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RESUMO

Este trabalho apresenta uma investigagdo quimica e bioldgica sobre a espécie Marsdenia
megalantha, realizada a partir da identificacdo e isolamento de alguns dos constituintes
quimicos dos seus extratos hidroalcodlicos, assim como pela avaliacdo de algumas das suas
atividades bioldgicas. Neste propdsito, o vegetal foi coletado e os extratos hidroalco6licos de
suas folhas, caules e raizes foram preparados. Realizou-se, posteriormente, a prospec¢do
fitoquimica destes extratos vegetais a fim de se estimar os principais grupos de constituintes
quimicos que os compdem. Os extratos obtidos das folhas, galhos, e raizes, foram submetidos
a ensaios de atividade antioxidante e o extrato das raizes submetido ainda a uma avaliacdo de
sua atividade antimicrobiana. Logo apo0s, realizou-se o fracionamento cromatografico dos
extratos das raizes e galhos, o monitoramento cromatografico de suas fracbes por CCD, o
isolamento de alguns constituintes quimicos por CC e CLAE, a verificagdo da pureza destes
constituintes por analise em CCD e CLAE, e a anélise estrutural dos compostos isolados a
partir dos dados espectrais de hidrogénio (RMN 'H) e carbono 13 (RMN C) uni e
bidimensionais. A prospeccdo fitoquimica revelou a presenca de grupos esterdides e
saponinas em todos o0s extratos, a presenca de taninos somente no extrato proveniente das
folhas, e de fendis, triterpendides, antocianinas, antociadinas e flavondides exclusivamente no
extrato obtido das raizes. O extrato hidroalcodlico obtido das raizes apresentou atividade
antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus, sendo a Concentracdo Inibitéria Minima (C1M)
determinada como 3,4 mg/mL, e atividade contra Enterococos faecalis e Shigella flexneri
estimadas como inferiores a 1,7 mg/mL para ambas as espécies. Os ensaios de atividade
antioxidante indicaram que estes extratos apresentam diferentes atividades antioxidantes em
diferentes sistemas de avaliacdo, tendo apresentado os melhores resultados na capacidade de
inibi¢do da oxidagdo lipidica no teste com o sistema B-caroteno/acido linoleico. Foram
isoladas dois compostos do extrato das raizes (COLRMM e CO2RMM) e trés a partir do extrato
dos galhos (CO1GMM, C02GMM e CO03GMM). Os compostos COIRMM e CO01GMM
tratando-se de dois triterpenodides ausentes de unidades osidicas, e 0s compostos CO2RMM,
C02GMM e C03GMM sendo trés glicosideos esteroidais com o grupo cinanoil ligado a suas

estruturas.

Palavras-chaves: Marsdenia megalantha, prospeccdo fitoquimica, atividades bioldgicas,

isolamento.



ABSTRACT

This paper presents a chemical and biological investigation of the species Marsdenia
Megalantha, carried out from the identification and isolation of some of the chemical
constituents of its hydroalcoholic extracts, as well as by the evaluation of some of their
biological activities. In this purpose, the plant was collected and the hydroalcoholic extracts of
its leaves, stems and roots were prepared. The phytochemical prospecting of these plant
extracts was subsequently carried out in order to estimate the main groups of chemical
constituents that compose them. The extracts obtained from leaves, twigs, and roots were
subjected to antioxidant activity assays and the root extract was also submitted to an
evaluation of its antimicrobial activity. Soon after, the chromatographic fractioning of the
extracts of the roots and branches was performed, the chromatographic monitoring of its
fractions by TLC, the isolation of some chemical constituents by CC and HPLC, the
verification of the purity of these constituents by analysis in TLC and HPLC, and the
structural analysis of the compounds isolated from the spectral data of hydrogen (1H NMR)
and carbon 13 (13C NMR) uni and two-dimensional. The phytochemical prospecting revealed
the presence of steroid and saponin groups in all extracts, the presence of tannins only in the
extract from the leaves, and of phenols, triterpenoids, anthocyanins, antociadines and
flavonoids exclusively in the extract obtained from the roots. The hydroalcoholic extract
obtained from the roots showed antimicrobial activity on Staphylococcus aureus, and the
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined as 3,4 mg/mL, and activity against
Enterococci faecalis and Shigella Flexneri estimated as lower than 1,7 mg/mL for both
species. The antioxidant activity tests indicated that these extracts present different
antioxidant activities in different evaluation systems, having presented the best results in the
ability to inhibit the lipid oxidation in the test with the B-Caroteno/linoleic acid system. Two
compounds were isolated from the root extract (COLRMM and CO2RMM) and three from the
branches extract (COLGMM, C02GMM and CO03GMM). The compounds CO1RMM and
CO1GMM were two triterpenoids absent from osidic units, and the compounds CO2RMM,
C02GMM and C03GMM being three steroidal glycosides with the Cinanoil group attached to

their structures.

Keywords: Marsdenia megalantha, phytochemical prospecting, biological activities,

isolation.
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1 INTRODUCAO

A busca pelo conhecimento sobre a natureza e seus recursos tem sido o interesse
incansavel das ciéncias, especialmente nas &reas de pesquisas ambientais. A prépria
curiosidade humana foi a principal e primeira precursora para o despertar cientifico a cerca
das possibilidades de utilizacdo dos recursos naturais com o propoésito de beneficiar a vida
humana (MACDOWELL, 1988).

A utilizacdo dos recursos naturais pelo homem exclusivamente para a sua
subsisténcia e necessidades datam-se dos primdrdios da existéncia humana. Dessa forma, o
profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, construido pelos povos primitivos e
pelos indigenas ao longo da histdria, fundamentou o descobrimento de substancias toxicas e
medicamentosas extraidas a partir da prépria natureza, inicialmente tendo como finalidade a
cura de enfermidades. Assim, o conhecimento construido por meio da convivéncia com 0s
mais diferentes grupos étnicos teve extrema importancia para o desenvolvimento da pesquisa
em produtos naturais, uma vez que contribuiu para o conhecimento da relacdo intima entre a
estrutura quimica de um determinado composto e suas propriedades bioldgicas, e para a inter-
relagdo animais/insetos-planta. Neste sentido, o conhecimento etnofarmacolégico inspirou o
desenvolvimento da sintese organica classica (BARREIRO, et al., 2006).

As plantas fornecem substancias organicas denominadas metabdlitos secundarios,
muitos destes de grande valor agregado devido as mais variadas aplicacbes nos setores
alimenticios, agronomo, de perfumaria e principalmente como medicamentos (BUFFON,
2005; CHAVES, 2012). As plantas sdo exemplos de recursos naturais de representatividade
significativa no territorio brasileiro, o que € resultado de suas condi¢cdes climéticas e da
grande extensdo territorial disponivel (RAPINI, et al., 2009).

O Brasil abrange seis tipos de cobertura vegetal: Floresta Amazonia, Mata Atlantica,
Cerrado, Pantanal, Pampa e Caatinga. Cada uma com suas caracteristicas, espécies e
peculiaridades. A Caatinga, por exemplo, com predominancia de um aspecto vegetativo seco
com fisionomias vegetais de cactos e arbustos, é possuidora de uma grande diversidade de
plantas (LEAL. et al., 2003). A subfamilia Asclepiadoideae (Apocynaceae), apresenta
pequena representatividade nas caatingas (GOES; PEREIRA, 2009). Um dos seus géneros
com maior nimero de espécies conhecidas no Brasil € 0 Marsdenia (RAPINI, 2012).

Espécies de Marsdenia sdo usadas na medicina tradicional de varios paises, como:
China, Coréia, india e Tailandia (OLIVEIRA, 2011). Estudos fitoquimicos realizados em
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diferentes espécies do género tem chamado a atencdo pela capacidade de isolamento de uma
série de compostos bioativos a partir dessas espécies. Entre estes compostos, tém se destacado
alcaldides, esterdides, saponinas, flavonoides, pregnanas, pregnanas glicosiladas, triterpenos,
ciclitéis, glicosideos, diglicosideos, glicosideos esteroides, conduritoles, entre outros
(SHENG-XIANG, et al., 1993; ABE, et al., 1998; KUMAR, 1999; GUPTA, et al., 2003;
DENG, et al., 2005; HAN, et al., 2012; MALDONADO e JUAREZ-JAIMES, 2013;
UDOIDONG, et al., 2014; VAN KHANG, et al., 2015).

A espécie Marsdenia megalantha é endémica da Caatinga do Nordeste brasileiro
(FLORA DO BRASIL 2020; LUCENA, et al., 2015; FORZZA, et al., 2010). Estudos sobre
esta espécie demonstraram sua toxidade para ruminantes na regido semiarida do Brasil,
causando alteragGes no sistema nervoso dos animais estudados (BEZERRA, 2011; PESSOA,
2013; GERALDO NETO, et al., 2013). Pesquisas sobre suas atividades bioldgicas
evidenciaram o efeito antifingico do seu latex e o potencial dos extratos de seus caules e
folhas para serem utilizados como farmacos antioxidantes e anticancer (OLIVEIRA, 2009;
OLIVEIRA, 2011; OLIVEIRA, et al., 2017).

De modo geral estudos fitoquimicos e biolégicos sobre o género Marsdenia sdo
relativamente escassos. Sobre a propria espécie M. megalantha a literatura ndo registra
estudos que revelem sua constituicdo quimica, e suas atividades biologicas ainda sdo pouco
conhecidas. Diante disso, este trabalho propde uma investigacdo quimica e bioldgica sobre a
espécie Marsdenia megalantha, considerando necessario o desencadeamento de pesquisas
neste proposito, em busca de desvendar novos conhecimentos sobre esta planta pertencente a

Caatinga.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a quimica da espécie Marsdenia megalantha através da realizacdo da
prospeccdo fitoquimica dos extratos de suas folhas, galhos e raizes, e isolamento de alguns de
seus constituintes quimicos, assim como contribuir com o seu estudo biolégico por meio da
realizacdo de ensaios de atividades antioxidante e antimicrobiana de seus extratos

hidroalcodlicos.

2.2 Especificos

Coletar, identificar e registrar a espécie vegetal Marsdenia megalantha;
Preparar os extratos de suas folhas, caules e raizes;
Realizar a prospeccéo fitoquimica dos extratos da planta;

Submeter os extratos aos testes de atividade antioxidante e antimicrobiana;

vV V V V V

Realizar o fracionamento cromatografico dos extratos e a investigacdo fitoquimica

das fragdes obtidas;

» lsolar e purificar os constituintes quimicos majoritarios da espécie através de
técnicas cromatograficas;

» Propor algumas considerac6es sobre as estruturas dos compostos isolados por meio

da analise espectral de RMN de **C e *H uni e bidimensional.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos botanicos

3.1.1 Considerac6es sobre a familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae filogeneticamente pertence & ordem Gentianales, subclasse
Asteridae, inclui-se em um dos grupos mais evoluidos de dicotiledéneas (ROCHA, et al.,
1982). E formada por plantas angiospermas de grande porte e herbaceas. Consistem em
lianas, arvores, arbustos ou ervas, com latex presente nos tecidos (SIMPSON, 2010; BARTH;
LUZ, 2008). Sua distribuicio é predominantemente pantropical, entretanto, possui
representantes na regido temperada (GERALDO NETO, et al., 2016). De acordo com
Simpson (2010) compreende entre 380 a 415 géneros e de 4.555 a 4.700 espécies. No Brasil,
sdo cerca de 41 géneros e 376 espécies, espelhadas em Florestas Pluviais Amazonica,
Atlantica e de Tabuleiro, Floresta Seca, Restinga, Cerrado e Caatinga (QUINET,;
ANDREATA, 2005).

Apocynaceae encontra-se distribuida em cinco subfamilias: Ravolfioideae,
Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (RAPINI, 2012).
Asclepiadoideae é a maior delas, apresentando aproximadamente 250 géneros e em torno de
2.000 a mais de 3.000 espécies (RAPINI, 2012; VALENTE; COSTA, 2005). Todavia,
segundo Rapini (2000, p.34) “apenas cerca de 50 espécies podem ser consideradas comuns e
de ampla distribuicdo; a grande maioria é representada por espécies raras pela distribuicao
esparsa ou restrita.” Ainda de acordo com o autor, hd ocorréncia de espécies nos mais
variados ambientes, desde desertos e regides abertas até locais paludosos e sombreados em
regides tropicais e subtropicais, e possui presenca menos significativa nas regides temperadas.

Ha espécies de Asclepiadoideae nos cinco continentes, sendo a América do Sul um
dos principais quanto a diversidade. O Brasil é um dos paises com maior nimero de espécies
no Neotrépico, abrangendo 392 espécies nativas as quais encontram-se distribuidas em 32
géneros. Os maiores géneros em numero de especies sdo: Oxypetalum com 91 especies,
Ditassa com 57, Matelea registrando 43 e Marsdenia com 37 espécies (ESPERITO SANTO,
et al., 2018; RAPINI, 2012).
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3.1.2 Considerac0es sobre 0 género Marsdenia

O género Marsdenia possui aproximadamente 300 espécies distribuidas
mundialmente, todavia suas espécies sdo encontradas com predominancia em regibes tropicais
(RAPINI; PEREIRA, 2011). No Brasil estima-se um contingente de 37 espécies (ESPIRITO
SANTO, et al. 2018), estando estas relacionadas no quadro 1.

Quadro 1 - Espécies de Marsdenia encontradas no Brasil

Espécies

Marsdenia altissima (Jacg.) Dugand*
Marsdenia amorimii Morillo*

Marsdenia amylacea (Barb.Rodr.) Malme
Marsdenia bergii Morillo

Marsdenia brasiliensis Decne.

