e suas frutas sdo usadas como alimento ®7. Estudos
preliminares da composicao quimica dos extratos aquosos de talos, folhas e raizes da
S. paniculatum revelaram a presenga de carboidratos, saponinas, glicosideos
cardioténicos, antraquinonas, flavonoides e taninos. Constituintes volateis das folhas
da S. paniculatum, utilizando CG-EM, revelaram a presenga majoritaria de varios
componentes, sendo em sua maior parte o benzaldeido, seguido pelo cianeto de
benzila e isoforona em estudo das cascas e folhas da planta 8.

Os extratos da jurubeba, sao utilizados como fitoterapicos no tratamento de

resfriados, problemas renais, diabetes, problemas hepaticos, digestdo, gastrite
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cronica, anemias, entre outras. O cha de suas folhas é utilizado para curar a ressaca,
apds o uso exacerbado de alcool e a infusdo de suas flores € indicada para bronquite
e tosse 8910 Essas atividades podem estar atreladas a presenga de compostos que
tem eficiéncia em captura de radicais ou seja podem apresentar atividade
antioxidante.

A verificacdo da atividade antioxidante corresponde a capacidade de que
algumas substancias tem para retardarem reagdes de degradagao oxidativa, ou seja,
reduzem a velocidade da oxidagao através de um ou mais mecanismos, como inibi¢ao
de radicais livres ''. Algumas técnicas que proporcionam a verificagdo através de
ensaios espectrométricos, através de extratos ou compostos isolados de plantas,
estudos demonstram que ha uma relagdo direta entre uma alimentagdo rica em
antioxidantes com a diminui¢&o do risco de doengas cardiacas ou neurodegenerativas
como a Doenga de Alzheimer (DA)2.

A acetilcolina (ACh), constitui um neurotransmissor essencial para uma funcao
cognitiva normal, a enzima acetilcolinesterase (AChE) é responsavel pela diminui¢ao
da eficiéncia dos processos que envolvem a ACh, ocasionando problemas
colinérgicos como a (DA) sendo uma doenga neurodegenerativa multifatorial,
atingindo primordialmente a populagdo mais idosa. Algumas plantas medicinais sao
referenciadas como inibidores da AChE podendo aumentar a atividade colinérgica,
aliviando os sintomas cognitivos '3, ocasionando uma melhora dos sintomas
cognitivos e comportamentais e quando tratados com inibidores da AChE, esses,
aumentam os niveis de ACh 4.

Portanto, a presente pesquisa visa tragar o perfil fitoquimico dos extratos
etandlicos e hexanicos das folhas e cascas da S. paniculatum, através da prospeccgao
fitoquimica preliminar, cromatografia em camada delgada (CCD) e algumas técnicas
espectrométricas de identificagdo (Infravermelno e RMN de 'H e '3C, além de
cromatografia gasosa (CG-EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),

analisando as atividades antioxidante e atividade anticolinesterasica dos extratos.
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1.1 Objetivos

1.1.2 GERAL
Analisar o perfil fitoquimico dos extratos etandlicos e hexanicos das folhas e
cascas da S. paniculatum, e suas atividades bioldgicas in vitro.
1.1.3 ESPECIFICOS
e Coletar a jurubeba e produzir a sua exsicata.

e Obter extratos brutos das cascas e folhas.

e Verificar por prospecgao fitoquimica preliminar, cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia filtrante a presenca de metabolitos secundarios;

e Detectar através da cromatografia gasosa (CG-EM) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) a presenca de metabdlitos secundarios.

¢ Avaliar as atividades antioxidantes, anticolinesterasica dos extratos etandlicos

e hexanicos das folhas e cascas da S. paniculatum.



Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

O uso de plantas para fins medicinais, corresponde a uma pratica antiga e de
grande relevancia para o tratamento das mais diversas doengas, uma vez que o0s
conhecimentos conquistados com o passar do tempo, resultaram em um conjunto de
informacdes, saberes e praticas que sédo reconhecidos como parte fundamental da
medicina tradicional pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) '°

Nesse sentido, a OMS considera como medicinal toda espécie vegetal que
possua substancias bioativas, ou seja, apresenta propriedades e usos terapéuticos
6 Em levantamentos feitos pela OMS, constatou-se que cerca de 80% da populacédo
mundial tem utilizado plantas consideradas medicinais com o objetivo de tratar ou
prevenir enfermidades 7

As plantas sao fontes de valiosas substancias com potencial atividade
terapéutica, as classificadas como medicinais, tém demonstrado com o passar dos
anos a sua importancia e representam um relevante e promissor caminho para
descoberta de novos compostos com atividade farmacoldgica '81°. Mesmo com os
avangos da medicina atual, somente o valor aproximado de 30% dos farmacos
avaliados como agentes terapéuticos, sdo derivados ou originarios de produtos
naturais 2°

De acordo com Silva et al. (2014) 2!, o uso de plantas na produgdo de
medicamentos é de fundamental importancia, principalmente devido as suas
bioatividades, abundancia na natureza, facil acesso e de baixo custo, podendo ser,
também, cultivadas nos mais diversos lugares, como na propria casa ou
comunidade. De acordo com Atanazov et al. (2015) '® aumentou o interesse e
frequéncia em pesquisas cientificas, pelos estudos farmacolégicos de compostos

de origem botanica nos ultimos 30 anos.
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Diversos medicamentos foram e estdo sendo desenvolvidos a partir de estudos
realizados com plantas com potencias medicinais, dentre eles podemos destacar de
acordo com Cragg e Newman (2013) 22: a quelina, presente em Ammi visnaga e
usado no tratamento de psoriase, a reserpina, isolado a partir de Rauwolfia
serpentina e utilizado como anti-hipertensivo; irinotecano (CPT-11) derivado de
Camptotheca acuminata e usado no tratamento do céancer; e vitiligo; galegine,

isolado de Galega officinalis L dentre inumeros outros.

Diante disso, percebe-se a importancia da pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos no Brasil, os quais podem ajudar na cura de patologias,
sendo uma possivel alternativa as drogas sintéticas e possivelmente com menos
efeitos colaterais, ou minimizando as consequéncias das mesmas, por meio de
baixos custos 23. Logo, faz-se necessario o incentivo a entidades que produzem
pesquisas, levando assim ao desenvolvimento e melhorias das mais diversas areas

da ciéncia e consequentemente da saude 4.

2.2 Género Solanum

O género Solanum L. corresponde a0 maior e mais complexo género da
familia Solanaceae, apresentando atualmente 1.230 espécies nos quais se
encontram a presenca de diversos compostos fitoquimicos como os metabdlitos
secundarios: alcaloides, Terpenos, flavonoides, saponinas, Taninos dentre outros.
Dentre Varias espécies do género, algumas espécies sao bastante utilizadas no dia
a dia e tem importante interesse econémico como o tomate (Solanum lycopersicum),
batata (Solanum tuberosum), berinjela (Solanum melongena) e espécies com

propriedades medicinais dentre as quais se destaca Solanum paniculatum 2526,

2.2.1 Espécie Solanum paniculatum L.

A Solanum paniculatum L., popularmente chamada de jurubeba, é encontrada
na maior parte da América, no bioma do Cerrado ?’. O género Solanum tem uma
grande variedade de espécies, as quais geralmente sdo aplicadas e confundidas
constantemente com a S. paniculatum, que sao encontradas em forma de arbusto
de até 3 metros de altura, contém espinhos curtos, as folhas sédo polimorfas, inteiras

com lobos, verde-escuras na parte superior e verde-claras na posterior. Possui
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flores, sendo o da espécie estudada de coloracéao lilas, as quais apresentam cinco
pétalas unidas, tem cinco anteras amarelas, bem vistosas e comprida. Os frutos séo
esverdeados, com formato redondo e com sementes lenticulares 28 e frequentemente

sao bem atrativas.

Ela pode ser encontrada em areas umidas e molhadas, como em baixadas, e
geram frutos com alcaloides glicosilados, que variam de tamanho 7. As plantas da

familia Solanaceae constitui o porte herbaceo, arbustivo ou arbéreo 2°.

2.2.2 Levantamento de Estudos Fitoquimicos Preliminares através da

metodologia de Matos 2009

Estudos preliminares da composi¢cao quimica dos extratos aquosos de talos,
folhas e raizes de S. paniculatum revelou a presenga de carboidratos, saponinas,
glicosideos cardiotbnicos, antraquinonas, flavonoides e taninos, no entanto n&o foi
apresentado relatos de isolamento de metabdlitos essenciais para essa espécie. O
estudo dos constituintes volateis das folhas de S. paniculatum, utilizando CG-EM,
revelou a presenca de varios componentes, sendo em sua maior parte o
benzaldeido, seguido pelo cianeto de benzila e isoforona 28, o que corrobora com

Godinho et al (2015)® em estudo das cascas e folhas da planta.

De acordo com Coutinho (2009)?8, na verificagao da parte hexanica do extrato
metandlico através de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa
(CG/EM), obteve-se os achados de acidos graxos, esteroides, jasmololona,
nootkatone, sapogeninas esteroidicas tigopgenona e diosgenona e o sesquiterpeno

9,10-diidrocapsenona.

Terco e Lima (2016) 2°, em andlises das classes de metabolitos secundarios do
extrato etandlico das folhas da Solanum paniculatum, viram a presenca efetiva de
alcaloides com uso de reagentes Wagner e de Dragendorff; glicosideos
cardiotonicos pelos reagentes de Keller-Killiani, Lieberman, Baljet, Raymond—
Marthoud pela fluorescéncia; taninos condesados, saponinas; triterpenos e

esteroides obtidos pelo reagente Lierbermann- Buchard, esses componentes de



22

grande importancia para estudos fitoquimicos. Nos frutos foram vistas a presencga de
alcaloides, glicosideos cardiotdnicos, cumarinas, taninos, saponinas e triterpenos,
todas essas substancias sdo essenciais na criacdo de novos farmacos e fortalecem

a ideia de que essa planta tem principios substanciais terapéuticos.

Foram identificadas apds obtencdo de extratos hidroalcodlicos das cascas e
folhas da planta, a presenca de flavonoides em teste com cloreto férrico e hidroxido
de sadio, taninos em reativo de cloreto férrico, acetato de chumbo neutro e acetato
de cobre, antraquinonas em reacao com hidréxido de sddio, além de resinas e
saponinas espumidica 3°. Se evidencia a presenca de alcool dicetbnico, ésteres
alifaticos, hidrocarbonetos e outros compostos terpenoidicos através da fragao volatil
dos frutos de S. paniculatum, expressando uma maior quantidade de substancias

essenciais do que nas folhas 28,

Lobo et al., (2010) 3! por meio dos extratos etandlicos das raizes de Solanum
paniculatum analisaram a atividade antibacteriana do composto, e concluiu que o
extrato apresenta agédo contra P. aeruginosa, E. coli e S. aureus, isso pode ser
associado a sua quantidade elevada de alcalbides e taninos na composicéo. Ainda,
Tendrio et al (2016) 32, relatam a presencga de atividade antidiarreica, através de

experimentos do extrato de raizes.

