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RESUMO

No Brasil, especialmente na regido Amazonica, existe uma grande biodiversidade de espécies
vegetais que ainda ndo foram estudadas quimica e biologicamente. Nesse sentido, o presente
trabalho teve como objetivo realizar o estudo quimico e biologico dos extratos de Casearia
javitensis Kunth. Assim os extratos hexédnicos e metandlicos bem como as fases obtidas dos
extratos metandlicos dos galhos ¢ das folhas de Casearia javitensis foram testados para
determinar seu potencial antibacteriano, mediante o método de difusdo em poco, também para
verificar a atividade antioxidante (DPPH e Fe*/fenantrolina), e de toxicidade frente a Artemia
salina. As fragOes obtidas da fase acetato de etila dos extratos metanolicos das folhas e dos
galhos apresentaram um alto potencial antioxidante, sendo que a analise em CCDC dessa
fragdo foi positiva com FeCls, indicando a possivel presenca de substincias fendlicas. Os
extratos hexanicos dos galhos e das folhas apresentaram atividade frente as bactérias
Corynebacterium glutamicum, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. Os extratos
metandlicos de folhas e galhos foram ativos frente as bactérias Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Serratia marcescens. Os ensaios frente a A. salina mostraram que
nenhum dos extratos foram considerados como toxicos. O fracionamento dos extratos
hexanicos e metandlicos das folhas permitiu o isolamento de duas substancias: o 3-sitosterol e
0 4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-L-glicosideo (um fenol-glicosideo), respectivamente, as quais
foram identificadas através da analise dos espectros de RMN de 'H e "°C e de espectrometria

de massas.

Palavras-chave:, Antioxidante, fenol-glicosideo, atividade antibacteriana, Artemia salina


http://pt.wikipedia.org/wiki/Serratia_marcescens

ABSTRACT

In Brazil, especially in the Amazon region, there is a great biodiversity of plant species
that have not been studied chemical and biologically yet. Therefore the aim of the present
study was to perform chemical and biological studies of Casearia javitensis Kunth extracts.
Then the hexanic and methanolic extracts as the fractions obtained from the methanolic
extract of the branches and leaves from Casearia javitensis have been tested in order to
identify the antimicrobial activity by diffusion method well, antioxidant activity (DPPH and
Fe’*/phenanthroline) and toxicity against Artemia salina. The fractions of ethyl acetate phase
obtained from the methanol extracts of the leaves and branches showed a high antioxidant
potential, and the analysis by TLC of these fractions were revealed with FeCls, indicating the
presence of phenolic compounds. The hexanic extract of the branches and leaves showed
activity against the bacteria: Corynebacterium glutamicum, Staphylococcus aureus and
Bacillus cereus. The methanolic extracts of leaves and branches were active against
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Serratia marcescens. The assay against
A. salina showed that none of these extracts were considered toxic. The fractionation of the
hexane and methanolic extracts of the leaves yielded two compounds: B-sitosterol and 4-
hydroxyphenyl-6-caffeoyl-B-L-glycoside (a phenol-glycoside), respectively, which were
identified by 'H and *C NMR analysis and mass spectrometry.

Keywords: Antioxidant, phenol glycoside, antibacterial, Artemia salina
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1 INTRODUCAO

O uso terapéutico das plantas certamente vem desde muito tempo, com as civilizagdes
Suméria e Acadica. Os produtos naturais formam uma parte integral dos antigos sistemas de
medicina tradicional, como ¢ o caso da China e o Egito, os quais inclusive até hoje continuam
usando terapias com produtos naturais tradicionais, especialmente no oriente (SATYAIJIT e
SARKER, 2007). De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), aproximadamente
3,4 bilhdes de pessoas ao redor do mundo dependem da medicina tradicional baseada em
plantas (WHO, 2005).

Entre os medicamentos aprovados, entre 1981 a 2006, pelo FDA, 50% sdo direta ou
indiretamente derivados de produtos naturais (FERREIRA, 2010).

Em algumas éreas terapéuticas, a contribuicdo de produtos naturais tem sido muito
grande, onde 65% e 34% das drogas antibacterianas e anticancerigenas respectivamente
(aprovadas pela FDA entre 1981 e 2010), sdo produtos naturais ou andlogos estruturais de
produtos naturais. Em 2000 cerca de 60% de todas as drogas em ensaios clinicos para
diversos tipos de cancer eram de origem natural (NEWMAN E CRAGG, 2012). As plantas
produzem uma grande variedade de compostos orgéanicos, a maioria dos quais ndo participa
diretamente no seu crescimento e desenvolvimento. Essas substincias sdo conhecidas como
metabolitos secundarios, tem uma distribuicdo dependente e limitada aos diferentes grupos
taxondmicos que compdem o reino das plantas. Suas fun¢des, muitas vezes desconhecidas,
vém sendo cada vez mais estudadas e elucidadas com maior frequéncia (BRISKIN, 2000).

Os produtos naturais tém gerado muito interesse, principalmente devido a capacidade de
produzir diversos metabodlitos secundarios com atividades bioldgicas importantes. Esse
interesse ndo ¢ somente académico, muitos deles apresentam utilidades como, por exemplo,
polimeros, fibras, gomas, 6leos, aromatizantes, perfumes e drogas (VIEGAS et al., 2006).

O reconhecimento das propriedades bioldgicas (antibacterianos, antioxidantes, entre
outros) presentes em muitos dos produtos naturais tem incrementado o foco atual desse
campo, ou seja, a busca de novos produtos que possam ser usados como medicamentos,
inseticidas e herbicidas ( HARVEY et al., 2015).

Devido uma grande parte dos medicamentos que esta no mercado, ter sua origem de
produtos naturais, em especial das plantas, o Brasil, com uma enorme diversidade, pode
contribuir amplamente para o desenvolvimento de novos medicamentos produzidos a partir de

plantas (FERREIRA et al., 1998).
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Dentro dessa enorme biodiversidade floristica encontra-se nas regides tropicais do Brasil,
uma grande variedade de plantas que compde a familia Salicaceae. Esta apresenta arvores
muito proliferas produtoras de compostos fenolicos, salicilatos comumente chamados de
glicosideos fendlicos, também apresenta taninos, entre outros compostos (ALVES et al.,
2007; MOSADDIK et al., 2004).

O género Casearia pertencente a familia Salicaceae, esta representado por mais de 180
espécies descritas na literatura, das quais 70 encontram-se distribuidas no continente
americano e 37 estdo presentes no Brasil (MARQUETE, 2007). Entre as espécies mais
representativas e estudadas do género estdo a Casearia sylvestris, a qual demonstrou ter
atividade citotoxica (VIEIRA-JUNIOR et al.,, 2011), anti-inflamatéria e antioxidante
(ALBANO et al., 2013).

Quimicamente, as espécies do género Casearia sdo conhecidas pelo fato de apresentarem
na sua composicdo varios diterpenos, triterpenos e acidos hexanoicos e caproicos (PRIETO et
al.,, 2013). Sendo que na literatura revisada ndo foram encontrados estudos quimicos ¢
biologicos aprofundados sobre a especie C. javitensis, portanto o objetivo do estudo foi
avaliar as atividades biologicas de Casearia javitensis Kunth e identificar as classes de

metabolitos secundarios presentes em cada extrato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Reconhecimento de Produtos Naturais

Na historia da humanidade o homem sempre buscou combater as doengas que o
afetavam, as vezes, por acaso, observando outros animais doentes que consomem certas ervas,
o homem aprendeu que as plantas poderiam ser um grande aliado na luta contra as doengas.
Desde entdo, as plantas foram as maiores fornecedoras dos mais variados modelos de
moléculas com propriedades bioativas. Além das plantas serem utilizadas para aliviar as
doengas, também foram usadas como alucindgenas e como parte das crencas religiosas

(VIEGAS, BOLZANI e BARREIRO, 2006).

2.2. Biodiversidade de plantas no Brasil

O desenvolvimento do comércio no Brasil, sempre teve uma estreita relagdo com os
produtos naturais (especiarias, balsamos e esséncias), desde o pau-brasil (Caesalpinia
echinata), do qual era obtido um corante de cor vermelha, muito utilizado e comercializado na
Europa para tingimento de roupas e como tinta de escrever, até a cana-de-agticar como uma
importante fonte de ingressos econdmicos para o pais (PINTO, 1995).

Devido a grande diversidade de espécies vegetais, estima-se que a flora mundial possua
entre 250 mil e 500 mil espécies. Dentro do territério brasileiro sdo encontradas
aproximadamente 120 mil espécies, j4 que a cada ano sdo descobertas novas espécies o que
contribui com o incremento destas cifras, a localizagdo desta flora no Brasil esta
especialmente concentrada na regido amazonica. Cerca de duas mil plantas sdo usadas como
medicinais e apenas 10% foram cientificamente investigadas do ponto de vista quimico-

farmacoldgico (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002).

