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RESUMO

A espécie Deguelia duckeana da familia Fabaceae é uma planta brasileira, endémica,
conhecida como cipé-cururu ou timbd, e por possuir caracteristicas de agdo ictiotdxica.
Estudos realizados com a espécie revelaram potencial anticancer de flavonoides isolados
a partir das raizes. O objetivo deste trabalho foi realizar a avaliacdo das atividades
bioldgicas de extratos de folhas, raizes e de calos da espécie, bem como a caracterizacdo
de substancias produzidas em calos de D. duckeana. Para tal, os objetivos deste trabalho
foram executados em duas etapas: Capitulo 1 — Extracdo das partes vegetais (folhas e
raiz) e realizacdo de atividade bioldgicas dos extratos. Capitulo 2 - Fracionamento
quimico do extrato metanolico (MeOH) de calos de D. duckeana e avaliacao de atividades
biol6gicas dos extratos. Os extratos tanto de calos quanto do material vegetal foram
avaliados quanto as atividades antibacteriana, toxicidade frente a Artemia salina e
alelopética sobre Lactuca sativa (alface) e analisados por cromatografia em camada
delgada comparativa e ressonancia magnética nuclear. A fase acetato de etila (AcOEt) do
extrato MeOH dos calos foi fracionada, sendo possivel isolar os trés triterpenos: Lupeol,
3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido) e acido 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico
(acido betulinico). Suas estruturas foram confirmadas através da analise dos espectros de
RMN uni e bidimensionais. Para 0s ensaios biologicos, observou-se que os trés extratos
da planta apresentaram atividade antibacteriana, ja para os calos, o extrato MeOH e fase
AcOEt apresentaram atividade antibacteriana, porém a fase hidrometandlica ndo
apresentou atividade. Com relacdo a toxicidade frente de A. salina o extrato
hexano/AcOEt das folhas e aquoso da raiz foi toxico, o extrato MeOH das folhas nao
apresentou toxicidade. O extrato hexano/AcOEt e MeOH dos calos apresentaram
toxicidade. Na avaliacdo do efeito alelopatico o indice de velocidade de germinacdo de
Lactuca sativa foi retardado pelo extrato MeOH das folhas. Quanto ao crescimento
radicular, este sofreu um decréscimo quando submetido ao extrato hexano/AcOEt das
folhas. Quanto ao crescimento radicular, este sofreu um decréscimo quando submetido
ao extrato MeOH dos calos.

Palavras-chave: Deguelia duckeana, triterpenos, toxicidade, atividade antibacteriana,
alelopatia.



ABSTRACT



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Porcentagem de inibicdo dos extratos de Deguelia duckeana + DS frente as
O L0 1= S = To - TSP 51

Tabela 2: Resultados da avaliacdo de toxicidade dos extratos de Deguelia duckeana frente
A AIEMIA SALINA......ccuiiiiie et et 52

Tabela 3 - Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade da germinacdo (IVG) de
Lactuca sativa dos extratos hexano/AcOEt e metandlico dos calos e folhas de D.
QUCKBANAL. ..o ettt ettt nenennnnnnnene 53

Tabela 4: Porcentagem de inibicdo dos extratos de Deguelia duckeana + DS frente as
010 1= T 1 = To - ST PRRPR 90

Tabela 5: Resultados da avaliacao de toxicidade dos extratos de Deguelia duckeana frente
A AEMIA SAINAL.....ccuiiiiee et a e e re e 91

Tabela 6 - Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade da germinacéo (IVG) de
Lactuca sativa dos extratos hexano/AcOEt e metanolico dos calos e folhas de D.
(0 [N 01T LT VOSSPSR 91



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Massa dos extratos de D. duckeana e seus respectivos rendimentos................ 45

Quadro 2: Sistema de eluicdo do fracionamento da fracdo 5-7 obtida da fase AcCOEt do
extrato MeOH dos calos de D. dUCKEANA..........ccceriiiirieeie e 64

Quadro 3. Sistema de eluicdo do fracionamento da fracdo 10-14 obtida da fase
Hidrometandlica do extrato MeOH dos calos de D. duckeana............ccccceovvvvevcniecrnennnn 67

Quadro 4. Sistema de eluicdo do fracionamento da fracdo 15 obtida da fase

Hidrometanolica do extrato MeOH dos calos de D. duckeana..........oooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennns 68

Quadro 5. Sistema de eluicdo do fracionamento da fracdo 14 obtida da fase
Hidrometandlica do extrato MeOH dos calos de D. duckeana............ccccoeveveeeeiesiienennne. 68

Quadro 6: Dados de RMN de *3C do Lupeol isolado da fragio 4-6 da fase AcOEt dos
calos de Deguelia duckeana, em DMSO-ds (75 MHz) e comparagdo com dados da
literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; MONACO & PREVITERA, 1984)................. 77

Quadro 7: Dados de RMN de 13C do 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido)
isolados do extrato da fracdo 4-6 dos calos de Deguelia duckeana, em DMSO-ds (75
MHZz) e comparacdo com dados da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; MONACO
& PREVITERA, 1984)......ciiiiiiiciiie ettt ettt et sttt en e ene s 78

Quadro 8: Dados de RMN de *3C do Acido betulinico isolado da fase AcOEt dos calos
de Deguelia duckeana, em DMSO-ds (75 MHz) e comparacdo com dados da literatura
(WENKERT €t al., 1978)....cciciiiieiieiiie ettt sttt st 89



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ocorréncia mundial da familia Fabaceae............cccocvevieiiiieiiieie e 16
Figura 2: Espécie Deguelia duckeana mantida no viveiro do LABB-INPA ................. 18
Figura 3: Estruturas quimicas das substancias isoladas de D. duckeana....................... 20
Figura 4: Estruturas quimicas de flavonoides isolados de D. duckeana........................ 22
Figura 5: Estruturas quimicas dos triterpenos isolados do extrato hexano/AcOEt dos
CAlOS dE D. AUCKEANA ....cuveee ettt ree et e et e e et e e snr e e nneeeeanees 23
Figura 6: Visdo simplificada das principais vias de biossintese de metabdélitos secundarios
e sua correlagdo com 0 MetaboliSmO PrIMANIO .........ccveiiriieiiiiecie e 25
Figura 7: EStrutura de 1SOPIEN0 ......cc.eeiiieiiieitie ettt 26
Figura 8: Imagens da espécie D. duckeana (A) Folhas coletadas; (B) Raizes coletadas 40
Figura 9: Fluxograma do preparo dos extratos das folhas ...........cccccevieiiiiiiiniicinn, 41
Figura 10: Fluxograma do preparo do extrato aquoso das raizes ...........cccocververiveeninns 42
Figura 11: Analise em CCDC do extrato hexano/AcOEt das folhas de D. duckeana.... 46
Figura 12: Analise em CCDC do extrato MeOH das folhas de D. duckeana................ 46
Figura 13: Analise em CCDC do extrato Aquoso das raizes de D. duckeana................ 47
Figura 14: Espectro de RMN de H do extrato hexano/AcOEt das folhas de D. duckeana
(300 MHZ, CDCI3). ..utieiiie ettt ettt ettt ee e nra e es 48
Figura 15: Espectro de RMN de *H do extrato MeOH das folhas de D. duckeana (300
MHZ, DIMSO0B). .. e tveeteenie ettt ettt ettt st et e be e nee b e nreenteeee e 49
Figura 16: Espectro de RMN de *H do extrato aquoso das raizes de D. duckeana (300
IMHZ, D20). ittt ettt nre e e 50
Figura 17: Efeito dos extratos MeOH, Hexano/AcOEt de folhas e aquoso das raizes de
Deguelia duckeana no crescimento da parte aérea de Lactuca sativa........................... 53
Figura 18: Efeito dos extratos MeOH, Hexano/AcOEt de folhas e aquoso das raizes de
Deguelia duckeana no crescimento radicular de Lactuca sativa. ............ccccceevveevvnnnnnn, 54
Figura 19: Plantulas de Lactuca sativa sob interferéncia de diferentes extratos............ 54

Figura 20: Sequéncia da formacao de calo, da periferia para o centro, em explante foliar
de andiroba (Carapa guianensis). (1) Preparagédo do tecido. (2) Divisao das Células. (3)

DesdiferenciaGao CEIUIAr. ...........eiiiiii i 61
Figura 21: Calo da planta D. macrophylla. A) Calo com clorofila B) Calo fridvel C)
LOF: 1o J ol ] 1] o> Uod (o SRS SRTSR 61
Figura 22: Fluxograma das particdes liquido-liquido...........ccccceviveiiiie i, 64
Figura 23: Fluxograma geral do fracionamento da fase ACOEt.........c...ccccveeviiveevinnennn, 66
Figura 24: Fluxograma geral do fracionamento da fase hidrometandlica...................... 69
Figura 25: Cromatografia em camada delgada comparativa das substancias lupeol (1) e
DEtUlINAIAEIAO (1) . e e eaee e 70
FIQUIA 26: LUPEOL. ..ottt e e e aaae e 71
Figura 27: Betulinaldeido.........c.ceeeiuiee et 71

Figura 28 Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6 suplementado com TMS) da
substancias em mistura Lupeol e 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido)........ 72


file:///C:/Users/Labb-2/Downloads/Dissertação-Priscila-2020-04-13-CVN.docx%23_Toc38030888
file:///C:/Users/Labb-2/Downloads/Dissertação-Priscila-2020-04-13-CVN.docx%23_Toc38030888
file:///C:/Users/Labb-2/Downloads/Dissertação-Priscila-2020-04-13-CVN.docx%23_Toc38030906

Figura 29: Expansdo de espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6 suplementado
com TMS) da substancia em mistura Lupeol e 33-hidroxi-20(29)-lupen-28-al

(L= ET LT Lo =TT (o) TSRS 73
Figura 30: Expanséo de espectro de RMN de H (300 MHz, DMSO-ds suplementado
com TMS) da substancia em mistura 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).. 74
Figura 31: Mapa de contorno HSQC das substancias em mistura Lupeol e 3B-hidroxi-

20(29)-lupen-28-al (Detulinaldeid0)..........eieeiieiieie e 75
Figura 32: Mapa de contorno HSQC das substancias em mistura Lupeol e 3B-hidroxi-
20(29)-lupen-28-al (Detulinaldeid0)..........eiieiieieie e 76
Figura 33: Cromatografia em camada delgada comparativa da fragdo 12-14................ 79
Figura 34: Espectro de RMN de H das substancias 111 e IV em mistura...................... 80
Figura 35: Cromatograma de purificagdo por CLAE das substancias Il e IV .............. 81
Figura 36: Espectro de UV das substancias 111 e 1V, respectivamente. ...............ccccuee. 82
Figura 37: Cromatografia em camada delgada comparativa da substancia acido
DELUITNICO .. e e et e et e e e snta e e srreeennreeeas 83
Figura 38: Substancia Acido DEtUITNICO .........c.ceveveveeeeeeeccecee e 84
Figura 39: Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds suplementado com TMS) da
SUDSEANCIA ACIAO DEIUINICO. ......cvevieeeieeee et 85
Figura 40: Mapa de contorno HSQC da substancia Acido betulinico..............cccc......... 86
Figura 41: Mapa de contorno HMBC da substancia Acido betulinico.......................... 87
Figura 42: Espectro de CL/EM da substancia Acido betulinico ...........ccccvevevevevivennee, 88
Figura 43: Efeito dos extratos MeOH e Hexano/AcOEt dos calos de Deguelia duckeana
no crescimento da parte aérea de Lactuca SatiVa............cccvveviireiiieesiiie e 92
Figura 44: Efeito dos extratos MeOH, hexano/AcOEt de folhas e aquoso das raizes de
Deguelia duckeana no crescimento radicular de Lactuca sativa. ............ccccceevveevvnnnnne. 93
Figura 45: Plantulas de Lactuca sativa sob interferéncia de diferentes extratos............ 93

10



LISTA DE ABREVIATURAS

13C — Carbono — 13 (is6topo)

'H — hidrogénio

ACOEt — Acetato de etila

ANA — Acido naftaleno acético

BAP — 6-benzilaminopurina

CCA - Coluna Cromatografica Aberta

CCDC — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
CCDP — Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
Ce(S0a)2 — Sulfato Cérico

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

CLSI - Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais
DMSO-de — Dimetilssulfoxido deuterado

EM — Espectrometria de massas

FeClz — Cloreto Feérrico

HSQC — Espectroscopia de Correlacdo Heteronuclear de Multiplos Quantum
HMBC — Espectroscopia de Correlagdo Heteronuclear de um Unico Quantum
KIN — Cinetina (6-furfurilaminaopurina)