Marsdenia breviramosa Rapini & Fontella
Marsdenia caatingae Morillo*

Marsdenia carvalhoi Morillo & Carnevali*
Marsdenia dorothyae Fontella & Morillo
Marsdenia fontellana Morillo & Carnevali
Marsdenia glaziovii (E.Fourn.) Spellman & Morillo*
Marsdenia hassleriana Malme

Marsdenia hatschbachii Morillo
Marsdenia heringeri Fontella*

Marsdenia hilariana E.Fourn.

Marsdenia loniceroides (Hook.) E.Fourn.
Marsdenia macrophylla (Humb. & Bonpl.) E.Fourn.*
Marsdenia malmeana Rothe

Marsdenia megalantha Goyder & Morillo*
Marsdenia montana Malme

Marsdenia nana Rapini & Fontella
Marsdenia neomanarae Morillo

Marsdenia paganuccii F.Esp.Santo & A.P.B.Santos sp. nov.*
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(Continua) Tabela 1 - Espécies de Marsdenia encontradas no Brasil

Espécies

Marsdenia paraibana F.Esp.Santo & A.P.B.Santos sp. nov.*
Marsdenia pickelii Fontella & Morillo*

Marsdenia queirozii Fontella*

Marsdenia riparia Morillo & Spellman

Marsdenia rubrofusca E. Fourn.

Marsdenia sessilifolia (E.Fourn.) Fontella

Marsdenia sprucei Rothe

Marsdenia suberosa (E.Fourn.) Malme*

Marsdenia thomasii Morillo

Marsdenia trisegmentata F.Esp.Santo & A.P.B.Santos sp. nov.*
Marsdenia ulei Schltr. & Rothe*

Marsdenia virgultorum (E.Fourn.) Malme

Marsdenia weddellii (E. Fourn.) Malme

Marsdenia zehntneri Fontella*

* Espécies encontradas na regiéo Nordeste.
Fonte: Adaptada de ESPIRITO SANTO, et al., (2018); GERALDO NETO, et al., (2016). MEZABARBA, et al.
(2000).

Em paises como China, india, Coréia e Tailandia espécies deste género séo utilizadas
na medicina popular (OLIVEIRA, 2011). Em contrapartida, na regido semiarida do Nordeste
brasileiro espécies de Marsdenia sdo popularmente conhecidas como “mata-calado”. Esta
denominacdo se deve ao fato destas espécies serem comprovadamente responsaveis pela
morte de ruminantes naquela localidade, em especial nos periodos de escassez de chuvas, uma
vez que sua estrutura externa pouco se altera com o estresse hidrico e dessa forma acabam
atraindo estes animais e sendo consumidas por eles. Suas raizes e folhas foram citadas sendo
utilizadas por agricultores como veneno para matar animais como caes, gatos e ratos na regiao
(PESSOA, et al., 2011; SILVA, 2013).

3.1.3 Considerac0es sobre a espécie M. megalantha

De acordo com a base de dados de boténica, Tropicos, a classificacdo taxindmica da

espéecie M. megalantha € representada como descrito abaixo:
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Reino: Plantae
Classe: Equisetopsida C. Agardh.
Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Subordem: Asteranae Takht.
Ordem: Gentianales Juss. Ex Bercht. & J. Presl.
Familia: Apocynaceae Juss.
Género: Marsdenia R. Br.

Espécie: Marsdenia megalantha.

A M. megalantha é encontrada sobre rochas graniticas no interior do Nordeste
brasileiro (OLIVEIRA, 2009). Endémica da caatinga (LUCENA, et al., 2015), com
ocorréncias confirmadas na Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e
Sergipe (FLORA DO BRASIL, 2020; FORZZA, et al., 2010). Dentre as trés espécies de
Marsdenia encontradas no clima semiarido esta € a Unica espécie arbustiva (OLIVEIRA,
2011).

Esta planta é caracteristica de ambientes com estacionalidade de chuvas. Sua
estrutura € um subarbusto perene, semi-suculento, que produz latex leitoso em varios de seus
Orgdos. Atinge cerca de 60 cm de altura e apresenta raizes espessas € carnosas, que se
espalham lateralmente sobre a superficie de rochas em pequenas porcOes de terras

(OLIVEIRA, 2009). A Figura 1 ilustra alguns 6rgdos constituintes da M. megalantha.

Figura 1 — Fotografia ilustrando flor (a), folhas (b), raizes (c) e galhos (d) da espécie M.
megalantha

Fonte: MESQUITA, F. F.; NASCIMENTO, L. C. Patu- RN, Brasil, 2017.
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3.2 Estudos sobre a quimica do género Marsdenia

Diferentes espécies do género Marsdenia tém sido estudadas continuamente por
cientistas de diferentes paises. A constituicdo quimica do género aos poucos tem sido revelada
e isso tem se intensificado especialmente nos Gltimos anos, através de estudos fitoquimicos
e/ou de isolamento dos metabdlitos majoritarios. A seguir, encontram-se descritos alguns dos
principais trabalhos publicados a este respeito:

Sheng-Xiang, et al. (1993) conseguiram isolar a partir da hidrolise &cida do extrato
etanolico dos caules de Marsdenia globifera, um triterpeno designado marsglobiferina (p-
amirina-3-acetato).

Abe et al. (1998) em seu trabalho com as folhas frescas da Marsdenia tomentosa
obtiveram cinco ciclitéis (conduritol A, conduritol F, viburnitol, bornesitol e mioinositol) e
ainda quatro glicosideos foram isolados juntamente com glucose, frutose, sacarose, D-
hamamelose e lestose.

Gupta et al. (2003) isolaram a partir do extrato soltvel em cloroférmio do caule seco
da Marsdenia roylei, dois pregnanos designados dessacil-condurangogenina C e deniagenina,
e dois novos glicosideos de pregnano designados como: Denin e marsin. Estudo anterior sobre
esta espécie fora feito por Kumar et al. (1999), ocasido em que estes autores realizaram uma
andlise fitoquimica preliminar de seus galhos, e em seguida o isolamento do trissacarideo
marial e do diglicosideo rolinose.

Maldonado e Juarez-Jaimes (2013) realizaram no México um estudo da composicédo
Quimica da Marsdenia Callosa, a partir das suas partes aérias e terracias isolaram quatro
triterpenos, juntamente com o conduritol A, e uma mistura de (3-sitosterol e estigmasterol.

Van Khang e colaboradores (2015) isolaram do extrato etandlico de caules de
Marsdenia tenacissima, trés novos compostos glicosidicos esterdides C,; de derivados diéster
de tenacigenina B. Deng et al. (2005) também haviam realizado um trabalho com essa
especie, onde obtiveram da fracdo soluvel em cloroformio do extrato etanolico dos seus
caules, oito glicosidios de polioxipregnano, marsdendsidios, juntamente com seis glicosidios
conhecidos e duas agliconas conhecidas de polioxipregnano. Trés polioxipregnanos, 123-O-2-
metilbutiril-tenacigenina A, 12pB-di-O-acetiltenacigenina B e 11a-O-tigloiltenacigenina B
foram também obtidos. Han e colaboradores (2012) também descreveram a presenca de pelo

menos 13 esterdides C,; nessa espécie de Marsdenia.
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De acordo com o levantamento bibliogréfico realizado, até o presente momento

nenhum trabalho se deteve ao estudo da constituicdo quimica da espécie M. megalantha,

reforcando assim a importancia do presente trabalho.

A Tabela 2 mostra as principais classes de compostos bioativos encontrados em

diferentes espécies de Marsdenia.

Tabela 2 - Levantamento de metabdlitos presentes em espécies de Marsdenia.

Espécies

Classe de metabolitos

Referéncias

M. roylei (Parte aérea)

M. latifelia (Folhas)

M. altissima (Galhos)

M. tenacissima (Galhos)

M. callosa (Folhas e Galhos)

M. globifera (Galhos)

M. tinctoria

M. flavescens
M. Koi (Galhos)
M. rostrata

M. hainanensis (Galhos)

Pregnanos, pregnanos
glicosilados

Esteroides, alcaldides e
flavondides

Triterpenos pentaciclicos,
Flavononas, flavonas,
flavonoides e xantonas,
leucoantrocianidinas

Esterdides

Triterpenos e conduritol A

Triterpenos

Flavona

Esterdides
Pregnanos glicosilados
Alcaldides esteroidais

Saponinas esteroidais

GUPTA, et al., 2003.
KUMAR, et al., 1999;

UDOIDONG, et al., 2014.

De S. LUNA, et al., 2005.

DENG, et al., 2005; LI, et al.,
2007; LIU, etal., 2008.

MALDONADO: JUAREZ-
JAIMES, 2013.

SHENG-XIANG, et al.,
1993.

MOHD NASUHA; CHOO,
2015

DUFF; et al., 1973.
JIN-LAN, et al.,1992.
SUMMONS, et al, 1972.

MA, et al.,1997.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA 27

(Continua) Tabela 2 - Levantamento de metabdlitos presentes em espécies de Marsdenia

Espécies Clase de metabdlitos Referéncias

M. formosana (Folhas) Triterpenos ITO; LAI, 1978.

Fonte: A autora.

3.3 Estudos bioldgicos sobre o género Marsdenia

O metabolismo secundario das plantas é responsavel pela producdo de substancias
das quais muitas estdo diretamente envolvidas nos mecanismos de defesa do vegetal
permitindo sua adequacdo ao meio natural. Estes metabolitos secundarios possuem
importantes atividades biol6gicas e estruturas quimicas complexas de baixos pesos
moleculares. Estdo presentes em baixas concentracdes e geralmente em exclusivos grupos de
plantas, diferindo assim do metabolismo primario caracterizado por grande producéo (sintese
de celulose, lignina, proteinas, lipideos, acucares e outras substancias importantes para a
realizacdo das funcges vitais) e distribuicdo universal nas plantas (PEREIRA; CARDOSO,
2012).

O interesse em torno do metabolismo secundario das plantas vai muito além das
atividades bioldgicas exercidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente.
Estes metabolitos secundarios destacam-se pela imensa atividade farmacoldgica que possuem,
sobretudo, devido a seus efeitos bioldgicos sobre a salde da espécie humana. Sua
importancia estende-se ainda nas areas alimentar, agrondmica, de perfumaria e outras
(BUFFON, 2005; CHAVES, 2012).

De acordo com Simdes, et al. (2007), todos os metabdlitos secundarios origina-se na
planta a partir do metabolismo da glicose, sendo derivados, portanto, do &cido chiquimico e
do acetato. Adimitindo-se ao acido chiquimico a producdo de taninos hidrolisaveis,
cumarinas, alcaléides derivados dos aminoacidos aromaticos e fenilpropandides; E o acetato
responsavél pelos aminoacidos alifaticos e seus derivados alcaldides; terpenoides, esteroides,
acidos graxos e triglicerideos.

As plantas do género Marsdenia sdo detentoras de uma série de compostos bioativos
gue possuem propriedades farmacoldgicas. Um grande contingente de pesquisas tem
viabilizado o conhecimento da medicina popular para embasar esses estudos. Espécies de

Marsdenia sao utilizadas pela medicina popular de varios paises, como: China, india, Coréia e
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Tailandia (OLIVEIRA, 2011), sendo usadas para tratar a dor reumatica, inflamagdo, asma,
sifilis e cancer (MALDONADO; JUAREZ-JAIMES, 2013). Encontram-se dispostos a seguir
alguns trabalhos nessa perspectiva:

Fan et al. (2015) surgeriram que o extrato da M. tenacissima inibe a proliferacdo
celular de céncer de esdfago humano. Liu et al. (2008) através da purificagdo de um
polissacarideo desta mesma espécie de Marsdenia, denominado MTP, com 93,8% de
carboidratos, 5,6% de proteinas e 21,3% de acido urénico, confirmaram que o0 MTP pode
aumentar a fungdo imunitaria em ratos normais e que tem uma inibi¢do boa no crescimento do
tumor em ratos portadores de H22, e sua atividade antitumoral pode estar relacionada com os
seus efeitos antioxidantes e imunomoduladores. Ye et al., (2014) revelaram que o extrato
etandlico da M. tenacissima possui acdo antitumorais contra células neoplasicas
hematoldgicas e poderia induzir a apoptose de células tumorais in vitro e in vivo, e também ter
um efeito antiangiogénico significativo in vivo contra a apoptose de células tumorais.

De S. Luna, et al. (2005) em seu trabalho com a M. altissima determinaram que a
mesma possui atividade significativa moluscida contra o caracol Biomphalaria glabrata e
Parcialmente ativo contra aeds aygispte e contra artemia salina

Estudos sobre a espécie M. megalantha no Brasil demonstram sua toxidade para
ruminantes na regido semiarida, causando alteracbes no sistema nervoso destes animais
(BEZERRA, 2011; GERALDO NETO, et al., 2016; PESSOA, 2013). Um trabalho anterior
havia revelado que seu latex é uma fonte de proteinas antifungicas e apresenta atividades
quitinasicas, peroxidasica e protedsica que em conjunto propiciam o efeito antifingico do seu
latex (OLIVEIRA, 2009). Fora realizado ainda um trabalho sobre suas propriedades
farmacoldgicas, consistindo-se em uma analise sobre as atividades antioxidante,
anticoagulante e antiproliferativa, avaliadas a partir dos extratos do caule, folha e raiz da M.
megalantha, a qual indicou que os extratos de caule e folha possuem potencial para serem
utilizados como farmacos antioxidantes e anticancer (OLIVEIRA, 2011). Recentemente fora
isolada uma enzima denominada Mm-POX a partir desta espécie, uma peroxidase de classe
I11, e determinaram sua atividade antifingica, indicando seu papel na defesa contra patdgenos
e a importancia do latex neste processo. E, além disso, que a mesma possui potencial
biotecnologico para o controle de doencas de plantas causadas por F. oxysporum e F. Solani,

importantes fungos fitopatogénicos (OLIVEIRA, et al., 2017).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e identificacdo botanica do material vegetal

A espécie vegetal M. megalantha foi coletada em marco de 2017 na Serra do Lima,
localizada no municipio de Patu no Estado do Rio Grande do Norte, Brasil. Sua identificacdo
havia sido realizada pelo professor Dr. Alessandro Rapini. Uma exsicata da espécie coletada
(Figura 2) fora preparada e tombada no Herbario Dardano de Andrade Lima do Departamento
de Ciéncias Vegetais da Universidade Federal Rural do Semiarido — UFERSA, sob o nimero
de registro N° 14994,

Figura 2 — Espécie M. megalantha separada para confecgdo da Exsicata

Fonte: A autora.
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4.2 Processamento do material vegetal e obtencao dos extratos hidroalco6licos

As folhas, raizes e galhos da M. megalantha foram lavados com agua, e, em seguida,
postos para secar durante 5 dias em estufa a 45 °C. Posteriormente foram triturados
mecanicamente (cada parte da planta em separado) e logo ap6s pesados.