2.3. Metabdlitos secundarios

O metabolismo dos organismos vivos, através das diversas rotas biossintéticas, gera
uma grande variedade de metabolitos, os quais sdo substincias que participam nos mais
diversos tipos de fungdes. Os metabolitos primarios sdo aquelas moléculas que intervém
diretamente em processos essenciais que determinam a sobrevivéncia, crescimento e
reproducao das plantas. Por outro lado, os metabolitos secundarios sdo aqueles compostos
quimicos cuja biossintese ¢ restrita a algumas espécies de organismos vivos, que cumprem
funcdes ndo essenciais nas plantas, por tal razdo a sua falta ndo compromete seu

desenvolvimento (DA SILVA, DOS SANTOS e BIANCHI, 2010).
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Embora o metabolismo secundario nem sempre seja necessario para que uma planta
complete seu ciclo de vida, ele desempenha um papel importante na interagdo das plantas com
o meio ambiente, a fim de resolver situacdes especificas enfrentadas pelos organismos
produtores em um momento particular como o ataque de micro-organismos patdogenos,
competicdo entre plantas e¢ herbivoria (BUCHANAN, 2002). Tendo também o papel de
atracdo de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de sementes e micro-
organismos simbiontes (BIDLACK et al., 2000).

Os fatores bidticos e estresses abidticos (como aqueles associados com mudangas de
temperatura, conteido de agua, niveis de luz, exposicdo a UV e deficiéncia de nutrientes
minerais) influenciam na produgdo dos metabolitos (BRISKIN, 2000; TAIZ e ZEIGER,
2010).

Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas podem ser divididos em trés
grupos quimicamente diferentes: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides (Figura 1). Os
terpenos sdo biossintetizados a partir da acetyl-CoA através do acido mevaldnico (no
citoplasma) ou dos intermediarios glicoliticos como o piruvato e 3-fosfoglicerato (no
cloroplasto). Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico e alguns tém
biossintese mixta com o acetato. Por fim, os alcaloides sdo derivados de aminoacidos
aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico, e também de

aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) (BUCHANAN, 2002).
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Figura 1. Uma visao simplificada das principais vias de biossintese de metabolitos secundarios e sua correlagao
com o metabolismo primario (TAIZ e ZEIGER, 2010).

Muitas plantas tem a capacidade de produzir diversos tipos de moléculas, as quais
exercem um profundo efeito fisiologico em sistemas dos mamiferos ou outros animais, assim,
eles s@o conhecidos como o principio ativo das plantas, convertendo-se na principal fonte de
produtos farmacéuticos, aditivos alimentares, aromas e pesticidas. Com a descoberta do efeito
fisiologico de uma determinada planta (Figura 2) sdo feitos esfor¢os para conhecer a natureza

quimica exata destas drogas (chamado principio ativo) (RAMAWAT, 2009).
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Papaver Analgésico,
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CODEINA (alcaloide)
OH
HO o Protetor UV-B, redutor
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de cancer de prostata e
OH
mama.
on ©O

KAEMPFEROL (flavonoide)

Figura 2. Alguns exemplos de metabolitos secundarios, com propriedades farmacologicas (SATYAIJIT D.
SARKER, 2007).

2.4. Metodologias para buscar substincias bioativas

Substancias bioativas sdo encontradas em diversas matrizes vegetais como raizes,
sementes, folhas, caule, flores e frutos. A importancia desses produtos esta ndo somente no
seu uso in natura, mas também como base para a formulacdo de novos produtos alimenticios,
cosméticos ou medicinais. Para esse uso industrial, muitas vezes ¢ requerido o isolamento das
substancias ativas. Esta busca pode ser feita através do fracionamento biomonitorado ou
bioguiado ou de forma mais cléssica, através do fracionamento dos extratos ativos e posterior
avaliagdo das substancias isoladas nos ensaios para o qual o extrato foi ativo (LAHLOU,

2013)

2.4.1. Monitoramento bioguiado

Tradicionalmente, o método de descoberta de medicamentos a partir de produtos
naturais comeca por avaliar os extratos brutos, no caso de dar um resultado positivo, o extrato
¢ fracionado e o principio ativo isolado ¢ identificado. Cada passo do fracionamento ¢
geralmente guiado por um bioensaio e o processo ¢ chamado de isolamento guiado por

bioensaio (SATYAJIT D. SARKER, 2007).
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O esquema a seguir (Figura 3) apresenta uma visdo geral do processo tradicional

biomonitorado de descoberta de drogas de um produto natural.

Origem do Material _ » Extrato M, Extrato ativo (s)
(por exemplo, plantas) Extracao
Fracionamento
cromatografico
Fragoes Bioensaios ~
<«—— Fracgoes

Ativas

Isolamento e Purificag¢do

Compostos isolados M» Composto ativo (s)
Identificagdo por técnicas
espectroscopicas, por exemplo,
UV, IR, MS, RMN

Identificacédo . . Identificacdo de
de Compostos ~ _Bioensaios Composto ativo (s)

Figura 3. Esquema de processo de descoberta de produtos naturais (SATYAJIT D. SARKER, 2007).

2.4.2. Avaliacdo dos extratos, fracionamento e posterior ensaio biolégico da

substiancia isolada

As vezes opta-se pelo isolamento de produtos naturais, independentemente da
bioatividade, o que resulta no isolamento de um determinado niimero de substancias adequado
para serem utilizados posteriormente numa triagem bioldgica; devido a que alguns bioensaios
requerem de quantidades grandes da substancia como, por exemplo, o teste inseticida, ou em
outros casos sdo testes com um elevado custo, o que dificulta muitas vezes realizar um
fracionamento biomonitorado (SATYAJIT D. SARKER, 2007).

O processo para este tipo de metodologia comega com a avaliagdo bioldgica e também
fitoquimica dos extratos vegetais através do uso de técnicas como a cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) e de reveladores quimicos e fisicos. Assim, escolhe-se o extrato
a fracionar, seja por apresentar elevada atividade bioldgica ou por indicar a presenca de
metabolitos de interesse para o grupo de pesquisa. Uma vez escolhido o extrato, sdo
realizadas diversas analises por CCDC, com a finalidade de obter as condigdes adequadas
para o fracionamento. O fracionamento ¢ realizado utilizado para isto diferentes técnicas
como a cromatografia em coluna aberta, parti¢do liquido-liquido, cromatografia em camada

delgada preparativa, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), entre outras. Finalmente
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as substancias isoladas sdo identificadas e avaliadas quanto a suas atividades biologicas

através dos bioensaios (AZMIR et al., 2013).

2.5. Bioensaios

Os bioensaios podem ser definidos como todos aqueles testes que sdo usados para
determinar a atividade bioldgica de um extrato vegetal ou uma substincia isolada a partir de
um extrato. As etapas pré-clinicas (uso de animais) e clinicas (com seres humanos, fase I, I e
IIT) sdo posteriores e obrigatdrias para se tornar um medicamento (HOUGHTON, 2000).

Uma das principais caracteristicas do processo de descoberta de drogas nos ultimos 30
anos tem sido a introdug¢@o em pequena escala em sistemas de ensaios biologicos in vitro, que
podem testar muitas amostras para a atividade em um curto periodo de tempo e, assim,
proporcionar resultados do teste com um numero de réplicas suficiente para efetuar a analise
estatistica, como o caso dos testes antibacterianos, antioxidantes e de toxicidade frente a

Artemia salina (BRISKIN, 2000).

2.6. Ensaios Antibacterianos

O corpo humano ¢ habitado por milhares de diferentes espécies bacterianas, algumas
vivendo de forma transitoria, outras numa relag@o parasitica permanente. Do mesmo modo as
bactérias estdo presentes no ambiente que nos cerca, incluindo o ar que respiramos, sendo que
muitas destas bactérias sdo relativamente inofensivas, mas outras sdo capazes de produzir
doengas que ameacam a vida (MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2010).

As bactérias que tém a propriedade de causar doencas ou lesdes podem resultar pela
presenca de toxinas que estas produzem, ou quando a bactéria invade sitios anatomicos que
s30 normalmente estéreis. Os mecanismos das interagdes entre um micro-organismo
infectante e o hospedeiro humano sdo complexos, a capacidade de aderéncia microbiana, o
sitio de exposi¢do e a habilidade do hospedeiro em responder ao micro-organismo,
determinam o resultado da interacdo (VERONESI e FOCACCIA, 2002).

O corpo humano ¢ notadamente adaptado em controlar a exposi¢do a microbios
patogénicos, embora essa resposta imune seja frequentemente muito lenta ou tardia. As
infecgdes também podem ser controladas com uma variedade de agentes terapéuticos,
infelizmente muitos microbios podem desenvolver resisténcia até aos mais potentes
antibidticos (MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2010).

A utilizagdo bem sucedida de qualquer agente terapéutico é comprometida pelo

desenvolvimento potencial de tolerancia ou resisténcia a este composto a partir do momento
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em que ¢ utilizado pela primeira vez. Isto ¢ verdade para os agentes utilizados no tratamento
de infec¢des bacterianas, fungicas, parasitirias e virais e para o tratamento de doencas
cronicas, como cancer e diabetes, que se aplica a doencas causadas ou sofridas por todos os
organismos vivos, incluindo os seres humanos, animais, peixes, plantas, insetos, etc. Uma
grande variedade de mecanismos fisioldgicos e bioquimicos podem ser responsaveis pela
resisténcia (DAVIES e DAVIES, 2010).