LABB — Laboratorio de Bioprospeccdo e Biotecnologia
MeOH — Metanol

mg- Miligramas

mL- Militros

MS — Meio de cultura Murashige & Skoog

MHz — Mega Hertz

NP-PEG - Difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol

Rf — Fator de Retencéo

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

SiO; — Silica

TMS — Tetrametilsilano

UV — Luz Ultravioleta

Hg — Microgramas

11



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt e e bbbt e e e ekt bt e e e s bbb e e e e anbe e e e e annbeeeeane 5
A B ST R A T Lttt e e b bt e e e bt e e b e e e atbaeeeanes 6
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt e et e e s s bt e e e e abbeaeeann 7
LISTADE QUADROS..... oottt e et e e s e bt e e e e abbeaeeane 8
LISTA DE FIGURAS . ...ttt et e s st e e e e abbeeeesne 9
LISTA DE ABREVIATURAS . ...ttt e e e snbaeee e 11
L. INTRODUGAD . .......oieiieeecee ettt ettt 14
2. REVISAO DE LITERATURA. ..ottt ettt en s 16
2.1 Familia FaDACEAE. .......ccviiiieie e 16
2.2 GBNEIO DEGUETIA ...t 17
2.3 DEgUElIA QUCKBANA.......c.uviiiiiiiieiie sttt 18
3. METABOLITOS SECUNDARIOS.........oiiiiiiiiiinieieiseieie s 23
N = 4 o =] T L O O T O PSP P PP PR PPROPPPPPPY 26
T I 11051 0T (0L TSP P O P PP UP PR RPP 26
4. ENSAIOS BIOLOGICOS ..ottt ettt 27
4.1 Atividade ANtIDACEIIANE ..........eeiviiiiiiii e 27
4.2 Atividade de toxicidade frente Artemia salina............cccoooiiiiiiiiiiiiiii e 27
4.3 Avaliacdo do potencial AIEIOPALICO...........ccuviiiiie i 28
5. OBUIETIVOS ...ttt ettt e et nnns 30
DL GBIAL ... 30
5.2 ESPECITICOS . e iiuviie ittt e e e anra e 30
B. REFERENCIAS ...ttt 31
CAPTTULO Lu.oocceeeeete ettt ettt ettt 39
L2 METODOLOGIA ...ttt e e st e e s e e s 40
1,20 COlEEAL ...t 40
1.2.2 Preparo do EXITAL0.......ccviiiiei ittt et e et 40
1.2.3 Anélise cromatografica d0S EXIFAt0S.........ccvieiveeiiiee it et 42
1.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ..o 42
1.2.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS ........coveeeeereeeeeeeeeeeeeeeieve s 42
1.2.5.1 Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢cdo em caldo..............ccceeuvrnen. 42
1.2.5.2 Teste de toxicidade frente @ Artemia Salina.............cccooveiiiiiiiiiiniiee, 43
1.2.5.3 Avaliacdo do potencial AIEIOPALICO........c..eviiiiierie e 44
1.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .........oiiirieeieiieeeeeeeseesesessisiesen s sese s sasensesen s 45
1.3.1 ODEENGAD A0S EXLIALOS. ... eeieeeeiieiee ettt et ee e e et e e e e e nneeeenees 45



1.3.2 Analise cromatografica d0S eXIratoS. .........ocuerviriiriiiieii et 45

1.3.3 Anélise de Ressonancia Magnética NUCIEAr .............cooeiiiiiiiiiiiiesee e 47
1.3.4 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS ........coveveveeieeeeeeeeeeeeee e 51
1.3.4.1 Atividade antibacteriana pelo método de microdiluicdo em caldo.............ccccvvnnnee. 51
1.3.4.2 Teste de toxicidade frente Artemia salina...........cccceevviiiee e 52
1.3.4.3 Avaliagdo do potencial AIEIOPALICO. ..........coviiiiriiiieiiiie e 52
1.4 CONCLUSAO ...ttt ettt n sttt 55
LEREFERENCIAS. ..ottt 57
CAPITULO 2 1.t 59
2L INTRODUGAD ..ottt ettt 60
2.2 METODOLOGIA ..ottt ettt et e e e e e baeteaneeeas 63
2.2.1 Extrato metandlico dos calos de D. duckeana..............ccceevuvevieiieiiieiie e 63
2.2.2 ANAliSeS CroMatOGrATICAS ... ...veivieiiiiiee ettt 63
2.2.3 Ressonancia Magnética NUCIEAY ............ccuovuiiiiiiiiiie e 63
2.2.4 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO ..ottt 63
2.2.4.1 Fracionamento Liquido-LiqUuid0 ........cccooviiiiiiiiiiie i 63
2.2.4.2 Fracionamento da fase AcOEt do Extrato metanolico dos Calos de Deguelia duckeana
........................................................................................................................................... 64
2.2.4.3 Fracionamento da fase Hidrometanolica do Extrato Metandlico dos Calos de Deguelia
UCKBBINAL ...ttt b ettt b ettt et e e st e e bt e s nte e s 67
2.2.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS ........ooeveveeeeeeeeeeeeee e 69
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAOD ....ccouiuiiririiiiiiiisiasinsissieisises s ssessesens 69
2.3.1 Identificacdo estrutural das substancias isoladas...........c.cccvveeviveiiieeiiie e, 69
2.3.2 ldentificacao estrutural das substancias Lupeol (I) e 3p-hidroxi-20(29)-lupen-28-al
(betulinaldeid) (I1)......eciieee e et e e ae e e 70
2.3.3 Identificagdo estrutural das substancias H e IV..........ccccoviieiiiiiniiene e 79
2.3.4 Identificagdo estrutural da substancia acido 3p-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico (Acido
L (] TTaTTeTo) 1N (VA F USSR 82
2.3.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS ........oovvevereeeeereeereeeseerenenns 89
2.3.5.1 Atividade Antibacteriana pelo método de microdiluiGao............cccovvvvviieiiniieinieennn, 89
2.3.5.2 Atividade de toxicidade frente Artemia salina...........ccevveviriiiiiienin e 91
2.3.5.3 Avaliacdo do potencial AIEIOPALICO. ........ueiiieiiiiiiiieee e 91
2.4 CONCLUSAD ......cooiiiiitiieiie ettt 94
25 REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt st 95

13



1. INTRODUCAO

A Amaz6nia é o bioma com a maior biodiversidade do mundo, com ampla
diversidade de animais e vegetais, oferecendo numerosos recursos para as populagoes
locais, um deles é a utilizacdo da flora local como medicamento. Em plantas utilizadas na
terapéutica de muitas enfermidades, os chamados principios ativos sdo substancias com
origem predominantemente do metabolismo secundario, como: alcaloides, flavonoides,
terpenos, substancias fenolicas, antraquinonas, entre outros (CECHINEL FILHO e
YUNES, 1998; GLOBO-NETO e LOPES, 2007; EVERT, 2014).

A biotecnologia vegetal através da propagacdo vegetativa in vitro permite a
eliminagdo de doencas vegetais e 0 melhoramento genético das plantas. Essa técnica
fornece a producdo de microplantas e/ou biomassa vegetal de excelente qualidade
fitossanitaria e genética, em curto espaco de tempo e reduzida area fisica o que €
fundamental para a producdo de metabdlitos secundarios (SOUZA et al., 2018).

A fitoquimica associada a cultura de tecidos in vitro contribui na detecgéo e
analise de produtos do metabolismo vegetal. Com o desenvolvimento de novos métodos,
0 conhecimento da composicdo quimica das plantas tem se expandido, tanto para a
identificacdo das classes de substancias quanto para a deteccdo de moléculas especificas
(PILATTI, 2010). Estudos recentes indicam que € possivel produzir calos in vitro de
forma eficiente para se obter substancias de interesse (COSTA et al., 2012;
KOKOTKIEWICZ et al., 2012).

Um dos aspectos mais criticos na producdo de plantas medicinais, principalmente
de arvores, para a utilizacdo terapéutica é, sem duvida, a quantidade e a qualidade da
matéria-prima vegetal. Em muitos casos ha a auséncia de estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos aprofundados, por conta da dificuldade de obtencdo de material vegetal,
devido a raridade e baixa frequéncia de ocorréncia da espécie nas florestas e/ou
localizacdo de dificil acesso e ocorréncia em ecossistemas ameacados de extingcao
(VIANA et al., 1999).

Neste contexto, a biotecnologia vegetal oferece ferramentas, ndo apenas para o
desenvolvimento de métodos eficientes para a propagacao e conservacao de germoplasma
das espécies de arvores como Deguelia duckeana, mas também para viabilizar a producéo
dos metabdlitos secundéarios de interesse, através do cultivo in vitro de células, tecidos e
orgaos.

O estudo da constituicdo quimica das plantas tem sido facilitado pelo

desenvolvimento de métodos rapidos e precisos, tanto para a identificacdo das classes de
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substancias quanto para a detec¢do de moléculas especificas (PILATTI, 2010). O grande
interesse no isolamento de substancias derivadas do metabolismo secundério é devido a
sua producdo estar relacionada a interagdo entre organismos, apresentando
frequentemente atividade biolégica comprovada frente a varias patologias humanas
(RHODES, 1994).

Estudos realizados previamente com D. duckeana pelo nosso grupo de pesquisa
(LIMA et al. 2013) mostram que o extrato diclorometano (DCM) das raizes apresentou
atividade antibacteriana frente a Salmonella enteritidis, Enterococcus faecalis,
Mycobacterium tuberculosis e Staphylococcus aureus; e 0 extrato hexanico das folhas
atividade contra Escherichia coli (LIMA et al., 2013; LEITE, 2018). A chalcona 4-
hidroxilonchocarpina e a flavona 4-hidroxi-isolonchocarpina isoladas de extratos de D.
duckeana, mostraram atividade citotoxica contra a linhagem de células tumorais do
neurénio SK-N-SH. Os flavonoides lonchocarpina, 4-hidroxilonchocarpina, 4-hidroxi-
isolonchocarpina e 3°,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona inibiram o fator de alongamento
eucariodtico 2 (e-EF2) atuante na catalise do movimento no ribossomo (alongamento)
correspondente a segunda etapa da sintese de proteinas nas células neurais SK-NSH
(CURSINO et al., 2016).

Devido a importante producdo de metabdlitos secundarios com efeitos
farmacologicos sobre sistemas bioldgicos, 0 nosso grupo de pesquisa também realizou a
inducdo de calos a partir de explantes foliares de D. duckeana com o objetivo de
identificar a presenca de metabdlitos in vitro. O fracionamento fitoquimico do extrato
hexano/AcOEt rendeu o isolamento dos triterpenos lupeol e 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-
al (betulinaldeido) (RESCAROLLI, 2018).

Assim, o presente estudo visou realizar o estudo fitoquimico e avaliar as
atividades biologicas dos extratos de Deguelia duckeana, além de fracionar e isolar

substancias do extrato metanolico dos calos da espécie.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae, anteriormente conhecida como Leguminosae, € considerada
a terceira maior familia de Angiospermas, possui aproximadamente 946 géneros e mais
de 24.505 espécies (THE PLANT LIST, 2020), dividida em trés grandes subfamilias:
Papilionoideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae, conforme variacbes morfoldgicas
caracteristicas de cada grupo. Sendo que destes, 222 géneros e 2.849 espécies ocorrem
no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020). Trata-se de uma familia cosmopolita (Figura 1),
ocorrendo desde 0s picos das serras montanhosas até o litoral arenoso, da floresta tropical
Umida até desertos, inclusive em ambientes aquaticos, mas 0s centros de diversidade
diminuem a partir do distanciamento da linha do Equador (LEWIS, 1987). No Brasil,
figura entre as principais familias que compdem a flora dos diversos ecossistemas
(SOUZA e LORENZI 2005).

Figura 1: Ocorréncia mundial da familia Fabaceae

1-9

10-99
M 100-998
M 1000 -9999
W 10000-99999
Il 100000 +

Fonte: http://www.tropicos.org/Name/42000184?tab=maps

E conhecida como a segunda maior familia com potencial econdémico, por possuir
grande producdo de alimentos (vargens, grdos e legumes), gerando um alto consumo de
proteina vegetal no mundo (GRAHAN e VANCE, 2003; FERNANDES et al., 2014).
Destacam-se também outras aplicagcdes, como a exploragdo madeireira, 0leos-resinas,
6leos essenciais, extratos vegetais e por ser usado pelas industrias de perfumaria,
farmacéutica, cosmética, tintas e vernizes e fitoterapico. Porém, ndo se tem muitos
estudos sobre a parte fitoquimica e farmacoldgica dessa grande biodiversidade vegetal
(JOLY et al., 2011).
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Com relagcdo a quimica, esta por sua vez possui uma riqueza metabdlica
diversificada, onde ja& foram encontradas classes metabolicas de polifendis como
antocianinas, flavonoides, acidos fendlicos, taninos, procianidinas e terpenos
(DETTENBORN, 2009; LIMA, 2018; IGNOATO, 2012; GOMES, 2015). Muitas plantas
angiospermas dessa familia possuem altos teores de fendlicos e estdo biossinteticamente
relacionadas a via do &cido chiquimico (SANTOS-SANCHEZ, 2019).

Vaérias espécies da familia Fabaceae sdo descritas por possuirem atividades
bioldgicas, tais como antimalaricas dos extratos de Prosopis juliflora analisados contra
infeccdo por Plasmodium berghei (BATISTA et al., 2018), no extrato etanélico da raiz
de Pithecellobium dulce sendo ativo contra cepas bacterianas de Acetobacter aceti,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia e Enterobacter aerogenes (LONE et al.,
2018). Além de atividade alelopatica frente a Lactuca sativa apresentada por Canavalia
ensiformis (PEREIRA et al., 2018).

2.2 Género Deguelia

O género Deguelia pertence a tribo Millettieae. Sua distribuicdo é neotropical,
ocorrendo desde o limite sul do trépico de Capricdrnio, na regido leste do Brasil,
estendendo-se ao longo da costa Atlantica em direcéo a regido Amazonica, dispersando-
se pelo norte da america do Sul até atingir o Canal do Panama (LEITE, 2018; TOZZI
1989). As espécies deste género se caracterizam por possuirem flores em pseudo-racemos
axilares longos, as vezes combinados em pseudo-paniculas, com os eixos de ultima ordem
curtos, cilindricos com 3-6 flores cada (TOZZI, 1989).