Segundo Endringer et al., (2009) 33, ao analisarem as folhas da S. paniculatum
e sua atividade Quimiopreventiva, observaram que a fracédo de diclorometano
(CH2Cl2) da planta tem atividade inibidora de NF-kB e ainda a atividade de Indugéo
de Elemento de Resposta Antioxidante (ERA) para extrato de fragdo de EtOAc
(Acetato de etila). Notaram a inibicdo de ciclo-oxigenase-1 (COX-1). O extrato de
CH2Cl2 da planta apresenta-se com atividade moderada no teste de Inibicdo de
Ornitina Descarboxilase (ODC), e isso evidencia que a Solanum paniculatum é um
elemento quimioprevenente propicio do cancer, sendo assim esse estudo revelou a
necessidade de realizacido de mais pesquisas dos compostos da planta, a fim de

descobrir a eficacia contra patologias que até entdo nao tem cura.

Diversos alcaloides esteroidais e saponinas ja foram isolados de S.
paniculatum, como, jurubina (2) e solanina (3), solanidina (4); bem como algumas

saponinas: isojuripidina (5), isojurubidina (6), isopaniculidina (7) e paniculidina (1) 34.
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Treze espécies de Solanum foram testadas quanto a sua bioatividade em relacéo a
Artemia salina e apenas quatro delas apresentaram-se inativas, uma das quais foi

Solanum paniculatum 35.
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Figura 2.1 Algumas estruturas de substancias ja encontradas na S. paniculatum
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2.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante corresponde a capacidade de uma molécula em doar
elétrons, reduzindo em determinadas biomoléculas influenciando nas mais diversas
fungbes dos organismos vivos 36. Logo a absorgdo de substancias antioxidantes
exdgenas, por exemplo, através da dieta, € necessaria para a manutencdo do
balango oxidativo e da saude do organismo humano 7.

Os efeitos antioxidantes presentes em alimentos tém sido comprovados por
diversas pesquisas; em particular, para as especiarias, como alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) e salvia (Salvia officinalis) 3. Os flavonoides s&o substancias naturais
com estruturas fendlicas variaveis. Mais de 4000 flavonoides ja foram identificados,
sendo que os mais numerosos consistem nos flavondis, flavonas, antocianidinas e
isoflavonas. Uma das suas caracteristicas mais marcantes € a capacidade de atuar
como antioxidantes, sequestradores de radicais livres °.

A capacidade antioxidante dos flavonoides € atribuida ao poder redutor do
grupo fendlico, o qual reduz os radicais livres e produz o radical fenoxila, por sua
vez, é estabilizado por ressonancia. Esta capacidade € influenciada pelo numero de
hidroxilas presentes, pelas suas posi¢cdes e pelas posicdes de glicosilacdo destas
moléculas 2. Os compostos fendlicos sdo os antioxidantes mais abundantes na dieta
humana, podendo atingir 1g de consumo diario 7. Dentre os compostos fendlicos,
uma das classes mais importantes € a dos acidos hidroxicinamicos, sendo que o seu
principal representante é o acido caféico, o qual ocorre esterificado ao acido quinico,
sendo conhecido, nesta forma, como acido clorogénico .

A vegetacgado do nordeste brasileiro apresenta diversos exemplares da familia
Solanaceae, rica em metabdlitos secundarios ativos. O género Solanum apresenta
uma variedade grande de saponinas esteroidais e glicoalcaldides, os quais atuam
promovendo a resisténcia natural destas plantas contra as pragas °. Segundo Al-
Fatimi e colaboradores 4!, os extratos de Solanum nigrum L. apresentaram uma das
maiores capacidades antioxidantes entre 10 espécies vegetais, testadas pelo
método do sequestro do radical livre estavel 2,2-difenil1-picril-hidrazil (DPPH).
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2.4 Atividade anticolinesterasica

Os neurdnios colinérgicos estao relacionados com importantes fungdes como
o alerta, o controle motor, o aprendizado e a memoria, e todas essas agdes exercidas
pela ACh estdo prejudicadas quando ha deficiéncias na secregdo desse
neurotransmissor “2. A sintese da ACh é processada no neurdnio a partir da
acetilcoenzima A e da colina, catalisada pela colina acetiltransferase (ChAT). A
transmissao sinaptica ocorre quando a ACh é liberada das vesiculas na fenda e se
liga a receptores nicotinicos e muscarinicos. Em seguida, a ACh disponivel é
hidrolizada pela AChE produzindo colina e acetato (Figura 2.2) que serao

reaproveitados para a sintese de ACh 43,

Terminal

do axénio MitocOHndria

Vesmula

Colina Receptor

colinérgico

= .//

Celula pos sinaptica

Acetato —__

Acetilcolinesterase {AG hE)

Figura 2.2 Mecanismo de agao da Acetilcolinesterase. 1- A ACh é sintetizada a partir
da colina e acetilcoenzima A, catalisada pela ChAT. 2 - Na fenda sinaptica pode se
ligar a receptores colinérgicos e € rapidamente metabolizada pela enzima AChE,
gerando colina e acetato. 3 - Colina é transportada de volta para o neurénio pré-
sinaptico e utilizada para sintetizar mais ACh. VINUTHA, B. et al*3

A AChE é uma enzima cuja agao é crucial na propagagao do impulso nervoso,
sendo responsavel pela inativagdo do neurotransmissor acetilcolina 44. Evidéncias

demonstram que doengas neurodegenerativas como o Alzheimer se relacionam com
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a degeneracao do sistema colinérgico, devido principalmente a diminui¢gdo dos niveis
plasmaticos de acetilcolina 42. A ACh desempenha o papel de mediador quimico de
sinapses do SNC e periféerico (SNP) envolvido em aspectos ligados ao
comportamento, atengéo, aprendizado e memdria 5. Quando o impulso nervoso
chega ao axénio terminal, a ACh sofre exocitose, sendo liberada na regiao sinaptica,
onde é atraida e interage com os receptores colinérgicos do proximo neurdnio 4647,

A AChE é uma enzima pertencente a familia das colinesterases e é alvo para
o desenvolvimento de novas drogas, dado o papel importante que desenvolve no
funcionamento das sinapses colinérgicas presentes no SNC e SNP 4648 No SNP, a
AChE é responsavel pelo controle nos impulsos nervosos, dos batimentos cardiacos,
pela contracdo de musculos lisos, dilatagado de vasos sanguineos e no SNC modula
o controle motor, a memoaria e cognigdo 4°. Os inibidores da AChE impedem a enzima
colinesterase de degradar a ACh, aumentando tanto o nivel quanto a duragdo da
acao do neurotransmissor e podem ser divididos em dois grupos: irreversiveis e
reversiveis .

A inibicdo da AChE tem sido amplamente estudada como biomarcador de
neurotoxicidade, visto que, inibidores reversiveis possuem aplicagdes terapéuticas,
enquanto os irreversiveis estdo associados a efeitos toxicos no organismo %0,

A interagdo da ACh com os receptores leva a continuidade da transmisséo
dos impulsos nervosos, porém o excesso de transmissdo nervosa pode levar a
problemas de funcionamento do corpo #6. Com a inibicdo da enzima AChE, o
neurotransmissor ACh nao pode ser hidrolisado resultando em uma quantidade
anormal que leva a possiveis efeitos tdxicos no organismo °'. A AChE tem uma
atividade catalitica muito alta, isso porque cada molécula da enzima é capaz de
degradar aproximadamente 25.000 moléculas do neurotransmissor ACh por
segundo em colina e acido acético %2. A atividade normal da AChE no cérebro é
imprescindivel para o bom funcionamento do 6rgao, visto que as alteracdes na sua
atividade geralmente estdo acompanhadas de sinais de toxicidade

neurocomportamental 4.
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Capitulo 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Coleta da amostra vegetal

O material vegetal coletado constitui-se das folhas, flores, frutos, caules e
raizes da espécie S. paniculatum coletados em Carreiras, no municipio de Caxingo,
no Estado do Piaui, localizada a latitude 03°25'03" sul e a longitude 41°53'46" oeste,
a coleta foi realizada no més de outubro de 2018 figuras 3.1 e 3.2. Apds o ato da
coleta foi preparada uma exsicata da amostra vegetal, posteriormente a amostra foi
identificada pela botanica Profa. Dra. Ivanilza Moreira de Andrade. A exsicata foi
depositada no Herbario Delta do Parnaiba (HDELTA), na Universidade Federal do
Delta do Parnaiba (UFDPar), em Parnaiba - Piaui, sob o tombo de numero 004638.
O projeto para realizagdo desse trabalho foi cadastrado na plataforma SisGen
(Sistema Nacional de Gestao de Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado) com o numero: ABF52A6.

Figura 3.1 Fotografia da Solanum paniculatum, em Carreiras no municipio de
Caxingo, PI.
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Figura 3.2 Fotografia da Flor da Solanum paniculatum, em Carreiras no municipio

de Caxingo, PI.

3.2 Preparacao dos extratos

O material vegetal foi separado em folhas (0,950 kg), caules e cascas (1Kg)
ambas as partes foram secas, apds esse processo € moidas em um triturador
industrial modelo JBM 30 de 2L de capacidade e separadas para preparo dos
extratos etandlicos e hexanicos. Os procedimentos de produgao dos extratos foram
realizados no Laboratério de Bioprospecgao de Moléculas Bioativas (LABIMOBI) da
Universidade Estadual do Piaui (Parnaiba-Pl) e Nucleo de Pesquisa Biotecnologia e
Biodiversidade (NPBio) da Universidade Estadual do Piaui (Teresina-Pl).

Para a produgao dos extratos etandlicos das folhas da S. paniculatum (EEFS)
e extrato hexanico das folhas (EHFS), foram utilizados 200g das folhas pulverizadas,
das quais 100g foram adicionadas a 1000 mL de etanol absoluto e os outros 100g a
1000 mL de hexano P.A. Foram extraidas trés vezes consecutivas em um extrator
de aco inoxidavel a temperatura ambiente pelo método de maceragdo. Para a
producédo dos extratos etandlicos das cascas da S. paniculatum (EECS) e extrato
hexanico das cascas (EHCS) foram utilizados 400g das cascas pulverizadas e
adicionadas a 1000 mL de etanol absoluto e 1000 mL de hexano P.A, sendo 100 g
para EECS e 300 para EHCS.
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Figura 3.3 Imagem da Preparacéo dos extratos brutos

Apds 07 dias, os extratos foram encaminhados para o Nucleo Interinstitucional
de Estudo e Geragdo de Novas Tecnologias (GERATEC- UESPI), onde foram
submetidos a evaporagdo do solvente em evaporador rotativo FISATOM 80L,
modelo 550, série 0946331, 230v, 60Hz, 1200w, até a obtenc&o dos quatro extratos.