As infec¢des causadas por bactérias multirresistentes sdo um problema crescente
devido ao surgimento e propagagdo da resisténcia a medicamentos antimicrobianos, ¢ a falta
de desenvolvimento de novos antimicrobianos. Os métodos tradicionais de descoberta de
antibidticos ndo conseguiram manter o ritmo com a evolugdo da resisténcia. Portanto, novas
estratégias para controlar infeccdes bacterianas sdo altamente desejaveis (ABREU, MCBAIN
e SIMOES, 2012).

Metabolitos secundarios de plantas ja demonstraram seu potencial como
antibacterianos quando usados sozinhos ou em sinergia com outros metabdlitos e ainda
potencializadores de outros agentes antibacterianos. O uso de produtos fitoquimicos e extratos
de plantas como agentes modificadores de resisténcia (RMAs) representa um tema de
pesquisa cada vez mais ativa. Fitoquimicos atuam frequentemente através de diferentes
mecanismos do que os antibidticos comerciais e podem, portanto, ser Uteis no tratamento de
bactérias resistentes. A utilidade terapéutica destes produtos deve ser clinicamente
comprovada (DAVIES e DAVIES, 2010; SIMOES, BENNETT e ROSA, 2009).

A primeira geracdo de drogas vegetais era geralmente empregada em sua forma bruta.
Varios medicamentos eficazes utilizados no seu estado natural, como quina, 6pio, beladona ¢
aloe foram selecionados como agentes terapéuticos com base em evidéncias empiricas de sua
aplicagdo clinica por sociedades tradicionais de diferentes partes do mundo. Apos a revolugéo
industrial, uma segunda geracdo de medicamentos a base de plantas surgiu com base em
processamento cientifico da planta para isolar "os seus componentes ativos" (IWU, DUNCAN
e OKUNIJI, 1999).

Os agentes fitofarmacéuticos de segunda geracdo eram moléculas puras e alguns dos
compostos foram ainda mais farmacologicamente ativos do que os seus andlogos sintéticos.
Exemplos notaveis foram a quinina de Cinchona, reserpina de Rauvolfia e, mais recentemente
taxol a partir de espécies de Taxus (IWU, DUNCAN e OKUNIJI, 1999).

Atualmente existem diversas técnicas de triagem para definir se o extrato de uma
determinada planta possui atividade antimicrobiana, desde as mais simples, que podem ser

realizadas rotineiramente, até as mais sofisticadas, que muitas vezes se tornam indisponiveis
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em alguns laboratorios. Apesar disso, ha poucos estudos que relatam qual o melhor método de
triagem a ser utilizado de acordo com o tipo de extrato a ser testado, mesmo no que se refere
as técnicas mais simples (ALVES et al., 2008).

Os métodos para avaliar a atividade antibacteriana estdo classificados, em trés grupos
principais: métodos de difusdo, métodos de diluicdo e bioautografia. As técnicas de difusdo
tém sido amplamente usadas para avaliar extratos de plantas com atividade antimicrobiana

(RAMIREZ e CASTANO, 2009).

2.6.1. Métodos de difusao

O método de difusdo em agar ¢ uma das técnicas mais usadas dentro da rotina dos
laboratorios de analise clinica e recomendada pela Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI 2002). Através desta técnica € possivel avaliar a inibicdo do crescimento de bactérias,
utilizando-se diferentes tipos de reservatorios, como discos de papel filtro impregnados com a
substancia avaliada os quais sdo colocados na superficie do meio de cultura previamente
inoculado com as bactérias ou realizando pogos nessa superficie onde € colocada uma
concentracdo conhecida do antibacteriano, posteriormente ¢ observado a correlagdo entre a
concentragdo da substancia e a capacidade para gerar halos de inibi¢cdo ao redor dos discos ou
pogos, o que representa o potencial antibacteriano das substancias avaliadas (SILVA, et. al.,

2005; VALGAS, et. al., 2007).

2.6.2. Métodos de diluicao

O método de diluigdo em caldo é uma técnica in vitro, que pode ser realizada através
de macrodilui¢do em tubos, ¢ microdiluicdo em microplacas de 96 pogos, os quais sdo
preparados adicionando-se concentracdes seriadas da substancia que esta sendo avaliada,
colocando-se uma solucdo padrdao do inoculo das bactérias teste, sendo estas posteriormente
incubadas durante 24 horas (VALGAS, et. al., 2007).

Ap6s o periodo de incubacdo ¢ possivel medir de forma quantitativa a atividade de
uma determinada substancia antimicrobiana frente as bactérias, determinando a concentracdo
minima inibitéria (CMI) a qual ¢ definida como a concentragdo mais baixa da substincia
testada capaz de inibir o crescimento bacteriano apos o tempo de incubag@o. E a concentragdo
minima bactericida (CBM) considerada como aquela concentracdo da substancia testada
capaz de evitar ou impedir o crescimento de bactérias, a qual ¢ determinada depois de
realizar-se uma subcultura em placas de dgar sem o antibacteriano, com o contetido dos pocos

onde ndo houve aparente crescimento de bactérias no ensaio do CMI (CLSI 2002).
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2.6.3 Bioautografia

E um método de avaliagio da atividade antibacteriana no qual utiliza-se a
cromatografia em camada delgada comparativa, onde as amostras sdo aplicadas e
desenvolvidas em placas cromatograficas usando-se os solventes adequados que permitam a
separacdo dos compostos presentes no extrato ou fracdo. Posteriormente as placas
cromatograficas sdo colocadas em placas de Petri, sobre as quais sdo colocados os meios de
cultura contendo os in6culos com as bactérias. O principio do método corresponde ao método
de difusdo em Agar, observando-se também a formacdo de halos de inibi¢do onde houver

substancias antibacterianas presentes no extrato ou fracdo (o que indica atividade).

2.7. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias quimicas ou produtos bioldgicos que neutralizam de
uma forma direta ou indireta os efeitos nocivos dos radicais livres ou oxidantes (ZAMORA,
2007), sendo esses radicais livres produzidos por fungdes celulares normais ou ainda
induzidos por diferentes fatores ambientais ou fisiologicos tais como a radia¢do ultravioleta e
exercicio fisico extenuante (COUTINHO et al., 2009).

Entre os radicais livres estdo incluidos o radical hidroxila (OH), o &nion superdxido
(0%), peroxido de hidrogénio (H,0,) e 6xido nitrico (NO). Tais espécies, devido a sua
elevada reatividade quimica, podem levar a uma peroxidacdo lipidica, oxidacdo de certas
enzimas, a oxidacdo e degradacdo de proteinas e aos danos mutagénicos no acido
desoxirribonucleico (ADN) (GENESTRA, 2007).

Através de reagdes de oxidacdo-redugdo, a modificagdo de uma variedade de
moléculas envolvidas na maioria das vias de sinalizacdo celular, ou, moléculas da matriz
extracelular podem ver-se afetadas pela agdo dos radicais livres e sua producdo pode aumentar
de uma maneira descontrolada, a qual ¢ conhecida como situagdo de estresse oxidativo
(LOPEZ et al., 2012).

Diversos estudos demonstram que os radicais livres sdo os responsaveis pelo
desenvolvimento de doencas degenerativas como cancer, diabetes, doengas cardiovasculares,
hipertensdo, e doengas neuro-degenerativas como Alzheimer, o que motivou o interesse pelos
compostos antioxidantes no intuito por combater tais doengas assim como melhorar a
qualidade de vida das pessoas que delas padecem (KORGE et al., 2008; MANSUROGLU et
al., 2014; YING et. al., 2013).

Sendo a morte celular um processo irreversivel de oxidagdo, por conseguinte, um

antioxidante eficaz, deve parar o processo degenerativo que termina com a morte da célula
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(PHAM-HUY et al., 2008). Compostos derivados de plantas com atividade antioxidante tém
sido isolados das mais diversas familias de plantas, sendo os compostos fenolicos as
substancias mais representativas desta atividade (RAMAWAT, 2009).

Uma alta proporcao de flavonoides ocorre naturalmente como glicosideos soluveis em
agua. Quantidades consideraveis de flavonoides sdo consumidas diariamente em nossa dieta
quando ha consumo de vegetais. Alguns flavonoides sdo particularmente benéficos, atuando
como antioxidantes (Figura 4) e dando protecdo contra doencas cardiovasculares e certos
tipos de cancer. Sua natureza fenodlica lhes permite neutralizar os radicais livres prejudiciais,
tais como superoxido e radicais hidroxilas (ALVES et al., 2007; SATYAJIT D. SARKER,
2007).

A quercetina, em particular, ¢ quase sempre presente em quantidades substanciais em
tecidos da planta, e ¢ um poderoso antioxidante, quelante de metais, eliminador de radicais
livres, e impede a oxidag@o da lipoproteina de baixa densidade. Os flavonoides no vinho tinto
(quercetina, kaempferol e antocianidinas) e no cha (catequinas e ésteres catequina galato)
também demonstraram serem antioxidantes eficazes. Os flavonodides contribuem para as cores
nas plantas, amarelos de chalconas e flavonois, e vermelhos, azuis e violetas de antocianidinas

(DEWICK, 2002).

oN O
0 0 O X
OH Z>0OH

Flavonoide Flavanol Antocianidina
(estrutura geral)

Flavona Flavonol

Figura 4. Esqueletos carbonicos de flavonoides com atividade antioxidante (CASTANEDA, RAMOS e
IBANEZ, 2008).