Dividida em duas secOes baseada em caracteristicas morfoldgicas e nimero de
ovulos das flores. As espécies que possuem até 6 dvulos/ovarios foram colocadas da se¢édo
Deguelia e as que possuiam de 7-15 dvulos/ovarios na se¢do Multiovulis (MARQUES et
al., 2015). Neste género sdo registrados 46 nomes de espécies, porém apenas 18 sdo
aceitas (THE PLANT LIST, 2020).

Moraes (2000), realizou um estudo onde verificou-se que o género Deguelia se
caracteriza pela presenca de isoflavonoides. Dentro deste, na secdo Deguelia predomina
0s rotenoides, de modo que em espécies da secdo Multiovulis predominam as 4-hidroxi-
3-fenilcumarinas. A presenca das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas por sua vez é encontrada
apenas em espécies das tribos Milletteae e Phaseoleae da subfamilia Papilionoideae. Esta
constatacdo é de grande importancia quimiotaxondémica, pois comprova a proximidade
cladistica entre essas duas tribos (SOUZA NETA, 2003).

17



O género possui espécies com acdo toxica e que sdo conhecidas popularmente
como timbo, timborana, canambi, etc. dentre elas esta a espécie utilizada neste trabalho,
D. duckeana (TOZZI, 1998).

2.3 Deguelia duckeana

A espécie Deguelia duckeana (Figura 2) € um arbusto escandente, pequeno,
rasteiro de lugares abertos, secos ou alagados, na floresta pode atingir grandes dimensdes,
subindo em arvores altas. Suas flores sdo na cor rdseas-violaceas (SILVA et al., 1977).
Sendo as folhas com 7 ou 9 foliolos (raramente 5 ou 11), estipulas ausentes, peciolo
estriado no geral com um sulco ventral, raquis semelhante ao peciolo, sub-angular.

Inflorescéncia ereta, pseudo-racemosa, auxiliar, multiflora e bractéolas (TOZZI, 1989).

Figura 2: Espécie Deguelia duckeana mantida no viveiro do LABB-INPA
A- Planta jovem. B- Planta adulta apresentando padrédo escandente. C: inflorescéncia

Tt o ISR T e ¥

Fonte: A e B: Rescarolli, 2018;
C: http://reflora.jbrj.gov.br

Classificacao taxondmica de D. duckeana
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Papilionoideae (Faboideae)
Tribo: Millettieae
Género: Deguelia
Secao: Deguelia
Espécie: Deguelia duckeana A. M. G. Azevedo

E uma planta brasileira endémica conhecida como cip6-cururu ou timbé. E uma
das varias plantas usadas pelos indigenas por possuir atividade ictiotoxica. Quando suas
raizes sao maceradas e langadas na dgua causam a morte de peixes, essa técnica € utilizada
pelos indios desde a época pré-colombiana e, atualmente pelos ribeirinhos, no entanto é
proibida por lei (TOZZI, 1989).

Entre as propriedades farmacologicas atribuidas aos extratos de folhas, galhos e

raizes de D. duckeana em um estudo realizado por Lima e colaboradores (2013) os
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extratos hexanico e metandlico (MeOH) foram testados quanto atividade antioxidante,
toxicidade e antibacteriana. A atividade tdxica foi comprovada em ensaios de toxicidade
em Artemia salina, onde a menor concentracdo testada se mostrou toxica para oS
microcrustaceos (5,0 pg/mL). Apenas 0 extrato hexanico do caule apresentou atividade
contra S. aureus, apresentando um halo de inibi¢do de 7 mm. N&o foi detectada atividade
antioxidante nos extratos.

A andlise fitoquimica do extrato diclorometanico (DCM) das raizes de D.
duckeana resultou no isolamento e identificacdo de seis substancias (Figura 3):

e 3.54’-trimetoxi-4-prenilestilbeno,

4-hidroxilonchocarpina,

4-hidroxiderricina,

4-metoxiderricidina,

4’-hidroxi-isolonchocarpina,

3’.4’-metilenodioxi-7-metoxi-flavona.

Enquanto o fracionamento do extrato hexanico dos galhos possibilitou o
isolamento de cinco substancias (Figura 3):
¢ lonchocarpina,
e derricidina,
e 3,5.4’- trimetoxi-estilbeno,

e mistura dos esterdides B-sitosterol e estigmasterol (LIMA, 2011)
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Figura 3: Estruturas quimicas das substancias isoladas de D. duckeana
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Fonte: Lima, 2013
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Foi dado continuidade no fracionamento do extrato diclorometanico das raizes e

hexanico dos caules de D. duckeana por Cursino e colaboradores (2016), onde foram

isolados e identificados onze flavonoides. Algumas dessas substancias ja haviam sido

relatadas por Lima (2013) assim como novas foram identificadas. As substancias isoladas

e identificas foram (Figura 4):

3,5,4'-trimetoxi-4-prenilstilbeno (1),
4-metoxiderricidina (2),

lonchocarpina (3),

4-hidroxilonchocarpina (4),
4-metoxillonchocarpina (5),
5-hidroxi-4',7-dimetoxi-6-prenilflanona (6),
4'-hidroxiisolonocarpina (7),
4'-metoxiisolonocarpina (8),

3',4' 7-trimetoxiflavona (9),
3',4'-metilenodioxi-7-metoxiflavona (10)

2,2-dimetil-cromona-5,4'-hidroxi-5'-metoxiflavona (11).

Com excecdo das substancias 1, 3 e 4, todos esses flavonoides foram descritos

pela primeira vez em D. duckeana e a flavonona (6) pela primeira vez na natureza
(CURSINO et al., 2016).
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Figura 4: Estruturas quimicas de flavonoides isolados de D. duckeana
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Fonte: Cursino et al., 2016

Devido a importante producdo de metabdlitos secundarios com efeitos
farmacoldgicos sobre sistemas bioldgicos, 0 nosso grupo de pesquisa realizou a indugao

de calos a partir de explantes foliares de D. duckeana por Rescarolli (2018) com o
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objetivo de identificar a presenga de metabdlitos in vitro. O fracionamento fitoquimico
do extrato hexano/acetato de etila (AcOEt) rendeu o isolamento dos triterpenos lupeol e
3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido) (Figura 5).

Figura 5: Estruturas quimicas dos triterpenos isolados do extrato hexano/AcOEt dos
calos de D. duckeana
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Fonte: Rescarolli, 2018

3. METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo dos organismos vivos, por meio das variadas rotas biossintéticas,
geram uma grande variedade de metabdlitos, que sdo substancias que atuam nos mais
diversos tipos de fungdes. Os metabdlitos primarios sdo essenciais para a planta, sdo
aquelas moléculas que intervém diretamente em processos que auxiliam a determinar a
sobrevivéncia, crescimento e reproducdo das plantas. No entanto, os metabdlitos
secundarios sdo aquelas substancias quimicas cuja biossintese é especifica a algumas
espécies de organismos vivos, que desempenham funcBes ndo essenciais nas plantas, por
essa razdo a sua falta ndo afeta seu desenvolvimento (DA SILVA et al., 2010).

O interesse por espécies com acentuado potencial terapéutico ja comprovado tem
aumentado, gerando consequentemente uma busca por novas fontes de produtos naturais
e farmacos. A capacidade biossintética das plantas € muito vasta, porém, a quantidade
empregada por elas é muito pequena em relacdo ao que podem nos disponibilizar
(FOGLIO et al., 2006).
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Diversos fatores sdo apontados no que se refere a producdo de farmacos, e
particularmente daqueles que sdo obtidos de espécies florestais, alguns desses fatores séo:
acessibilidade, raridade de espécies que possuem valor comercial e medicinal, qualidade
da matéria prima utilizada e principalmente aquelas localizadas em ecossistemas que sdo
ameacados de extingdo (GONCALVES e ROMANO, 2012; MORAIS et al., 2012).

As fungdes ecoldgicas dos metabolitos secundarios sdo proteger o vegetal contra
a herbivoria e infecgdes por microrganismos patogénicos, e também na atracao de animais
polinizadores e dispersores, geralmente, ndo apresentam atividade direta sobre o
metabolismo primério da planta (TAIZ e ZEIGER, 2010). A grande procura por
substancias derivadas do metabolismo secundario ocorre pelo fato de serem produtos da
interacdo entre organismos, e frequentemente apresentam atividade bioldgica
comprovada frente a varias patologias humanas (RHODES, 1994).

Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas podem ser divididos em trés
grupos principais e quimicamente diferentes: terpenos, substancias fenolicas e alcaloides
(Figura 6). Os terpenos sdo biossintetizados a partir da acetil-CoA por meio do &cido
meval6nico (no citoplasma) ou dos intermediarios glicoliticos como o piruvato e 3-
fosfoglicerato (no cloroplasto). As substancias fendlicas sdo formadas a partir do acido
chiquimico e alguns tém biossintese mista com o acetato. Por fim, os alcaloides s&o
derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sédo derivados do
acido chiguimico, e também de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) (BUCHANAN et
al., 2002).
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Figura 6: Visdo simplificada das principais vias de biossintese de metabdlitos secundarios
e sua correlagdo com o metabolismo primério
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Fonte: TAIZ e ZEIGER, 2010

Os setores industriais e laboratoriais visando a producéo, extracdo e purificacdo
dos metabdlitos secundarios encontram dificuldades, pois algumas substancias sdo
produzidas em certos tipos de células e tecidos especializados (SERAFINI et al., 2001).
Para Grattapaglia e Machado (1998), as principais vantagens da producdo de metabolitos
in vitro sdo: a independéncia dos fatores ambientais, 0 aumento do controle da producdo,
0 uso de linhagens que garantam uma qualidade consistente do produto, a simplificacdo
dos métodos de processamento e recuperacdo do produto alvo, o aproveitamento de novas
rotas de sintese a partir de linhagens mutantes, a utilizacdo de elicitores no
direcionamento da producdo e o aproveitamento das biotransformacdes que ocorrem
durante o cultivo de células vegetais in vitro, entre outras.

Um grande exemplo de sucesso na producdo de metabdlitos in vitro foi
evidenciado na obtencdo dos alcaloides vincristina e vimblastina a partir de culturas de
tecidos in vitro da espécie Catharanthus roseus (Apocynaceae). Vincristina e
Vimblastina sdo substancias com comprovada agdo antitumoral, porém as quantidades

dessas substancias na planta sdo muito pequenas (SAIMAN et al., 2014).
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3.1 Terpenos

Os terpenos ou terpenoides como podem ser conhecidos é maior classe de
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas (MARTINS et al., 2017), eles formam
uma diversidade de estruturas derivadas de unidades de isopreno (5 carbonos) (Figura 7)
(SIMOES et al., 2017). Com relagdo a sua biossintese, esta pode ser dividida em duas
rotas principais, a via do acido meval6nico, a partir do acetil-CoA e rota do metileritritol
fosfato (MEP) na qual séo sintetizados a partir dos intermediarios glicoliticos 1-desoxi-
D-xilulose e metileritritol fosfato (SIMOES et al., 2017).

Figura 7: Estrutura de isopreno
)\/

Tambeém chamados de inseticidas organicos desempenham um papel de prote¢éo
as plantas contra os insetos. Os terpenos sdo precursores dos triterpenos e dos
sesquiterpenos ja conhecidos por apresentarem agdo bactericida, onde seu mecanismo de
acdo presumivel esta relacionado com a ruptura da membrana celular por compostos
lipofilicos (ARANTES et al. 2005). Outras propriedades biologicas apresentadas na
literatura para a classe dos terpenoides sdo: antivirais, antiinflamatorias, antialérgicas,
antineoplasicas, entre outras (PADUCH et al., 2007).

Formam uma familia grande e estruturalmente diversificada de produtos naturais
derivados de unidades de isopreno C5. E séo classificadas como hemiterpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2002).

3.2 Triterpenos

Os terpenos sdo divididos de acordo com a estrutura do esqueleto carb6nico em
monoterpenos (contendo dez carbonos), sesquiterpenos (contendo quinze carbonos),
diterpenos (contendo vinte carbonos) e triterpenos (contendo trinta carbonos)
(DEGENHARDT et al., 2009).

Os triterpenos sdo 0s maiores constituintes de uma grande parte de plantas

medicinais, estdo presentes em plantas assim como em alguns animais marinhos como
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metabdlitos secundarios podendo estar conjugados a glicidios (saponinas), livres ou como
ésteres (LEE et al., 2002; SALVADOR et al., 2012).

Os triterpenos séo encontrados em alimentos da dieta humana (consumidos em
torno de 250 mg por dia) (SIDDIQUE; SALEEM, 2011). Possuem significante agdo
biol6gica, com por exemplo o triterpenos do tipo lupano (como a betulina, o &cido
betulinico (acido 3Bhidroxi-lup-20(29)-en-28-0ico) e o lupeol), que tem mostrado
diversas atividades bioldgicas como anti-inflamatéria, antihiperglicémica, antioxidante
(ALQAHTANI et al. 2013) e anticAncer (BAGLIN et al. 2003).

4. ENSAIOS BIOLOGICOS
4.1 Atividade Antibacteriana

Sabe-se que o uso inadequado de antibidticos esta relacionado a resisténcia dos
microrganismos, o que dificulta o tratamento de infec¢des bacteriana, fazendo assim com
que haja uma rapida disseminacgé@o desses microrganismos (KARAM et al., 2016).