O material vegetal seco foi submetido a extracdo a frio com 3 L de uma solugédo
etanol/agua (70:30 v/v). Um total de trés extracGes fora realizado para cada parte da planta.
As solugdes resultantes das extracGes foram filtradas, e, em seguida, concentradas a presséo
reduzida em evaporador rotativo, para a remo¢do da maior do solvente utilizado. Logo apos
submeteu-as a evaporacao a 45 °C em banho-maria, até a completa secagem do material. Os
extratos hidroalcodlicos secos resultantes foram pesados e codificados, sendo denominados:
EFMM para o obtido a partir das folhas, ERMM para o obtido das raizes e EGMM para 0
proveniente dos galhos. Uma sintese da rota seguida para obtencdo destes extratos pode ser

acompanhada na Figura 3.

Figura 3 - Esquema geral de obtencao dos extratos hidroalcoolicos da M. megalantha

Vegetal coletado
(folhas, caules e raizes)

- Separacéo
- Limpeza
- secagem
- Trituracdo
- Pesagem

Material
vegetal seco e
triturado

- Extragdo a frio com 3 L de solugéo etanol/agua 30 % (3x)
- Filtragem

- Rotaevaporacao

- Secagem

EFMM EGMM ERMM

Fonte: A autora.
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O rendimento percentual de cada extrato pode ser calculado a partir da Equagéo 1.

R=2%x100 (1)
MV

Em que: R = percentual de rendimento
ME = massa do extrato

MV = massa do 6rgdo vegetal triturado e seco (folha, galho ou raiz)

Esta etapa, referente ao processamento do vegetal e preparacdo de seus extratos
hidroalcodlicos, assim como as de prospeccdo fitoquimica, fracionamento dos extratos,
isolamento dos metabdlitos secundarios, purificacdo e de avaliagdo dos compostos isolados
por CCD e HPLC descritas a seguir, foram executadas no laboratério de cromatografia, do
Departamento de Quimica da UERN.

4.3 Anadlise fitoquimica preliminar dos extratos brutos

600 mg dos extratos hidroalcodlicos secos (EFMM, ERMM e EGMM) foram
dissolvidos separadamente em trés solucdes (100 mL cada) de etanol/agua (70:30 v/v). Na
sequéncia foram submetidos a uma série de reacdes de caracterizacao fitoquimica conforme a
metodologia de Matos (1997), com pequenas modificacdes. O rastreio fitoquimico preliminar
fora realizado para grupos de metabolitos secundarios de interesse e a metodologia seguida

encontra-se resumida nos itens a seguir:
4.3.1 Teste para fenois e taninos

3 mL de cada extrato hidroalcoolico foram utilizados neste teste. A cada extrato
adicinou-se 3 gotas de solugdo alcodlica de Cloreto Férrico (FeCls). Preparou-se um teste
branco a partir de 3mL de agua destilada. Apds agitagdo manual dos extratos/branco, seguida
de repouso a temperatura ambiente, fora observado se houve ocorréncia mudanca de
coloracéo indicativa da presenca de fendis (aparecimento de coloracdo variavel entre o azul e

o vermelho, quando o teste “branco” for negativo) e taninos (precipitado escuro de tonalidade
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azul = taninos pirogalicos (taninos hidrolizaveis); e verde = taninos flobabénicos (taninos

condensados ou catéquicos)).

4.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides

Separou-se 3 aliquotas de 3 mL de cada extrato hidroalcodlico e adicionou-as em
diferentes tubos de ensaio. As primeiras aliquotas dos extratos foram aciduladas com HCI a
pH 3. As segundas e terceiras foram alcalinizadas com NaOH até pH 85 e pH 11,
respectivamente. Em seguida fora observado se houve mudanca de coloragdo, comparando 0s

resultados com a Tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacdo de antocianinas, antocianidinas e flavonais.

o Cor do meio
Constituintes

Acido (pH 3) Alcalino (pH 8,5) Alcalino (pH 11)

Antocianinas e

Vermelha Lilas Azul-purpura
Antocianidinas
Flavonas, Flavonois e - - Amarela
Xantonas
Chaconas e Auronas Vermelha - Vermelha purpura
Flavonois - - Vermelha laranja

Fonte: Matos, 1997.

4.3.3 Teste para leucoantrocianidinas, catequinas e flavanonas

Duas aliquotas de 3 mL de cada extrato foram adicionadas em sepado a dois
diferentes tubos de ensaio. Para cada extrato um dos tubos fora acidulado por adigéo de HCI
até pH entre 1-3 e o outroo, alcalinizado a pH 11 com NaOH. Aqueceu-se 0s tubos em banho
maria durante 3 min. E observou qualquer modificagdo por comparacdo com as especificagdes
da Tabela 4.
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Tabela 4 - Avaliacdo de leucoantrocianidinas, catequinas e flavanonas.

Cor do meio
Constituintes _
Acido Alcalino
Leococantrocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo- -
amarelada
Flavanonas - Verm. Laranja

Fonte: Matos, 1997.

4.3.4 Teste para flavonois, flavononas, flavanondis e xantonas

3 mL de cada extrato hidroalcoolico foram adicionados a diferentes tubos de ensaio, e,
a estes foram acrescentados raspas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. Ao
término da reacdo, indicada pelo fim da efervescéncia, observou-se os tubos comparando a
mudanca de cor com o tubo acidulado do teste para leucoantrocianidinas, catequinas e

flavanonas.

O aparecimento ou intensificacdo de cor vermelha é indicativa da presenca de
flavonois, flavononas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios (MATQOS, 1997).

4.3.5 Teste para esteroides e triterpendides (Lieberman-Burchard)

Para a realizacdo do teste 10 mL de cada extrato hidroalcodlico foram submetidos a
secura em banho-maria a 60 °C. Cada residuo seco fora extraido com 5 mL de cloroférmio.
As partes soltveis em cloroférmio foram filtradas para diferentes tubos de ensaio, utilizando
um pequeno chumaco de algoddo coberto com alguns centigramas de Na,SO, anidro, para
remog&o de qualquer vestigio de dgua. Foi adicionado 1 mL de anidrido acético a cada tubo e
em seguida 3 gotas de acido sulfurico concentrado. Observou-se entdo se houve mudanga de

coloragéo.

A coloracdo azul esvancescente seguida de verde permanente, indica a presenca de
esterdides livres, e o aparecimento de coloracdo parda até vermelha, indica a presenca de
triterpendides pentaciclicos livres (MATQOS, 1997).
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4.3.6 Teste para saponinas (Espuma)

Tomou-se os residuos dos extratos hidroalcdolicos insoltveis em cloroformio, do
ensaio para esteroides e triterpendides, e adicionou-se 5 mL de &gua destilada a cada um,
sequido de filtracdo das solucbes com um pequeno chumacgo de algoddo. Agitou-se os
filtrados vigorosamente, e observou-se se houve ocorréncia de formacdo de espuma

persistente e abundante (colarinho) indicativa da presenca de saponinas.

4.3.7 Teste para alcaldides

Evaporou-se 20 mL de cada extrato hidroalcéolico até a metade, os 10 mL resultantes
de cada extrato foram acidulados com HCI a pH 4 e filtrados em algod&o. Juntou-se NH,OH a
cada extrato até a obtencdo de pH 11 e extraiu-se as bases organicas com trés porcgdes
sucessivas de 30, 20 e 10 mL de uma solucdo éter-cloroférmio (3:1). As partes extraidas na
solucdo éter-cloroférmio foram filtradas com um chumaco de algoddo e utilizando Na,SO,4
anidro para eliminar o residuo de &gua presentes nos extratos. Tomou-se metade destas
solugdes e reextraiu-se as bases organicas, agora com trés porcdes de 5, 10 e 15 mL de HCL
diluido (0,1N), respectivamente. As partes aquosas acidas resultantes foram divididas em trés
tubos de ensaio (trés tubos para cada extrato). A cada tubo foi adicionado, respectivamente, 3
gotas dos reagentes de precipitacdo de alcalGides: reagente de Wagner, Hager e Dragendorff.
Observou-se se houve formagéo de precipitado floculoso, pesado em pelo menos dois tubos,

indicando a presenca de alcaloides.

4.3.8 Teste para quinonas

Evaporou-se 40 mL de cada extrato hidroalcodlico até a metade, acidulou-os com
HCl a pH 4 e os filtrou em algoddo. Em seguida, tomou-se mais 10 mL de cada extrato
hidrooalcoolico e secaram-0os em banho maria a 60 °C. Os residuos de cada extrato foram
entdo extraidos com 2 mL de etanol. As partes etanodlicas foras filtradas em algod&o e logo
depois adicionadas aos 20 mL dos respectivos extratos concentrados descrito anteriormente.
HCI concentrado foi adicionado a cada extrato de modo a obter uma solugdo de
aproximadamente 6 M. Entdo cada mistura fora submetida a aquecimento sob refluxo durante
2 horas. Apos esfriar, cada uma foi extraida com trés porcdes sucessivas de éter (40, 30, 20
mL) por meio de forte agitacdo em um funil de separacdo. Sendo a primeira extracéo
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realizada apds 24 horas de contato da mistura com os 40 mL de éter. As trés por¢des etéreas
de cada extrato foram juntas apos o final das extracfes. As solugdes etéreas finais foram
filtradas em algoddo e utilizando Na,SO, para a eliminacdo do residuo de agua presente.
Adicionou-se 5 mL de cada solucdo etérea em diferentes tubos de ensaio.
Acrescentou-se 2 mL de uma solugdo de NH,OH 6 M a cada tubo. Agitou-se intensamente 0s
tubos, e deixou-se esfriar e formar duas fases. Observou-se entdo se houve aparecimento de
cor vermelha na camada aquosa alcalina a qual seria indicativa da presenca de quinona,
especialmente antraquinonas hidroxiladas na solugdo e seus heterosidios no extrato

hidroalcodlico.

4.3.9 Teste para cumarinas

Utilizando um capilar, foram feitas duas fortes manchas de aproximadamente 1,5 cm
de didmetro de cada extrato hidroalcodlico em um pedaco de papel de filtro ndo fluorescente.
Aplicou-se sobre cada uma das manchas uma gota de solucdo alcoolica 1 N de KOH. Cobriu-
se parcialmente as manchas com um cartdo opaco ndo-fluorescente e, em seguida, as manchas
foram expostas a acdo da luz UV por cerca de 3 minutos, descobrindo-se a parte encoberta,
ainda sob luz UV. Observou-se se ocorreu modificacdo na fluorescéncia da mancha que foi
alcalinizada, e desenvolvimento de fluorescéncia azulada progressiva e forte, bem visivel na

metade n&o encobertam da mancha alcalinizada, a qual indicaria a presenga de cumarina.

5.6  Estudo bioldgico dos extratos hidroalcoélicos EFMM, EGMM e ERMM

4.4.1 Atividade antimicrobiana

O bioensaio foi executado no Laboratorio de Microbiologia Veterinaria do campus
central da UFERSA em Mossoro-RN.

A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando-se o método de microdiluicéo
em caldo de acordo com o CLSI (2015), o qual é capaz de revelar a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), ou seja, a menor concentragdo em que o extrato consegue inibir o crescimento
do microorganismo testado.

Para a execucdo do ensaio foram utilizadas as seguintes bactérias: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC
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25922), Enterococos faecalis (ATCC 29212) e Shigella flexneri (ATCC 12022). Estes
microrganismos foram semeados em estufa bacterioldgica a 37 °C em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) no tempo de 24 horas.

Foram utilizadas placas de microdiluicdo, contendo 96 pocgos dispostos em 12
colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Realizou-se o controle negativo utilizando caldo BHI e o
controle de positivo utilizando gentamicina.

O ERMM fora diluido em agua destilada estéril a uma concentracdo de 27 mg/mL.
Em cada um dos pocos das placas de microdiluicdo foram inseridos 95 uL de caldo BHI
duplamente concentrado. Em seguida, realizou-se a diluicdo seriada do extrato partindo-se
pela insercdo de 100 pL do extrato vegetal na concentragdo 27 mg/mL ao primeiro pogo, e
apos homogeneizacdo do contetido com o auxilio de um micropipetador, transferiu-se 100 uL
deste conteldo ao poco subsequente resultando numa concentracdo inicial de 13,5 mg/mL e
em uma concentracdo final de 1,7 mg/mL no ultimo pogo. Deste ultimo pogo foram
desprezados 100 uL do contetido, de modo a igualar o volume total de cada pogo. As

concentracdes do extrato analisado apos a diluicdo seriada estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Dilui¢des seriadas do ERMM para técnica de avaliacdo
antimicrobiana por microdilui¢do em caldo

Diluicéo Concentragéo do extrato
(mg/mL)
18 13,5
22 6,8
3 3,4
42 1,7

Fonte: A autora.