Varios ensaios para avaliar a atividade de varredura do radical livre e potencial redox
sdo descritos na literatura. O ensaio espectrofotométrico com 2,2-difenil-1-(2,4,6-

trinitrofenil)-hidrazila (DPPH) é um teste simples e amplamente utilizado. DPPH ¢ um
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radical livre estavel, ndo natural. Os radicais de oxigénio reativos, tais como hidroxila,
alcoxila, e superoxido, os quais desempenham um importante papel nos processos bioldgicos
oxidativos, sdo reduzidos pelo radical DPPH. Iniimeras séries de compostos quimicos
apresentaram uma correlacdo estreita entre a atividade do DPPH e um determinado
antioxidante em ambos os modelos bioldgicos e nao biologicos (CHEN, BERTIN e FROLDI,
2012).

Os compostos quimicos, como polifendis, entre outros, t€ém a capacidade para capturar
e deslocar elétrons, fornecendo essas substancias com propriedades oxidantes. Assim, o
ensaio de eliminador de radical livre de DPPH apresenta-se como um teste de previsdo do
potencial da atividade antioxidante e podem ser utilizados para o rastreio de substincias

quimicas sintéticas, bem como produtos naturais (SHARMA e BHAT, 2009).

2.8. Toxicidade frente a Artemia salina.

O camardo de agua salgada, Artemia salina Leach, tem sido utilizado por varias
décadas como um organismo teste para avaliar a toxicidade de produtos naturais e também
avaliar o efeito dos produtos quimicos em ambientes aquaticos. O ensaio com esse
microcrustaceo ¢ utilizado rotineiramente em laboratorios de todo o mundo para pré-triagem
de extratos de plantas com potencial medicinal (por exemplo, antimicrobianos ou
antiparasitarios), para fracionamento biomonitorado de constituintes bioativos de extratos de
plantas e para a detecgdo de efeitos citotoxicos (MAYORGA, et al., 2010).

Este crustaceo de agua salgada é amplamente utilizado para testes de toxicidade com
extratos de plantas devido a disponibilidade comercial dos cistos. As larvas eclodidas dos
cistos sdo usadas em todo o mundo na aquicultura e em aquariologia como alimento vivo para
peixes juvenis. Os cistos de 4. salina permanecem viaveis durante muitos anos e sdo, por
conseguinte, uma adequada fonte bioldgica para um bioensaio rapido, simples e barato
(CARBALLO, et al, 2010) e por possuir correlagio com atividade antitumoral e
antibacteriana (LAGARTO, et. al., 2011).

2.9. Espécie vegetal
2.9.1. Familia Salicaceae

Salicaceae ¢ atualmente posicionada na ordem Malpighiales e estd dividida em trés
subfamilias: Samydoideae, Scyphostegioideae e Salicoideae. Tem distribui¢do cosmopolita,

sendo constituida de 55 géneros e mais de 1.010 espécies (STEVENS, 2001). No Brasil, esta
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representada por 19 géneros e 100 espécies, ocorrendo em todos os dominios fitogeograficos
(SOUZA e LORENZI, 2012).

Como caracteristicas desta familia estdo a presenga de arvores ou arbustos, as folhas
podem ser simples, alternas ou espiraladas, pecioladas, estipuladas. Inflorescéncia racemosa,
terminal ou axilar, e fruto tipo capsula (VASQUEZ ¢ WEBBER, 2010).

Espécies da familia Salicaceae sdo economicamente importantes pelo seu uso
medicinal, como no caso de espécies do género Salix que sdo conhecidas pela presenga de
salicilatos, que sdo glicosideos fenodlicos, das quais se extrai o acido acetilsalicilico utilizado
como base de diversos analgésicos (SOUZA ¢ LORENZI, 2012).

Estudos quimicos prévios de espécies de Salicaceae forneceram principalmente as
seguintes substancias: salicina, salicortina, 2'-cinamoilsalicortina, salicina di-glicosilada,
salicilol, 2'-O-acetilsalicina, 2'-O-acetilsalicortina e  m-hidroxibenzil-f-D-glicosideo
(BELYANIN et al., 2012). Diversas atividades farmacologicas foram descritas para estas
substancias, destacando-se a analggésica, antiinflamatoria e antioxidante (COUTINHO et al.,
2009).

Algumas outras espécies tém uso ornamental, como no caso de Salix babylonica
(chordo) e Populus nigras (choupo) (SOUZA e LORENZI, 2012). A madeira de espécies do
género Casearia tem utilidade comercial sendo utilizada para lenha, na construcao civil e para

marcenaria (MARQUETE, 2007).

2.9.2. Género Casearia

O género Casearia é composto por cerca de 180 espécies em todas as regides tropical
e subtropicais do mundo, incluindo a Africa, Asia, Australia, América do Norte e América do
Sul, e as ilhas do Pacifico (Figura 5) (XIA et al.,, 2014). No Brasil, sdo encontradas 45
espécies, sendo 19 restritas ao territorio brasileiro e 25 com ampla distribui¢do (MOBOT,
2014). O género Casearia foi descrito por Jacquin em 1760, sob o basionimo de Samyda

nitida L. e foi incluido na tribo Casearicac (MARQUETE, 2007).
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Figura 5. Ocorréncia mundial do género Casearia (MOBOT).

A classificacdo taxonomica do género Casearia sempre foi controversa, tem sido
subordinado a diferentes familias, desde o século XIX aos nossos dias. Anteriormente
enquadrada em Flacourtiaceae, porém estudos recentes sobre filogenia baseado em aspectos
moleculares, ecologicos e morfolégicos indicaram que os géneros Xylosma, Scolopia,
Homalium, Idesia, e Casearia, por terem uma ligacdo de biossintese para a producdo de
glicosideos de alcool 2,5-dihidroxibenzila estariam em Salicaceae, segundo o sistema de
classificagdo APG Il (MARQUETE, 2007; XIA et al., 2014).

A morfologia deste gé€nero ¢ descrito como: arbustos ou pequenas arvores; folhas
alternativas, geralmente pecioladas, apresentando flores bissexuais, pequenas, geralmente
agrupadas em axilar (XIA et al., 2014).

Algumas plantas do género Casearia sao utilizados como parte da medicina popular
para o tratamento de infeccdes e mordeduras de cobras. Devido as suas diversidades
estruturais e farmacologicas, os metabdlitos secundarios destas plantas tém sido sempre um
campo de pesquisa atraente, com o potencial de ser compostos de sucesso e, eventualmente,
novas drogas terapéuticas (MATTOS et al., 2007; PRIETO et al., 2013; SILVA et al., 2008).

Estudos fitoquimicos anteriores sobre diferentes espécies de Casearia revelou a
presenca de terpendides, especialmente os diterpenos oxigenados com esqueletos triciclicos
clerodanicos (FERREIRA et al., 2010). Sesquiterpenos e monoterpenos, bem como outras
classes de metabolitos secundarios, também foram isolados varios outros metabolitos,

incluindo glicosideos fenolicos e flavonoides (RAYANIL et al., 2012).
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Uma série de pesquisas corroboraram as propriedades medicinais das espécies de
Casearia, tais como citotoxicidade, hipoglicemia, veneno anti-cobra, antitlcera e anti-
inflamatorio entre outro (XIA et al., 2014). Casearina X, diterpeno isolado da C. rupestris
demonstrou fortes efeitos citotoxicos em células mononucleares de sangue periférico humano
(FERREIRA et al., 2010). Assim, estudos realizados por Vieira-Junior G. e colaboradores
(2011), avaliaram os extratos das folhas de C. rupestris, isolando quatro novos diterpenoides
clerodanicos, os quais foram avaliados quanto a sua atividade citotoxica. Os resultados
obtidos nos testes bioldgicos mostraram que ditos metabolitos apresentam uma significativa
atividade citotoxica frente a quatro tipos de células.

Uma triagem fitoquimica realizada por Mossadik e colaboradores (2004) com os
extratos MeOH de Casearia costulata, C. grewiifolia, C. grayi, C. mulitnervosa, C. sp.,
mostraram que o género Casearia ¢ promissor em relagdo as significativas atividades
antioxidantes, citotoxicas e também antimicrobianas apresentadas.

As estruturas de alguns metabolitos secundarios descritos sdo mostradas a seguir na
Figura 6. Uma revisdo mais aprofundada das substancias isoladas de espécies de Casearia foi

feita por Xia et al (2014) onde descrevem o isolamento de 235 substancias.

NOME DA MOLECULA ESTRUTURA ESPECIE /
REFERENCIA
CHj
H3C Casearia sylvestris /
Ox® SILVA et al., 2008
éter de galato-3,5-dimetila H H
(IGDE)
HCO OCHj,
OH
o
éter metilico de galato-3,5- o ')
dimetila (MGDE).
H H
H3CO OCHj
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Casearina B (CASB).