Figura 3.4 Fotografia da retirada dos solventes por evaporagao rotativa dos extratos



Figura 3.5 Fotografia dos extratos brutos prontos

3.3 Triagem fitoquimica por prospecc¢ao preliminar dos extratos

hexanicos e etandlicos da S. paniculatum

A triagem e prospeccao fitoquimica foi realizada obedecendo ao protocolo
descrito por Matos (2009) 53 onde foram testadas a presencga das seguintes
classes de metabdlitos secundarios: saponinas, antraquinonas, cumarinas,
flavonoides, alcaloides, terpenos, esteroides e taninos. Os resultados obtidos
baseiam-se nas reacdes de precipitacado, aparecimento de espuma e mudancga
de coloracdo, o que se caracteriza como propriedades dos constituintes

quimicos que compdem a planta, ou seja, uma analise qualitativa.

3.3.1 Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 2 mL do extrato, adicionou-se trés
gotas de solugao alcodlica de FeCls a 5% (5 g de Acido Férrico em 100 mL de
agua) agitou-se a fortemente e observando se houve qualquer variagao de cor,
onde foi realizado um teste em branco (H20 +FeCls) para comparagdo dos
resultados. Resultado esperado: A coloragao variavel entre o azul e o vermelho
indica a presenga de fendis, quando for negativo o teste branco. Precipitado
de tonalidade azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis, e verde, a
presenca de taninos condensados.

30
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3.3.2 Teste para flavonoides

Em 2 mL do extrato, adicionou-se alguns centigramas de fita de
magnésio e 2 mL de HCI concentrado, feito através do teste de Shinoda, o
termino da reacgéao € indicada pelo fim da efervescéncia. Resultado esperado:
Aparecimento da coloracdo vermelha variavel de parda a vermelha indica a

presenca de flavonoides no extrato.

3.3.3 Teste para alguns flavondides (antocianinas,
antiocianidinas, flavononas, flavonois, xantonas, chalconas,

auronas e flavononais)

Foi acidulado a pH 3, alcalinizou-se outro a pH 8,5 e o terceiro a pH 11.
Observando-se qualquer mudanga na coloragdo do material. Resultado
esperado: Aparecimento de cores diversas indica a presengca de varios

constituintes.

3.3.4. Teste para esterdides e triterpendides

Foi feito através da reacao de Lieberman- Burchard (anidrido acético +
acido sulfuarico concentrado). Em 2 mL de solugao do extrato, foi adicionado 3
mL de Cloroférmio, com 2 mL de anidrido acético, este foi suavemente agitado
e acrescentado de forma cuidadosa 3 gotas de H2SOs concentrado, onde
agitou-se repetidamente observando se ocorreu aparecimento de coloragéo.
Resultado Esperado: Coloracdo azul evanescente seguida de verde
permanente é indicativa da presenca de esterodides livres. Coloragao parda até

a vermelha indica a presenca de triterpendides pentaciclicos livres.

3.3.5. Saponinas
Em 2 mL do extrato, adicionou-se 2 mL de cloroférmio e 5 mL de agua
destilada, filtrando-se logo apds para um tubo de ensaio. Posteriormente, a

solugao foi agitada permanentemente por 3 minutos e observou-se a formagéo
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de espuma. Resultado esperado: espuma persistente e abundante (colarinho)

indicara a presencga de saponina (heterosideos saponinicos).

3.3.6. Alcaloides

Em 2 mL de solugéo do extrato, alcalinizou-se com quinze gotas de
hidréxido de sddio a 1% (ou NH4OH até pH 11), acrescentou-se 2 ml de agua
e adicionou-se 2 mL de cloroférmio. Foi desprezada a fracdo aquosa e
acrescida na fragéo cloroférmica quinze gotas de acido cloridrico a 1%, em
seguida foi extraida com 2 mL de agua. A fragao cloroférmica foi desprezada e
os testes foram realizados com a fragdo aquosa acida, onde se acrescentou
trés gotas do reagente de Mayer (Cloreto de mercurio + lodeto de potassio)
para a verificacdo da presenca de alcaldides. Esperando-se a formacéo de

precipitado floculoso é indicativo da presencga de alcaldides.

3.3.7 Antraquinonas

A identificacdo de antraquinonas, ocorreu atraves da reacdo de
caracterizagcao, chamada de reacdo de Borntager, a qual requer certas
circunstancias para os compostos analisados, como a permanéncia de
hidroxilas nas posigdes 1 e 8 do nucleo antraquindnico, levando a identificagao
das antraquinonas glicosidicas do tipo O-glicosideos e os C-glicosideos. Na
reacao Borntager direta colocou-se os extratos em tubos de ensaios diferentes,
nos quais foram adicionados 4 mL de éter etilico, agitados durante 2 minutos,
logo apos foi adicionado 1mL de solugao de hidroxido de amdnia (NH4OH) 10%
ao extrato organico, a presenga das coloragdes rosa ou avermelhadas nos
forneceriam a evidéncia da presenga de antraquinonas nas amostras

analisadas como na figura 3.6.
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Préprio autor, 2019.
Figura 3.6. Identificacdo quimica de antraquinonas, tubos de ensaio com

EHFS, EEFS e EECS, respectivamente (Reacéo Borntager Direta).

Foi realizado a reagdo de Borntager indireta com hidrélise para detecgéo
de O-glicosideos, na qual os extratos foram misturados agua destilada (20mL)
e aquecidos até a fervura, logo apos foram adicionados 5mL de acido cloridrico
(HCI) a 10% sob fervura, apés o resfriamento os preparos foram transferidos
para um funil de separacdo e adicionados 5mL de cloroférmio (CHCIs) e
agitados para melhor extragdo, logo depois as misturas foram mantidas em
repouso até a divisdo das fases, foram coletados as fases organica de cada
amostra para tubos de ensaios, onde foram adicionados 3mL de solugao de
hidroxido de aménia(NH4OH) 10%, agitados e deixados em repouso em
seguida. O mesmo foi feito com a fase aquosa acida para identificagdo de C-
glicosideos. Onde a coloragao résea ou avermelhada indicaria a presenca

antraquinonas como apresentado na figura 3.7.
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Préprio autor, 2019.

Figura 3.7. |dentificagdo quimica de antraquinonas, tubos de ensaio com EEFS
e EECS respectivamente (Reagao Borntager Indireta). Fonte:

3.3.8 Cumarinas

Para evidenciar a presenca de cumarinas foram realizados analise
indiretas por irradiacao de luz U.V. (365 nm), onde cada extrato foi solubilizado
em 50mL de éter e posteriormente, para cada extrato, foram colocadas 2 gotas
do mesmo extrato, em posicdes distintas, em papel filtro, o resto da solugao foi
dividido dois tubos de ensaio. Na sequéncia do experimento adicionou-se 2
gotas de hidréxido de sédio (NaOH) em cima apenas de uma das posi¢oes da
amostra anteriormente aplicada no papel de filtro, a mesma solugao foi
adicionada em um dos tubos de ensaios (tanto o ponto no papel como o tubo
de ensaio sem adi¢gao de NaOH funcionaram como controle negativo), tanto os
papeis de filtro e os tubos de ensaios forma expostos a luz U.V. (365nm), a
presenca de florescéncia azul-esverdeada indicaria a presenca de cumarinas

na amostra como apresentado na figura 3.8.
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Fonte: Proprio autor, 2019.

Figura 3.8 Identificagdo quimica de cumarinas a esquerda EEFS, EECS e a
direita EHFS.

3.4 Cromatografia em camada delgada (CCD) e Isolamento dos

Constituintes Fixos

Com os extratos das folhas e cascas da S. paniculatum, ja concentrados
€ Secos, iniciou-se a realizagao da cromatografia em camada delgada (CCD)
com objetivo de comparar os extratos recém preparados quanto a sua
composicao de metabdlitos secundarios, na CCD foram utilizados indicadores
como vanilina, e sulfato cérico (reveladores) e reagente de dragendorff
(indicador das classes de alcaloides e antraquinonas). Apos a analise feita pela
CCD, o extrato mais promissor (que apresentou melhores resultados em
relagéo a prospecgao e CCD), seguiu para o fracionamento em coluna aberta.

O extrato hexanico das folhas (EHFS), foi adsorvido em quantidade
apropriada de silica-gel por meio de atrito mecanico em geral de porcelana e
acondicionado sobre silica-gel em uma coluna aberta eluida com hexano,

cloroférmio, acetato de etila e etanol, para obtencdo dos respectivos eluatos.
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Os metabdlitos secundarios existentes nos eluatos foram identificados e
separados, apos sucessivos tratamentos cromatograficos, onde os eluatos
foram adsorvidos e empacotados em colunas cromatograficas contendo silica-
gel.

As quantidades de silica-gel utilizadas variaram para cada fracionamento,
conforme a quantidade e o grau de pureza da amostra. Os fracionamentos
cromatograficos foram acompanhados através da obtengdo de fragbes, as
quais posteriormente foram reunidas conforme semelhanga dos constituintes
quimicos revelados através de cromatografia em camada delgada, referida
como CCD.

3.5 Métodos Espectrométricos

3.5.1 Espectroscopia de absorc¢ao de luz na regiao do infravermelho
(IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em
Espectrdmetro Perkin Elmer®, modelo FT-IR Espectrum 1000 da Central
Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade

Federal do Ceara, utilizando pastilhas de KBr para analises das amostras.

3.56.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN '3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
1H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN 1'3C),
unidimensional, foram obtidos em espectrémetros Bruker®, modelo Advance
DPX-300, pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN-UFC), operando na frequéncia do hidrogénio a 300,13 MHz e
a frequéncia do carbono a 75,47 MHz e a 125,75 MHz. O solvente utilizado nas
dissolugbes das amostras para obtengdo dos espectros foi o cloroférmio
deuterado (CDCls), comercializado pela Merck® e Aldrich®.
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Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes
deuterados utilizados: cloroformio 7,27 ppm. Nos espectros de carbono-13, os
deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos dos carbonos-13 dos
solventes: cloroformio (77,23), metanol (49,15), acetona (206,68; 29,92) e
benzeno (128,39). As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros
de RMN 'H foram indicadas segundo a convengao: s (simpleto), sl (simpleto
largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), t (tripleto), dt
(dupleto de tripleto), td (tripletos de dupletos) e m (multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer),
foi utilizada na determinagdo do padréo de hidrogenacdo dos carbonos em
RMN '3C, aplicando angulo de nutagao de 135° (CH e CHs com amplitude em
oposigao aos CH2). Os carbonos nao-hidrogenados foram caracterizados pela
subtracdo dos sinais do espectro CPD (Composite Pulse Decoupling) e DEPT
135°. A descricdo dos carbonos pelo padrdao de hidrogenagdo seguiu a
convencao: C (carbono nao-hidrogenado), CH (carbono metinico), CH:2

(carbono metilénico) e CHs (carbono metilico).