Em seguida foram inseridos 5 pL da suspensdo dos diferentes microrganismos em
cada série de pocgos contendo as diferentes concentracdes do extrato, com exce¢do dos pogos
correspondente ao controle de esterilidade. Buscou-se dessa forma submeter todas as
concentracdes do extrato a mesma quantidade de microrganismos. O ensaio foi realizado em
triplicata.

As placas foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro de microplaca (URIT
660 — MICROPLATE READER) em comprimento de onda de 450 nm. Logo apds, as placas
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contendo as bactérias foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Ap6s 0
tempo de incubacdo das placas, fora realizada novamente a leitura de absorbancia do
conteddo das microplacas em espectrofotdmetro.

Os valores das absorbancias resultantes das leituras nos tempos 0 h e 24 h foram
submetidas a analise estatistica (in vitro), utilizando o delineamento inteiramente casualisado,
considerando-se como tratamentos as diferentes concentracfes do extrato, a gentamicina
como controle positivo e o caldo BHI como controle negativo. Sequencialmente foram
submetidas a anélise de variancia (ANOVA) no programa Sisvar e as médias comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

4.4.2 Atividade antioxidante

Os bioensaios de determinagdo da atividade antioxidante foram realizados no
Laboratdrio de Produtos Naturais Marinhos da Universidade Federal do Ceard — UFC. Para a
conducédo do estudo, os extratos (EFMM, EGMM e ERMM) foram diluidos em metanol de
modo a obter as concentragdes: 1.000, 500, 250, 100 e 50 pg/mL. As atividades antioxidantes

foram determinadas através de 4 testes, 0s quais encontram-se descritos a seguir:

4.4.2.1 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante medida pela capacidade de sequestro do radical DPPH foi
determinada de acordo com o método original de Blois (1958) com algumas modificacdes. A
amostra consistiu na mistura de 10 pL dos extratos (EFMM, EGMM e ERMM nas
concentragdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL) e 190 pL da solugdo metandlica de DPPH
(D9132, Sigma) a 78 M. O branco da amostra consistiu em 10 pL dos extratos (EMMF,
EMMG e EMMR nas concentracdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL) e 190 pL de
metanol. Para o controle negativo utilizou-se 10 pL de metanol + 190 pL da solugédo
metanolica de DPPH a 78 UM e para o controle positivo utilizou-se acido ascérbico (A5960,
Sigma) nas mesmas concentracfes dos extratos, tendo sido tratado de forma idéntica a
amostra.

O teste fora realizado em microplaca de 96 pocos. A microplaca foi agitada e

incubada a temperatura ambiente por 30 min no escuro. As absorbancias foram lidas em leitor
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de microplaca (Biochrom Asys UVM 340), a um comprimento de onda de 517 nm. Todas as
analises foram feitas com quatro repeticdes cada.

A capacidade de sequestro do radical DPPH dos extratos (EFMM, EGMM e ERMM
nas concentragdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pug/mL) e do controle positivo, expressa em
porcentagem, foi calculada pela Equagéo 2:

Capacidade de sequestro do radical DPPH (%) = [1 _ (AbSamostra~ AbShranco)| 10y, (2)

Abscontrole

4.4.2.2 Habilidade de quelacgao de ions ferrosos (FIC)

A capacidade de quelacdo de ions ferrosos (FIC) foi baseada no método de Carter
(1971), descrito por Dinis, Madeira e Almeida (1994), sendo determinada de acordo com
Khatua, Roy e Acharya (2013).

A amostra foi composta por 100 puL dos extratos (EFMM, EGMM e ERMM nas
concentragdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL), 10 uL de cloreto ferroso (FeCl,) a 2 mM,
e 20 pL de ferrozina a 5 mM. Preparou-se um teste branco da amostra onde a ferrozina foi
substituida por metanol. O controle negativo foi preparado com o extrato sendo substituido
por metanol. E no controle positivo utilizou-se Etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(C10H14N2Na05.2H,0 — E5134, Sigma) nas mesmas concentracdes dos extratos, e portanto
tratado de forma idéntica & amostra.

Este bioensaio fora realizado em microplaca de 96 poc¢os. A microplaca contendo a
amostra, branco e controles, foi incubada por 10 min a temperatura ambiente, e as
absorbéancias lidas em 562 nm em leitor de microplaca (Biochrom Asys UV340). Este teste
fora realizado em quadruplicata.

O poder de quelacdo de ions ferrosos dos extratos (EMMF, EMMG e EMMR nas
concentracdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL) e do controle positivo, expresso em
porcentagem, foi calculado pela Equagéo 3.

[Abscontrole= (AbSamostra— AbSpranco)] x100% (3)

Habilidade de quelacio do ion ferroso(%) = Abs
controle
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4.4.2.3 Poder de reducdo de ions férricos (FRAP)

O FRAP foi determinado baseando-se no método de Oyaizu (1986) e esta descrita
em Khatua, Roy e Acharya (2013), com algumas modificacdes.

Em microtubos tipo Eppendorf de 2 mL, foram colocados 100 pL dos extratos
(EFMM, EGMM e ERMM nas concentrac6es de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL), 250 uL de
tampéo fosfato a 0,2 M (pH 6,6) e 250 pL de ferricianeto de potassio a 1 %. Os microtubos
foram incubados em banho-maria a 50 °C por 20 min, logo apos resfriados em &gua gelada e,
entdo, foram acrescentados 250 pL de &cido tricloroacético (TCA) a 10 % para parar a reag&o.
Em seguida, eles foram submetidos a agitacdo vigorosa e centrifugacdo por 10 min a 4.000
rpm.

Da camada superior da mistura reacional foram retirados 250 pL e, em seguida,
adicionados 250 pL de &gua destilada e 50 pyL de cloreto férrico (FeCl3) a 0,1%. Os
microtubos foram agitados e aliquotas de 200 pL foram transferidas para microplacas com 96
pocos. Como controle positivo utilizou-se butil hidroxianisol (BHA - Sigma B1253), nas
mesmas concentracdes dos extratos (EFMM, EGMM e ERMM nas concentrac6es de 50, 100,
250, 500 e 1.000 pg/mL), e tratado de forma idéntica & amostra. As absorbancias foram lidas
em 700 nm em leitor de microplaca (Biochrom Asys UVM 340). Quanto maior a absorbancia
dos extratos (EFMM, EGMM e ERMM nas concentracdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000
pg/mL) e do controle positivo, maior o poder de reducdo de ions férricos (FRAP). O teste fora
realizado com quatro repetigdes

4.4.2.4 Branqueamento do g-caroteno (BCB)

A atividade antioxidante medida por meio do branqueamento S-caroteno, usando o
sistema f-caroteno - acido linoleico, foi determinada pelo método descrito por Duan et al.
(2006) e calculada de acordo com Dhongade e Chandewar (2013).

Em um balé&o de fundo redondo, foram adicionados 4 mL de solucdo de p-caroteno
solubilizado em cloroférmio (1 mg/mL), 40 mg de acido linoleico e 400 mg do emulsificador
Tween 40. Evaporou-se o cloroformio em evaporador rotativo a 45 °C por 4 min. Adicionou-
se lentamente ao residuo semissolido 100 mL de agua destilada aerada com agitacao vigorosa

verificando-se a formacdo de emuls&o. Essa emulsdo foi denominada emulséo com f-caroteno

(ECB).
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Em outro baldo de fundo redondo, foram adicionados 4 mL de cloroférmio, 40 mg de
acido linoleico e 400 mg do emulsificador Tween 40. Igualmente, evaporou-se o cloroférmio
em evaporador rotatério a 45°C por 4 min. Em seguida, adicionou-se lentamente ao residuo
semissdlido 100 mL de &gua destilada aerada com agitacéo vigorosa observando-se a formar
uma emulsdo. Essa emulsdo foi denominada emulsdo sem S-caroteno (ESP).

Em microplaca de 96 pocos, foram adicionado a amostra composta de 50 pL dos
extratos (EFMM, EGMM e ERMM nas concentrac¢des de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL) e
200 pL da emulsdo contendo fS-caroteno (ECP). O branco consistiu na mistura de 50 pL dos
extratos (EMMF, EMMG e EMMR nas concentragdes de 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL) e
200 pL da emulsdo sem p-caroteno (ESP). Como controle positivo utilizou-se butil
hidroxianisol (BHA - Sigma B1253), nas mesmas concentraces dos extratos e tratado de
forma idéntica a amostra.

A microplaca fora submetida a leitura de absorbancias em espectrofotdmetro em 450
nm no tempo zero contra o branco. Logo ap6s, a microplaca foi deixada sobre a bancada a
temperatura ambiente (20-23°C) e, a cada 30 min de intervalo, as absorbancias foram lidas até

completar 300 min (5 horas). A atividade antioxidante foi calculada pela Equagéo 4:

Abs 5h

Atividade antioxidante (%) = [1 ~ e
inicial

|x 100% (4)

4.4.2.5 Andlises estatisticas

Os valores das triplicatas das absorbancias obtidas em cada um dos ensaios descritos
anteriormente foram tratados a partir das médias as quais foram submetidas a analise de

variancia unifatorial, seguida pelo teste de Tukey com nivel de 5% de significancia (p > 0,05).
4.5 Meétodos cromatograficos

Sucessivas combinacOes entre técnicas cromatograficas foram realizadas neste
trabalho a fim de se isolar os metabdlitos secundarios majoritarios constituintes das raizes e
galhos da espécie Marsdenia megalantha. A seguir encontram-se descritos 0s materiais,

instrumentacdo e métodos cromatograficos empregados.
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4.5.1 Cromatografia de Adsor¢do em Coluna (CC)

Todas as cromatografias de adsorcdo foram realizadas em coluna de vidro
(cromatografia gravitacional), utilizando gel de silica 60, de 70-230 Mesh de granulométrica,
da marca Vetec. O comprimento e didmetro das colunas utilizadas variaram de acordo com a
massa das aliquotas das amostras a serem cromatografadas e com a quantidade de gel de silica
empregada como fase estacionaria.

Os solventes utilizados como eluentes foram: Hexano, diclorometano, acetato de
etila, acetonitrila, metanol e &gua destilada, puros ou em misturas binarias ou ternérias. Estes

solventes, eram de qualidade P.A., destilados ou grau HPLC.

4.5.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatrografia em Camada delgada fora utilizada para a analise do perfil das
fracdes resultantes dos fracionamentos cromatograficos em coluna. Utilizou-se placas de
poliéster e aluminio nas dimensfes 6,5 x 4 cm, com camada de silica 60, 5-40 pm, com
indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm (F254), MERCK.

As amostras foram aplicadas nas placas (spots) com o auxilio de capilares
previamente limpos e secos. Como eluentes foram usados hexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol e 4gua destilada, puros ou como misturas binarias ou ternarias.

As revelagdes das cromatoplacas foram feitas por meio da exposicdo destas em
lampada de irradiacdo modelo UVSL-25 (Mineral Light) com dois comprimentos de onda
(254 e 366 nm), com iodo, e seguida, pela pulverizacdo com uma solucéo de p-anisaldeido e

por fim, por aquecimento em chapa aquecedora na temperatura de 105 °C.

4.5.3 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa

Para realizacdo do método foram utilizadas placas de vidro recobertas com uma
suspensdo de silica gel 60 G Merck em agua destilada: 0,5 mm de espessura ativada a 100 °C
em estufa. A amostra fora depositada nas placas com o auxilio de uma pipeta de pasteur. O

sistema de eluicdo utilizado fora: Hexano/Acetato de etila 50 % e 30 pL de agua destilada.
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4.5.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi usada como método de isolamento e
para confirmag&o de pureza das substancias isoladas.

O cromatografo utilizado é um equipamento da marca SHIMAZDU, constituido de
trés bombas de alta pressdo modelo LC-10ATvp, detector SPD-M10Avp com sistema DAD,
degasificador em linha e um forno termostatico para acomodacdo da coluna. A coluna
utilizada fora uma semi-preparativa em fase reversa Supercosil LC-18 (particulas de 5 um,
dimensdo 250 x 10 mm). Como fase movel utilizou-se os solventes acetonitrila, grau HPLC, e
agua deionizada filtradas em membrana de nylon com poros de PTFE de 0,45 pum. Apds
diversas injecdes, variando as condi¢cdes de analise, a melhor resolucdo para separacdo das

substancias presentes na fragao foi obtida com as seguintes condi¢des:

Coluna semipreparativa Supercosil LC18;

Sistema isocratico Acetonitrila/(dgua com TFA 0,05 %) 32 %;
Fluxo de 2,6 mL/min;

Pressao de 736 psi;

Comprimento de onda de 254 nm e

N N N

Volume de inje¢do = 70 uL.

4.6 Fracionamento cromatografico do extrato hidroalcoodlico das raizes

Uma amostra de 68 g do extrato ERMM fora misturada a 10 g de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionados sobre 73,9 g de gel de silica em coluna de
vidro de 500 mL. O fracionamento cromatografico foi realizado por eluicdes sucessivas com
eluigdes sucessivas com hexano (250 mL), diclorometano (350 mL), diclorometano/metanol 1
% (250 mL), diclorometano/metanol 2 % (250 mL), diclorometano/metanol 3 % (250 mL),
diclorometano/metanol 5% (250 mL), diclorometano/metanol 10 % (250 mL),
diclorometano/metanol 20 % (250 mL), diclorometano/metanol 50 % (250 mL), metanol (250
mL) e agua (200 mL).
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As fracbes oriundas da coluna de fracionamento do extrato hidroalcodlico ERMM,

assim como suas respectivas massas e solventes usados para suas eluicdes estdo dispostas na

Tabela 6. A etapa de fracionamento do ERMM encontra-se resumida na Figura 4.

Tabela 6 - Dados das fragdes obtidas da coluna filtrante do ERMM.