Casearia sylvestris /

PRIETO et al., 2013

(rel)-2(R),18(S),19(R)-
Triacetoxi-18,19-epoxi-
4(8),5(5),9(S),10(R)-clerodan-
13(16),14-dien-6-ona (1)
(rel)-2(R),18(S),19(R)-
Triacetoxi-18,19-epoxi-
4(S),5(R),8(S),9(S),10(R)-
clerodan-13(16),14-dieno (2)
(rel)-18(S),19(R)-Diacetoxi-
18,19-epoxi-2(R)-(2&-
methylbutanoil)-
4(5),5(5).9(5),
10(R)-clerodan-13(16),14-
dien-6-ona (3)
(rel)-18(S),19(R)-Diacetoxi-
18,19-epoxi-2(R)-
(isobutanoil)-4(S),5(R),
9(S),10(R)-clerodan-
13(16),14-dieno (4)
(rel)-18(S),19(R)-Diacetoxi-
18,19-epoxi-2(R)-(2&-
metilbutanoil)-
4(8),5(R),9(S),10(R)-clerodan-
13(16),14-dieno (5)

1 CH;CO
2 CH;CO

3 EtCH(Me)CO
4 Me,CHCO

5 EtCH(Me)CO

H2

H2
H2

Casearia grewiifolia /
MOSSADIK, et. al.,
2007b
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Casearupestrina A (1)
Casearupestrina B (2)
Casearupestrina C (3)
Casearupestrina D (4)
2,7-di-O-acetilcasearupestrina
A(5)
2,6-di-O-acetilcasearupestrina

D (6).

Casearia rupestris /
VIEIRA-JUNIOR G.
et. al., 2011

R, R, R;
1 OH OAc 27 4E-
decadienoate
2 OH OAc OH
3 OH OCHj3 OH
4 OH OAc OAc
5 OAc OAc 27,4E-
decadienoate
6 OAc OAc OAc
HO
2,3-bis(4-hidroxi-3 O\/\/ Casearia grewiifolia /
metoxifenil)-3- butoxipropan- O RAYANIL et al,
1-ol (1) HO O 2012.
OCH,4
eritro-2,3-bis(4-hidroxi-3- OCH,
metoxifenil)- oH
3-butoxipropan-1-ol (2) 1: treo

2: eritro
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Casearia rupestris /
FERREIRA, et al.,
2010.

Casearina X

Figura 6. Moléculas isoladas de Casearia

2.9.3. Casearia javitensis Kunth

A espécie Casearia javitensis (Figura 7) é conhecida popularmente por caneleira,
capanca e mata-calado (MARQUETE et al., 2009). Possui porte arbdreo, folhas oblongas,
com a base obtusa e borda do limbo serrilhada, as inflorescéncias de C. javitensis sdo em
fasciculos axilares, de tipo glomerulada, e as flores sdo hermafroditas e monoclamidias. O

fruto ¢ uma capsula ovoéide e subglobosa (VASQUEZ ¢ WEBBER, 2010).

Foto: Fachin-Espinar 2013

Figura 7. A-- Casearia javitensis jovem de porte arboreo. B-- Detalhe das folhas de Casearia javitensis

De ampla distribuicdo no territorio brasileiro, a espécie C. javitensis pode ser
encontrada na Amazodnia, no cerrado ¢ na mata atlantica (MARQUETE et al. 2009).

Na literatura revisada, somente foram encontradas as comunicagdes em congressos,
feitas por nosso grupo de pesquisa, relatando a presenca de B-sitosterol, triterpeno friedelina e
o esteroide campesterol, principalmente nos extratos dos galhos de Casearia javitensis. Nao
foram encontrados registros de outros estudos fitoquimicos, que visem a caracterizacao

quimica e biologica aprofundada dos metabdlitos da espécie C. javitensis.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar o estudo quimico e bioldgico dos extratos de Casearia javitensis Kunth.

Objetivos especificos

e Determinar a atividade dos extratos sobre bactérias e de toxicidade;

e Avaliar o potencial antioxidante;

e Fracionar e purificar os extratos com atividade biologica;

e Identificar a estrutura quimica das substancias isoladas por meio de analises de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e espectrometria de massas.



CAPITULO I
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4-Hidroxifenil-6-cafeoil-B-L-glicosideo isolado das folhas de

Casearia javitensis Kunth
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4-Hidroxifenil-6-cafeoil--L-glicosideo isolado das folhas de

Casearia javitensis Kunth

Maria T. Fachin-Espinar, Maria C. S. Souza, Cecilia V. Nunez*
Laboratério de Bioprospeccdo e Biotecnologia, Coordenagdo de Tecnologia e Inovagdo
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Av. André Aratjo, 2936, 69067-375, Manaus,
AM, Brazil.

*E-mail: cecilia@inpa.gov.br

No Brasil, especialmente na regido Amazonica, existe uma grande biodiversidade de espécies
vegetais que ainda ndo foram estudadas quimica e biologicamente. Nesse sentido, o presente
trabalho teve como objetivo realizar o estudo quimico e biologico dos extratos de Casearia
javitensis Kunth. Assim os extratos hexdnicos e metanodlicos bem como as fases obtidas dos
extratos metandlicos dos galhos e das folhas de Casearia javitensis foram testados para
determinar seu potencial antibacteriano, mediante o método de difusdo em pogo, também para
verificar a atividade antioxidante (DPPH e Fe®/fenantrolina), e de toxicidade frente a Artemia
salina. As fracOes obtidas da fase acetato de etila dos extratos metanolicos das folhas e dos
galhos apresentaram um alto potencial antioxidante, sendo que a analise em CCDC dessa
fragdo foi positiva com FeCls, indicando a possivel presenca de substincias fenodlicas. Os
extratos hexanicos dos galhos e das folhas apresentaram atividade frente as bactérias
Corynebacterium glutamicum, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus. QOs extratos
metanodlicos de folhas e galhos foram ativos frente as bactérias Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus ¢ Serratia marcescens. O fracionamento dos extratos hexénicos e
metandlicos das folhas permitiu o isolamento de duas substancias: o [B-sitosterol e o 4-
hidroxifenil-6-cafeoil-p-L-glicosideo (um fenol-glicosideo), respectivamente, as quais foram
identificadas através da analise dos espectros de RMN de 'H ¢ °C e de espectrometria de

massas.

Palavras-chave: Casearia javitensis, antioxidante, fenol-glicosideo, atividade antibacteriana.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Serratia_marcescens
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ABSTRACT

In Brazil, especially in the Amazon region, there is a great biodiversity of plant species
that have not been studied chemical and biologically yet. Therefore the aim of the present
study was to perform chemical and biological studies of Casearia javitensis Kunth extracts.
Then the hexanic and methanolic extracts as the fractions obtained from the methanolic
extract of the branches and leaves from Casearia javitensis have been tested in order to
identify the antimicrobial activity by diffusion method well, antioxidant activity (DPPH and
Fe’*/phenanthroline) and toxicity against Artemia salina. The fractions of ethyl acetate phase
obtained from the methanol extracts of the leaves and branches showed a high antioxidant
potential, and the analysis by TLC of these fractions were revealed with FeCls, indicating the
presence of phenolic compounds. The hexanic extract of the branches and leaves showed
activity against the bacteria: Corynebacterium glutamicum, Staphylococcus aureus and
Bacillus cereus. The methanolic extracts of leaves and branches were active against
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Serratia marcescens. The fractionation
of the hexane and methanolic extracts of the leaves yielded two compounds: -sitosterol and
4-hydroxyphenyl-6-caffeoyl-B-L-glycoside (a phenol-glycoside), respectively, which were
identified by 'H and ">C NMR analysis and mass spectrometry.

Keywords: Casearia javitensis, antioxidant, phenol glycoside, antibacterial.
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INTRODUCAO

O género Casearia pertencente a familia Salicaceae, esta representado por mais de 180
espécies descritas na literatura, das quais 70 encontram-se distribuidas no continente
americano e 37 estdo presentes no Brasil (MARQUETE, 2007). A classificagdo taxonomica
do género Casearia sempre foi controversa, tendo sido subordinado a diferentes familias.

Anteriormente este género estava enquadrado em Flacourtiaceae, porém estudos
recentes sobre filogenia baseado em aspectos moleculares, ecoldgicos e morfologicos
indicaram que os géneros Xylosma, Scolopia, Homalium, Idesia ¢ Casearia, por terem uma
ligagc@o de biossintese para a produgdo de glicosideos de dlcool 2,5-dihidroxibenzila estariam
em Salicaceae, segundo o sistema de classificagio APG II (MARQUETE, 2007; XIA et al.,
2014).

Na medicina popular as especies do género Casearia sdo utilizadas para o tratamento
de infecgbes e mordeduras de cobras (PRIETO et al., 2013; SILVA et al., 2008).

Quimicamente sdo conhecidas pelo fato de apresentarem na sua composi¢do varios
diterpenos, triterpenos e acidos hexanoicos e caproicos (PRIETO et. al., 2013), sesquiterpenos
e monoterpenos, bem como outras classes de metabolitos secundarios, incluindo glicosideos
fenolicos e flavonoides (RAYANIL et al., 2012).