3.6 Analise através da CG-EM dos extratos hexanicos e
etandlicos das cascas e folhas da S. paniculatum

As andlises de CG-EM dos extratos etandlicos e hexanicos das folhas e
cascas da S. paniculatum, foram realizadas no Laboratério de Pesquisas em
Produtos Naturais (IFAL), em um cromatégrafo a gas, acoplado a
espectrometro de massas Shimadzu, modelo GC/MS-GCMS-QP2010CN Ultra,
equipado com injetor split/splitless (250°C), coluna cromatografica capilar do
tipo DB-1 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), com fase estacionaria
composta de 100% dimetilpolissiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,10 um de espessura de filme.

A programacao de temperatura iniciou a 50°C onde permaneceu por 5
minutos, sendo elevada em seguida para 250°C com taxa de crescimento de
5°C/min, onde permaneceu por 35 minutos. A temperatura da camara de
ionizagao e da interface entre CG/EM foram 200°C e 250°C, respectivamente.
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Gas hélio foi usado como gas de arraste com fluxo de 1,69 mL/min (100 kPa) e
utilizado o modo splitless. Para a injecao, foi preparada uma solugéo de 1mg/L
de cada extrato no seu respectivo solvente de extragao, ou seja, em etanol e
hexano. Posteriormente 1 pL dessa solugao foi injetado no cromatégrafo. O
espectrometro de massas operou a 70 eV no modo SCAN (Full Scan). A

quantificacdo dos compostos foi realizada por normalizagao de area.

3.7 Analise através da CLAE dos extratos etanodlicos das
cascas e folhas da S. paniculatum

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas no Laboratorio de Pesquisas em Produtos Naturais (IFAL) em
cromatoégrafo analitico, marca Shimadzu modelo LC-20 A. Controlador CBM-
20A, detector UV-Vis com arranjo de diodos (DAD), modelo SPD- M20 A,
coluna Nuleodur® 100-5 Macherey-Nagel, C18, 5um (250 x 4,6 mm). Os
extratos e os padrdes foram filtrados em cartucho de extracido em fase sélida
reversa chromabond® C18-ec da Macherey-nagel e disco de filtro de 0,45 pm.
Posteriormente, todas as amostras foram filtradas em membrana filtrante
Chromafil® Xtra PTFE- 20/25 de 25 mm e poro de 0,20 ym. A eluicédo foi
realizada com MeCN:H20:AcOH (0,2% v/v), em um modo de gradiente de
eluicdo (5 — 100% em 50 min) e fluxo de 1,0 mL/min, inje¢do de 20 uL das
amostras a concentracao de 1,0 mg/mL e temperatura do forno da coluna de
40°C.

Os cromatogramas foram monitorados a 290 nm. A identificagcdo de
compostos no extrato foi realizada por comparagéao do tempo de retencéo (tR)
e espectros de UV com aqueles obtidos injetando os padrdes: acido salicilico,
acido galico, acido clorogénico, acido cumarico, catequina, epicatequina e

seringaldeido preparados sob as mesmas condi¢des.

3.8 Analises das atividades antioxidantes através das técnicas
do DPPH e ABTS

A atividade antioxidante in vitro dos extratos EECS, EEFS, EHCS e EHFS
foram realizadas no Centro de Pesquisas em Biodiversidade e Biotecnologia
(BIOTEC), na Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar), através
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do método de sequestrador de radical, utilizando-se o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo - DPPH (Sigma-Aldrich) e o 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) - ABTS (Sigma-Aldrich). Os extratos foram testados nas
concentragdes de 500; 250; 125; 62,50; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91 uyg. mL-'. O
Trolox foi utilizado com controle positivo nas concentragdes de 25; 12,50; 6,25;
3,13; 1,56; 0,78; 0,39; 0,20 ug. mL" e o etanol como branco. Em microplacas
de 96 pocos aliquotas de 50 uL do extrato em diferentes concentracdes foram
adicionadas a 150 pL de solucdo etandlica do radical a ser testado, apds a
adicao dos compostos a serem testados e transcorrido 30 minutos de reagao a
temperatura ambiente na auséncia da luz, a absorbancia das amostras foi
determinada em um leitor de microplacas (SpectraMax 19, Molecular Devices,
LLC, USA), o experimento foi realizado em triplicata. A ICso (concentragdo que
fornece 50% de inibigéo) foi calculada plotando a concentragdo da amostra em
relacdo ao efeito de eliminagao correspondente dose resposta utilizando-se o
software GraphPad Prism 6.

Para o ensaio com DPPH utilizou-se a metodologia de Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995) %4, com adaptagbes. O DPPH foi preparado a 100 uM,
conforme Scherer e Godoy (2009) °° encontra-se dentro da faixa de linearidade
para as solucbes de DPPH, a absorbancia foi aferida utilizando-se o
comprimento de onda de 517nm. A atividade antioxidante além de ICso também
foi expressa como o indice de atividade antioxidante (IAA), calculado da
seguinte forma: IAA = Concentragao final do DPPH*® (ug. mL") / IC% (ug. mL-"),
de acordo com Scherer e Godoy (2009) %. Assim, o IAA foi calculado
considerando a massa do DPPH e a massa do composto testado na reacéo,
resultando em uma constante para cada composto, independente da
concentragdo de DPPH ponto radical e da amostra utilizada. Os autores 545°
em seu trabalho consideraram que os extratos vegetais testados por eles
apresentam atividade antioxidante pobre quando |AA<0,5, atividade
antioxidante moderada quando |IAA entre 0,5 e 1,0, forte atividade antioxidante
quando IAA entre 1,0 e 2,0 e muito forte quando IAA > 2,0.

O radical ABTS foi preparado de acordo com Re (1999) °7, o ABTS foi
dissolvido em agua a uma concentragdao de 7 mM. O cétion radical ABTS

(ABTS™) foi produzido por reagao da solugédo estoque de ABTS com potassio



41

2,45 mM persulfato (concentragao final) e permitindo a mistura permanecer no
escuro em temperatura ambiente por 12-16 h antes de usar. Como o ABTS e o
persulfato de potassio reagem estequiometricamente a uma proporg¢ao de 1:
0,5, este resultara na oxidacdo incompleta do ABTS, a absorbancia foi

determinada em 734 nm, em placas de 96 pogos como anteriormente descrito.

3.9 Anadlises da inibicdao da enzima acetilcolinesterase pelos
extratos

Os testes de inibicdo para a enzima AChE frente aos extratos EECS,
EEFS, EHCS e EHFS, foram realizados em leitor de microplaca usando o teste
de Elman e colaboradores (1961)% modificado por Rhee e colaboradores
(2001) °.

Inicialmente, 1 mg do extrato foi solubilizada em 100 pL de etanol sendo
adicionado 900 uL de Buffer A (Tris/HCI 50 mM, pH 8). Concentracbes de 1
mg/mL (solugdo mae), 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 mg/mL foram preparadas em
solugédo tampao 50 mM Tris-HCI, pH 8, e 10% de metanol) foram misturados
com 25 uL de ATCI (lodeto de acetilcolina 15mM), 125 uL de DTNB, 50 uL de
Buffer B (Tampao) e 25 uL da enzima AChE (0,22 U/mL) em todos os pogos da
placa que contem a amostra.

Um branco (todos os compostos com excegdo do extrato) também foi
preparado. Todas as amostras foram analisadas em ftriplicata. A reacao foi
monitorada por 5 min em 405 nm. O medicamento rivastigmina (Exelon®) foi
usado como padrao positivo e como controle negativo foi utilizado o Tampao
(0,1% de metanol em 50 mMol/L Tris-HCI, pH 8, 10%). A porcentagem de
inibicdo da substéancia isolada e da rivastigmina foram calculados em Excel de
acordo com a equagao 1. Os valores da concentragéo inibitéria média (Clso)
foram obtidos por intermédio de plotagem Log-Probit.

velocidadedareaciodaamostra
I(%)=1- £ x100

velocidadedareagaodobranco

(Equacao1)

Onde: | (%) atividade anticolinesterasica.
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3.10 Estatistica

A analise foi realizada pela técnica estatistica Anova two-way foi utilizada
para o teste de DPPH e ABTS, onde realizou-se analises de multiplas
comparacoes feitas por teste de Tukey usando o programa software GraphPad

Prism 6. As diferengas significativas foram feitas com p < 0.05.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparacgao dos extratos

Os extratos foram obtidos a temperatura média de 40 °C para os extratos
hexanicos e 60°C para os extratos etandlicos, foram obtidas para os EHFS de
massa 21,119g (~21,1%) e EEFS de massa 48,394g (~48,4%), EECS de
massa 18,3289 (~17,92%) e EHCS de massa 4,859 (~1,6).

4.2 Triagem fitoquimica de acordo com a metodologia de Matos
(2009) dos extratos hexanicos e etandlicos das folhas e cascas

da S. paniculatum.

Os metabdlitos secundarios sao responsaveis pelas propriedades
medicinais das plantas, as técnicas de extragao facilitam o isolamento dessas
classes de substancias®, para uma melhor compreensao deste estudo, utilizou-
se o ensaio fitoquimico segundo a metodologia de Matos (2009) %3, buscando
avaliar de maneira qualitativa a composicao dos extratos produzidos buscando
assim identificar os diferentes tipos de metabdlitos secundarios presentes nos
extratos da S. paniculatum.

Na analise fitoquimica dos extratos de S. paniculatum revelaram a possivel
presenca das saponinas, esteroides, flavonoides, alcaloides, triterpenos,
cumarinas, antraquinonas e taninos condensados. Em andlise preliminar
realizada com os 4 extratos pode-se identificar os seguintes grupos de
metabalitos, demonstrados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Identificagao preliminar dos metabdlitos secundarios nos extratos
etandlicos e hexanicos das folhas e cascas da S. paniculatum. Presencga (+);

Auséncia (-)

Grupos de Metabdlitos

EECS EEFS EHFS EHCS
Taninos condensados + + + -
Esteroides + + + -
Triterpenos + + + -
Flavonoides + + + -
Saponinas + + - +
Alcaloides + + - -
Antraquinonas + + - -
Cumarinas - + - -

De acordo com a analise do EEFS e EECS, identificou-se a presenca de todas
as classes de metabdlitos testadas, o que esta de acordo com o trabalho de Terco e
Lima (2016) ¢ em relagédo as mesmas classes testadas, onde através de analises do
extrato etandlico das folhas da S. paniculatum, observaram a presenga efetiva de
alcaloides, glicosideos cardiotonicos, taninos condensados, saponinas, triterpenos e
esteroides, compostos organicos de grande importancia para estudos fitoquimicos.