Eluente Fracdo Massa ()
Hexano FHEX 100 % 0,4
Diclorometano/metanol FDCM 100 % 12,5
Diclorometano/metanol 1% FDCM/MeOH 1 % 1,0
Diclorometano/metanol 2% FDCM/MeOH 2 % 1,2
Diclorometano/metanol 3% FDCM/MeOH 3 % 1,6
Diclorometano/metanol 5% FDCM/MeOH 5 % 1,0
Diclorometano/metanol 10 % FDCM/MeOH 10 % 1,4
Diclorometano/metanol 20 % FDCM/MeOH 20 % 2,5
Diclorometano/metanol 50 % FDCM/MeOH 50 % 14,3
Metanol FMeOH 100 % 13,3
Agua FH,0 100 % 17,5
TOTAL 66,7

Fonte: A autora.

Figura 4 - Rota do fracionamento cromatografico do ERMM

ERMM
m=68¢g

- Pulverizado

filtrante)

- Cromatografado por adsor¢do em coluna (Coluna

- Eluicéo com os solventes: Hexano, diclorometano,
diclorometano/metanol (1, 2, 3, 5, 10, 20 e 50 %),
metanol e agua destilada.

FHEX100 %

FDCM/MeOH

FDCM/MeOH

10 %

3%

FDCM/MeOH FDCM/MeOH

50 %

1%

FDCM
100 %

FDCM/MeOH
2 %

Fonte: A autora.

FDCM/MeOH

FDCM/MeOH

5%

FMeOH
100 %

FH,O
100 %
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As fracOes advindas da filtrante foram analisadas por CCD para a determinagdo das
fracdes a serem trabalhadas. Logo apds as fracbes escolhidas (FDCM100 %, FDCM/MeOH 1
% e FDCM/MeOH 2%) foram submetidas a uma avaliacdo fitoquimica para os metabolitos
predominantes no extrato bruto das raizes, e em seguida reuniu-se 6,2345 g da fracdo
FDCM100 %, 1,2240 g da fragdo FDCM/MeOH 1 % e 1,0040 g da fragdgo FDCM/MeOH 2
%. A nova fracdo F(DCM100-DCM/MeOH1e2) foi entdo fracionada por CC.

4.6.1 Fracionamento cromatogréfico da F(DCM100-DCM/MeOH1e2) e percolagdo das
fragoes F5-8, F9-11, F12-15 e F16-26 obtidas.

Misturou-se 8,2345 g da fracdo F(DCM100-DCM/MeOH1e2) a 2 g de gel de silica,
sendo esta mistura pulverizada em grau de porcelana e aplicada a uma coluna de 300 mL
previamente acondicionada com 65,3924 g de gel de silica. A eluicdo foi realizada com um
sistema isocratico formado por acetato de etila / metanol 0,5 %. Foram coletadas 59 fracGes
de 10 mL. As fracdes que obtiveram massa foram analisadas por CCD e entdo reunidas

conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Reuni&o das fragOes obtidas do fracionamento de F(Dcm100-

Dcm/MeOH1e2)
Fracgdes reunidas Massa (g)

F5-8 1,0533

F9-11 0,7676

F12-15 0,9929

F16-26 4,0358

F27-31 0,2095

F32-59 0,3229

TOTAL 7,3820

Fonte: A autora.

As fragOes F5-8, F9-11, F12-15 e F16-26 resultantes, foram submetidas a uma
percolacdo com os solventes Hexano e Acetonitrila. Dessa forma obteve-se 8 novas fragoes

(Tabela 8), as quais foram secas a temperatura ambiente.
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Tabela 8 - Fragdes obtidas ap6s percolacdo com Hexano/Acetonitrila

Fracdes Massa ()
F5-8 (H) 0,8830
F5-8 (A) 0,1703
F9-11 (H) 0,5697
F9-11(A) 0,1979
F12-15 (H) 0,2279
F12-15 (A) 0,7650
F16-26 (H) 0,4868
F16-26 (A) 3,5490
TOTAL 6,8496

Fonte: A autora.

Um resumo das etapas de fracionamento cromatografico seguida de percolacdo de

Figura 5 - Rota esquemaética do fracionamento da F(Dcm100-Dcm/MeOH1e2)

algumas das fracOes provenientes deste fracionamento pode ser acompanhado na Figura 5.

seguida de percolacdo com Hexano/acetonitrila.

F(Dcm100-Dem/MeOH1e2)

- Pulverizada
- Cromatografada por adsorcdo em coluna
- Eluicéo com acetato de etila /metanol 0,5%

- FracBes reunidas

Fonte: A autora.

59 FRACOES
COLETADAS
- Percolagéo
com Hexano/
F5-8 | acetonitrila F5-8 (H) | F5-8 (A)
FO-11 L 5| Fo1(H) [~ FO-11(A)
15—
F12-15 F12-15(H) | F12-15(A)
F16-26 |—— >
F16-2 (H) | F16-26 (A)
F27-31
F32-59
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Ap6s uma analise por CCD as fracbes F5-8 e F9-11 obtidas na por¢do hexanica
durante a percolacdo foram agrupadas, passando a ser denominada F5-11(H), e, entdo,
cromatografada. A fracdo F12-15 proveniente da porcdo acetonitrilica, fora denominada F12-

15(A) e submetida & CCD preparativa.

4.6.1.1 Fracionamento cromatografico da fracdo F5-11(H)

A fragdo F5-11(H) perfazendo 1,4527 g de amostra fora misturada a uma pequena
porcao de gel de silica, pulverizadas em gral de porcelana e cromatografada em uma coluna
condicionada com 34,4 g de gel de silica utilizando como sistema de elui¢do a mistura binaria
hexano/acetato de etila 22 %. Coletou-se 43 fracdes de 10 mL, as quais foram posteriormente
analisadas por CCD. As fracbes de 13 a 15 por terem apresentado o mesmo perfil
cromatogréfico foram reunidas, denominada de F13-15 e submetidas a um novo

fracionamento.

4.6.1.1.1 Fracionamento cromatografico da fracdo F13-15 e isolamento do composto
CO1IRMM.

A massa total desta fracdo resultou em 0,2828 g, sendo esta quantidade misturada a
uma pequena por¢do de gel de silica, e pulverizada logo em seguida. Submetendo-se entéo a
amostra preparada a uma coluna cromatografica condicionada com 18,4466 g de gel de silica
e eluiundo-se com o sistema Hexano/acetato de etila 3 %. Deste processo resultaram-se 59
fracdes de 10 mL. Uma analise em cromatoplacas fora realizada em seguida e a mesma
demonstrou o isolamento de um composto puro entre as fragdes 32-42. Este composto fora
denominado CO1RMM. A Figura 6 mostra um resumo para o seu isolamento.
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Figura 6 - Rota de isolamento de COLRMM a partir do fracionamento de F5-11(H).

F5-11 (H)

- Pulverizada
- Cromatografada por adsorcdo em coluna
- Eluic8o com hexano/acetato de etila 22%

43 FRACOES
COLETADAS

- Reunido das fragbes de 13 a 15

F13-15

- Pulverizada

- Cromatografada por adsor¢do
em coluna

- Eluic8o com hexano/acetato
de etila 3%

59 FRACOES
COLETADAS

- Composto isolado entre as
fracOes 32 a 42

CO01RMM

Fonte: A autora.

4.6.1.2 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa da fracdo F12-15 (A)

Aproximadamente 350 mg da amostra F12-15 (A) foram aplicadas sobre trés placas
preparativas, e apos a eluicdo utilizando o sistema Hexano/Acetato de etila 50 % e 30 pL de
agua destilada. As placas foram divididas em trés partes, que entdo foram raspadas
separadamente e as substancias contidas nesse material foram extraidas com diclorometano.

As fragOes obtidas nessa etapa encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9 - FragOes obtidas da F12-15 (A) por CCD preparativa

Fracdes Massa ()
F1P1 0,0121
F2P1 0,0583
F3P1 0,0267
F1P2 0,0269
F2P2 0,0281
F3P2 0,0087
F1P3 0,0217
F2P3 0,0252
F3P3 0,0085

TOTAL 0,2143

Fonte: A autora.

Estas fracOes foram analisadas por CCD e agrupadas de acordo com o perfil
cromatografico, desse modo, foram agrupadas as fracdes F1P1, F1P2 e F1P3 e as fracOes
F2P1, F2P2 e F2P3. As duas fragOes resultantes foram denominadas F1P;i,3 € F2P;123

respectivamente, F1P; , 3 foi submetidas a um novo fracionamento cromatografico.

4.6.1.2.1 Fracionamento cromatografico da fracdo F1P;,3 e isolamento do composto
CO02RMM

A fragdo F1P1,3 (0,0607 g) foi cromatografada em coluna de vidro acondicionada
com 6,2237 g de gel de silica e eluida com o sistema acetato de etila/metanol 0,5 %. Foram
recolhidas 22 fracdes de 10 mL, as quais foram analisadas por CCD onde foi possivel a
verificacdo do isolamento do composto denominado CO2RMM entres as fracOes de 2 a 5. A

Figura 7 apresenta um resumo das etapas de seu isolamento.
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Figura 7 - Rota de isolamento de CO2RMM a partir do fracionamento de F12-15(A)

F12-15(A)

- Cromatografada em CCD
Preparativa

PLACA 1 PLACA 2 PLACA 3
- Obtengdo de 3 - Obtencao de 3 - Obtencéo de 3
fracdes fracdes fracOes
| | | | | | | [ |
F1P1 F2P1 F3P1 F1P2 F2P2 F3P2 F1P3 F2P3 F3P3

- Fracdes reunidas

F1P;,3

- Pulverizada
- Cromatografadas por adsorcdo em coluna
- Eluicdo com acetato de etila / metanol 0,5%

22 FRACOES
COLETADAS

) - Composto isolado entre as fragbes 2 e 5

CO02RMM

Fonte: A autora.

4.7  Fracionamento cromatografico do extrato hidroalcodlico dos galhos

Misturou-se 43,7 g do EGMM a 10 g de gel de silica, pulverizou-as em gral de
porcelana e por meio de cromatografia por absor¢do em coluna de 500 mL, preenchida com
18,1 g de gel de silica, foi realizado o fracionamento cromatogréfico do extrato por eluigdes
sucessivas com hexano (700 mL), seguido de diclorometano (700 mL),
diclorometano/metanol 2 % (500 mL), diclorometano/metanol 5 % (500 mL),
diclorometano/metanol 10 % (300 mL), diclorometano/metanol 20 % (300 mL) e metanol
(300 mL). As fracdes resultantes encontram-se detalhadas na tabela 10. A sequéncia deste

fracionamento encontra-se resumida na Figura 8.
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Tabela 10 - Dados das fragdes obtidas da coluna filtrante do EGMM

Eluente Fracdo Massa ()

Hexano FHEX 100 % -

Diclorometano FDCM 100 % 2,5
Diclorometano/metanol 2 % FDCM/MeOH 2 % 3,7
Diclorometano/metanol 5 % FDCM/MeOH 5 % 4,6
Diclorometano/metanol 10 % FDCM/MeOH 10 % 11
Diclorometano/metanol 20 % FDCM/MeOH 20 % 2,9
Metanol FMeOH 100 % 10,5
TOTAL 25,3

Fonte: A autora.

Figura 8 - Rota do fracionamento cromatografico do EGMM

EGMM
m=437g

- Pulverizado

filtrante)

- Cromatografado por adsor¢do em coluna (Coluna

- Eluicéo com os solventes: Hexano, diclorometano,
diclorometano/metanol (2, 5, 10 e 20 %) e metanol

FHEX 100 %

Fonte: A autora.

FDcm/MeOH

2%

10 %

FDCM/MeOH

MeOH 100 %

FDCM 100 %

FDCM/MeOH
5%

FDCM/MeOH
2%
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4.7.1 Fracionamento cromatografico da fragdo DCM100 % e isolamento de COL.GMM

Uma aliquota de 2,3 g da fracdo DCM100 %, retirada do extrato EGMM, foi misturada
em gel de silica, pulverizada em grau de porcelana e acondicionada sobre 19,05 g de silica,
numa coluna de 500 mL. Em seguida, a amostra foi cromatografada utilizando como fase
movel hexano/acetato de etila a 20 % obtendo 102 fragdes de 10 mL, e mais 14 fracGes com o
sistema acetato de etila 100 %. As fracbes foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada, apos revelacdo com iodo e p-anizaldeido, sendo em seguida reunidas de acordo com

as semelhancas do seu perfil cromatografico, como descrito na Tabela 11.

Tabela 11 - Fracdes obtidas a partir da fragdo DCM 100% do EGMM

Fracdes Reunidas Massa (mg)
F1-3 268,9
F4-6 236,9

F7-10 627,3
F11-14 408,9
F15-16 1114
F17-19 164,4
F20-28 297,3
F29-31 78,7
F32-41 22,1
F42-57 20,8
F58-78 19,5

F79-103 14,4
F104-116 8,4

Fonte: A autora.

A fracdo F7-10 (627 mg) foi cromatografada em coluna aberta utilizando gel de silica
como fase estacionaria e hexano/acetato 7% como fase movel, obtendo 45 fragbes de 10 mL,
que foram reunidas de acordo com seu perfil cromatografico a partir da analise por CCD. As
fragOes de 8 a 14 apresentaram apenas um spot e 0 mesmo fator de retencdo RF, indicando

que as fragdes se encontravam puras. As fracbes de 11 a 14 foram reunidas e apds secagem e



4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 52

pesagem foi denominada de CO01GMM. A Figura 9 mostra a rota seguida para 0 Seu

isolamento.