Nesse contexto, a especie Casearea javitensis da qual s6 foi encontrado um trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, relatando a presenca de B-sitosterol, e indicios de
triterpeno friedelina e o esteroide campesterol, nos extratos dos galhos; foi escolhida para
realizar o estudo quimico e a avaliacdo das atividades antioxidante, antibacteriana e de

toxicidade frente a Artemia salina.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo do material vegetal.

O material vegetal foi coletado no dia 16 de janeiro de 2013 na Reserva A.
Ducke/INPA, localizado no Km 26, rodovia AM 010, municipio de Manaus, AM. Exsicata do
material coletado foi depositada, sob o niimero 259224 e identificada por especialistas no
Herbario da Coordenacdo de Pesquisas em Botanica do Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazonia — INPA.
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Obtencio dos extratos vegetais

O material vegetal foi separado em folhas (261,00 g) e galhos (150,00 g), secos em
estufa a 40 °C e triturado em moinho de facas para o preparo dos extratos. O material seco e
moido foi primeiramente extraido com hexano, usando ultrassom por 20 min.

Ap0s, o solvente foi filtrado e novamente extraido com hexano, este procedimento
sendo repetido mais duas vezes. Apos a extracdo com hexano, o material vegetal foi seco e
extraido com metanol, também com auxilio de ultrassom por 20 min, filtrado e este
procedimento repetido mais duas vezes. Os extratos filtrados, foram concentrados utilizando
evaporador rotativo, sob pressdo reduzida, em temperatura <50 °C para obten¢do dos extratos
hexanico (2,63 g) e metanolico (15,24 g) das folhas; hexanico (0,495 g) e metanolico (1,50 g)
dos galhos.

Analises fitoquimica

As andlises iniciais dos extratos foram realizadas por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC), empregando cromatofolhas de aluminio com silica gel
impregnado com indicador de fluorescéncia (UVjys4). As amostras foram aplicadas em
cromatoplacas e eluidas com solventes escolhidos em diferentes propor¢des de acordo com a
polaridade das amostras. Foram utilizadas para a revelacdo das substancias presentes nas
placas cromatograficas luz ultravioleta (A: 254 e 365 nm), iodo ressublimado, sulfato cérico,
cloreto férrico, cloreto de aluminio e anisaldeido sulfurico.

Fracionamento e isolamento

O extrato hexanico das folhas (1,02 g) foi submetido a fracionamento em coluna
Cromatografica de 41 x 3 cm utilizando como fase estacionaria 100 g de florisil (Sigma-
Aldrich, 100-200 mesh) e eluida em gradiente de concentracido com Hexano/Acetona,
Acetona, Metanol (90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 1:1) o que rendeu 32 fragdes, das quais
apos a analise por CCDC, as fragdes 1 a 3 (0,047 g) foram reunidas e fracionada em coluna de
florisil com os solventes Hexano/DCM, DCM/AcOEt, AcOEt/MeOH (90:10, 80:20, 70:30,
60:40, 1:1, 30:70, 10:90), obtendo-se 79 frac¢des, sendo reunidas e fracionadas as fragdes 32-
43 (0,32 g) em coluna de alumina (Sigma, Grado: Super I, tipo: WN-6: Neutro), utilizando
Hexano/AcOEt (50:50) como eluente, obtendo-se o B-sitosterol (0,005 g).

O extrato metandlico das folhas (10,0 g) foi solubilizado inicialmente com uma
mistura de MeOH/H,0 (80:20) e submetido a parti¢cdo liquido-liquido com Hexano, DCM e
AcOEt. Posteriormente a fase AcOEt (0.30 g) foi fracionada em coluna de Sephadex LH-20

(Sigma) utilizando-se 100% de MeOH como eluente, obtendo-se 23 fragdes, apds a andlise
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por CCDC as fragdes 10-12 (0,03 g) foram reunidas e fracionadas em coluna de florisil com
os solventes DCM/AcOEt, AcOEt, AcOEt/Acetona, Acetona (50:50, 30:70, 100, 90:10,
80:20, 70:30, 100), obtendo-se 33 fragdes, sendo a numero 18 identificada como fenol-
glicosideo denominado 4-hidroxifenil-6-cafeoil-B-L-glicosideo (6-O-cafeoilarbutin)

As duas substincias foram analisadas em Ressonancia Magnética Nuclear de 'H de

300 MHz, CDCl;.

Avaliacio da atividade antibacteriana

Para os ensaios antibacterianos foram utilizadas tanto bactérias gram-positivas e gram-
negativas de interesse clinico ou do agro-negdcio como: Aeromonas hydrophila (ATCC
7966), Bacillus cereus (ATCC 14579), Escherichia coli (ATCC 11775), Corynebacterium
glutamicum (ATCC 13032), Edwardsella tarda (ATCC 15947), Nocardia brasiliensis,
Providencia rettgeri (ATCC 29944), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Pseudomonas
fluorescens (ATCC 13525), Salmonella enteritidis (ATCC 6051), Staphylococcus aureus
(ATCC 12600) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883). A avalia¢do dos extratos ¢ fragdes
foi realizada pelo método de difusdo em Agar - Difusdo em poco, de acordo com as normas
estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2002). Para isto
inicialmente os micro-organismos testes foram repicados em caldo Miieller-Hinton, sendo
incubadas durante um periodo de 16 a 24 horas, para a reativagao.

Apos turvagdo do caldo Miieller-Hinton (MH), a turbidez da cultura foi ajustada em
caldo a uma concentragdo de 0,5 da escala de McFarland, o que equivale a uma suspensdo
bacteriana contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10 UFC/mL.

Em placas de Petri esterilizadas, foram adicionados 20 mL de agar Miieller Hinton,
apos a solidificacdo a superficie seca foi inoculada com as bactérias teste. Em seguida,
confeccionaram-se pogos/orificios de 6,0 mm, colocando-se neles 50 ul. do extrato a uma
concentracdo de 1 mg/mL, e como controle positivo foram adicionados 50 pL de
oxitetraciclina a uma concentracdo de 125 pg/mL. As placas foram incubadas em aerobiose a
30 ou 37 °C por 18 h. Apos esse periodo, foram observados os halos de inibigao resultantes.

Os didmetros dos halos de inibicdo total (visualizadas a olho nu) foram mensurados

(mm), incluindo o diametro do pog¢o usando uma régua.
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Atividade antioxidante

O potencial antioxidante de extratos e fracdes foi avaliado pelas metodologias
quantitativas de DPPH e Fe’"/fenantrolina (MARTINS et al., 2014) Os resultados obtidos
foram expressos em equivaléncia ao acido ascorbico (antioxidante padrao). Os experimentos
foram realizados em triplicata. Inicialmente, os extratos hexanicos e metandlicos foram
submetidos a uma avaliagdo, e os extratos que tiveram atividade significativa no teste
preliminar foram fracionados através de parti¢do liquido-liquido, obtendo-se as fases, Hexano,
Diclometanico, Acetato de etila (AcOEt) e hidroalcodlica, que foram avaliados
separadamente. Os extratos também foram analisados em Cromatografia em Camada Delgada

Comparativa (CCDC), com revelacdo em UV (254 e 365nm), cloreto de aluminio e DPPH.

Curvas de calibracdo com dcido ascorbico

Inicialmente foram preparadas as solu¢des de: DPPH (28 upg/mL), Fe’', 1,10-
fenantrolina 0,25% e uma solu¢do de 4cido ascorbico com agua deionizada em uma
concentracdo de 900 pg/mL a partir da qual foram preparadas diluigdes resultando nas
seguintes concentragdes: 0, 90, 180, 360, 540 ¢ 720 pg/mL. Para obtengdo da curva de
calibragdo com DPPH foram adicionados em seis micro-tubos 990 pL. de DPPH mais 10 pL
da solugdo de acido ascorbico nas diferentes concentragdes. Apos 30 minutos, foi realizada a
leitura da absorbéancia em espectrofotdmetro no comprimento de 517 nm. Para a obtengédo da
curva de calibragio de Fe*'/ Fenantrolina foram adicionados em seis novos micro-tubos 10 pL
da solugdo de acido ascorbico nas diferentes concentragdes, mais 10 pL. da solugdo padrdo de
Fe’™ e 980 pL da solugdo 1,10-fenantrolina 0,25%. Apos 1 hora foi realizada a leitura da

absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de 508 nm.

1,1-Difenil-2-picrilhidrazila (DPPH)

A avaliacdo da atividade antioxidante quantitativa de extratos e fragcdes foi realizada
utilizando o método com DPPH, o qual ¢ considerado um radical estdvel que permite avaliar a
capacidade de compostos como sequestradores de radicais, tendo sua absor¢do maxima a 517
nm. Quando o DPPH recebe um elétron o um radical hidrogénio torna-se um composto mais
estavel e sua absor¢do diminui. Para determina¢do da absorbancia da reacdo entre o DPPH e
os extratos foram utilizados 990 pL. de DPPH (28 pg/mL em metanol) e 10 uL da solugédo de
cada um dos extratos a uma concentragdo de 0,5 mg/mL, em triplicata. Como controle

negativo foi utilizado 990 uL de DPPH (28 pg/mL em metanol) e 10 pL de metanol. Ap6s 30
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minutos, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de 517

nm.