No estudo de Godinho et al. (2015) 8, foram identificados nos extratos
hidroalcodlicos das cascas e folhas da S. paniculatum, a presencga de flavonoides,
taninos, saponinas o que corrobora com os resultados dessa pesquisa. Atraves da
metodologia utilizada para analise dos extratos obtidos detectou-se a presencga de
praticamente todos os metabdlitos secundarios analisados para os extratos EEFS,
EHFS E EHFS, o que corrobora com a literatura, com excecdo do EHCS que
apresentou somente a classe das saponinas, vale lembrar que EHCS nao foi

utilizado em nenhuma pesquisa anterior.
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4.3 Cromatografia em camada delgada (CCD) e Isolamento dos
Constituintes Fixos

Apods analise em CCD o extrato hexanico das folhas de S. paniculatum (EHFS)
apresentou-se mais promissora devido as demais placas se mostrarem muito
escuras por conta da marcante presenga de compostos graxosos, entao foi realizada
uma cromatografia filtrante de 2,00g de EHFS que produziu quatro fragdes: uma
hexanica com 580 mg (EHFS-H); cloroférmica com 825 mg (EHFS-C); acetato de
etila com 311 mg (EHFS-Ac) e metandlica com 254 mg (EHFS-M). Devido ao maior
rendimento obtido em massa, a fracdo EHFS-C foi analisada. Apds sucessivas
cromatografias da fragcdo EHFS-C (825 mg) obteve-se a fragdo denominada de FSP-
1(12,3 mg) que se apresentou como cristais amorfo e soluvel em cloroférmio e com
ponto de fusdo 150,2 — 151,7 °C.

O espectro na regido do infravermelho de FSP-1(anexo 1) mostrou uma banda
intensa em 3448 cm™ correspondente a deformacgdo axial da ligagdo O-H
caracteristica de alcool, além de bandas em 2945 cm-"' correspondente a C-H e 1459
e 1380 cm™' relacionadas a deformagdes da ligagdo C-H de carbonos alifaticos.
Também foi observada uma banda em 1654 cm' referente a deformagao axial de
ligagdo C=C, e outra banda em 1065 cm-'! representado uma deformacao axial de
ligacdo C-O.

Através da andlise de espectro de RMN '3C-BB (75 MHz, CDCIz) de FSP-1
(anexo 2) verificou-se a presenga de 29 linhas espectrais. Comparando-se os
espectros de RMN 3C-BB e RMN 3C- DEPT 135° (75 MHz, CDCI3) de FSP-1
(anexo 3), pdde-se deduzir a presenca de onze absorgdes correspondentes a
carbonos metinicos, nove absor¢cdes de carbonos metilénicos e seis absor¢gdes de
carbonos metilicos. Por diferengca de espectros, constatou-se a auséncia de trés
absorgoes relativas aos carbonos n&ao-hidrogenados, como apresentados na Tabela
4.2.
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Tabela 4.2 Deslocamento quimico RMN '3C de FSP-1 com padréo de
hidrogenagao

C CH CH: CH; TOTAL
139,7 138,3 39.6 12,4
43,5 129,6 38,2 13,2
34,4 117,6 29,8 21,5
71,2 37,3 21,2
56,1 31,7 19,2
55,3 29,6 12,2

51,4 255
49.6 23,2
41,0 21,7
40,4
32,0
Cs C11H11 CoH1s CeH1is CaoH47
CH-O C29H4s0

Utilizando-se da teoria do deslocamento quimico pdde-se inferir para de FSP-
1, a presenca de um carbono oxigenado em & 71,4 (C-3) e quatro carbonos olefinicos
em & 139,7 (C-8); 138,3 (C-22); 129,6 (C-23) e 117,6 (C-7).

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIl3) de FSP-1 (anexo 4) mostrou um
sinal em & 3,60 (m, 1H-3) atribuida a hidrogénio de carbono carbindlico. Foram
observadas também sinais em regiao de desprotecdo em & 5,15 (dd, J = 8,7; 14,7
Hz; 1H-7), 5,05 (dd, J = 8,4 Hz; 14,3 Hz; 1H-22) e 5,00 (dd, J = 8,1 Hz; 13,9 Hz; 1H-
23) referentes a hidrogénios de carbonos olefinicos, e dois sinais em 6 0,55 (s, 3H-
18) e 0,80 (s, 3H-19) caracteristicos de grupamentos metilas ligadas a carbonos n&o-
hidrogenados.

De acordo com os dados apresentados nestes espectros, pdde-se sugerir
para FSP-1 a férmula molecular C29H480, corroborada pelo espectro de massas
(E.M.) que apresentou razdo m/z igual 412 da (anexo 5) tendo, portanto, seis lacunas
de insaturacdo. Como duas insaturacoes estao relacionadas a duas duplas ligagdes,
as outras quatro restantes devem ser atribuidas a uma estrutura tetraciclica.

A presengca de carbonos olefinicos, dois grupamentos metila ligados a

carbonos nao-hidrogenados, nove carbonos metilénicos e um carbono metinico
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carbindlico, possibilitaram deduzir que FSP-1 trata-se de um esterdide contendo um
esqueleto do tipo estigmastano.

A comparagdo dos dados de RMN '3C de FSP-1(anexo 2), com os dados
descritos na literatura %8 para esteroides da série estigmastano (Tabela 4.3),
confirmou a identidade deste composto como sendo o esteroide estigmast-7,22-dien-

3-ol, conhecido também como Espinasterol representado pela figura 4.1.

Figura 4.1 estrutura do Espinasterol

Tabela 4.3 Analise comparativa dos deslocamentos quimicos & (ppm) de
RMN '3C de FSP-1 (75 MHz, CDCI3) com o Espinasterol Zhang et al. (2005)
58 (75 MHz, CDCla).

C FSP-1 Espinasterol
1 38,2 38,1
2 29,8 29,8
3 71,2 71,4
4 37,3 38,1
5 40,4 40,4
6 31,7 31,6
7 117,6 117,8
8 139,7 139,6
9 49,6 49,8
10 34,4 34,3
11 21,7 21,7
12 39,6 39,6
13 43,5 43,6
14 55,3 56,1
15 23,2 23,1
16 28,6 28,9
17 56,1 56,3
18 12,4 12,4
19 13,2 13,4
20 41,0 40,6
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21 21,5 21,7
22 138,3 138,2
23 129,6 129,6
24 51,4 51,6
25 32,0 32,0
26 21,2 21,5
27 19,2 19,1

28 25,5 25,5
29 12,2 12,4

O espinasterol € um esteroide bastante citado na literatura por apresentar
diversas atividades biologicas: antiulcerogénica %80 antidepressivo ', anti-
inflamatdrio 9263, antigenotdxico, antitumoral e antiproliferativo, descritos
por Villaserior et al. (1996) 64, Ntie-kang e Yong (2014) %°. Segundo Uchida K et al.
(1983) %5, o espinasterol foi responsavel pela diminuigdo da absorgdo do colesterol
em niveis plasmatico e hepatico em camundongos.

Sua atividade anticancer € bastante estudada para diversas linhagens de
células, como cancer do colo retal ¢, cancer de mama como observado em estudos
de Jeon et al. (2005) 8, este composto possui atividade antiproliferativa contra as
linhagens celulares de cancer cervical, indicando que o espinasterol pode ser
responsavel pela atividade antiproliferativa encontrada no extrato metandlico

de Stegnosperma halimifolium em estudos de Meneses et al. (2017) ©°.

4.4 Analise dos extratos hexanicos e etandlicos por Cromatografia
Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massa (CG-EM)

A cromatografia gasosa € uma das ferramentas mais Uteis para separagao e
andlise de compostos organicos que podem ser vaporizados sem sofrer
decomposicdo, a cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro de massa
(CG-EM), é uma técnica que torna possivel a analise de varias substancias em uma
mesma amostra’®.

A analise por CG-EM realizada no EECS, revelou a presenga de 46 compostos,
dentre eles se destacam a presenca das fungdes quimicas: hidrocarbonetos, acido
graxo, éster, aldeidos, acetatos e acidos carboxilicos, ja o extrato EEFS apresentou
28 compostos dentre eles se destacam as fungdes quimicas: hidrocarbonetos, éster

benzoato, cetonas e acetato.
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A andlise realizada no EHCS, revelou a presenga de 49 compostos dentre eles
se destacam a presenca das fungdes: hidrocarbonetos, fitoesterdides, haloalcanos,
acido carboxilico, éter e amida. A analise do EHFS, revelou a presenca de 49
compostos quimicos dentre eles se destacaram a presenga das fungdes quimicas:
hidrocarboneto, cetonas e éster. Alguns compostos apresentaram percentuais de
areas mais significativas e outros menos.

No caso do extrato EECS, os compostos: linoleato de etila, palmitato de metila,
estearato de etila (31), tridec-2-inil 2,2-dicloroacetato, apareceram com um maior
percentual relativo de area, sendo de 17,25%; 11,94%; 9,61%,7,79% e 7,50%
respectivamente. Em menor quantidade estdo os compostos: [(E)- but-2-enil] 2-
metilbutanoato com 0,11%, (2,4-dimetil-7-fenilmetoxi-2,3-di-hidrofuro [2,3-b] cromen-
9 a-il) acetato com 0,12% e o 2-nitrobutan-1-ol com 0,14%, como apresentado na
Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Analise quimica CG/MS doo EECS, e as respectivas porcentagens (%)
de contribui¢ao relativa de cada composto. (N) Numero do composto; (TR) Tempo
de Retencao; (FM) Formula Molecular e (MM) Massa Molar.

N° TR Compostos FM MM (%)
(Min)
1 3.025 Acetamida C2HsNO 59 1.50
2 6.427 Salicilato de metila CsHsO3 152 2.01
5 11.905 Acetato de 4-Terc-butilciclohexila C12H220- 198 0.99
6 13.062 3,7-dimetil-Nonano C11H24 156 1.86
7 13.167 Acetato de verdil C12H1602 192 0.71
9 17.628 Ftalato de dietila C12H1404 222 17.25
10 17.970 2,2-dimetil- Butano CeHua 86 0.86
1 19.380 Eter dioctilo C16H340 242 0.72

12 20.842  (2,4-dimetil-7-fenilmetoxi-2,3-di-hidrofuro ~ C22H220s5 366 0.12
[2,3-b] cromen-9 a- il) acetato

13 22126 1,2-Dibenzoil-3-metildiaziridina CsH1sN20 266 0.32
2
15 23.040 16-Heptadecenal Ci7H320 252 1.40
16 23.125  2-heptanona C7H140 114 0.44
17 23.864 Propionato de citronelil C13H2402 212 0.44
18 24.289 [(E) -but-2-enil] 2-metilbutanoato CoH1602 156 0.1
19 24.807 Ester metilico de Acido hexadecanoico C17H3402 270 3.71
20 25.192 Oxalato de 1- O- butil-2- O- ciclobutil C1oH1604 200 0.23
21 25.291 1,3-dioxolano, 2- (2,3-dimetil-1- C13H2202 210 3.46
ciclopenten-3-il) -2,4,5-trimetil-
22 26.131 Palmitato de metila C1sH3602 284 9.61
23  26.709 2-nitrobutan-1-ol C4sH9NO3 119 0.14
24 27.067 2,2-Diisopropil-1,3-dioxolano CoH1502 158 0.77