Figura 9 - Rota de isolamento de COLGMM a partir da FDCM 100 % do EGMM

FDCM 100 %

- Pulverizada
- Cromatografada por adsor¢do em coluna

1° 20
- Eluicéo com hexano/acetato - Eluicdo com acetato de
de etila 20 % etila 100 %
102 FRACOES Reunido das fragdes 14 FRACOES
COLETADAS COLETADAS
I I I [ [ I I
F1-3 F7-10 F15-16 F20-28 F32-41 F58-78 F104-116
F4-6 F11-14 F17-19 F29-31 F42-57 F79-103

- Cromatografada por adsorgdo em coluna
- Eluicdo com hexano/acetato de etila 7 %

45 FRACOES
COLETADAS

- Analisadas por CCD
- FragBes de 8 a 14 puras

C01GMM

Fonte: A autora.

4.7.2 Fracionamento cromatografico da fragdo FDCM/MeOH 2% e isolamento de
C02GMM e CO3GMM.

3,65 g de FDCM/MeOH 2 % foi misturada com gel de silica, pulverizada em grau de
porcelana e submetidas a cromatografia em uma coluna de 300 mL, previamente preparada
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com 33,80 g de gel de silica. A eluicdo fora processada em sistema gradiente, iniciando-se
com Diclorometano/Metanol 2 %, do qual foram coletadas 31 fracGes de 10 mL, seguindo
com Diclorometano/Metanol 5 % que resultou em 10 fracdes de 10 mL. As 41 fracdes obtidas
foram analisadas por CCD, e de acordo com a semelhanca de seus perfis cromatograficos
estas foram reunidas. A Tabela 12 mostra estas fragdes apds a juncéo.

Tabela 12 - Reunido das fracGes obtidas do fracionamento de
FDCM/MeOH 2%

Fraces Massa (mg)
F8-13 575,4
F14-16 569,2
F17-22 630,7
F23-30 204,3
F31-33 163,4
F34-41 432,2

Fonte: A autora.

Uma aliquota de 150 mg da fracdo F14-16 foi dissolvida em 7 mL de acetonitrila,
grau espectroscépico, e em seguida a amostra foi submetida a HPLC. Apds diversas injeces
da amostra, variando as condicdes de andlise, conseguiu-se a melhor resolucdo para separacdo

das substancias presentes na fracdo com as seguintes condicdes:

Coluna semipreparativa Supercosil LC18;

Sistema isocratico Acetonitrila/(agua com TFA 0,05%) 32 %;
Fluxo de 2,6 mL/min;

Presséo 736 psi;

Comprimento de onda 254 nm e

AN N N N NN

Volume de injegdo 70 pL.

Seis compostos foram coletados (1° (4,2 mg), 2° (26,4 mg), 3° (20,1 mg), 4° (10,4
mg) 5° (7,0 mg) e 6° (7,5 mg)) como pode ser visto no cromatograma representado na Figura
10, mas somente o0 2° e 3° compostos coletados, denominados C02GMM e CO03GMM

respectivamente, foram novamente injetos no cromatografo para analise de pureza. O
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esquema da Figura 11 mostra as etapas para o isolamento destes compostos e o

cromatogramas, representando a analise da pureza de CO2GMM e CO3GMM, apresentados
nas figuras 12 e 13, respectivamente.

Figura 10 - Cromatograma da fracdo F14-16 obtida da FDCM/MeOH 2 % do
EGMM

L ' i

|

Hirues

Fonte: A autora.



4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Figura 11 - Rota esquematica do isolamento de C02GMM e CO3GMM a partir
do fracionamento de FDCM/MeOH 2 % obtida do EGMM

10

- Eluigdo com
Diclorometano/metanol 2 %

FDCM/MeOH 2 %

- Pulverizada
- Cromatografada por adsorcdo em coluna

20
- Eluicdo com

Diclorometano/metanol 5 %

31 FRAGOES Reunido das fragoes 10 FRAGOES
COLETADAS COLETADAS
| | |
F8-13 F17-22 || F23-30 || F31-33 || F34-41
F14-16

- Cromatografada por HPLC
- Coluna Supercosil LC18
- Fase movel Acetonitrila/Agua 32 %

v

1° COMPOSTO

v

v v

4° COMPOSTO

5°COMPOSTO 6° COMPOSTO

C02GMM

CO03GMM

Os critérios de pureza adotados para as substancias isoladas foram: visualizacdo de
uma unica mancha nas cromatoplacas com variacdo de eluentes e aparicdo de apenas um pico

bem evidenciado no cromatograma para as substancias que foram isoladas e analisadas por

HPLC.
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Figura 12 - Cromatograma da substancia C02GMM isolada a partir da F14-16
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Fonte: A autora.

Figura 13 - Cromatograma da substancia CO3GMM isolada a partir da F14-16
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Fonte: A autora.
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4.8  Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono
13 (RMN *3C) uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrdmetros Bruker, modelos DRX-
500 e Spect 75 e 300 MHz Onebay, o primeiro pertencente a Central Analitica do
Departamento de Quimica Organica e Inorgéanica, e do Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso
da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), da Universidade Federal do Ceara, e 0
segundo, a Central Analitica da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte - UFRN.
Operando na frequéncia de 500 e 300 MHz para hidrogénio e 125 e 75 MHz para carbono-13,
respectivamente.

O solvente deuterado utilizado na dissolucdo das amostras e obtencdo dos espectros
foi cloroférmio (CDClI3z). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em parteS por
milhdo (ppm) e referenciados nos espectros de RMN *H pelo pico de hidrogénio pertencente a
fracdo ndo deuterada do solvente cloroférmio e para os espectros de RMN **C pelo pico de
carbono-13 do solvente cloroférmio.

As multiplicidades das absor¢Ges foram indicadas segundo a convencao: s (singleto),
sl (singleto largo) d (dubleto), dd (duplo dubleto), dl (dubleto largo), dt (dubleto triplo), td
(tripleto duplo), t (tripleto) e m (multipleto).

O padrdo de hidrogénio dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT 135° e segundo convencdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono
metinico), CH, (carbono metilénico) e CHj (carbono metilico).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos extratos hidroalcodlicos

Os extratos hidroalcodlicos obtidos (ERMM, EFMM e EGMM) caracterizaram-se
como materiais resinosos, de alta viscosidade, de coloracdo escura e odor caracteristico de

acucares. Suas massas e rendimentos estdo descritos na tabela 13.

Tabela 13 - Massas e rendimentos obtidos para os extratos hidroalcodlicos da M. megalantha

Extrato Mass?egg (\é)egetal Eh)/(ltfalrsas%cég) % Rendimento
ERMM 453 132,1 29,16
EGMM 433 71,21 16,45
EFMM 708 72,69 10,27

Fonte: A autora.

Rendimentos semelhantes foram encontrados na literatura para os extratos
preparados com outras espécies do género Marsdenia. Da parte aérea da espécie Marsdenia
callosa, por exemplo, o rendimento do extrato metanolico foi de 23 % (MALDONADO;
JUAREZ-JAIMES, 2013). O extrato etandlico obtido a partir dos galhos da Marsdenia
tenacissima teve um rendimento de 15 % (VAN KHANG, et al., 2015). J& o extrato
hidroalcodlico (Etanol/agua 95:5) preparado a partir dos galhos desta Gltima espécie teve um
rendimento de 8,72 % (DENG, et al., 2005).

5.2 Prospeccdao fitoquimica dos extratos

A prospeccdo fitoquimica realizada para os trés extratos hidroalcoolicos revelou a
presenca dos grupos esterdides e saponinicos em todos os extratos, e ainda a presenca de
fenois, triterpendides, antocianinas, antociadinas e flavondides no ERMM, e taninos no
EFMM. A Tabela 14 mostra uma visdo geral dos resultados da prospeccao fitoquimica

realizada.
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Tabela 14 - Metabolitos identificados nos extratos hidroalcodlicos das folhas, galhos e raizes
da M. megalantha.

Constituintes EFMM EGMM ERMM
Fenois 0 0 ++
Taninos ++ 0 0

Antocianinas, antociadinas e

N 0 0 +
Flavondides
Leucoantocianidinas,
_ 0 0 0
catequinas e flavonas
Flavonais, flavanonas,
. 0 0 0
flavanondis e xantonas
Esteroides +++ +++ +++
Triterpendides 0 0 0
Saponinas +++ ++ +++
Alcaldides 0 0 0
Quinonas 0 0 0
Cumarinas 0 - 0

(+++) = Forte; (++) = Médio; (+) = Fraco; (0) = Ausente; (-) = Néo Feito.
Fonte: A autora.

A Figura 14 ilustra os resultados positivos desta prospeccdo. Tendo sido a presenca
de fendis no ERMM evidenciada pelo aparecimento de coloracdo vermelha no tubo 1
contendo o extrato e a solucdo alcodlica de FeCl;s e por comparagdo com o teste “branco”
negativo (Figura 14-a). Ja a presenga de precipitado escuro de tonalidade verde no tubo
contendo o EFMM (Figura 14-b) caracterizando a presenca de taninos flobabénicos (taninos
condensados ou catéquicos).

A identificacdo de antocianinas e antocianidina no ERMM deu-se pela apari¢cdo da
cor vermelha (pouco intensa) no tubo 2 (pH 3). J& a coloragdo amarela intensificada no tubo 4

(pH 11) revelou a presenca de flavonoides no extrato. A Figura 14-c ilustra esses resultados.
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A formacdo de espuma abundante e permanente no teste para saponinas evidenciou
que esta é uma classe de metabdlitos predominante na espécie M. megalantha. No 3° tubo
(Figura 14-f) contendo o ERMM assim como no 1° tubo (Figura 14-d) com o EFMM,
percebeu-se a formacdo de uma espuma bem intensificada. J& no 2° tubo (Figura 14-e)
contendo o EGMM a espuma foi um pouco menos abundante, entretanto, fora notavelmente
persistente.

Os testes para esteroides e triterpendides dos EFMM, EGMM e ERMM, apresentaram
uma coloracdo esverdeada acentuada, logo, mais condizente com a coloragdo carateristica
para esterdides (azul esverdeada). A Figura 14-g ilustra a coloracdo resultante para os trés
extratos (tubo 1= EFMM, tubo 2= EGMM e tubo 3= ERMM).

Figura 14 - Resultados positivos dos testes fitoquimicos para os extratos brutos.

Fonte: A autora.
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Estas classes de metabdlitos ja foram encontradas em outras espécies do género
Marsdenia, como ja detalhado anteriormenre, destacando-se esterdides nas M. tenacissima,
M. latifeliae e M. flavescens (DUFF, et al.,1973; LI, et al., 2007; LIU, et al., 2008;
UDOIDONG, et al., 2014). Saponinas na M. hainanensis (MA, et al., 1997). Triterpenos nas
M. altissima, M. globifera, M. callosa, e M. Formosana (ITO; LAI ,1978; DE S. LUNA, et al.,
2005, MALDONADO; JUAREZ-JAIMES, 2013; SHENG-XIANG, et al, 1993). E
flavonoides nas Marsdenias latifeliae e altissima (DE S. LUNA, et al., 2005; UDOIDONG, et
al., 2014).

5.3 Ensaios de Atividades Bioldgicas

5.3.1 Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana pOde ser realizada a partir da leitura das
placas no espectrofotémetro de microplacas. Os valores médios das leituras das absorbancias
obtidos a partir das triplicatas em 0 e 24 h para todas as concentragdes testadas encontram-se
na Tabela 15.



Tabela 15 — Comparacdo estatistica entre as leituras das absorbancias para diferentes concentracées do ERMM e controles.

Microorganismos

Tratamento (Conc. do
extrato (mg/mL) /

Controle) Staphylococcus Aureus  Pseudomonas aeruginosa Escherichia Coli Enterococos Faecalis Shigella Flexneri
Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h

13,5 0,35 aA 0,44 bcA 0,69 aB 1,22 aA 0,62 aB 1,07 aA 0,67 aB 0,81 aA 0,58 aB 0,75 aA

6,8 0,36 aA 0,43 bcA 0,44 bB 1,01 bA 0,40 bB 0,71 bA 0,44 bB 0,59 bA 0,43 bA 0,47 bA

3.4 0,34 aA 0,49 bcA 0,37 bcB 0,88 cA 0,36 bcB 0,68 bcA 0,38 bcA 0,45 cA 0,36 bcA 0,40 bA

1,7 0,32 aB 0,61 abA 0,33bcdB 0,84 cA 0,33 bcB 0,54 cdA 0,34 bcA 0,40 cdA 0,28 cdA 0,36 bA
Controle (+) 0,27 aA 0,32 cA 0,25 cdA 0,27 dA 0,23 cA 0,26 eA 0,29 cA 0,29 cdA 0,19 dA 0,20 cA
Controle (-) 0,29 aB 0,64 aA 0,24 dB 0,64 eA 0,29 bcB 0,50 dA 0,31cB 0,39 dA 0,26 cdB 0,40 bA

Médias seguidas de mesma letra mindscula na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade; Médias seguida da
mesma letra mailscula na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: A autora.
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Considerando os resultados da andlise estatistica a partir dos valores das
absorbancias das leituras no espectrofotdmetro, inferiu-se que 0 ERMM apresentou atividade
contra S. aureus uma vez que houve inibicdo de crescimento desta bactéria nos pocos
contendo o extrato nas concentragdes 13,5 mg/mL, 6,8 mg/mL e 3,4 mg/mL. Os valores
medianos das absorbancias ndo diferiram estatisticamente quando comparados entre oS
tempos 0 e 24 horas para 0 extrato nestas concentragfes. J& na concentracdo 1,7 mg/mL o
crescimento bacteriano € comprovado pelo aumento da absorbancia na leitura apos 24 horas, e
por comparacdo com o controle negativo. Fora possivel determinar a MIC como sendo 3,4
mg/mL, uma vez que ao comparar-se com o valor de absorbancia do controle positivo na
leitura apds 24 horas, nota-se que houve inibicdo, pois as absorbancias ndo diferiram
estatisticamente.