Diante dessa problemaética, o interesse pela busca de novos farmacos oriundos de
fonte naturais e extratos vegetais aumentou bastante, facilitando o estimulo a novas
pesquisas que tenham a finalidade de comprovar a eficacia da fitoterapia e assim
desenvolver novos farmacos. Além disso, os farmacos sintéticos podem ser substituidos
por farmacos de plantas medicinais que podem possuir alta eficacia, menor potencial
toxico e efeito terapéutico semelhante aos que sdo produzidos sinteticamente pelas
inddstrias (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Os agentes patdgenos clinicos mais comuns Gram-positivos sdo: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium e Gram-negativa as bactérias Escherichia coli, Klebsiella,
Pseudomonas aeruginosa, Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila e Acinetobacter baumannii que sdo causadoras de graves e até
mesmo fatais infec¢des (HU et al., 2017; WHO et al., 2018).

4.2 Atividade de toxicidade frente Artemia salina

Os testes de toxicidade sdo realizados com o objetivo de identificar ou avaliar 0s
efeitos de substancias nos sistemas bioldgicos, assim como confirmar a toxicidade
relativa dessa substancia (COSTA et al., 2008).

27



A Artemia salina Leach, é uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca e
familia Artemiidae (MEYER et al., 1982), geralmente é empregada na aquicultura e em
aquérios (LIBRALATO et al., 2016) e utilizada como alimento para peixes e outros
crustaceos, passaros e varios invertebrados (MILHEM et al, 2008; PEREZ e LAZO,
2010).

Nos ultimos anos o uso da A. salina tem aumentado satisfatoriamente, devido a
simplicidade no manuseio, realizacéo de ensaios rapidos e baixo custo, favorecendo deste
modo a utilizacdo em diversos estudos (RAJABI et al., 2015). O teste de toxicidade
emprega a avaliagdo preliminar da toxicidade de substancias de origem natural ou
sintética (BELEM et al., 2015). A A. salina apresenta como vantagem, resisténcia ao ser
transportada, simplicidade no cultivo, reprodugdo e no armazenamento dos 0VOS
(MERINO et al., 2015). Podem ser visualizadas com o auxilio do microscopio ou a olho
nu (SOUZA et al., 2015).

4.3 Avaliacéo do potencial Alelopatico

A alelopatia é o efeito de uma planta sobre outra por meio da producdo de
substancias quimicas que sdo liberadas no meio ambiente (RICE, 1984), estudos
realizados nesta area estdo beneficiando recentes avangos tecnologicos. Neste teste
estuda-se processos biologicos realizados por plantas, ou outros microrganismos, que
através de metabolitos secundarios, denominados aleloquimicos que sdo capazes de
interferir no desenvolvimento de organismos. Os aleloquimicos estdo presentes em todos
os tecidos das plantas, tanto 6rgéos vegetativos quanto reprodutivos. (RIZVI et al., 1992;
SOUZA et al., 2006).

A Dbioatividade dos aleloquimicos envolve estimulo ou inibicdo do
desenvolvimento de outras espécies, quando esses compostos sdo liberados no meio
ambiente, provocam mudancas morfoldgicas e metabdlicas em espécies vizinhas,
podendo influenciar no crescimento, prejudicar o desenvolvimento normal e até mesmo
dificultar a germinacéo das sementes de outras espécies vegetais (REZENDE et al., 2003;
FIORENZA et al., 2016).

Dentre os grupos de metabolitos identificados por apresentarem atividade
alelopatica, destacam-se: benzoquinonas, terpenoides, alcaloides, derivados do acido
benzoico e arilpropanoides, acidos hidroxamicos, esteroides, acidos graxos de cadeia
longa e lactonas insaturadas (BARATELLI, 2006; REIGOSA et al., 2013).
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Os terpenos estdo envolvidos em varios processos ecoldgicos de plantas, dentre
eles as interacOes alelopaticas com outras plantas (DUKE; OLIVA, 2004). Alguns autores
destacam que diferentes categorias de terpenos podem promover a inibicdo da
germinacdo e crescimento de outras plantas, particularmente de plantas daninhas, sendo
promissores a serem utilizados como herbicidas naturais (ABDELGALEIL et al., 2009;
MACIAS et al., 2010; GRANA et al., 2013).

O potencial alelopatico conhecido de espécies botanicas possui importantes
contribuicdes na investigacdo de novos compostos (RICE, 1984; RIZVI, 1992; KRUSE
et al., 2000; LI et al., 2010).
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5. OBJETIVOS
5.1 Geral
Realizar o estudo fitoquimico do extrato metanolico dos calos e avaliar as atividades

bioldgicas dos extratos da planta e dos calos de Deguelia duckeana.

5.2 Especificos
v Avaliar os extratos de folhas e raizes de Deguelia duckeana quanto ao seu

potencial antimicrobiano, toxico frente Artemia salina e alelopatico.

v Avaliar o extrato metanolico e as fases dos calos de Deguelia duckeana quanto ao
seu potencial antimicrobiano, toxica frente Artemia salina e alelopatico.

v Isolar e identificar/elucidar as substancias quimicas presentes no extrato

metanolico dos calos de Deguelia duckeana.
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CAPITULO 1

Extracao de folhas e raizes de Deguelia duckeana

e avaliacdo de atividades biologicas.
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1.2 METODOLOGIA
1.2.1 Coleta

As folhas foram coletadas em julho de 2019 de um espécime que se encontra em
casa de vegetacdo no Laboratério de Bioprospeccdo e Biotecnologia (LABB) sob o
namero de registro de exsicata 278426, o qual se encontra depositado no herbéario do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

1.2.2 Preparo do Extrato
As folhas e raizes coletadas (Figura 8) foram secas em temperatura ambiente (20

+ 2 °C) e posteriormente moidas e pulverizadas em moinho de facas.

Figura 8: Imagens da espécie D. duckeana. (A) Folhas coletadas; (B) Raizes coletadas

A

Fonte: Acervo Pessoal

Em seguida o material vegetal (folhas), foi extraido com hexano/AcOEt na
proporcao 1:1 e MeOH 100% (Figura 9), onde, para cada 1 g de massa seca foi utilizado
10 mL do solvente. Foram realizadas quatro extracdes para o sistema hexano/AcOEt (1:1)
utilizando ultrassom durante 20 minutos para cada extragdo, posteriormente o material
foi filtrado e seco em ambiente controlado de laboratorio +/- 24 °C, para obtengdo do

extrato MeOH foi realizado 0 mesmo procedimento.
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Figura 9: Fluxograma do preparo dos extratos das folhas

Folhas
secas e moidas

- Extracdo com Hex/AcOEt por 20 min A
X
- Filtracdo }

- Evaporacdo do solvente

Extrato Material
Hex/AcOEt vegetal

- Extragcdo com MeOH por 20 min
T 4
- Filtracdo

- Evaporagéo do solvente

MeOH

Posteriormente, os extratos hexano/AcOEt (1:1) e metandlico foram concentrados
em rotaevaporador até a remoc¢do completa do solvente. Os solventes utilizados para as
extracOes, cromatografias em camada delgada comparativa (CCDC) e cromatografias em
coluna aberta (CCA) possuiam grau comercial de pureza, sendo previamente destilados
no Laboratorio de Bioprospecgéo e Biotecnologia (LABB/INPA).

Para a obtencdo do extrato aquoso das raizes, o material foi extraido com agua

destilada duas vezes e concentrados em liofilizador (Figura 10).
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Figura 10: Fluxograma do preparo do extrato aquoso das raizes

Raizes
secas e moidas

- Extracdo com H20 por 20 min )
X
- Filtracdo }

- Liofilizacdo

[ Extrato ] [ Residuo J
AQuO0so

1.2.3 Analise cromatografica dos extratos

Os extratos dos da planta de D. duckeana foram analisados por Cromatografia em
Camada Delgada Comparativa (CCDC - Whatman™), empregando cromatofolhas de
aluminio com silica gel com indicador de fluorescéncia UV 254 nm. Para a eluig&o, foram
realizadas combinagfes com varios solventes, em diferentes proporcdes. Na revelacao
das cromatofolhas empregou-se o revelador fisico luz ultravioleta (comprimento de onda
de 254 nm e 365 nm), e como reveladores quimicos o cloreto ferrico (FeCls), anisaldeido
sulfarico, sulfato cérico Ce(SO4)., 2-aminoetil difenilborinato/polietilenoglicol (NP-

PEG) e vapor de iodo.

1.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Os espectros de RMN de *H foram realizados no espectrometro Bruker Fourier
300, operando em 300 MHz para o nicleo de 'H e foram utilizados os solventes

Cloroférmio, dimetilsulfoxido e agua deuterados, para dissolver as amostras.

1.2.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS
1.2.5.1 Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢cdo em caldo

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em placas
de 96 pocos e a determinacdo do crescimento microbiano foi determinado por leitura em
espectrofotdbmetro, metodologia adaptada de CLSI, 2012. Os in6culos foram preparados

com o auxilio de uma alca calibrada descartavel, onde col6nias bacterianas provenientes
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de culturas puras de 24 horas foram inoculadas em caldo Mueller Hinton e
homogeneizadas.

A turvacdo do in6culo foi comparada e ajustada a turvagdo do tubo 0,5 da escala
de McFarland, que corresponde a uma suspenséo contendo aproximadamente 1-2 x 108
unidades formadoras de col6nias (UFC/mL). Em seguida, cada microrganismo-teste foi
diluido na proporgdo de 1:20 e 10 pL de cada foi inoculado nas placas. O extrato foi
diluido na concentracao de 1000 pg/mL, e em seguida, 100 pL da dilui¢do foi adicionada
em cada poco da placa.

As placas foram lidas em espectrofotdometro a 625 nm e incubadas a 37 °C por 24
horas e apds esse periodo, lidas novamente sob as mesmas condigdes iniciais e 0s valores
de crescimento das bactérias obtidos e analisados. A atividade inibitoria foi obtida pelas
diferencas das densidades Opticas entre as leituras realizadas antes e depois da incubacao.

Os micro-organismos testados foram: Aeromonas hydrophila IOC/FDA 110-36,
Citrobacter freundii ATCC 8090, Edwardsiella tarda ATCC 15947, Enterobacter
cloacae ATCC 13047, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145, Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 (NCTC 10038), Salmonella
enterica ATCC 13076, Serratia marcescens ATCC 13880, Staphylococcus aureus ATCC
12600. O controle positivo utilizado foi o antibiotico oxitetraciclina a 125 pg/mL e como
controle negativo, o préprio meio de cultura + DMSO a 5%. Os microrganismos
utilizados foram doados pelo Laboratorio de Micro-organismos de Referéncia do Instituto

Nacional de Controle de Qualidade em Saude, da Fundagdo Oswaldo Cruz.

1.2.5.2 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

O ensaio de toxicidade foi realizado de acordo com Meyer e colaboradores (1982),
com adaptacdes. Os extratos foram testados em triplicata, nas concentragdes de 1000,
500, 250, 125, 60 e 30 pug/mL. Foi preparada uma solucéo salina contendo 38 g de sal
marinho diluida em 1 L de agua destilada e foi adicionado 10 mg de cistos de Artemia,
essa solucdo foi colocada em Becker sob luz artificial por 48 horas e a temperatura em
torno de 27 a 30 °C.

Apds o periodo de eclosdo, as Artemias foram depositadas em uma placa de 24
pocos juntamente com o extrato diluido em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSOQ) a 5%.

Foram colocados 10 individuos por poco e em triplicata por concentragdo e como
controle negativo utilizou-se 0 DMSO e controle positivo dicromato de potassio (100

pg/mL). As placas foram deixadas em temperatura ambiente de 27-30 °C sob luz artificial
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durante 24 horas. Apds 24 horas, realizou-se a contagem dos sobreviventes para cada
poco e calculado o desvio padréo da quantidade de individuos mortos para determinar o
grau de toxicidade do extrato.

A leitura dos resultados foi realizada a partir da observacao das larvas, sendo
consideradas mortas todas as que ndo apresentaram qualquer movimento ou debilidade
na motilidade durante 10 minutos. A determinacgdo da toxicidade foi realizada através do
percentual (%) de mortalidade das larvas, onde é considerada alta toxicidade as amostras
que apresentaram 60% de mortalidade

1.2.5.3 Avaliacédo do potencial Alelopético

Os extratos hexano/AcOEt e MeOH das folhas e aquoso das raizes de D. duckeana
foram diluidos na concentracdo de 100% m/v. Como substrato utilizou-se discos duplos
de papel filtro alocados em placas de Petri de 9 cm, a estes foram adicionados 2 mL de
extrato, apos evaporacdo do solvente, foi adicionado 2 mL de agua destilada estéril para
umidificar o substrato (SIMOES, MADAIL e NOGUEIRA, 2013).

Cada disco de papel filtro recebeu 25 sementes (pré-esterilizadas, selecionadas por
uniformidade de tamanho e distribuidas de maneira uniforme) da espécie alvo Lactuca
sativa (alface) com percentual médio de germinacédo de 97%. Foram utilizadas 4 placas
com 25 sementes cada, totalizando 100 sementes por concentracédo de cada extrato testado
(BRASIL, 2009).

Nas placas controle, procedimento idéntico foi realizado, substituindo os 2 mL de
extrato, por 2 mL do solvente extrator, sendo acrescentado apds a evaporacao do solvente,
2 mL de agua destilada.

As placas foram acondicionadas em sala de germinacdo com fotoperiodo de 16:8
horas dia/noite sob temperatura de 26 + 2 °C. A leitura para avaliacdo do percentual de
germinacdo foi realizada diariamente e o critério utilizado foi a presenca de protruséo
radicular visivel. Sendo o experimento concluido apds trés dias consecutivos sem ocorrer
germinacao.