25 27.800 (Z) -3-Metilciclooct-1-eno CoH16 124 1.30
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28
29

30

31
32
34

35
37
38
39

40

41
42

43
44
45
46

27.950

29.020
29.135

29.277

29.723
33.072
35.168

36.172
39.016
40.380
40.639

41.101

41.558
41.827

42.982
44.223
44.652
45.467

Ester metilico de acido cis-7-
hexadecendico

Linoleato de etila

tridec-2-Inil 2,2-dicloroacetato

Carbonato de ciclohexilmetil 2,2-
dimetilpropil

Estearato de etila

2-metilpentanoato de metila

2- O- (4-cianofenil) 1- O -nonil benzeno-
1,2-dicarboxilato
2,2-dimetil-3-hexanona

1-iodo- Nonano
2,6,10,15-tetrametilHeptadecano
2,2-dimetilpropil 2,2,3,3,4,4,4-
heptafluorobutanoato
(5-metil-2-propan-2-ilciclohexil) 2-
metilpropano-2-sulfinato
1-bromo-2-metilPropano

Acetato de 22,23-dibromostigmasterol

2-metiloctacosano
5-metil-5-propilnonano
undec-1-in-4-ol

2-etilhexil 4-metilpentil sulfito

C17H3202

C20H3602
C1s5H24Cl2
02

C13H2403

C20H4002
C7H1402
Co4H27NO4

CgH160
CoH1ol
Co1Has
CoH11F702

C14H2802S

C4HgBI’
C31Hs0Br2
(O]}

C29He0
Ci3Hzs
C11H200
C14H3003S

268

308
306

228

312
130
393

128
254
296
284

260

136
612

408
184
168
278
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2.74

11.94
7.50

0.44

7.79
0.79
0.38

0.83
0.75
2.27
0.82

0.47

0.84
1.50

4.50
0.46
0.41
2.38

No EEFS os compostos que apresentaram

percentuais de areas mais

significativas foram: ftalato de dietila (58), 2-metilpropil 3 - [(4-butoxibenzoil) amino]
benzoato (59), salicilato de metila (48), 3,7-dimetilnonano (61), sendo de 36,67 %,

13,71%, 6,54% e 4,80% respectivamente.

Em menor quantidade estdo os

compostos: butil 2-oxoacetato (64) com 0,21%, (3,5-diacetiloxi-2-metilideno-6-

fenilmetoxioxan-4-il) acetato (68) com 0,26% e o etil N- formilcarbamoditioato (70)

com 0,25%, como apresentado no Tabela 4.5.

Tabela 4.5 Analise quimica CG/MS doo EEFS, e as respectivas porcentagens (%)
de contribuicao relativa de cada composto. (N) Numero do composto; (TR) Tempo
de Retencgao; (FM) Férmula Molecular e (MM) Massa Molar.

N° TR (Min) Composto FM MM (%)
48 6.408 Salicilato de metila CsHsOs3 152 6.54
49 7.077 2,2-dimetil-3-hexanona CsH160 128 1.42
50 9425 Acetato de 3-piridila C/H/NO, 137 0.33
51 10.262 3-hexanona CeH120 100 2.45
52 10.925 Oxalato de 2- O- butil-1- O- propil CoH16Os 188  0.63
53 11.894 Acetato de 4-terc-butilciclohexila Ci2H220, 198  3.13
54 13.057 2,2-dimetilButano CeH14 86 6.01
55 13.183 Acetato de 5-norbornen-2-il CoH1202, 152 2.36
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56 15.601 2,3,6-trimetil-Heptano CioH22 142 1.84

57 17112 2- O- heptil 1- O -pentil benzeno-1,2- CooH3004 334 0.33
dicarboxilato

58 17.626 Ftalato de dietila Ci2H1404 222  36.67

59 17.764 2-metilpropil 3 - [(4-butoxibenzoil) amino] CxHxN 369  13.71
benzoato O4

60 17.900 -2,3-dimetil 4 um, 8 um difenil-2,3,6,7-tetra- C20H2204 326 1.54
hidro- [1,4] dioxino [2,3-b] [1,4] dioxina

61 17.959 3,7-dimetilnonano C11H24 156 4.80

62 18.748 (E ) - N -fenilmetoxipentan-1-imina Ci2Hi7N 191 0.69

O
63 19.378 Butirato de alilo C/H120, 128 2.08
64 19.442 Glioxilato de butila CeH1003 130 0.21

65 20.650 (2,4-dimetil-7-fenilmetoxi-2,3-di-hidrofuro [2,3-b] CxH20s 336  0.37
cromen-9 a- il) acetato

66 22.149 Acetato de sdodio CHsNa 82 1.07
(O]

67 22.294 2-metilpropil pentil sulfito CoH2003 208 1.29
S

68 22.695 (3,5-diacetiloxi-2-metilideno-6-fenilmetoxioxan-4- Ci9H220s 378 0.26

il) acetato

69 23.032 Oxalato de 1- O- heptil -2- O -prop-2-enil Ci2H2004 228 0.59

70 23.475 Etil N- formilcarbamoditioato CsH/NO 149 0.25
So

71 24.841 Acido tetradecanoico, 12-metil-, metil éster, (S)- CieH3202 256  3.56

72 26.192 2-0O- butil 1-O- propil oxalato CoH10s 188 1.72

73 28.021 Anidrido propidnico CeH100O3 130 0.37

74 28.55 Acido 2-metilheptanoico CsHisO2, 144 1.32

No EHCS os compostos que apresentaram percentuais de areas mais
significativas foram: Heneicosano (108), Tetratetracontano (121), beta-sitosterol
(116), estigmasterol (112), sendo de 17,87%; 12,74%; 9,49% e 6,33%
respectivamente. Em menor quantidade estdo os compostos: (17 R) -17-hidroxi-
10,13-dimetil-1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodecahydrocyclopentala] fenantren-3-
ona (117) com 0,01%, (4 Z, 8 Z, 13 Z2) -1,5,9-trimetil-12-propan-2-ilciclotetradeca-
4,8,13-trieno-1,3-diol (122) com 0,05% e o 1-etoxioctano (77) com 0,07%, como

apresentado no Tabela 4.6.
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Tabela 4.6 Analise quimica CG/MS doo EHCS, e as respectivas porcentagens (%)
de contribui¢ao relativa de cada composto. (N) Numero do composto; (TR) Tempo

de Retengéo, (FM) Formula Molecular e (MM) Massa Molar.

N° TR (Min) Composto FM MM (%)
75 3.036 3-Heptafluorobutiroxipentadecano CioH31F7O 424 0.38
2
76 3.092 P-cimeno CioH14 134 0.23
77 3.167 1-etoxioctano CioH220 158 0.07
78 3.393 2-isopropilideno-5-metilhex-4-enal CioH16O 152 0.20
79 3.559 Undecano C11H2s 156 0.96
80 3.652 3-metil-2,4-diazabiciclo [3.2.0] heptano-1,5- CsHioNs 162 0.48
dicarbonitrila
81 3.778 1,2,4,5-tetrametilbenzeno CioH14 134 0.38
83 4.558 4-metilindano CioH12 132 0.26
84 4.706 5-etil-m-xileno CioH1s 134 0.30
85 5.570 Naftaleno CioHs 128 0.16
86 7.065 Tridecano CizHa2s 184 0.16
87 23.067 Acetato de fitila C2oH4202 338 0.24
88 34.458 1-Undecanol CiH24O 172 0.24
90 36.188 2-Bromododecano CioHa2sBr 248 0.12
95 40.423 2-metiloctacosano C29Hs0 408 8.20
96 40.669 Cloroformato de colesterol CasH4sCIO 448 2.39
2
97 40.863 3-beta-Acetoxystigmasta-4,6,22-trieno C31H4s0, 452 1.34
98 41.133 Colesta-2,4-dieno CorHas 368 6.38
99 41.358 terc- bultil 4- [4- [acetil (metil) amino] but-2-inil] CieH27N3 309 0.25
piperazina-1-carboxilato O3
101 41.606 Cholesta-4,6-dien-3-ol, (3.beta.) CoHssO 384 2.66
103 41.873 Estigmasta-5-eno-3-il éster de acido oleico C47He2O2 678 3.81
104 42.085 4- (iodometil) -4,5-dimetil-7, um -prop-1-en-2-il- CisHasl 332 0.81
2,3,3 um, 5,6,7-hexa-hidro-1 H -indeno
105 42.342 Acetato de 14-metilcolesta-2,8-dien-6-ilo C3oH402 440 0.14
106 42.392 1- O- butil 3- O -hexan-3-il propanodioato C13H2204 244 0.02
108 43.079 Heneicosano C21Haq 296 17.83
109 43.253 Acido p-diidroartemisininoximetilbenzoico Co3H3007 418 1.21
110 43.579 Ergost-5-en-3-0l, (3beta, 24R) CosH4sO 400 8.11
111 43.733 2,2, 2-trifluoroetil undecanoato Ci3H23F30 268 0.16

2



112
114

115
116
117

118
119
121
122

44.010
44.415

44517
44.704
44.875

44.995
45.058
45.509
45.825

46.290

Estigmasterol

446a,6b,8a,11,11,14 b -octametil-2,4 a,
5,6,7,8,9,10,12,12 a, 14,14 a- dodecaidro -1 H -
picen-3-ona

beta-Santalol
beta-Sitosterol

(17 R) -17-hidroxi-10,13-dimetil-
1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodecahydrocyclopenta [a] fenantren-3-ona

Pentacosano
Cholest-4-en-3-ona
Tetratetracontano

42 82 13 Z)-1,59-trimetil-12-propan-2-
ilciclotetradeca-4,8,13-trieno-1,3-diol

Beta-Sitostenona

CaoH40
C3oH4s0

C15H240
Ca29H500
C19H2802

CasHs2
Ca7H140
Ca4Ho0
C20H3402

C29H4s0

412
424

220
414
288

352
384
618
306

412
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6.33
0.61

0.10
9.49
0.01

1.84
1.24
12.74
0.05

0.60

No EHFS os compostos que apresentaram percentuais de areas mais

significativas foram: Heneicosano (170), Bis (2-etilhexil) ftalato (160), 6,10,14-
Trimetilpentadecan-2-ona (154), 2-metiloctacosano (172), sendo de 27,33%, 5,88%,

9,49% e 1,79% respectivamente. Em menor quantidade estdo os compostos: etil
(1 R, 2 R) -2-formilciclopropano-1-carboxilato (149), com 0,17%, Tridecano (134)

com 0,18% e 4-metoxi-3-hepteno (144) com 0,20%, como apresentado na Tabela

4.7.

Tabela 4.7: Analise quimica CG/MS doo EHFS, e as respectivas porcentagens (%)
de contribuicao relativa de cada composto. (N) Numero do composto; (TR) Tempo

de Retencao; (FM) Formula Molecular e (MM) Massa Molar.