O ERMM néo se mostrou eficiente na inibicdo de crescimento de P. aeruginosa e E.
coli uma vez que ao se comparar os valores das leituras de absorbancias nos tempos 0 e 24 h,
houve diferencas estatisticas significativas entre os valores em todas as concentracdes de
extrato testadas. A mesma relacdo de crescimento fora evidenciada no controle negativo. Em
contrapartida este crescimento foi inibido no controle positivo, assim como esperado. De
acordo com os resultados obtidos a concentracdo minima inibitéria do ERMM contra estas
espécies microbianas deve ser maior que 13,5 mg/mL.

O ERMM apresentou atividade contra a E. faecalis, uma vez que a avaliacdo do
extrato demonstrou efetiva inibicdo de crescimento bacteriano desta espécie nas
concentragfes 1,7 mg/mL e 3,4 mg/mL, tendo em vista que os valores das absorbancias ndo
diferiram estatisticamente entre os tempos 0 h e 24 h para ambas as bactérias, coincidindo
com o comportamento do controle positivo. Todavia, ndo se pode determinar a MIC, pois ao
se comparar o valor da leitura ap6s 24 h para a concentracdo 1,7 mg/mL com o valor do
controle negativo, estes se mostraram estatisticamente semelhantes porem o valor da
concentragdo 1,7 mg/L fora numericamente maior. Dessa forma estima-se que a MIC seja
inferior a 1,7 mg/L. J& com relacdo ao aumento do numero de células bacterianas nas duas
maiores concentracGes (6,8 e 13,5 mg/mL) é provavel que tenha ocorrido o efeito de
antagonismo entre os principios ativos presentes no extrato, o qual resulta na diminuigéo da
atividade de um principio ativo por acdo de um outro.

O ERMM apresentou atividade antimicrobiana sobre S. fleneri nas concentragdes 1,7
mg/mL, 3,4 mg/mL e 6,8 mg/mL, uma vez que os valores médios de absorbancia nédo

apresentaram diferencgas estatisticas quando comparados nos tempos 0 e 24 horas, tendo
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seguido 0 mesmo comportamento do controle positivo e diferido do comportamento do
controle negativo ao comparar-se as leituras das placas em 0 e 24 h, assim como era esperado.
Contudo a MIC nédo p6de ser determinada, pois apesar da menor concentracdo testada (1,7
mg/mL) ter conseguido inibir o crescimento desta bactéria, e de seu valor de absorbancia apds
a leitura de 24 h ser numericamente menor que o valor do controle negativo, ndo ha diferenca
estatistica entre eles. Dessa forma, estima-se que a MIC para 0 ERMM frente a esta bactéria
seja inferior a 1,7 mg/mL. O fato da ocorréncia do crescimento de S. fleneri na maior
concentracdo do ERMM testada, provavelmente deve-se a possivel existéncia de antagonismo
entre substancias biologicamente ativas presentes no extrato.

O nivel de inibicdo aceitdvel para produtos naturais ao ser comparado com
antibidticos padrdes ainda ndo é consensual entre os autores, alguns consideram, portanto,
com um bom potencial antimicrobiano os que conseguem inibir de forma similar aos
antibidticos, enquanto outros consideram somente com bom potencial aqueles com niveis de
inibicbes superiores (DOMINGUES, et al., 2015).

A este respeito, com base nos resultados da MIC, seguindo os critérios propostos por
Sartoratto et al. (2004), para materiais vegetais a atividade antimicrobiana é considerada baixa
(7000 a 3500 pg/mL), moderada (1700 a 875 pug/mL), alta (437,5 a 218.75 pug/mL) ou muito
alta (<109.375 pg/mL). Dessa forma, de acordo com esta classificacdo o resultado da MIC do
ERMM apresentou atividade baixa contra S. aureus (MIC = 3,375 mg/mL).

Apesar das plantas com maior atividade antimicrobiana serem as que apresentam
como metabdlitos secundarios compostos fenolicos, flavondides, taninos, terpendides,
alcaldides, lectinas, polipeptideos, e cumarinas (ALIGIANIS, et al., 2001), a fraca atividade
evidenciada no presente ensaio pode ser explicada, por exemplo, devido a suposta presenca de
quantidades insuficientes de metabdlitos detentores do potencial antimicrobiano. Ou ainda,
pelo fato da atividade antimicrobiana de extratos vegetais ser resultado da acdo conjunta de
diferentes compostos quimicos presentes na planta.

De acordo com Sartori (2005) a sintese de flavonoides por plantas ocorre em resposta
a infeccbes microbianas sofridas por estas e isto justifica sua acdo antimicrobiana frente a
varios organismos. Sua atividade ocorrendo provavelmente em raz&o da sua habilidade em
complexar a parede celular bacteriana, causando sua lise no caso da acéo de flavondide mais

lipofilicos.
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5.3.2 Atividade antioxidante

Os metabdlitos secundarios presentes nas plantas sao responsaveis por varias de suas
propriedades biologicas, a atividade antioxidante, por exemplo, é associada ao conteudo
fendlico (MEDEIROS; BEZERRA, 2018). A atividade dos antioxidantes ¢ dependente de sua
estrutura quimica, dessa forma a mesma pode ser determinada pela acdo da molécula como
agente redutor (velocidade de inativacdo do radical livre, reatividade com outros antioxidantes

e potencial de quelacdo de metais) (NEVES, et al., 2009).

Os resultados da capacidade de sequestro do radical DPPH estavel pelos extratos
EFMM e EGMM encontram-se ilustrados na Figura 15. De acordo com estes, 0s extratos
EFMM e EGMM apresentaram baixa capacidade de sequestro do radical DPPH em todas as
concentragOes testadas, considerando que nenhum dos extratos apresentou atividade similar a
do &cido ascorbico, tendo ambos os extratos apresentado uma atividade inferior a 20 %, o qual
¢ um valor inferior ao da atividade do controle positivo (acido ascérbico) na menor
concentracdo analisada (50 pg/mL). As absorbancias para o extrato ERMM ndo foram

detectadas.

Figura 15 - Capacidade de sequestro do radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazila) do 4cido
ascorbico e dos extratos EMMF, EMMG e EMMR, em diferentes concentracfes
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Fonte: A autora.
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Os resultados do FIC (Figura 16) indicaram que nenhum dos extratos mostrou
atividade semelhante ao EDTA. Todavia, o extrato hidroalcoolico das raizes da M.
megalantha apresentou uma atividade crescente de acordo com o0 aumento das concentragdes,
100pg/mL (12,05 £ 2,64 %), 250ug/mL (21,79 £ 1,82 %), 500ug/mL (40,99 + 1,08%) e
1000pg/mL (45,48 = 2,88%) quando comparado aos demais extratos analisados. Na
concentracdo 50ug/mL a habilidade de quelacdo de ions ferrosos ndo fora detectada pelo
método. Da mesma forma ocorreu para o extrato EFMM nas concentragdes 50 e 100 pg/mL.

Na concentragdo 1000pg/mL o EFMM exibiu uma habilidade de quelagdo
ligeiramente maior (40,15 + 1,30 %) que o extrato EGMM (37,63 + 1,88 %). J& ao se
comparar as concentracdes 250 e 500 pg/mL para os EFMM e o EGMM, verificou-se que
apesar das habilidades de quelacdo dos extratos serem muito baixas, 0o EGMM (12,48 + 2,47
% para 200 pg/mL e 23,46 + 3,31 % para a concentracdo de 500 pg/mL) apresenta maior
atividade que o EFMM (5,01 + 1,21 % para 200 pg/mL e 18,69 + 3,85 % para a concentragéo
de 500 pg/mL).

Figura 16 - Poder de quelacdo de ions ferroso (FIC) do EDTA e dos extratos EMMF, EMMG
e EMMR em diferentes concentragoes
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Fonte: A autora.

Os resultados para o FRAP (figura 17) mostraram que 0 aumento na absorbancia

acompanhou 0 aumento na concentracdo dos extratos de 50 para 1.000 pg/mL. Somente na
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concentragdo de 50 pg/mL os extratos apresentaram um FRAP semelhante ao do controle
positivo. A maior FRAP foi observada no extrato EGMM na concentracdo 1000 pug/mL, no

entanto, seu valor fora consideravelmente baixo.

Figura 17 - Poder de reducéo de ions férricos (FRAP) do BHA e dos extratos EMMF, EMMG
e EMMR em diferentes concentragdes.
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Fonte: A autora.

O método de branqueamento do B-caroteno/ acido linoleico permite verificar a
atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoléico.
Neste ensaio a avaliacdo da atividade antioxidante é feita por meio espectrofotométrico
baseando-se na descoloragao (oxidagdo) do B-caroteno induzida pelos produtos de degradacéo
oxidativa do &cido linoleico (DUARTE-ALMEIDA, et al., 2006).

Os resultados para a atividade inibitéria do branqueamento do p-caroteno (BCB)
(Figura 18) indicaram que 0 aumento da concentracdo dos extratos ndo é um fator que implica
em sua acdo inibitéria. O que pdde ser visto, por exemplo, pela observacdo de que para 0
EGMM ao aumentar-se a concentragdo do extrato de 50 para 100 pg/mL houve um aumento
em sua atividade, contudo, partindo-se da concentracdo 100 a 1000 pg/mL o declinio da
atividade do extrato fora perceptivel. Um comportamento variavel da acéo inibitéria do BCB
pdde ser acompanhado para os extratos ERMM e EFMM ao passo que as concentragdes destes

extratos cresceram.
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De acordo com os resultados na concentracdo 1000 pg/mL o ERMM apresentou a
melhor inibicdo (94,31 + 0,62 %) seguido pelo EFMM (93,49 + 1,65 %) apresentando a
menor inibicdo o EGMM (66,40 £ 0,71 %). Na concentracdo 500 pug/mL o EFMM apresentou
a melhor inibicdo do BCB (92,33 + 0,43 %) seguido pelo ERMM (90,03 = 1,15 %) e
novamente dentre os extratos testados 0 EGMM apresentou a menor inibic¢do (77,01 £ 0,29 %)
para esta concentracdo. Na concentracdo 250 pg/mL o ERMM conseguiu inibir 89,90 + 0,86
% e continuou exibindo a maior inibi¢cdo do BCB, seguido pelo EFMM (89,61 £ 0,75 %) e a
menor inibi¢do sendo novamente do EGMM (83,16 + 1,32 %). J& na concentragdo 100 pg/mL
0 comportamento inibitério se deu com o EFMM apresentando a maior atividade (90,68 +
0,45 %), seguido pelo EGMM (87,38 = 1,89 %) e a menor atividade tendo sido apresentada
pelo ERMM (85,24 + 0,56 %). Na concentracdo 50 pg/mL o0 ERMM inibiu 87,24 + 0,56 %, 0
EGMM exibiu uma inibicéo inferior (86,79 + 0,66 %) ao ERMM, seguido pelo EFMM (85,56
10,92 %).

Figura 18 - Atividade inibitoria do branqueamento do -caroteno (BCB) do
BHA e dos extratos EMMF, EGMM e EMMR em diferentes concentracdes.
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Fonte: A autora.

Os extratos EFMM e ERMM apresentaram uma atividade semelhante a do controle
positivo no teste do BCB, evidenciando assim o potencial dos extratos como antioxidante

neste teste.
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Oliveira (2011) avaliou a atividade antioxidante dos extratos aquosos das folhas,
caules e raizes da espécie M. megalantha a partir dos ensaios de sua capacidade antioxidante
total (CAT), poder redutor através do monitoramento da formacdo do azul de prussian,
quelacdo férrica, sequestro do radical hidroxila e sequestro do radical superéxido, onde de
maneira geral, os resultados obtidos indicaram que estes extratos apresentam diferentes
atividades antioxidantes em diferentes sistemas de avaliacdo, corroborando assim com o0s
resultados deste trabalho. O autor ainda concluiu que os compostos fenolicos contribuem

significativamente para a atividade antioxidante destes extratos.

5.4 Consideragdes estruturais dos compostos isolados da Marsdenia megalantha
5.4.1 Considerac@es estruturais dos compostos isolados das Raizes
5.4.1.1 Considerac0es estruturais do composto COIRMM

O composto denominado CO1RMM isolado a partir das fragdes DCM 100%,
DCM/MeOH 1 e 2 %, das raizes da Marsdenia megalantha, foi obtido como um sélido
cristalino incolor soltvel em diclorometano.

O espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls), figura 19, apresentou trinta e uma linhas
espectrais que quando comparado ao espectro RMN *3C (DEPT 135, 75 MHz, CDCls), figura
20, € possivel identificar treze sinais em regido positiva do espectro (dc 125,42; 79,23; 51,15;
49,81; 36,08; 28,25; 25,96; 24,67; 20,34; 19,12; 17,90; 15,81 e 15,75) caracteristico de
carbonos metilicos e/ou metinicos mais onze sinais na regido negativa (dc 53,64, 35,60;
35,44; 31,08; 29,95; 28,35; 28,10; 27,86; 24,95; 21,73 e 19,1) qualificados como metilénicos
e (oc 134,21; 133,79; 50,26; 44,36; 39,16; 37,50 e 34,01) caracterizados como carbono
quaternario.