Do total de sementes germinadas em cada placa petri, foram selecionados
aleatoriamente 10 sementes. Trés dias apds a protusdo radicular, foram efetuadas as
medidas do tamanho radicular e da parte aérea de cada plantula.

Foi avaliado: PG - porcentagem de germinacdo (porcentagem de sementes
germinadas em cada tratamento), IVG - indice de velocidade de germinagdo (numero

médio de sementes germinadas por dia em cada tratamento, expresso pela seguinte
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formula: IVG = (G1/ N1)+ (G2 / N2) +...+(Gn / Nn), onde: G1 = nimero de sementes
germinadas na primeira contagem, N1 = nUmero de dias decorridos até a primeira,
contagem, G2 = numero de sementes germinadas na segunda contagem, N2 = nimero de
dias decorridos até a segunda contagem, n = Gltima contagem ) e crescimento de parte
aerea (hipocaétilo/coleoptilo) e radicula (MAGUIRE, 1962).

Os resultados obtidos foram analisados através da analise de varidncia simples
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste Tukey de comparacdo de médias a
5% de probabilidade (p < 0,05). Todas as analises foram executadas pelo programa
GraphPad Prism (PRISM, 1994).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.3.1 Obtencéo dos extratos
As massas obtidas das extragGes podem ser visualizadas na Quadro 1, onde a

maior massa de extrato obtido, foi oriunda da extragdo MeOH das folhas.

Quadro 1: Massa dos materiais vegetais e dos extratos obtidos de D. duckeana

Material | Massa Material Extrato Extrato Extrato
vegetal |inicial ulverizado
d @]p @ Hex/AcOEt (g) | MeOH (g) | Aquoso (g)
Folhas 51,21 20,38 0,45 2,82 Nao obtido
Raiz 305,00 93,00 Nao obtido N&o obtido 0,4

1.3.2 Analise cromatografica dos extratos

As placas cromatogréaficas dos extratos hexano/AcOEt (Figura 11) e MeOH
(Figura 12) quando revelados por luz UV (A = 365 nm) indicaram a presenga de
substancias com ligac6es duplas conjugadas. Quando vaporizado por iodo foi possivel
observar manchas amarelas, sugerindo a presenca de substancias com ligacdo quimica
insaturada (dupla ligacdo) em ambos os extratos. Os reveladores oxidantes Ce(SOa4). e
anisaldeido sulfarico apresentaram indicio de terpenos. Observaram-se indicios de
substancias fenolicas apds serem reveladas com anisaldeido sulfarico evidenciando
manchas laranjas e com FeClz manchas azul escuro. Esses resultados corroboram com o
trabalho de Lima e colaboradores (2013) em que o extrato hexanico dos galhos e extrato

diclorometano (DCM) de raizes também apresentaram indicios de chalconas.
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Figura 11: Analise em CCDC do extrato Hexano/AcOEt das folhas de D. duckeana

Hexano/DCM

Legenda: Reveladores (A): UV 254 nm; (B): UV 365 nm; (C): NP-PEG; (D): Ce(SOa4)2;
(E): Anisaldeido; (F): FeCls; (G): lodo

Figura 12: Analise em CCDC do extrato MeOH das folhas de D. duckeana

Legenda: Reveladores (A): UV-254 nm; (B): UV 365 nm; (C): Ce(SQOas)2; (D):
Anisaldeido; (F): FeCls; (G): lodo

Metanol 100%

O extrato aquoso das raizes (Figura 13) quando revelado com UV (A =254 nm e
365 nm) foi possivel verificar a presenca de substancias com liga¢@es duplas conjugadas,
com o revelador FeCls mostrou caracteristicas de substancias polares e fendlicas. No
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revelador anisaldeido o extrato apresentou coloragdo rosa indicativo de terpenos na

origem e coloracdo amarela indicando presenca de aromaticos.

Figura 13: Analise em CCDC do extrato aquoso das raizes de D. duckeana

|
‘ |

-
2 N
AcOEt/Acetona 2:8

Legenda: Reveladores (A): UV 254 nm; (B): UV 365 nm; (C): FeCls; (D): Anisaldeido

1.3.3 Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear
A andlise do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do extrato

hexano/AcOEt das folhas mostra que esta constituido principalmente de cadeias lineares
de alcanos e alcenos (“graxas”), observados pelos sinais em 64 em 1,26 e 0,87. Também
observam-se sinais entre 1 6 e 8,2 indicativos de substancias aromaticas. Sinais entre on
9,3 e 10 de grupamentos aldeidicos e entre 6412,5 e 13, sinais que podem ser de hidroxilas
queladas de flavonoides, pois ja foram isoladas substancias flavonoidicas de D. duckeana
(LIMA, et al, 2013, CURSINO, 2016).
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Figura 14: Espectro de RMN de *H do extrato hexano/AcOEt das folhas de D. duckeana
(300 MHz, CDClg).
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A analise do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do extrato MeOH das
folhas mostra que também estd constituido por cadeias lineares de alcanos e alcenos
(“graxas”), mas em menor concentragdo que no extrato mais apolar (hexano/AcOEt),
como era de esperar, observados pelos sinais em 1 em 1,23 e 0,85. Também observam-
se sinais entre dn 6,0 e 8,4 indicativos de substancias aromaticas. S&o observados menos
sinais de metoxilas, um mais intenso em &y 3,09, entretanto observam-se varios sinais

entre o1 3,0 e 4,0, referentes a aglcares, que podem estar ligados as substancias
aromaticas.
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Figura 15: Espectro de RMN de 'H do extrato MeOH das folhas de D. duckeana (300
MHz, DMSO-ds).
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A analise do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do extrato aquoso das
raizes mostra sinais entre oy 6,5 e 8,7 indicativos de substancias aromaticas. H4 uma
grande concentragédo de sinais entre 61 3,0 e 5,0, referentes a agucares, que podem estar
ligados as substancias aromaticas ou livres, uma vez que é extrato aquoso.
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134 AVALIAQAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS
1.3.4.1 Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢cdo em caldo

Na concentragdo testada de 1000 pg/mL, verificou-se que para 0 extrato
hexano/AcOEt das folhas, inibiu o crescimento de 9 bactérias quando comparado ao
controle negativo. O extrato MeOH das folhas inibiu o crescimento de 4. O extrato aquoso
das raizes apresentou atividade antibacteriana apenas para 1 bactéria. Os extratos MeOH,
Hexano/AcOEt e aquoso inibiram o crescimento da bactéria gram-negativa Pseudomonas
fluorescens, em 82,98%, 45,22% e 22,65% respectivamente. Outras porcentagens de

inibicdo do crescimento das bactérias estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1: Porcentagem de inibicdo dos extratos de Deguelia duckeana + desvio padrdo
frente as bactérias testadas

FOLHAS RAIZ
Hexano/AcOEt MeOH H>O
BACTERIAS PORCENTAGEM DE INIBI(;AO

Staphylococcus aureus 50,88 + 0,08 - -
Aeromonas hydrophila 23,14 £ 0,06 - -
Serratia marcescens - - -
Pseudomonas aeruginosa 28,93 + 0,01 - -
Citrobacter freundii 11,75+0,1 8,23+0,01 -
Klebsiella pneumoniae 16,19 £ 0,01 15,4 + 0,03 -
Edwardsiella tarda 25,55 + 0,04 9,3+0,02 -

Pseudomonas fluorescens 82,98 + 0,01 45,22 + 0,03 22,65
Escherichia coli 33,95 + 0,08 - -
Salmonella enteritidis 4,7 +0,02 - -

Lima e colaboradores (2013) realizaram o teste antibacteriano de D. duckeana por
meio da técnica difusdo por cavidade-placa, com os extratos hexano, MeOH e aquosos de
caules, folhas e raizes frente a diferentes cepas bacterianas, ressaltando a atividade frente
a S. aureus onde apresentou um halo de inibicdo de 7 mm. Esses resultados sao
condizentes com o encontrado neste estudo, onde o extrato hexano/AcOEt também
apresentou atividade frente a S. aureus pela metodologia de microdiluicdo em caldo.

Resultados promissores foram encontrados nos extratos hexano/AcOEt e MeOH
das folhas, onde os valores foram 82,98% e 45,22% de inibicdo respectivamente para
cepa P. fluorescens, essa bactéria pode causar doengas graves como septicemia, choque

séptico e coagulacdo intravascular (SHU et al., 2019).
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1.3.4.2 Teste de toxicidade frente Artemia salina

Os resultados do teste de toxicidade frente de A. salina podem ser observados na
Tabela 2. O extrato hexano/AcOEt da planta foi toxico até na menor concentragao testada
(30 pg/mL), causando mortalidade de 100% das larvas, o extrato metandlico da planta
ndo apresentou toxicidade. O extrato aquoso das raizes, por sua vez apresentou toxicidade
nas concentragdes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL. Para a avaliagdo de mortalidade foram
considerados mortos todos os que ndo apresentavam nenhum movimento por alguns
segundos de observagdo (BUENO e PIOVEZAN 2015; MEYER et al., 1982).

Tabela 2 — Resultados da avaliacdo de toxicidade dos extratos de Deguelia duckeana
frente a Artemia salina

Concentracao dos extratos

1000 500 250 125 60 30

Mortalidade (%)

Folhas MeOH 0 0 0 0 0 0
Hexano/AcOEt 100 100 100 100 100 100
Raiz Aquoso 100 100 100 100 37 7

Resultados similares quanto a toxicidade foram encontrados em estudos de Lima
e colaboradores (2013) com os extratos hexanico e metandlico das folhas e aquoso de
raizes de D. duckeana, corroborando com os resultados desta pesquisa. Diversos trabalhos
tentam correlacionar a toxicidade sobre A. salina com atividades como antiflngica,
viruscida e antimicrobiana (MACBAE et al., 1988), sendo evidenciado tal relacdo nos
extratos hexano/AcOEt das folhas e 0 extrato aquoso das raizes de D. duckeana, que
apresentaram efeito toxico tanto para 0 microcrustdceo quanto antibacteriano,

possivelmente em resposta a presenca de substancias fenolicas.

1.3.4.3 Avaliacéo do potencial Alelopatico
Na avaliacdo do efeito alelopético, a porcentagem de germinacdo de L. sativa ndo
sofreu interferéncia de nenhum dos extratos testados. O indice de velocidade de

germinacao foi retardado pelo extrato metandlico da planta (Tabela 3).
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Tabela 3 - Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade da germinacéo (IVG) de
Lactuca sativa dos extratos hexano/AcOEt, metandlico de folhas e aquoso de raizes de
D. duckeana.

Tratamento Concentragéao Germinagéo VG
mg/mL (%)
FOLHAS
Extrato hexanico/AcOEt 0 mg/mL 97,00 11,58
1 mg/mL 94,00 12,33
Extratos metandlico 0 mg/mL 93,00 22,50
1 mg/mL 88,00 16,00***
RAIZ
Extrato aquoso 0 mg/mL 96,00 23,65
1 mg/mL 94,00 22,94

Resultados significativos sdo seguidos por: *** p < 0,001

Por outro lado, o crescimento da parte aérea (Figura 14) ndo sofreu interferéncia

em nenhum dos extratos avaliados.

Figura 17: Efeito dos extratos MeOH, Hexano/AcOEt de folhas e aquoso das raizes de
Deguelia duckeana no crescimento da parte aérea de Lactuca sativa.
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Resultados significativos sdo seguidos por: *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

CMF - Controle do extrato MeOH das folhas; EMF- Extrato MeOH das folhas; CHAF- Controle do extrato
Hexano/AcOEt das folhas, EHAF- Extrato Hexano/AcOEt das folhas; CAR — Controle aquoso raiz; AR —
Extrato aquoso raiz.

Quanto ao crescimento radicular, este sofreu um decréscimo quando submetido

ao extrato hexano/AcOEt das folhas (Figura 15) possivelmente devido a possivel

presenca de substancias fenolicas como evidenciado nas placas cromatograficas e nos
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espectros de RMN. Porém, o extrato aquoso interferiu no aumento da radicula de L. sativa
(Figura 15).

Figura 18: Efeito dos extratos MeOH, Hexano/AcOEt de folhas e aquoso das raizes de
Deguelia duckeana no crescimento radicular de Lactuca sativa.
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Resultados significativos sdo seguidos por: *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

CMF - Controle do extrato MeOH das folhas; EMF- Extrato MeOH das folhas; CHAF- Controle do extrato
hexano/AcOEt das folhas, EHAF- Extrato hexano/AcOEt das folhas; CAR — Controle aquoso raiz; AR —
Extrato aquoso raiz.

A figura 16 demonstra qualitativamente a reducdo do crescimento radicular.

Figura 19: Plantulas de Lactuca sativa sob interferéncia de diferentes extratos

As substancias 3,5,4’-trimetoxi-4-prenilestilbeno; 4-metoxilonchocarpina e 4-
metoxiderricidina do extrato diclorometano (DCM) das raizes de D. duckeana isoladas
por Cursino (2016) confirmam os resultados obtidos por Lobo (2010) onde as substancias
fendlicas estibenos e chalconas 4-metoxilonchocarpeno; 3,5-dimetoxi-4'-hidroxi-3'-
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prenil-trans-estilbeno;3,5-dimetoxi-4'-O-prenil-trans-estilbeno  isolados do extrato
etandlico das folhas de Deguelia rufescens var. urucu apresentaram atividade alelopética
frente ao crescimento de Mimosa pudica.