Fe’*—fenantrolina

Esta metodologia permite avaliar a capacidade que tem alguns tipos de antioxidantes
de agir como agentes quelantes complexando ions metalicos que catalisam a oxidagdo
lipidica, um par de elétrons ndo compartilhados na sua estrutura promove a agdo de
complexagdo. O complexo vermelho-laranjado produzido pela reagio entre Fe** e 1,10-
fenantrolina apresentam a sua absorbancia mdxima a 515 nm. Para avaliagdo da atividade
antioxidante dos extratos foram utilizados 980 pL da solucdo de 1,10-fenantrolina e
adicionados 10 pL da solugdo de Fe’ e 10 pL da solugdo dos extratos a uma concentrago de
0,5 mg/mL. Sendo utilizado a 1,10-fenantrolina como controle negativo. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

Toxicidade frente a Artemia salina

Para o teste, foi utilizado para eclosdo uma solugdo salina (3,8%), ¢ para a ecloséo,
foram utilizados 10 mg de cistos de Artemia salina. As condigdes de crescimento utilizadas
para a eclosdo dos cistos foram de: temperatura de 25 a 28 °C, e iluminacdo em lampada
fluorescente, durante 48 horas. Apds o periodo de eclosdo, as larvas foram transferidas para
placas de 24 pocos e distribuidas 10 larvas de A. salina para cada poco. Em cada placa, foram
realizados os controles do meio salino e do solvente, ambos em triplicata. Nos pogos onde
foram adicionadas as amostras também foram realizados em triplicata. Os extratos foram
adicionados nos pocos do teste, na concentracdo inicial de 500 pug/mL. As placas com as
larvas de A. salina foram mantidas por 24 horas sob iluminag¢do de ldmpada fluorescente.
Ap6s esse periodo, avaliou-se o nimero de larvas sobreviventes, tanto nos pogos de controles

quanto no teste.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise fitoquimica

Os extratos hexanicos das folhas e galhos, assim como o extrato MeOH das folhas
quando submetidos a analise por CCDC mostraram a possivel presenga de terpenos quando
revelados com Ce(SOs),, pois apresentou uma coloragdo lilds caracteristico desta classe
quimica. Observou-se também a presenca de substincias fluorescentes sob a luz UV

indicando a presenca de compostos aromaticos. Os extratos MeOH das folhas e galhos, assim
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como as fragdes destas quando revelados com DPPH mostraram a presenga de possiveis
antioxidantes, o que foi confirmado com os resultados obtidos através da analise quantitativa
da atividade antioxidante.

A partir do fracionamento sucessivo realizado do extrato hexdnico e metandlico
das folhas de Casearia javitensis foi possivel a obtencdo de duas substancias identificadas
como [-sitosterol (1) e um fenol-glicosideo denominado 4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-L-
glicosideo (2).

A substancia 1 obtida na forma de cristais, apresentando coloragdo lilas quando
revelada com Anisaldeido e eluida em Hexano/AcOEt (1:1) e Rf de 0,63 cm. Foi
identificada através da analise dos espectros de RMN de 'H o qual mostra sinais
caracteristicos deste composto quando comparados com os dados na literatura (Aragdo et. al.,
1990), observando-se uma concentracdo de sinais com deslocamentos entre dy 0,68 e 1,6 ppm
correspondentes as metilas presentes neste composto, assim como varios sinais entre oy 1,8 e
2,2 ppm correspondentes aos grupos metilénicos. Também foram observados multipletos com
deslocamento em oy 5,3 ppm e em oy 3,5 ppm, sendo estes sinais correspondentes ao proton
oleofinico (H-5) e ao hidrogénio carbinolico (H-3), respectivamente (Anexo A). O B-sitosterol
¢ um dos esteroides comumente encontrados em varias espécies de Casearia (WANG et al,
2009).

A substancia 2, foi isolada como cristais, apresentando coloracdo azul escuro quando
revelada com FeCls e eluida em AcOEt/Acetona (80:20) e Rf de 0,50 cm foi identificada pela
analise dos espectros de RMN de 'H (Anexo B) e COSY, e comparadas com os dados da
literatura (RAJU, et. al., 2010; LEI LIU, et. al., 2013) os quais s2o observados na Tabela 1.
Através das analises do espectro de RMN bidimensional (gCOSY) foi possivel estabelecer as
correlagdes entre os hidrogénios os quais sao mostrados na Tabela e Figura 1.

O RMN de '"H mostrou sinais corespondentes a dois anéis benzénicos substituidos, um
anel dissubstituido na posicdo para, caracterizado pela presenga de quatro hidrogénios com
deslocamentos em dy 6,94 (2H, dd, J=6,7; 2 Hz, H- 2, 6) ¢ 6,64 (2H, dd, J=6,7; 2 Hz, H-3,
5), um segundo anel aromatico trissubstituido na posicao para e meta, sendo observados trés
hidrogénios em oy 6,79 (1H, d, J= 8,2 Hz, H-2”), 6,95 (1H, d, J= 8,2 Hz, H-3"), 7,06 (1H, d,
J=2 Hz, H-5”). Também foram observados a presenca de uma dupla ligacdo trans em oy
7,57 (1H, d, J= 16 Hz, H-7") ¢ 6,30 (1H, d, J= 16 Hz, H-8").

Os demais sinais foram atribuidos ao aglcar presente com sinais em oy desde 3,52 até

5,07 ppm.
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Os dados do espectro de massas de alta resolucdo tipo lon trap, utilizando o modo
positivo e negativo, determinou a massa molecular em 434 m/z, condizente com a féormula
molecular C,;1H»,01.

Esta substancia esta sendo descrita pela primeira vez no género Casearia, porém esta
molécula ja foi isolada da Vitex leucoxylon (Lamiaceae) (RAJU, et. al., 2010). Sendo que esta
classe quimica ¢ caracteristica de espécies pertencentes na familia Salicaceae, o que corrobora
a nova classificacdo botanica (Mosaddik et. al,. 2006; Lei Liu, et. al., 2013; Belyanin, et. al.,
2011).

OH

Figura 1. Correlagdes observadas no espectro de RMN gCOSY, observados para a substancia
2.



Tabela 1. Dados de RMN de oy de 4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-L-glicosideo em CD;0D,

comparados com a literatura* (RAJU, et. al., 2010)

Posicio 'H multiplicidade (300 MHz para "H multiplicidade (600 MHz para

TH)

lH)
1 -
2 6,94 (2H, dd, J= 6,7; 2 Hz)
3 6,64 (2H, dd, J= 6,7; 2 Hz)
4 -
5 6,64 (2H, dd, J= 6,7; 2 Hz)
6 6,94 (2H, dd, J= 6,7; 2 Hz)
r 5,07 (1H, d, J= 7,64 Hz)
2 4,10 (1H, d, J= 7,64 Hz)
3’ 3,52 3,61 (m)
4 3,52 -3,61 (m)
5 3,52 3,61 (m)
6’ 4,50 (1H, d, J= 12 Hz)
4,32 (1H, dd, J=12; 6,7 Hz)
1” -
27 6,79 (1H, d, J= 8,2 Hz)
3” 6,95 (1H, d, J= 8,2 Hz)
47 -
5” 7,06 (1H, d, J="2 Hz)
6” -
7 7,57 (1H, d, J= 16 Hz)
8” 6,30 (1H, d, J= 16 Hz)

9” _

6,94 (2H, d, J= 9 Hz)

6,65 (2H, d, J= 9 Hz)

6,65 (2H, d, J=9 Hz)

6,94 (2H, d, J= 9 Hz)

4,74 (14, d, J=7,2 Hz)

3,41 - 3,51 (3H, m)

3,41 -3,51 (3H, m)

3,41 - 3,51 (3H, m)

3,65 (1H, m)

4,52 (1H, dd, J=12; 2,4 Hz)
4,35 (1H, dd, J= 12; 7,2 Hz)
6,78 (1H, d, J= 8,4 Hz)
6,92 (1H, dd, J=8,4; 1,8 Hz)
7,05 (1H, d, J= 1,8 Hz)
7,56 (1H, d, J= 15,6 Hz)
6,27 (1H, d, J= 15,6 Hz)

*As correlagdes foram atribuidas baseadas nos experimentos COSY

43
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Avaliacio da atividade antibacteriana

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo antibacteriana foram expressos de acordo
com Alves (2000), com base no didmetro de zona de inibi¢do: menor que 0,9 cm inativo, entre
0,9 e 1,2 cm atividade moderada, entre 1,3 e 1,8 cm ativos, ¢ maior que 1,8 cm muito ativo.
Na tabela 2 sdo mostrados os resultados com as bactérias para as quais os extratos e fases de
C. javitensis foram ativas. Os extratos hexanicos dos galhos apresentaram halos de inibi¢ao de
2,2 cm frente a C. glutamicum e de 2,4 cm frente a S. aureus, considerados muito ativos.
Estudos realizados por Mosaddik e col. (2004) demonstraram através de ensaios de
concentragdo minima inibitoria, que espécies de Casearia multinervosa ¢ Casearia grayi
apresentam uma alta atividade antibacteriana frente a S. aureus.