N° TR Composto FM MM (%)
(Min)
124 3.407 (2,7,7-trimetil-6-biciclo [3.1.1] hept-2-enil) acetato Ci2H1802 194 043
125 3.569 Undecano C11H24 156 1.24
126 3.675 1,2,3,5-tetrametilbenzeno CioH1a 134 0.22
127 3.787 1,2,4,5-tetrametilbenzeno CioH1a 134 0.35
128 4.087 2,3-Epoxi-2-metilpentano CsH120 100 0.48
129 4.252 2-metil-1-fenilpropeno CioH12 132 0.59
130 4.433  (5-fluoro-2-nitrofenil) 4-metilbenzoato CuH1oFNO 275 0.20
4
131 4568 4-metilindano CioH12 132 0.15
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132
133
134
135
136
137

140
141
142
143
144
145
146

147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
160
165
166
169
170
172

4.711
5.586
7.082
9.670
10.086
10.501

12.883
13.199
13.438
13.610
14.000
14.066
14.225

14.359
14.428
15.417
15.535
17.105
17.645
23.054
23.156
31.040
31.477
32.090
33.104
35.194
39.708
39.884
42.511
43.048
44.997

2-etil-p-xileno

Azuleno

Tridecano
5-metil-2-heptanona
2,2-Dimetilpentan-1-ol

4,45 5-Tetrametil-2- (4,4,5,5-tetrametil-1,3-dioxolan-

2-il) -1,3-dioxolano

Acetato de 3-ciclohexen-1-il
2,4-dimetil-3-heptanol

1- (trimetilsilil) -1-propino

metil 2-metoxi-3-metilbut-2-enoato
4-metoxi-3-hepteno
2,2,3,4-Tetrametilhex-5-en-3-ol

1 - [(2-metil-5-nitro-1 H -imidazol-4-il) sulfanil] -3-
piperidin-1-ilpropan-2-ol

Acido 2-tiofenacético, éster octil
5-etil-3-hidroxi-4-metil-2 (5H) -furanona, (+)
etil (1 R, 2 R) -2-formilciclopropano-1-carboxilato
Diidroactinidiolida

(1-Metilnonil) ciclohexano

Ftalato de dietila

Pentadecanal
6,10,14-Trimetilpentadecan-2-ona

tributil 2-acetiloxipropano-1,2,3-tricarboxilato
3,7-dimetilnonano
4,8,12,16-Tetrametilheptadecan-4-olida
2-Etilhexil 4-metilpentil sulfito

Bis (2-etilhexil) ftalato

17-Pentatriaconteno

3,8-dimetil Undecano

2-metiloctacosano

Heneicosano

2-metiloctacosano

CioH14
CioHs
Ci3Has
CsH160
C7H160O
C14H2604

CsH120;
CoH200
CeH12Si
C7H1203
CsH160
C1oH200

C12H20N4O3
S

C14H2202S
C7H1003
C7H1003
C11H1602
CieH32
C12H1404
C15H300
C1gH360
C20H3408
Ci11H24
C21H4002
C14H3005S
C24H3804
CssH70
Ci3Has
Ca9Heo
C21Ha4
Ca9Heo

134
128
184
128
116
258

140
144
112
144
128
156
300

254
142
142
180
224
222
226
268
402
156
324
278
390
490
184
408
296
408
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0.29
0.22
0.18
0.34
0.18
0.38

0.24
0.32
0.38
0.48
0.20
0.31
0.28

0.43
0.31
0.17
0.46
0.18
0.80
0.31
2.39
0.47
0.20
1.00
0.32
5.88
1.71
0.31
1.09
27.3
1.79

De acordo com a analise pode-se observar que alguns compostos eram

esperados em mais de um extrato, como o 2-metiloctacosano que aparece no EECS

e EHCS, assim como 3,7-dimetilnonano pode ser encontrado no EHFS e EEFS e o

composto Heneicosano que aparece tanto no EHFS quanto no EHCS. Os demais
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aparecem de maneira exclusiva em cada extrato. A maioriados compostos ainda n&o
foram citados em outras referéncias, possivelmente estes compostos sao relatados
pela primeira vez nesta planta. No EECS observou-se que o ftalato de etila (9), esta
presente como possivel contaminante das amostras, pois de acordo com a literatura
corresponde ha um derivado sintético de recipientes plasticos.

O linoleato de etila, € um acido graxo que corresponde a um éster derivado do
acido linoleico apresentando fungdo em plantas como metabdlito vegetal secundario,
tendo atividade anti-inflamatéria, sendo encontrado em outras espécies da familia
como Solanum argenteum, Solanum caavurana e Solanum australe 7. O palmitato
de metila, € uma substancia da classe dos acidos graxos derivados do acido
palmitico, que possui funcdo de crescimento em diversas espécies da familia
Solanacea, assim como encontrado também nas raizes de Neolitsea daibuensis
apresentando atividade anti-inflamatoria 2. Estereato de etila, éster derivado de
acido graxo formado por tendo fungédo de metabdlito, de acordo com pesquisas de
Altaf et al. (2013)”2 apresenta uma atividade anti-inflamatéria, sendo determinadas
também por Almeida (2011) 4.

No EEFS foram identificados o 2-metilpropil-3-[(4-butoxibenzoil) amino]
benzoato, destaca-se este éster, por ser com um metabdlito secundario que
apresenta atividade antifingica 7>76. O salicilato de metila, corresponde ha um éster
benzoato, que apresenta atividades farmacolégicas como anti-inflamatérias e
analgésica de acordo com Silva (2003)"", sendo amplamente utilizada em
medicamentos comumente encontrados em drogarias como sprays € na forma de
gel para dores e distensdes musculares. Os demais compostos sao hidrocarbonetos
como 3,7-dimetilnonano, corrobora com o estudo feito por Al-Fatimi et al. (2007)78,
onde o estudo dos constituintes volateis das folhas de S. paniculatum, utilizando GC-
EM, revelou a presenca de varios componentes, sendo em sua maior parte o
benzaldeido, seguido pelo cianeto de benzila e isoforona, o que corroboram Godinho

et al. (2015) 8 em estudo das cascas e folhas da planta.

O EHCS apresentou uma grande quantidade de compostos derivados de
esteroides e hidrocarbonetos como o heneicosano, um alcano de cadeia linear
amplamente citado em diversas familias de plantas incluindo a Solanacea, atuando

como feroménio. ldentificou-se o beta-sitosterol, um membro da classe dos


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sitosterol

56

fitoesterdis, também conhecido como estigmast-5-eno substituido por um grupo
beta-hidroxi na posi¢cdo 3, tendo um papel como possivel inibidor de esterol
metiltransferase, uma droga anticolesterémica e antioxidante, apresentando boa
atividade anti-inflamatoria 7’. Observou-se também o estigmasterol, que é um
horménio vegetal utilizado na prevencédo de certos tipos doengas como cancer,

apresenta atividade anti-inflamatoria e possui uma potente atividade antioxidante 78,

O tetratetracontano, um alcano de cadeia longa que consiste em uma cadeia ndo
ramificada, assim como os demais compostos no EHFS apresentou de maneira
majoritaria compostos derivados de hidrocarbonetos como o heneicosano, ja citado
no EHCS e o 2-metiloctacosano. Dentre as varias substancias observadas nos
extratos, algumas se destacam quanto a atividades biolégicas como se pode

observar na tabela 4.8.

Tabela 4.8 Compostos identificados na CG-EM dos extratos etandlico e hexanico
das folhas e cascas da S. paniculatum com suas respectivas atividades biolégicas.

Extrato = Compostos Formula estrutural Grupo Atividades encontradas na
fitoquimic litaratura
0

EECS Linoleato Apresenta propriedades
de etila 0 antibacterianas e anti-
inflamatérias
=Va 0/\ Ester e
EECS Palmitato Metabolito  vegetal em

de metila algumas apresentando
MO/ Ester também fungdo de

crescimento em  diversas

espécies apresentando
atividade anti-inflamatoria 7>
EEFS  Acido

benzoico, 0 Apresenta atividade

3- (4- ﬁ“ OJ\ Ester antifungica "

butoxibenz ' I

oilamino) -, NN

éster

isobutilico
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EEFS Salicilato i Apresenta atividades
de metila s farmacologicas como anti-
° Ester inflamatorias e analgésica,

sendo amplamente utilizada

oH fendlico em medicamentos %
EHCS/E Heneicosan Serve como um potente
HFS 0 ANNAANANAANANAAAN Hidrocarb agente larvicida para o
oneto controle de mosquitos Culex
quinquefasciatus %'
EHCS Beta-
Sitosterol Tem papel como um inibidor
Esteroide de esterol metiltransferase,
uma droga anticolesterémica
e atividade antioxidante e
inibe a absorcdo do colesterol
77
EHCS Estigmaster Utilizado na composicdo de
ol medicamentos para a

Esteroide prevengdo de certos tipos
doengas  como  cancer,
apresentando também

reconhecida atividade anti-
inflamatéria e possui uma
potente atividade
antioxidante ’®

Fonte: Autor (2021)

4.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE dos extratos
etandlicos e hexanicos das cascas e folhas da S. paniculatum.

O método desenvolvido para identificacdo por CLAE forneceu uma analise
rapida do EECS, apresentado um cromatograma com diversos picos, sendo possivel
identificar a presenca dos compostos fendlicos com massa obtida por 1 grama de
extrato de: Catequina (8,73 mg) com tempo de retencado (Tr) de 24,34 min a
Epicatequina (6,74 mg) com Tr de 30,23 min o Acido Clorogénico (5,91 mg) com Tr
de 27,09 min o Acido Salicilico (5,66 mg) com Tr 38,98 min e o Acido Cumarico (4,69
mg) com Tr 36,7 min, como apresentado na Figura 4.2 que corresponde ao
cromatograma dos extratos com os padrbes e a figura 4.3 onde se destacam os

compostos identificados.
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Figura 4.2: Apresentacdo do cromatograma do extrato etandlico das cascas da S.
paniculatum (em cor de rosa) e padrées cromatograficos (em preto) em 290 nm
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Figura 4.3: Apresentagcado do cromatograma do extrato etandlico das cascas da S.
paniculatum com os compostos identificados. Em 290 nm
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No EEFS obteve-se a identificagcdo apresentado um cromatograma com
diversos picos, sendo possivel identificar a presenca dos compostos fendlicos com
massa obtida por grama de extrato de: Catequina (7,27 mg) com Tr de 24,7min,
Epicatequina (6,23 mg) com Tr de 30,7 min, Seringaldeido (6,12 mg) com Tr de
33,37 min, Acido Salicilico (5,55 mg) com Tr de 42 min, Acido Clorogénico (5,31 mg)
com Tr de 27,3 min, e o Acido Cumarico (4,51 mg) com Tr de 36,6 min como
apresentado na Figura 4.4 que corresponde ao cromatograma dos extratos com os

padrdes e a figura 4.5 onde se destacam os compostos identificados.
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Figura 4.4: Apresentacao do cromatograma do extrato etandlico das folhas da S.
paniculatum (em cor de rosa) e padrées cromatograficos (em preto) em 290 nm.
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Figura 4.5: Apresentagao do cromatograma do extrato etandlico das folhas da S.
paniculatum. em 290 nm e padrdes cromatograficos

Os dois extratos apresentam em comum a presenca de alguns compostos
fendlicos: o acido clorogénico que apresenta atividade antibacteriana e sobretudo
antioxidante®83; o acido cumarico, os flavonoides epicatequina e catequina que
apresentam uma forte atividade anti-inflamatoéria e analgésica estando relacionada
as vias de sinalizagdo de células 8. O acido salicilico que apresenta diversas fungoes
como antibacteriana e principalmente como anti-inflamatérias, de acordo com LE
NPK et al. (2021) 85, os extratos da casca do salgueiro (Salix cortex) rica em acido
salicilico, apresentaram boa atividade anti-inflamatoria, Ja o seringaldeido apresenta
atividade antioxidante relatada por Kuo et al., (2013) 8, que através de estudos in
vitro, pode constatar que esse metabdlito pode aumentar o consumo de glicose em

ratos diabéticos.