Dentre os parametros avaliados na atividade alelopatica, a inibicdo da germinacédo
tem sido frequentemente utilizada para mensurar a potencialidade fitotoxica (FRANCO
et al. 2014).

Maiores efeitos tém sido evidenciados sobre o crescimento de plantas teste,
Lactuca sativa por exemplo se destaca em experimentos com aleloquimicos por possuir
a alta sensibilidade a esses compostos, em especial, durante a fase de germinacédo e
crescimento das plantulas (MATIAS et al. 2018).

Dentre as classes quimicas relacionados a atividade alelopatica, 0s compostos
fenolicos e os terpenos (presente em extratos mais apolares) s&o comumente 0s mais
destacados, devido causarem problemas na permeabilidade da semente,
consequentemente inibindo a germinacao e crescimento de plantas alvo (CARMO et al.
2007).

Grande parte dos trabalhos realizados em alelopatia tem tido maior enfoque em
extratos aquosos, como Mimosa bimucromata, Peltophorum dubium (Spreng.) Taub
(JACOBI e FERREIRA, 1991; CANDIDO 2010). Porém resultados como os deste
trabalho demostram a importancia de estudos com solventes mais apolares, uma vez que
como apresentado por Silva e colaboradores (2015) estes interferem no crescimento

radicular e da parte aérea, sendo possivel sua exploragéo, pela industria biotecnoldgica.

1.4 CONCLUSAO
Tomados em conjunto os resultados obtidos no presente estudo permitiram obter
as seguintes conclusdes.

e Todos os extratos apresentaram atividade antibacteriana.

e Com relacdo aos resultados do teste de toxicidade frente de A. salina o extrato
hexano/AcOEt da planta foi toxico até na menor concentracéo testada (30 pg/mL).
O extrato MeOH néo apresentou toxicidade. O extrato aquoso das raizes, por sua
vez apresentou toxicidade nas concentracGes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL.

e Na avaliacdo do efeito alelopatico, a porcentagem de germinacao de L sativa ndo
sofreu interferéncia de nenhum dos extratos testados. O indice de velocidade de
germinacdo foi retardado pelo extrato MeOH. O crescimento da parte aérea ndo
sofreu interferéncia em nenhum dos extratos avaliados. Quanto ao crescimento
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radicular, este sofreu um decréscimo quando submetido ao extrato hexano/AcOEt
das folhas.
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CAPITULO 2

Fracionamento do extrato MeOH dos calos de Deguelia
duckeana e avaliacdo de atividades bioldgicas.
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2.1 INTRODUCAO

A cultura de tecidos pode ser aplicada em vérias areas, como por exemplo, na
bioguimica, morfologia, fisiologia, biologia molecular e genética celular, assim como
propagando plantas e melhorando o aspecto de espécies economicamente importantes
(GUOQ et al. 2004).

Cultura de tecidos vegetais in vitro compreende-se por um conjunto de técnicas
de cultivo de células (inéculo) e tecidos vegetais (explantes) em meio nutritivo, sob
condi¢cdes adequadas de assepsia, nutricdo e fatores ambientais como luminosidade,
temperatura e trocas gasosas, para gerar uma planta (QUISEN e ANGELO, 2008). A
cultura in vitro apresenta diversas aplicaces praticas como multiplicacdo de plantas em
larga escala, melhoramento genético, conservacdo de germoplasma e producdo de
metabolitos secundarios (SATHYANARAYANA; VARGHESE, 2007; THORPE,
2012). Essa técnica é empregada principalmente para aquelas espécies que possuem
dificil propagacéo (ALVES et al., 2008), e tem como vantagem o fato de se obter mudas
livres de fitopatogenos e doencgas, tornando-se um metodo mais eficaz em relacdo ao
método convencional (REINHARDT e CUNHA, 1999).

Sem a totipoténcia nada disso seria possivel, pois devido essa competéncia
apresentada pelas células vegetais, de serem induzidas a voltar ao estado meristematico e
redefinir seu padréo de diferenciacdo celular, viabiliza, desta forma, a formacéo de novos
orgdos ou de uma planta completa (TERMIGNONI, 2005).

Na cultura de tecidos, a organogénese € uma via de regeneracdo que pode ser tanto
direta (sem a formacdo de calo) quanto indireta (com a formacéo de calo). Entretanto,
procura-se utilizar explantes que contenham maior proporcéo de tecido meristematico ou
que apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Quando um explante ¢é cortado para se colocar na cultura in vitro, é produzida uma
injuria. Isto desenvolverd uma resposta na parte do tecido lesionado onde comeca a
formar um pequeno agrupamento de células recém divididas na superficie. Este pode
continuar a se dividir, associado a uma aplicacdo diferencial de reguladores de
crescimento e condi¢des controladas no meio de cultura para produzir uma massa de
células relativamente indiferenciadas que formam o calo (AHMAD et al., 2013; GROUT,
2017; SMITH, 2013), conforme a Figura 20, abaixo.
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Figura 20: Sequéncia da formac&o de calo, da periferia para o centro, em explante foliar
de andiroba (Carapa guianensis). (1) Preparagdo do tecido. (2) Divisao das Células. (3)
Desdiferenciagéo celular.

Fonte: Souza et. al., 2018

O calo (Figura 21) € um conjunto de células que se multiplicam
desordenadamente, formando um tecido mais ou menos organizado e podem se formar
por meio de um pequeno pedaco de qualquer 6rgéo de uma determinada planta e tendo a
capacidade de regenerar plantas inteiras ou apenas tecidos, 6rgdos e embribes, ou ainda
se manter em estado de calo por tempo indeterminado (PIERIK,1990; TORRES e
CALDAS, 1998). O calo é geralmente composto de células friaveis, grandes, vacuoladas
que sdo altamente desorganizadas. Também pode ser duro e compacto, podendo conter
regides de pequenos agregados de células meristematicas (indiferenciadas) as quais
possuem maior capacidade de regeneracdo (SMITH, 2013).

Figura 21: Calo da planta D. macrophylla. A) Calo com clorofila B) Calo friavel C) Calo
compacto

Fonte: ZANCA et al., 2016

A cultura de tecidos também tem sido apontada como valioso instrumento para o
estudo dos metabdlitos primarios e secundarios, constituindo um sistema apropriado para

61



a producdo de substancias farmacoldgicas importantes. Pesquisas tém demonstrado
sucesso na producdo de metabdlitos secundarios em diferentes 6rgdos e culturas ndo
organizadas como calos e suspensdes de células (SCHRIPSEMA e VERPOORTE, 1994;
KARAM et al., 2003; FURDEN et al., 2005; GYORGY et al., 2005).

Estudos atuais revelam que é possivel a producdo de calos in vitro de forma
eficiente para a producdo de substancias de interesse (COSTA, et al., 2012;
KOKOTKIEWICZ, et al., 2012). Existem substancias bioativas que possuem um grande
valor econdémico e cientifico, porém, produzidas em pequenas quantidades na planta,
como é o caso do taxol, que € utilizado para o tratamento de pessoas com cancer. Para
obter essa substancia em quantidade suficiente para a realizacdo do tratamento contra o
cancer de uma pessoa, sao necessarias as cascas de trés arvores de aproximadamente cem
nos de idade (NOSOV, 2012). A vincristina e vimblastina sdo substancias com
comprovada acdo antitumoral, porém as quantidades dessas substancias na planta
(Catharanthus roseus) também sdo muito pequenas (SAIMAN et al., 2014) e para o
melhoramento da producdo da quantidade dessas substancias estdo utilizando a
producdo de células em suspensdo com uso de elicitores que consiste na geracao de
um estresse quimico ou fisico nas células para induzir a producdo de metabolitos
secundarios que de outra forma néo estariam sendo produzidos. (FUMAGALLI et al. 2008;
FUKUYAMA et al., 2015; FATIMA et al., 2015), quanto a inducdo in vitro através da
genetica (PRAKASH et al., 2015; MOERKERCKE et al., 2013).

Outra substancia que esta sendo estudada, é a artemisinina, importante antimalarico
extraido de espécies do género Artemisia. Para conseguir 0 aumento da producdo, estdo
sendo testados culturas em suspensao celular com a utilizacao de elicitores, assim como
os utilizados em vincristina e vimblastina (ALI et al., 2014; TARIQ et al., 2014).

Assim, sabendo da importancia dos metabdlitos secundarios nos vegetais e suas
formas de atuacdo sobre sistemas bioldgicos, os beneficios da cultura de tecidos e além
de ja ter isolado triterpenos de extratos de calos de D. duckeana in vitro, estudos
fitoquimicos e bioldgicos sdo necessarios para identificar substancias presentes na

espécie.
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2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Extrato metandlico dos calos de D. duckeana

Os calos foram obtidos a partir do trabalho de Rescarolli (2018) onde a biomassa
vegetal usada foram explantes foliares (nimero de registro 50410), o meio usado para a
multiplicagdo foi a combinacgdo de duas citocininas e uma auxina (3 mg.L™* BAP + 2
mg.L"? ANA + 2 Kin). A manutencio dos repiques ocorreu a cada 30 dias. Apds a
extragdo desses calos geraram 2 extratos brutos: hexano/AcOEt 1:1 e MeOH. Sendo este
altimo o que foi utilizado neste trabalho.

2.2.2 Andlises cromatogréficas

Para a analise cromatografica dos extratos dos calos de D. duckeana empregou-se
a mesma metodologia usada no Cap. 1 (topico 1.2.3). Essa metodologia também foi
utilizada para a determinacao dos procedimentos para o fracionamento e para a analise
das fracGes obtidas, indicando a similaridade entre as fracOes, o nivel de pureza, e as

possiveis classes de metabolitos presentes.

2.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear
Para a analise de RMN do extrato MeOH dos calos de D. duckeana e substancias
isoladas, empregou-se a mesma metodologia usada no Cap. 1 (topico 1.2.4). Foi utilizado

o0 solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) para dissolver as amostras.

2.2.4 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO
2.2.4.1 Fracionamento Liquido-Liquido

O extrato metandlico dos calos (14 g) foi fracionado por meio de particéo liquido-
liquido. Inicialmente, utilizou-se 6 g de extrato MeOH solubilizado em 400 mL de
solucdo com MeOH/agua destilada (6:4), e extraidos por quatro vezes com AcOEt na
proporcao de 1:1. Posteriormente, foram utilizados 8 g de extrato solubilizado em 500
mL de MeOH/agua destilada (6:4) sendo extraido quatro vezes com AcOEt na proporc¢édo
1:1. Esse procedimento visa uma separacdo preliminar dos constituintes quimicos para

facilitar o seu posterior fracionamento cromatografico (Figura 22).
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Figura 22: Fluxograma das parti¢6es liquido-liquido

6 g extrato bruto 8 g extrato bruto
Solucéo de MeOH e H20 destilada Solucéo de MeOH e H20 destilada
6:4 (400 mL) 6:4 (500 mL)
Extrato solubilizado Extrato solubilizado
[ ] [ ]
Fase AcOEt Fase Hidrometandlica Fase AcOEt Fase Hidrometanolica
(0,721 g) (5,77 9) (0,783 9) (7,50)

2.2.4.2 Fracionamento da fase AcOEt do Extrato metandlico dos Calos de Deguelia
duckeana

Visando purificar as substancias presentes no extrato, as fases AcOEt obtidas
foram reunidas (1,3 g) e fracionada em coluna cromatogréafica aberta de vidro com altura
da fase estacionaria x didmetro interno de 50 cm x 3 cm, usando Sephadex LH-20 como
fase estacionaria e eluicdo em sistema isocratico em MeOH, gerando 49 fracGes. As
fracdes obtidas foram analisadas por CCDC utilizando reveladores fisicos luz UV 254
nm e 365 nm e quimicos anisaldeido sulfurico, NP-PEG, Ce(SOa4)2, FeCls, vapor de iodo.

Ap0s analise por CCDC as fracdes coletadas foram agrupadas e as fragdes 5-7
(161 mg) foram escolhidas para continuar o processo de purificacdo. Foi realizado em
CCA com 40 cm de altura por 1 cm de diametro e 16 g de silica gel 60 (200-400 Mesh),
usando gradiente de DCM 100%, DCM em acetona, acetona 100% até MeOH 100%.
Conforme o Quadro 2. O volume de cada elui¢do adicionada a coluna cromatografica foi

de 110 mL, rendendo 64 fracdes.

Quadro 2. Sistema de eluicdo do fracionamento da fracdo 5-7 obtida da fase
AcOEt do extrato MeOH dos calos de D. duckeana.