Enquanto os extratos hexanicos das folhas ndo apresentaram halos de inibi¢ao frente
as mesmas bactérias, os extratos hexanicos das folhas e galhos foram ativos com halos de
inibicdo de 1,6 e 1,8 cm respectivamente frente a bactéria B. cereus. Para os extratos
metandlicos dos galhos e das folhas os halos de inibi¢ao frente as bactérias P. aeruginosa e S.
aureus foram de 1,1 cm para ambos os extratos, sendo que somente o extrato metanolico das
folhas apresentou atividade antibacteriana frente a S. marcences com halo de inibicao de 1,2
cm.

Através dos resultados obtidos foi observado que os extratos hexanicos de folhas e
galhos apresentaram atividade antibacteriana somente frente as bactérias gram-positivas, ja os
extratos metanolicos apresentaram atividade frente as bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Silva e col. (2008) demonstraram que substancias presentes nos extratos etanolicos
das folhas de Casearia sylvestris apresentaram importante atividade antibacteriana frente a
ambos os tipos de bactérias, sendo as bactérias gram-positivas as mais sensiveis a esses
extratos.

Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada medindo a capacidade de sequestro
de radicais livres do DPPH e de redugdo de Fe’”. Os resultados obtidos foram expressos em
equivaléncia com o acido ascorbico e interpretados conforme a escala mostrada na tabela 3.

Os resultados obtidos nos ensaios quantitativos mostraram que os extratos metanolicos
dos galhos e folhas possuem um alto potencial antioxidante (tabela 4), visto que a
equivaléncia com acido ascorbico foi observada no intervalo de 0 — 1 (alto potencial). Por tal
motivo esses extratos foram fracionados e avaliados, observando-se que a fase acetato de etila

(AcOEt) apresentou um alto potencial antioxidante de 0-1.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Serratia_marcescens
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Esses resultados confirmam o observado na analise em CCDC, onde se verificou o
potencial antioxidante qualitativo com DPPH. O reagente AICl; revelou a presenca de
compostos fendlicos, como flavonoides, na amostra analisada, sendo que a intensidade da
coloracdo foi mas evidente nas fracoes de AcOEt obtidas do extrato metanolico das folhas, os
quais demonstraram maior potencial antioxidante. Resultados similares foram relatados numa
triagem realizada para avaliar o potencial antioxidante dos extratos metanolicos de quatro
espécies de Casearia pela metodologia de ABTS (Mosaddik et. al,. 2003), o que evidencia
que as espécies do género Casearia possuem um alto potencial como antioxidantes in vitro.

Estudos realizados por Raju e colaboradores (2010), demonstraram através da
metodologia do DPPH que a substancia 4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-L-glicosideo possui uma
importante capacidade antioxidante sendo esta superior a apresentada pelos antioxidantes
comerciais como BHT (Butil-hidroxitolueno) e o acido ascorbico.

Os extratos hexanicos de folhas e galhos, assim como as fragcdes obtidas da fase DCM
ndo apresentaram atividade antioxidante para ambas as metodologias utilizadas. Esse
resultado pode ser devido ao fato de que nos extratos vegetais as moléculas com maior
atividade antioxidante sdo os compostos fenolicos, os quais se encontram principalmente nos

extratos metanolicos (DEWICK, 2002).

Toxicidade frente a Artemia salina

Os extratos ¢ as fracdes de Casearia javitensis foram testados para avaliar o seu
potencial toxico frente as larvas de Arfemia salina na concentragado inicial de 500 pg/mL, os
extratos e fragdes avaliados ndo apresentaram atividade citotoxica na concentragcdo de 500
ug/mL, por esse motivo ndo foram testados em concentragdes menores. Os resultados sdao
apresentados na tabela 5.

O extrato hexanico das folhas apresentou uma taxa de mortalidade de 23% das larvas
de A. salina, sendo o maior valor observado entre os extratos e fracdes testadas. O valor para
um extrato ser considerado como citotoxico ¢ de 50% de mortalidade das larvas na
concentracdo de 500 pg/mL. Os resultados obtidos mostraram que nenhum dos extratos foi

considerado citotoxico (FERRIGNI, et al., 1982).



Tabela 2. Resultado da atividade antibacteriana dos extratos e fragoes de Casearia javitensis, pelo método de difusdo em pogo.

Partes da planta Extratos e Bacillus cereus Corynebacterium Pseudomonas Staphylococcus Serratia
Fases+ glutamicum aeruginosa aureus marcences
Galho Hexano 1,8 cm 2,2 cm - 2,4 cm -
Galho Metanol - - 1,2 cm 1,1 cm -
Galho Metanol/Fase 1,0 cm 1,3 cm 1,1 cm 1,5cm -
DCM
Galho Metanol/Fase 1,8 cm - 0,9 cm 1,1 cm 1,1 cm
AcOEt
Folha Hexano 1,6 cm - - - -
Folha Metanol 1,0 cm - 1,1 cm 1,1 cm 1,2 cm
Folha Metanol/Fase 1,0 cm 1,0 cm 0,9 cm 0,9 cm -
DCM
Folha Metanol/Fase 1,3 cm 1,1 cm 1,9 cm 1,6 cm 1,1 cm
AcOEt
Folha Metanol/Fase 0,8 cm 1 cm 1,1 cm 1,1 cm 0,9 cm
aquosa
Controle positivo* 2,7 cm 2,4 cm 1,1 cm 2,8 cm 1,1 cm

*Q controle positivo utilizado foi oxitetraciclina a uma concentragcdo de 125 pg/mL.
+ concentragdo de extratos e fases de 1 mg/ mL

Os halos de inibi¢dao foram medidos incluindo o didmetro do pogo.
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Tabela 3. Escala para interpretacdo dos resultados da atividade antioxidante (Martins, et. al., 2014)

Analise da atividade antioxidante Escala de comparacio
(mg de extrato/ mg de acido ascérbico)
Menor que 1,0 Muito ativo
Entre 1,1 e 2,0 Ativo
Entre 2,1 ¢ 3,0 Atividade moderada
Maior que 3,1 Inativo

Tabela 4. Resultados da avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos e fases de Casearia javitensis obtidos pelas metodologias de DPPH e

Fe**/Fenantrolina
Ensaio com DPPH Ensaio com Fe*'/Fenantrolina
Valores médios Valores médios
Extrato Equiv. (mg
Vegetal/ fragio de extrato / Equiv. (mg de
|AABS;| [AA]q mg de |AABS; s [AA]e extrato / mg de
acido acido ascorbico)
ascorbico)
Folhas hexano 0,116 1,002 4,991 0,062 0,322 15,589
Folhas MeOH 0,610 4,895 1,022 2,050 3,543 1,427
Galhos Hexano 0,115 0,989 5,204 0,059 0,126 40,684
Galhos MeOH 0,610 4,898 1,027 2,025 3,503 1,447
FoMeOH-FaDCM 0,106 0,781 6,466 0,570 0,893 5,619
FoMeOH-FaAcOEt 0,550 4,666 1,072 2,704 3,984 1,256
FoMeOH-FaH,0/MeOH 0,262 2,242 2,237 0,899 1,360 3,857

GaMeOH-FaDCM 0,103 0,909 5,507 0,347 0,558 9,019
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Tabela 5. Ensaio de toxicidade dos extratos de C. javitensis

Concentracao utilizada

Extrato testado Mortalidade (%)

(ug/mL)
Folhas hexano 500 23
Galhos Hexano 500 20
Galhos MeOH 500 20
FoMeOH-FaAcOEt 500 10
FoMeOH-FaDCM 500 7

CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato metanolico das folhas de C. javitensis permitiu o
isolamento de duas substincias, uma o 4-hidroxifenil-6-cafeoil-B-L-glicosideo (um fenil-
glicosideo) e o B-sitosterol (um esteroide). O fenil-glicosideo esta sendo relatado pela
primeira vez no género, o que contribui com os conhecimentos sobre a composi¢cao quimica
desta espécie.

As andlises em CCDC mostram que os extratos metandlicos sd3o uma potencial fonte
de terpenos.

A avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato hexénico dos galhos apresentou
uma alta atividade frente as bactérias Corynebacterium glutamicum e Staphylococus aureus.
Ja os extratos hexanicos das folhas e dos galhos foram ativos sobre Bacillus cereus. Os
extratos metanolicos de folhas e galhos foram ativos frente as bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococus aureus, enquanto que o extrato metanolico das folhas foi ativo
sobre Serratia marcences.

Quando analisados quanto a sua toxicidade frente 4. salina, nenhum dos extratos
testados foi toxico.

Com base nos resultados obtidos, a espécie em questdo apresenta um forte potencial
como fonte de substancias bioativas, portanto o fracionamento dos extratos ativos continuara

com a finalidade de obter as substancias responsaveis por essas atividades.
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ANEXOS

Anexo A- Espectro de RMN de 'H de B-sitosterol (300 MHz, CDCl3).
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Anexo B- Espectro de RMN de 'H de 4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-L-glicosideo (300 MHz, CD;0D).
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