4.6 Atividade antioxidante

A capacidade de captura de radicias do género Solanum é bastante estudada,
de acordo com Ribeiro et al (2007) 8- as melhores atividades sdo encontradas para
os extratos etandlicos das folhas, o que corrobora com Coutinho (2009) &, que em
seus estudos observou que quatro espécies da familia Solaneaceae, S.

granulosoleprosum, S. torvum, S. paniculatum e S. mauritianum., dentre elas a S.
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paniculatum aprensentou valores CE50 proximos ao do padrdao Ginkgo biloba
(7,30pg/mL), sendo atribuida essa forte atividade a presenga de flavonoides e
compostos fendlicos.

Nessa pesquisa, utilizou-se as técnicas de captura de radicais DPPH* e ABTS™*
para avaliar as atividades dos extratos etandlicos e hexanicos das cascas e folhas
da S. paniculatum. A atividade antioxidante dos extratos pode ser analisada na
Tabela 4.9.

Tabela 4.9 Atividade antioxidante dos extratos hexanicos e etandlicos das cascas e
folhas da S. paniculatum., frente ao radical DPPH e ABTS.

Amostras ABTS DPPH IAA
(Mg. mL") (Mg. mL)
EEFS 18,36 + 0,71 aB 33,46 + 2,64 aA 1,18
EECS 26,07 + 1,24 bB 51,88 + 3,12 bA 0,76
EHFS 7151,00 + - -
801,86¢c
EHCS 1288,50 + 65,76d - -
TROLOX 0,85+ 0,01 eA 442 + 0,10 cA -

Letras minusculas indicam diferenga estatistica entre diferentes amostras de
mesmo radical e letras maiusculas diferenga estatistica entre os diferentes radicais
testados das mesmas amostras pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores expressos em
média + desvio padrao. Os extratos e o padrao trolox apresentaram diferenca estatistica
entre si p<0,0001.

Para teste de atividade antioxidante todas as amostras apresentaram diferenga
estatistica entre si, independente do radical utilizado, com exceg¢ao do EHFS o qual
nao apresentou atividade antioxidante nas concentragdes testadas para o DPPH,
enquanto que o EHCS apresentou atividade apenas na maior concentracao testada
correspondendo a 500 pug. mL'. A melhor atividade antioxidante para ambos os
radicais ABTS e DPPH foi verificada para o EEFS, correspondendo a 18,36 £ 0,71 e
33,46 + 2,64 ug.mL"", respectivamente. Estes resultados corroboram com o estudo
de Ruby et al. (2013) 78, que obtiveram melhores resultados com extratos das folhas,
logo atribui-se os bons resultados dos extratos da S. paniculatum a presenga de
flavonoides e compostos fendlicos, como catequina, epicatequina, acido salicilico e
acido clorogénico detectados através da CLAE, assim como o salicilato de metila,
identificado pelo CG-EM.
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Segundo Boller et al (2010) 8, o espinasterol é descrito como composto que
apresenta boa atividade farmacoldgica antioxidante e anti-inflamatéria isolado do
extrato EHFS. O EEFS e EECS os quais apresentaram atividade antioxidante para
os dois radicais apresentaram valores estatisticamente diferentes entre as técnicas
utilizadas. Silva (2016) 7! encontrou resultados semelhantes em relagédo a extratos
das folhas e raizes, onde nos dois métodos citados os resultados também foram
diferentes o que reforga, a avaliagdo de diferentes metodologias para atividade
antioxidante necessaria, reforcando que ambas as técnicas apresentam vantagens
e limitacbes. De acordo com o IAA, o EECS apresentou moderada atividade,

enquanto que o EEFS apresentou forte atividade antioxidante.

4.7 Atividade anticolinesterasica

A avaliacao in vitro do efeito inibitério de extratos brutos e fracdes de plantas
medicinais sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase € amplamente utilizada e
aceita na farmacoterapia de primeira linha para o alivio sintomatico de doencas
cognitivas como a doencga de Alzheimer (DA), através da promogao de um aumento
nas taxas de acetilcolina nas sinapses do cérebro, reduzindo os déficits cognitivos e
de memodria de pessoas afetadas com o DA .

Ha relatos de muitas espécies da familia Solanacea com fortes atividades
anticolinesterasica Choudhary et al. (2004) °'. De acordo com Roddick (1989) %2, os
efeitos inibitérios dos glicoalcaldides esterdides a-solanina e a-chaconina eram
resposaveis pela acdo anticolinesterasica em humanos. O estudo de Nino et al
(2006) 23, mostrou que dentre as 27 espécies vegetais avaliadas usando a inibigéo
de AChE in vitro, foi exibida principalmente por espécies pertencentes a familia
Solanaceae. A Solanum leucocarpum D. apresentou melhor IC 50% (204.59 mg/mL)
pelo método de Ellman et al. (1961) 6 conforme descrito por Salles et al. (2003) %,
corroborando com o presente trabalho. Os valores obtidos mostraram que as
amostras EECS e EHFS, possuem uma relevante inibicdo frente a enzima
acetilcolinesterase com 71,49% e 70,05%, respectivamente.

Vinutha, B. et al., (2007). %, em seu estudo de inibicdo da AChE com extratos
de plantas medicinais, propuseram a classificacdo do potencial inibitério das
amostras: inibidores fortes (> 50% de inibigdo), inibidores moderados (30-50% de

inibicao) e inibidores fracos (< 30% de inibigdo). Dessa forma as amostras EECS e
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EHFS com valores percentuais acima de 50%, classificaram-se como fortes
inibidores da AChE.

O teste quantitativo permitiu calcular a quantidade minima de extratos capaz de
inibir a atividade da enzima AChE por 50%, chamada a concentragdo inibitoria média
(IC 50%), que foi 0,44 mg mL™" para o extrato etandlico da casca e 0,64 mg mL™" para
o extrato hexanico das folhas de S. paniculatum., conforme a Tabela 4.10 Estes
resultados sdo promissores, embora quando se compara a rivastigmina (IC 50 % =
1.87x10- 3 mg mL""), utilizada como um controle positivo para a inibicdo da
acetilcolinesterase, observamos um valor mais elevado. A rivastigmina é um farmaco
inibidor de AChE amplamente utilizado no tratamento de pessoas com DA 97 essa

atividade pode ser observada na tabela 4.10

Tabela 4.10. Inibicado e classificacdo da intensidade de inibicdo dos extratos da
casca do caule e das folhas de Solanum paniculatum L na concentracao de
1mg/mL.

Amostras Percentual de Intensidade da Concentragao
inibigao (%) inibigao inibitoria (Clso)
mg/mL
EECS 71,49 + 18,30 Forte 0,44
EEFS 34,84 + 17,38 Moderado -
EHCS 35,50 + 22,13 Moderado -
EHFS 70,05 + 4,50 Forte 0,64

extrato etandlico das cascas (EECS) extrato etandlicos das folhas (EEFS) extrato hexanico
das cascas (EHCS) extrato hexanico das folhas (EHFS)

De acordo com estudos de Adebiyi OE et al. (2018) % constatou-se que o beta-
sitosterol e estigmasterol melhoraram a fung&o cognitiva e coordenagédo motora de
camundongos submetidos a estresse oxidativo induzido por vanadio, esses
compostos fazem parte da composicdo dos extratos em estudo nesse trabalho,
assim como o espinasterol encontrado no EHFS relatado como uma substancia com
atividade antioxidante e com potencial composto biotavo para inibicdo da AChE,
podendo ter ligagao direta com os bons resultados determinados no teste de inibigao.

As atividades inibitorias da AChE dos extratos etandlicos e hexanicos das cascas
e folhas da S.paniculatum. nunca foram relatados antes, essas podem ser atribuidas

a a presenca de alcaldides isso se correlaciona com a afirmagéao de Roddick (1989)
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92 uma vez que sua atividade inibitéria da AChE pode ser decorrente da presencga

de glicoalcaldides esteroidais, que sao caracteristicos da familia Solanaceae.
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Capitulo 5

CONSIDERAGCOES FINAIS

A analise fitoquimica preliminar evidencia a presengca de saponinas,
antraquinonas, cumarinas, flavonoides e terpenos, compostos que segundo a
literatura, apresentam potencial para uso terapéutico. O estudo fitoquimico do extrato
hexanico das folhas de S. paniculatum resultou no isolamento e identificacdo do
espinasterol, um esteroide bastante citado, apresentando grande potencial em
estudos com células cancerigenas, e com potencial atividade antioxidante, sendo
relatado pela primeira o seu isolamento na S. paniculatum através deste trabalho.

Os resultados dos ensaios de atividade antioxidante apresentaram relacao direta
a inibicdo da enzima somente no EECS, onde a maior capacidade de captura de
radicais foi observada para o EEFS, provavelmente devido a presenca de compostos
fendlicos como acido clorogénico, epicatequina e acido cumarico, compostos com
atividades antioxidante bastante conhecidas, assim como a presencga de terpenos e
esteroides, estes identificados pela CLAE e CG-EM.

A atividade de inibigcdo da enzima AchE da S.paniculatum. é relada pela primeira
vez através deste presente trabalho onde, apresentou melhores resultados para os
EHFS e EECS, este estudo abre caminho para pesquisas mais aprofundadas sobre

a planta.
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Anexo A

ESPECTROS DE RMN E
INFRAVERMELHO

Anexo 1 -Espectro de absorgéo na regido do |.V. de FSP-1 com pastilhas de
KBr.
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Anexo 2 -Espectro de RMN '3C-CPD (75 MHz, CDCls) de FSP-1.
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Anexo 3-Espectro de RMN "*C-DEPT 135° (75 MHz, CDCI3) de FSP-1
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Anexo 4-Espectro de RMN H (

125 MHz, CDCI3) de FSP-1.
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A5-Espectro de massa de FSP-1 (impacto eletrénico a 70 eV)
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