FRAQC)ES SISTEMA DE
COLETADAS ELUI(;AO
lab DCM 100%
6al3 DCM/Acetona 99:1
14 a 22 DCM/Acetona 98:2
23a29 DCM/Acetona 95:5
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30a37 DCM/Acetona 9:1

38a43 DCM/Acetona 8:2

44 a 51 DCM/Acetona 6:4

52 a 57 DCM/Acetona 1:1

58 a 63 Acetona 100%
64 MeOH

Apos as analises por CCDC das 64 fragdes obtidas da CCA as fracdes 4-6; 12-14;

19-21 foram submetidas a analise de RMN uni e bidimensionais. A fracdo 12-14 por

apresentar perfil cromatogréafico semelhante foram reunidas e refracionadas utilizando

CLAE. A amostra foi solubilizada em MeOH, foi utilizada uma coluna semi-preparativa
LUNA Cig(Phenomenex®; 250 x 10 mm 100A) com volume de injegao de 50 uL e fluxo

de 4,7 mL/min. A purificacdo foi realizada no modo isocréatico utilizando MeOH 70%

(pH 5), sendo a agua acidificada com acido acético. Os picos obtidos foram submetidos

a RMN de 'H, e encontram-se em andlise. A Figura 20 mostra o fluxograma geral do

fracionamento realizado.
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Figura 23: Fluxograma geral do fracionamento da fase AcOEt

Fase AcOEt
(1,33 9)
Sephadex Ih -20
39 Fracdes
| Si0, 26 g
DDFAC, 4 | 90 Fracles Si0, 3,79
261 m hxd (33x 2,5) N
g Eluente: DCM, Acetona 22 Fragoes
DDFAC, 5-7 DDFAC_ 8-10 | nxd(6xD
| sL SL Eluente: DCM, Acetona
161 mg 37 mg e MeOH
1
1 RMN H
RMN H Si0,16,1 9
10 37-40 64 FracGes
SPE C
3mg 3 mg hx d (40 x 2,5) 1322 ‘18
Eluentes: DCM, Acetona, MeOH mg 8 fragoes
Eluente: MeOH/ 4aua
= =
1 CCDP
4-6 12-14 19-21 6mg 2 fracGes
4 mn A mn 12 ma | DCM /acetona
1 1 1
RM.N H . . RMN H RMN H RMN 1H
Bidimensionais Bidimensionais Bidimensionais Bidimensionais
Subst. I e 1l 6 mg Subst. V 1 2
4 mg 12 mg 3mg 3mg
CLAE

Subst. 11l e IV Coluna semi-preparativa LUNA C
Volume de inje¢ao 50 pL

e fluxo de 4,7 mL/min.

Modo isocratico MeOH 70% (pH 5).
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2.2.4.3 Fracionamento da fase Hidrometanolica do Extrato Metanolico dos Calos
de Deguelia duckeana

Da fase hidrometandlica obtida, 1 g de material foi fracionado em CCA de vidro
com altura da fase estacionéria x didmetro interno de 50 cm x 3cm, usando Sephadex LH-
20 como fase estacionaria e eluicdo em sistema isocratico em MeOH, gerando 21 fragdes.
As fragdes obtidas foram analisadas por CCDC utilizando reveladores fisicos luz UV 254
nm e 365 nm e quimicos anisaldeido sulfurico, NP-PEG, Ce(SQOs4)2, FeCls e vapor de iodo.

A partir do resultado das placas cromatogréaficas, a fragdo 18 (19 mg) foi enviada
para a analise por RMN e para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

As fragdes 10-14 foram reunidas (130 mg) e realizado o fracionamento em CCA
com 23,5 cm de altura por 1,5 cm de didmetro e 13 mg de Florisil (Sigma Aldrich, 100-
200 mesh), usando gradiente de DCM/MeOH até MeOH/H.O. Conforme o Quadro 3. O
volume de cada eluigéo adicionada a coluna cromatografica foi de 60 mL, rendendo 17
fracoes.

Quadro 3. Sistema de elui¢do do fracionamento da fracdo 10-14 obtida da fase

hidrometandlica do extrato MeOH dos calos de D. duckeana.

FRACOES SISTEMA DE
COLETADAS ELUICAO
0az2 DCM/MeOH 7:3
3ads DCM/MeOH 6:4
6e7 DCM/MeOH 1:1
8al0 DCM/MeOH 4:6
11a13 DCM/MeOH 2:8
14 a 17 MeOH/H20 1:1

As fraces 12, 13, 14, 15 e 16 foram submetidas a analise por CLAE.

A fracdo 15 (140 mg) da coluna Sephadex LH-20 foi fracionada em CCA com
23,5 cm de altura por 1,5 cm de diametro e 14 mg de Alumina (Sigma, Grado: Super I,
tipo: WN-6: Neutro) usando gradiente de DCM/MeOH até MeOH 100%. Conforme o
Quadro 4. O volume de cada elui¢do adicionada a coluna cromatografica foi de 50 mL,

rendendo 33 fragoes.
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Quadro 4. Sistema de eluicdo do fracionamento da fragdo 15 obtida da fase

hidrometandlica do extrato MeOH dos calos de D. duckeana.

FRACOES SISTEMA DE
COLETADAS ELUICAO
Oa4 DCM/MeOH 9:1
5a8 DCM/MeOH 8:2
9a13 DCM/MeOH 7:3
14a18 DCM/MeOH 6:4
19 a 24 DCM/MeOH 1:1
25a 33 MeOH 100%

A fracdo 17 (150 mg) foi fracionada em CCA de 14 cm de altura por 3 cm de
didmetro, com 15 mg de Florisil (Sigma Aldrich, 100-200 mesh) usando gradiente de
DCM/MeOH até MeOH 100%, conforme o Quadro 5. O volume de cada eluicdo

adicionada a coluna cromatogréafica foi de 40 mL, rendendo 23 fragdes.

Quadro 5. Sistema de eluicdo do fracionamento da fracdo 14 obtida da fase

hidrometanélica do extrato MeOH dos calos de D. duckeana.

FRACOES SISTEMA DE
COLETADAS ELUICAO
0a4 DCM/MeOH 7:3
5al0 DCM/MeOH 6:4
11a14 DCM/MeOH 1:1
15a19 DCM/MeOH 4:6
20a 22 MeOH 100%
23 MeOH/H20 1:1

A Figura 24 mostra o fluxograma geral do fracionamento da fase hidrometandlica.
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Figura 24: Fluxograma geral do fracionamento da fase hidrometandlica

Fase Hidrometandlica
(19)

Sephadex LH -20
Eluente; MeOH

21 Fracdes
. Florisil
Alumina
hxd(23,5x1,5
hxd (235 x 1,5) " fra( 3 )
33 fracoes &
DDFHMfr10-14 DDFHMfr15 DDFHMfr17 DDFHMfr18
130 mg 140 mg 150 mg 19mg
Florisil 13g RMH H
hxd(23,5x1,5) CLAE
17 fragdes
CLAE CLAE CLAE CLAE CLAE ?
fr12 fr13 fr14 fr15 frl6
2mg 33 mg 4mg 4 mg 14 mg
? ? ? ? 2

A fase hidrometandlica foi fracionada, porém nao foi possivel isolar substancias

em tempo viavel.

2.2.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Todas as metodologias para avaliacdo das atividades bioldgicas (antibacteriana,

toxica frente A. salina e alelopatica) dos extratos dos calos foram as mesmas realizadas

para o extrato da planta (Cap. 1; topico 1.2.5).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Identificacao estrutural das substancias isoladas

O extrato MeOH dos calos de D. duckeana quando analisado por CCDC e

revelados com luz UV nos comprimentos de onda de 254 nm, revelaram manchas,

indicando a presenca de grupos com ligaces duplas. No comprimento de onda 365 nm

foi possivel verificar fluorescéncia, indicando presenca de cromdéforos. Quando reveladas

com anisaldeido, a coloracdo lilds foi visualizada apontando indicios da presenga de

terpenos no extrato analisado. Quando revelado com sulfato cérico (coloragdo marrom).
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Foi possivel observar a presenca manchas azul escuro, indicativo de substancias fendlicas
apos ser reveladas com cloreto férrico.

Ap0s fracionamento sucessivo do extrato MeOH como mostrado nos itens 2.2.4.2
e 2.2.4.3 foi possivel isolar e identificar os triterpenos: lupeol (1), betulinaldeido (I1) e
acido betulinico (I11).

2.3.2 Identificacéo estrutural das substancias Lupeol (1) e 3p-hidroxi-20(29)-lupen-
28-al (betulinaldeido) (1)

As substancias | e 1l (4 mg) foram identificadas como lupeol e betulinaldeido e
estas encontram-se em mistura. As substancias foram obtidas na forma de um sélido
branco, apresentava coloracéo lilas quando revelada com anisaldeido (Figura 25) e eluida
em DCM 100% e Rf de 0,8.

Figura 25: Cromatografia em camada delgada comparativa das substancias lupeol (I) e
betulinaldeido (I1)

D ET

e

DCM 100%
Legenda: A — UV 254 nm, B — UV 365 nm, C - NP/PEG, D — FeCL3, D — anisaldeido

Ao analisar o espectro de RMN de *H (Figuras 28, 29 e 30) observaram-se sinais
caracteristicos de triterpenoides, com varios sinais intensos com deslocamentos entre dn
0,65 e 2,35 (WENKERT et al.,, 1978). Destacando-se a presenca dos hidrogénios
olefinicos da dupla ligagdo terminal entre 61 4,7 e 4,5. Em 3y 9,6 observa-se o sinal de
hidrogénio de aldeido. Os mapas de contorno bidimensionais de HSQC (Figura 31) e
HMBC (Figura 32) mostraram Varios sinais caracteristicos de triterpenos pentaciclicos

lupano, como deslocamentos em d¢c 110,1 e 150,7 (dupla ligacdo entre C20 e C29), e
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comparando com dados da literatura (Quadro 6 e 7) para as substancias | e Il, foram
identificados o lupeol (Figura 26) e o betulinaldeido (Figura 27).

Figura 26: Lupeol
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Figura 28 Espectro de RMN de H (300 MHz, DMSO-d6 suplementado com TMS) da substancias em mistura Lupeol e 3B-hidroxi-20(29)-lupen-
28-al (betulinaldeido)
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Figura 29: Expanséo de espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6 suplementado com TMS) da substancia em mistura Lupeol e 3p-hidroxi-
20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).

PRISCILA19_EXTMEOH_COL_5-7_FRA_4-6.011.001.1R.esp

164
—0.498
_~0.9
—04a7
..'ED 7

076
—065

0.20 4

m
8 8
-2
0.15
7 w0 o
= =
S
-
@
o
o
@
(=]
2|2
a
212
| W[
|

-
== o

Chemical Shift (ppm)

73



Figura 30: Expansdo de espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds suplementado com TMS) da substincia em mistura 3p-hidroxi-20(29)-
lupen-28-al (betulinaldeido).
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Figura 31: Mapa de contorno HSQC das substancias em mistura Lupeol e 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).
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Figura 32: Mapa de contorno HSQC das substancias em mistura Lupeol e 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido)
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Quadro 6: Dados de RMN de *3C do Lupeol isolado da fragdo 4-6 da fase AcOEt dos
calos de Deguelia duckeana, em DMSO-ds (75 MHz) e comparagdo com dados da
literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; MONACO & PREVITERA, 1984).

Posic¢éo Observado Multiplicidade Literatura
1 38,9 CH2 38,7
2 27,5 CH2 27,4
3 77,2 CH 78,9
4 38,0 C 38,8
5 55,3 CH 55,3
6 18,2 CH> 18,3
7 34,2 CH2 34,2
8 40,0 C 40,8
9 50,2 CH 50,4
10 37,9 C 37,1
11 20,9 CH2 20,9
12 25,1 CH> 25,1
13 38,0 CH 38,0
14 42,8 C 42,8
15 27,6 CH> 27,4
16 34,2 (?) CH2 35,5
17 42,9 C 43,0
18 48,2 CH 48,0
19 47,8 CH 47,9

20 150,9 C 150,9
21 29,3 CH: 29,8
22 40,1 CH: 40,0
23 28,5 CHs 28,0
24 16,0 CHs 15,4
25 16,1 CHs 16,1
26 16,2 CHs 15,9
27 14,7 CHs 14,5
28 18,1 CHs 18,0
29 110,0 CH: 109,3
30 19,4 CHs 19,3

77



Quadro 7: Dados de RMN de 3C do 3p-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido)
isolados da fracdo 4-6 da fase AcOEt dos calos de Deguelia duckeana, em CDCI3 (75
MHz) e comparagdo com dados da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; MONACO

& PREVITERA, 1984)

Posigéo Observado Multiplicidade Literatura
1 38,0 CH2 38,7
2 27,5 CH2 27,3
3 77,2 CH 78,9
4 38,7 C 38,8
5 55,3 CH 55,5
6 18,2 CH> 18,2
7 34,2 CH2 34,3
8 40,1 C 40,8
9 50,2 CH 50,4
10 37,9 C 37,1
11 20,9 CH2 20,7
12 25,1 CH> 25,5
13 38,7 CH 38,7
14 42,8 C 42,5
15 29,3 CH2 29,2 a
16 28,5 CH: 28,8 a
17 - C 59,3
18 48,1 CH 48,0 b
19 47,8 CH 475b
20 150,7 C 149,7
21 29,6 CH2 29,8
22 33,1 CH: 33,2
23 27,5 CHs 27,9
24 14,9 CHs 15,4
25 16,0 CHs 159b
26 16,1 CHs 16,1 b
27 14,7 CHs 14,2
28 NO C 205,6
29 110,1 CH: 110,1
30 19,4 CHs 19,0
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2.3.3 ldentificagdo estrutural das substancias 111 e 1V

As substancias 11l e 1V obtidas na forma de um sdlido branco, apresentavam
coloracéo lilas e amarelada quando revelada com anisaldeido. Quando vaporizado por
iodo foi possivel observar manchas amarelas em todas as fracGes, sugerindo a presenca
substancias com ligacdo quimica insaturada (dupla ligagdo) (Figura 33) e eluida em
DCM/Acetona 98:2.

Figura 33: Cromatografia em camada delgada comparativa da fracdo 12-14

m

DCM / acetona 98:2

Legenda: Reveladores (A): UV 254 nm; (B): UV 365 nm; (C): NP PEG; (D): Ce(SOa4)2;
(E): Anisaldeido; (F): FeCls; (G): lodo

A andlise de RMN de 'H da fragdo 12-14 mostrou que a mesma se encontrava em mistura
(Figura 34).
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Figura 34: Espectro de RMN de 1H das substéancias 111 e IV em mistura
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Por esta razdo, esta fracdo foi refracionada utilizando CLAE, e apresentou dois
picos majoritarios com tempo de retencdo de 15,69 e 17,61 min como demonstra o
cromatograma na figura 35.
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Figura 35: Cromatograma de purificacdo por CLAE das substancias Il e 1V
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A figura 36 apresenta o espectro de UV das substancias Il e IV com tempos de retencéo
de 15,69 e 17,61 min, respectivamente.
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Figura 36: Espectro de UV das substancias 11 e 1V, respectivamente.

Spectrum at time 15.69 min.

—— 1569 min

Spectrum at time 17.61 min.

—— 1761 min

2.3.4 Identificagdo estrutural da substancia acido 3p-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico
(Acido Betulinico) (V)
A substancia V (12 mg) foi identificada como &cido betulinico. A substancia

obtida na forma de um sélido branco, apresentava coloracéo lilas quando revelada com
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anisaldeido e marrom quando revelada com Ce(SOa4). (Figura 30) e eluida em
DCM/Acetona 98:2 e Rf de 0,6.

Figura 37: Cromatografia em camada delgada comparativa da substancia &cido betulinico

C , D E.. . re
» - -
Jozhat | H 1920 21 192021

DCM / acetona 98:2

Legenda: A — UV 254 nm, B — UV 365 nm, C — Anisaldeido, D — vapor de iodo, E —
Ce(S04)2, F — FeCls

O espectro de RMN de *H (Figura 39) mostrou a presenca de sinais de hidrogénios
vinilicos de dupla ligagéo terminal em 6+ 4,68 e 4,65, caracteristica dos triterpenos de
estrutura lupano. Foram observados também sinais entre on 0,65 e 1,70 referente as
metilas. Os espectros de RMN bidimensionais de HSQC (Figura 40) e HMBC (Figura
41), mostraram os sinais de 30 carbonos, caracteristicos de triterpenos correlacionando
com os hidrogénios. Foi possivel observar a presenca de um carbono com deslocamento
em dc 177 o qual foi atribuido a cabonila no C28, caracteristica do grupo &cido, além de
carbonos em ¢ 109,3 e 150,8 referentes aos carbonos na posigdo C29 e C20, assim como
um carbono com deslocamento em dc 77,2 que seria correspondente a hidroxila na
posicdo C3. A comparacdo dos dados obtidos (Quadro 8) com os descritos na literatura
(WENKERT et al., 1978) permitiu concluir que este tratava-se do acido betulinico.
(Figura 38).

Os espectros de CL/EM (Figura 42) mostraram a presenca do aduto ionizado no
tempo de retencdo de 11,4 min no modo positivo ([M+H]", m/z 439,31), compativel com

m/z 160 u e a formula molecular C3oH4gOs.
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Figura 38: Substancia acido betulinico

29

84



Figura 39: Espectro de RMN de H (300 MHz, DMSO-ds suplementado com TMS) da substancia acido betulinico
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Figura 40: Mapa de contorno HSQC da substancia acido betulinico
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Figura 41: Mapa de contorno HMBC da substéancia acido betulinico
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Figura 42: Espectro de CL/EM da substéancia &cido betulinico
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Quadro 8: Dados de RMN de **C do &cido betulinico isolado da fase AcOEt dos calos de
Deguelia duckeana, em DMSO-ds (75 MHz) e comparagcdo com dados da literatura
(WENKERT et al., 1978).

C Observado | Multiplicidade Literatura
1 38,7 CH2 38,2
2 27,65 CH2 27,1
3 77,2 CH 76,7
4 38,7 C 38,5
5 55,3 CH 54,8
6 18,42 CH> 17,9
7 34,33 CH2 33,9
8 38,7 C 38,5
9 50,38 CH 49,9
10 39,9 C 36,7
11 20,87 CH> 20,4
12 25,54 CH> 25,0
13 37,95 CH 37,5
14 42,2 C 41,9
15 30,62 CH> 29,2
16 32,37 CH2 31,7
17 55,3 C 55,4
18 47,13 CH 48,5
19 50,37 CH 49,9
20 150,8 C 150,3
21 30,57 CH: 30,09
22 36,9 CH2 36,3
23 28,56 CHs 28,1
24 16,24 CHs 15,73
25 16,27 CHs 15,9
26 16,44 CHs 15,8
27 14,8 CHs 14,3
28 177,7 C 177.2
29 109,0 CH2 109,0
30 19,4 CHs 18,9

2.3.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS
2.3.5.1 Atividade Antibacteriana pelo método de microdiluicdo

Nos resultados obtidos, verificou-se que o extrato MeOH dos calos inibiu o
crescimento apenas da bactéria Serratia marcescens em 39,22% quando comparado ao
controle positivo. O extrato da fase hidrometandlica ndo inibiu o crescimento de nenhuma
das bactérias testadas. O extrato da fase AcOEt inibiu o crescimento de 6 bactérias

(Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella pneumoniae; Edwardsiella tarda; Pseudomonas
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fluorescens; Escherichia coli; Salmonella Enteritidis). As porcentagens de inibi¢do do
crescimento das bactérias estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Porcentagem de inibicdo dos extratos de Deguelia duckeana + desvio padrdo
frente as bactérias testadas

CALOS
Bruto MeOH Fase Hidrometanolica Fase AcEOt
BACTERIAS PORCENTAGEM DE INIBIQAO

Staphylococcus aureus - - -

Aeromonas hydrophila - - -

Serratia marcescens 39,22 + 0,00 - -
Pseudomonas aeruginosa - - 30,96 + 0,01

Citrobacter freundii - - -
Klebsiella pneumoniae - - 51,37 £ 0,00
Edwardsiella tarda - - 7,01 +£0,01
Pseudomonas fluorescens - - 15,09 + 0,04
Escherichia coli - - 27,15+ 0,02
Salmonella enteritidis - - 3,24 £ 0,03

O extrato bruto MeOH dos calos de D. duckeana foi capaz de inibir apenas o
crescimento da bactéria S. marcescens, devido apresentar mistura de metabolitos
secundarios, no entanto as substancias presentes, devem ser avaliadas de forma isolada,
pois 0 extrato bruto pode conter outras substancias, que podem interferir nos resultados
(AIYEGORO et al., 2011)

Rescarolli (2018) realizou o teste antibacteriano com o extrato Hexano/AcOEt dos
calos de D. duckeana onde oito bactérias apresentaram inibicdo do seu crescimento
quando comparado ao controle positivo. Sendo que para Aeromonas hydrophila, Candida
albican, Salmonella enteritidis, o extrato foi ativo até nas menores concentracdes (30
pg/mL). Para Edwardsiella tarda, concentraces acima de 60 pg/mL se mostraram ativas,
Morganella morganii a concentracdo minima inibitoria foi de 125 pg/mL e para
Enterobacter cloacae 500 pg/mL.

Aos triterpenos sdo atribuidas diversas atividades farmacoldgicas, dentre essas
atividades podemos destacar os processos anti-inflamatérios, distarbios renais, diabetes,
hepatotoxicidade, doencas cardiovasculares, cancer e infeccdes microbianas (PEREIRA
et., 2018; CHEN et., 2018). Estudos realizados com betulinaldeido e &cido betulinico
apresentaram atividade antibacteriana contra M. tuberculosis H37Ra (ICso de 98, 169 e
93 uM) (MORRISON et al 2016). Estudos com &cido betulinico e &cido ursolico, dois
triterpenos pentaciclicos, apresentaram atividade antibacteriana sobre Bacillus subtilis e
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Escherichia coli (CHANDRAMU, et al., 2003). Lupeol extraido de sementes de
Caesalpinia bonducella, apresentou inibig¢&o do crescimento de microrganismos, quando

comparado a outros triterpenos (SAEED, et al., 2001).

2.3.5.2 Atividade de toxicidade frente Artemia salina

O ensaio com a A. salina foi realizado em triplicata de cada uma das amostras
testadas, nas concentragdes de 1000, 500, 125, 60 e 30 pg/mL. Na tabela abaixo, séo
mostrados os valores correspondentes a cada taxa de mortalidade dos individuos de
Artemia salina em cada pogo.

Tabela 5: Resultados da avaliacao de toxicidade dos extratos de Deguelia duckeana frente
a Artemia salina

Concentracao dos extratos
1000 500 250 125 60 30
Mortalidade (%)
Hex/AcOEt 100 100 100 100 99 98
MeOH 100 100 54 17 14 0

Calos

O extrato hexano/AcOEt apresentou toxicidade em todas as concentracdes,
matando todos os individuos, ja o extrato MeOH apresentou-se toxico nas concentragdes
de 1000 e 500 pg/mL.

A toxicidade dos extratos pode estar relacionada a boa atividade contra células
cancerigenas e atividade contra protozoarios (HOCAYEN, 2012), dessa maneira, foi
possivel a realizagdo de uma investigacdo fitoquimica em busca de substancias bioativas.
A presenca dos triterpenos apresentam principalmente atividade citotoxica e
antibacteriana (MACHADO et al., 2010)

2.3.5.3 Avaliacdo do potencial Alelopatico

Na avaliacdo do efeito alelopatico, a porcentagem de germinacédo e o indice de
velocidade de germinacdo de L sativa ndo sofram interferéncia de nenhum dos extratos
testados (Tabela 6).
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Tabela 6 - Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade da germinacao (IVG) de
Lactuca sativa dos extratos hexano/AcOEt e metanolico dos calos e folhas de D.
duckeana.

Tratamento Concentragéo Germinagéo VG
mg/mL (%)
CALOS
Extrato hexanico/ AcOEt 0 mg/mL 95,00 14,89
1 mg/mL 91,00 14,88
Extratos metanolico 0 mg/mL 98,00 23,96
1 mg/mL 96,00 23,26

Resultados significativos sdo seguidos por: *** p < 0,001.

Com relacdo a parte aérea (Figura 35), esta por sua vez ndo sofreu interferéncia

em nenhum dos extratos avaliados.

Figura 43: Efeito dos extratos MeOH e Hexano/AcOEt dos calos de Deguelia duckeana no
crescimento da parte aérea de Lactuca sativa.
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Resultados significativos sdo seguidos por: *** p < 0,001, **** p < 0,0001.
CMC - Controle do extrato MeOH dos calos; EMC- Extrato MeOH dos calos; CHAC- Controle do extrato
hexano/AcOEt dos calos, EHAC- Extrato hexano/AcOEt dos calos.

Quanto ao crescimento radicular, este sofreu um decréscimo quando submetido
ao extrato MeOH (Figura 36).
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Figura 44: Efeito dos extratos MeOH, hexano/AcOEt de folhas e aquoso das raizes de
Deguelia duckeana no crescimento radicular de Lactuca sativa.
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Resultados significativos sdo seguidos por: *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

CMF - Controle do extrato MeOH das folhas; EMF- Extrato MeOH das folhas; CHAF- Controle do extrato
hexano/AcOEt das folhas, EHAF- Extrato hexano/AcOEt das folhas; CAR — Controle aquoso raiz; AR —
Extrato aquoso raiz.

A figura 38 demonstra qualitativamente a reducdo do crescimento radicular.

Figura 45: Plantulas de Lactuca sativa sob interferéncia de diferentes extratos

Periotto e colaboradores (2004) em estudos fitotoxicos com extrato aquoso de
Andira humilis sobre Lactuca sativa, quando comprado o crescimento da raiz e da parte
aerea (hipocotilo/coledptilo), observaram que os efeitos alelopaticos foram mais
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evidentes no crescimento da radicular do que no da parte aérea. Segundo 0S mesmos
autores, este fenbmeno pode ter ocorrido devido a absorcdo e, consequentemente, a
concentracéo de fitotoxinas nos tecidos radiculares devido ocorréncia de contato fisico da
raiz com o papel filtro.

Triterpenos foram isolados de extrato hexano/AcOEt de calos de D. duckena
(RESCAROLLI, 2018) e do extrato MeOH. Porém resultados relacionados ao seu
potencial alelopatico de triterpenos sdo antagbnicos, pois alguns pesquisadores relatam
um forte efeito alelopatico enquanto outros indicam uma fraca atividade. 1sso ocorre
devido aos variados tipos de triterpenos (MACIAS et al.,1997).

2.4 CONCLUSAO

Tomados em conjunto os resultados obtidos no presente estudo permitiram obter

as seguintes conclusdes.

e O fracionamento do extrato MeOH permitiu isolar trés triterpenos: lupeol, o
3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido) e o acido 3Bhidroxi-lup-
20(29)-en-28-oico (&cido betulinico).

e O extrato MeOH e a fase AcCOEt dos calos apresentaram atividade
antibacteriana. O extrato da fase hidrometanolica ndo apresentou atividade.

e Com relacdo a toxicidade frente a A. salina o extrato hexano/AcOEt
apresentou toxicidade em todas as concentragdes. O extrato MeOH
apresentou-se tdxico nas concentragdes de 1000 e 500 pg/mL.

e Na avaliacao do efeito alelopético, a porcentagem de germinacéo e o indice
de velocidade de germinacédo de L sativa ndo sofreu interferéncia de nenhum
dos extratos testados. Com relacao a parte aérea, esta por sua vez nao sofreu
interferéncia em nenhum dos extratos avaliados. Quanto ao crescimento

radicular, este sofreu um decréscimo quando submetido ao extrato MeOH.
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