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls), Figura 21, ndo apresentou sinais na regido
de hidrogénio aromatico e apenas um sinal em dy 3,24 (dd J 4,8 e 11,7 Hz) caracteristico para
hidrogénio H-COH, em conjunto com o teste negativo de espuma realizado para 0 composto
confirmou a auséncia de unidades osidicas na estrutura. Outro fator que colabora com esta

afirmacdo é a auséncia de sinais de carbonos na regido caracteristica para agucares.
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Figura 19 - Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl3) do composto CO1RMM
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12541

.23
5115
~49.81

36.08
%356(]
35.44

r2E+09

r2E+09

r2E+09

r2E+09

r2E+09

r1E+09

r1E+09

r1E+09

r8E+08

- 6E+08

r4E+08

r2E+08

150

140

130

: : : : : T : :
120 110 100 20 80 70
f1 (ppm)

Fonte: A autora.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO 71

Figura 21 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) do composto CO1RMM
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5.4.1.2 Considerac0es estruturais do composto C02RMM

O composto denominado CO2RMM isolado a partir da mistura das fracdes DCM
100%, DCM/MeOH 1 e 2 %, das raizes da Marsdenia megalantha foi obtido como um
material resinoso, soltvel em cloroférmio e em metanol. O espectro de RMN *H (300 MHz,
CDCly), figura 22, apresentou na regido caracteristica de hidrogénio aromaticos 0s sinais

descritos abaixo:

on 7,76 ppm (d, J=16,2 Hz) 1H
on 7,58 ppm (m) 2H
on 7,41 ppm (m) 3H
on 6,46 ppm (d, J=16,2 Hz) 1H
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Figura 22 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) do composto CO2RMM
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Essa sequéncia de sinais, em conjunto com o espectro RMN *H (COSY, 300 MHz,
CDCls), Figura 23, claramente se observa um acoplamento entre os hidrogénios Jy 7,76 e dn
6,46 com J 16,2 Hz indicando a presenga do grupo cinamoil (Figura 24) que é comum em

substancias isoladas de espécies de Marsdenia (ZHANG, et al., 2010), ligado na estrutura.
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Figura 23 - Espectro de RMN *H [COSY, 300 MHz, CDCls] do composto CO2RMM
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Figura 24 - Estrutura do grupo Cinamoil.
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Fonte: A autora.

O espectro RMN *3C (75 MHz, CDCls), figura 25, apresentou quarenta e sete linhas

espectrais, dos quais 0s sinais em d¢ 217,18 oc 169,93 e dc 167,26 foram assinalados como de

carbonos carbonilicos dos quais 0 Jc 167,26 corresponde a carbonila do grupo cinamoil.
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Figura 25 - Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl3) do composto ou CO2RMM
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No espectro também é observado a presenca de sinais na regido de carbono aromatico

correspondentes ao grupo cinanoil e oleifinico como pode ser visto na Tabela 16.
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Tabela 16 — Sinais caracteristicos de carbono Aromatico/Oleifinico obtidos no espectro RMN
3C (75 MHz, CDCl3) do CO2RMM

Sinais espectrais nas regides de Aromatico/Oleifinico dc

116,78
118,26
128,35
128,59 x 2C
129,19 x 2C
130,40
131,06
134,11
139,72

147,02

Fonte: A autora.

Oito dos carbonos descritos acima fazem parte do grupo cinamoil, dentre estes 0s
carbonos Cs, Cs’, C; e Cg'sd0 0s mais desprotegidos, como pode ser obeservado a partir da
deslocalizacdo dos elétrons nas estruturas de ressonancia. Observou-se ainda que 0s sinais dc
128,59 e ¢ 129,19 possuem intensidade maior que os demais carbonos sp? indicando que
mais de um carbono absorvem nessa frequéncia. Essas observacdes estdo de acordo com 0s
resultados apresentados por (ZHANG, et al., 2010), apontando inequivocamente a existéncia
de um grupo cinamoil na estrutura do composto. As formas de ressonancia apresentadas pelo

grupo cinamoil esté apresentado na figura 26.
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Figura 26 - Ressoncia do grupo cinamoil.
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Fonte: A autora.

Outro aspecto importante existente que merece ser destacado é a presenca dos sinais
5c 96,24, 5c 101,34 e dc 101,83 no espectro RMN *C e os sinais em 6y 4,83 1H e 4 4,46 2H
no espectro RMN 'H caracteristicos de carbonos anoméricos e hidrogénios anoméricos
respectivamente. Estes sinais indicam a presenca de trés unidades osidicas ligadas na estrutura
de CO2RMM. A indicacdo da presenca dessas unidades de acUcares ligadas na estrutura é
reforcada pelos sinais de 15 carbonos que se encontram dentro da faixa de 65 a 85 ppm no
espectro de RMN *3C, notoriamente caracteristica da presenca de carbono ligado a oxigénio.

A combinacdo de todas essas informacdes obtidas nos espectros RMN **C e H em
conjunto com o teste positivo de Lieberman-Burchard para esqueleto esteroidal e de espuma
apresentado pelo composto, nos permite concluir que CO2RMM, trata-se de um glicosideo

esteroidal com o grupo cinamoil ligado na estrutura.

5.4.2 Consideracdes estruturais dos compostos isolados dos galhos

5.4.2.1 Consideracdes estruturais do composto COLGMM

O composto denominado de COLGMM isolado a partir do extrato DCM 100 %, dos
galhos da Marsdenia megalantha, foi obtido como um sélido cristalino incolor soltvel em
diclorometano. O composto apresentou teste positivo Lieberman-Burchard (figura 27) e
negativo para formacdo de espuma, indicando que o esqueleto carbonico é de um
triterpendide ausente de unidades osidicas.

O espectro de RMN **C (APT, 75 MHz, CDCls), figura 28, apresentou vinte e nove

linhas espectrais, dos quais treze sinais em regido positiva do espectro (dc 125,44; 79,24;
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51,21; 49,88; 36,07; 28,27; 25,93; 24,68; 20,36; 19,12; 17,88; 15,85 e 15,74) caracteristico de
carbonos metilicos e/ou metinicos mais dezesseis sinais na regido negativa (dc 134,27,
133,79; 50,26; 44,36; 39,16; 37,50; 35,67; 35,49; 31,13; 29,99; 28,33; 28,14; 27,90; 25,00;
21,74 e 19,17) qualificados como metilénicos e/ou quaternarios.

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls), figura 29, ndo apresentou sinais na regido
de hidrogénio aromatico e apenas um sinal em Jy 3,24 (dd J 4,71 e 11,4 Hz) caracteristico
para hidrogénio H-COH, confirmando a auséncia de unidades osidicas indicado no teste
negativo para espuma. Outro fator que colabora com este resultado é a auséncia de
hidrogénios anoméricos que absorve na faixa de 4 a 5,5 ppm.

Figura 27 - Teste para terpenoides do COLGMM (Lieberman-Burchard)

Fonte: A autora.
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Figura 28 - Espectro de RMN **C (APT, 75 MHz, CDCl3) do composto CO1GMM
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Figura 29 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) do composto CO1GMM
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5.4.2.2 Consideragdes estruturais do composto CO2GMM

O composto denominado C02GMM isolado a partir do extrato DCM/MeOH 2 % dos
galhos da Marsdenia megalantha foi obtido como um sélido branco, solGvel em cloroférmio.
O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls), Figura 30, apresentou na regido caracteristica de

hidrogénio aromaticos os sinais descritos abaixo:

on 7,77 ppm (d, J=16 Hz) 1H
o 7,58 ppm 2H
on 7,41 ppm 3H
on 6,47 ppm (d, J=16 Hz) 1H

Figura 30 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) do composto C02GMM
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Nessa sequéncia de sinais, em conjunto com o espectro bidimensional COSY, figura
31, claramente se observa um acoplamento entre os hidrogénios oy 7,77 e oy 6,47 com J 16
Hz indicando a presenca do grupo cinamoil.

O espectro RMN *3C (125 MHz, CDCls), Figura 32, apresentou quarenta e sete linhas
espectrais, dos quais 0s sinais em oc 217,17 Jc 169,95 e 167,29 foram assinalados como de

carbonos carbonilicos, destacando-se o sinal em 167,29 como pertencente ao grupo cinamoil.

Figura 31 - Espectro de RMN *H (COSY, 300 MHz, CDCls) do composto C02GMM

Fonte: Autora.
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Figura 32 - Espectro de RMN **C [125 MHz, CDCls] do composto C02GMM
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Fonte: A autora.

No espectro também € observado a presenca de sinais na regido de carbono aromatico

e oleifinico, pode ser visto na Tabela 17.

Tabela 17 - Sinais caracteristicos de carbono Aromatico/Oleifinico obtidos no espectro RMN
3C (75 MHz, CDCls) do C02GMM

Sinais espectrais nas regides de aromatico/oleifinico dc
116,83
118,34
128,39

128,61 x 2C
129,22 x 2C
130,42
131,09
134,17
139,67
147,06

Fonte: A autora.
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Oito dos carbonos descritos acima fazem parte do grupo cinamoil, dentre estes 0s
carbonos Cs, Cs’, C; e Cqy sdo0 os mais desprotegidos em fungdo da ressonancia existente no
grupo, como demostrado na figura 26. Observou-se ainda que 0s sinais dc 128,61 e Jc 129,22
possuem intensidade maior que os demais carbonos sp?, indicando que mais de um carbono
absorvem nessa frequéncia.

Outro aspecto importante que merece ser destacado € a presenca dos sinais doc 103 e dc
99,15 no espectro RMN *C e os sinais em 6y 5,10 e 64 4,81 no espectro RMN *H
caracteristicos de carbonos anoméricos e hidrogénios anoméricos respectivamente. Estes
sinais indicam a presenca de duas unidades osidicas ligadas na estrutura de SO2GMM. A
indicacdo da presenca dessas unidades de acuUcares ligadas na estrutura € reforcada pelos
sinais de 14 carbonos que se encontram dentro da faixa de 65 a 85 ppm no espectro de RMN
3C, notoriamente caracteristica da presenca de carbono ligado a oxigénio.

A combinacio de todas essas informacdes obtidas nos espectros RMN **C e *H em
conjunto com o teste positivo de Lieberman-Burchard para esqueleto esteroidal e de espuma,
nos permite concluir que C02GMM, trata-se de um glicosideo esteroidal com o grupo

cinamoil ligado na estrutura.

5.4.2.3 Consideracdes estruturais do composto CO3GMM

O composto CO3GMM isolado a partir do extrato DCM/MeOH 2 % dos galhos da
Marsdenia megalantha, apresentou no espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) 50 linhas
espetrais com dois sinais em J. 98,96 e 99,43 na regido caracteristicas de carbono anomérico,
Figura 33, que em conjunto com os sinais em Jy 4,93 e 4,82 presentes no espectro de RMN

'H (500 MHz, CDCls), Figura 34, indica a presenca de duas unidades osidicas.
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Figura 33 - Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) do composto CO3GMM
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Fonte: A autora.

Figura 34 - Espectro de RMN *H [500 MHz, CDCl;] do composto CO3GMM
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No espectro RMN 13C foi observado trés sinais em 8¢ 216,61, 170,17 e 166,69 ppm
caracteristico de carbonilas e ainda dez sinais na regido de carbonos aromaticos e ou
oleifinicos, que em conjuntos com os dados discutidos para a amostra do composto
C02GMM, e em comparacdo com resultados apresentados no trabalho de (ZHANG, et al.,
2010), assim como os sinais apresentados no espectro de RMN *H, descritos na Tabela 18,
nos mostra uma semelhanca dos grupos ligados no composto CO3GMM com os atribuidos
ao composto C02GMM.

Tabela 18 - Comparacao entre 0s sinais espetrais de carbono exibidos nos espectros
de RMN **C para 0 C02GMM e CO3GMM com encontrados na literatura.

CO3GMM C02GMM ZHANG, et al., 2010
Carbonilas
216,61 217,17 -
170,17 169,95 170,2 (Acetil)
Grupo cinamoil
166,69 (Carbonila) 167,29 (Carbonila) 166,12 (Carbonila)
116,68 116,83 117,49 (Cy)
146,76 147,06 146,18 (C3%)
134,00 134,17 134,12 (C4)
128,41 128,61 128,97(Cs’-Cy’)
128,19 128,39 128,34(Cs’-Cg”)
129,68 130,42 130,72 (C7%)
Carbonos ndo arométicos e/ou oleifinicos ndo assinalados

139,02 139.67 -

130,90 131,09 -

129,04 129,22 -

122,20 118,34 -

Carbonos anoméricos (unidades osidicas)
99,43 103,00 -
98,96 99,15 -

Fonte: A autora.



6. CONCLUSOES 85

6 CONCLUSOES

Este trabalho constituiu-se como o primeiro estudo fitoquimico da espécie M.
megalantha. Por sua vez mostrou-se eficaz, tendo em vista que a prospeccdo fitoquimica
realizada permitiu a identificacdo da presenca de classes de metabdlitos secundarios
anteriormente identificados em outras espécies de Marsdenia, corroborando, desta forma, com
a constituicdo quimica caracteristica do género, a qual € amplamente conhecida na literatura.

O ensaio de atividade antimicrobiana realizado para o extrato das raizes da
Marsdenia megalantha demonstrou que nas concentracfes testadas 0 mesmo ndo inibe
significativamente o crescimento das cepas bacterianas utilizadas no teste. Sendo possivel
determinar apenas a MIC contra a Staphylococcus Aureus, a qual revelou uma baixa atividade
inibitdria do extrato frente a esta bactéria.

Os testes antioxidantes apontaram, de modo geral, uma variagdo no comportamento
dos extratos (EFMM, EGMM, ERMM) frente as analises realizadas. Todavia, o teste do BCB
revelou que o0s extratos possuem excelentes propriedades para impedir ou diminuir o
desencadeamento de reacOes oxidativas. E apesar de ndo haverem estudos anteriores que
avaliaram a atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos da espécie M. megalantlha,
um estudo prévio com extratos aquosos desta espécie ja havia evidenciado seu potencial
antioxidante para ser usado como farmaco anticancer.

Este trabalho permitiu ainda o isolamento de dois triterpendides e trés glicosideos
esteroidais, compostos majoritarios na espécie, de acordo com os testes fitoquimicos
realizados. As sucintas consideracdes estruturas feitas aqui mostraram que estes compostos
possuem estruturas quimicas complexas.

Por fim, conclui-se que sdo necessarios estudos posteriores que venham confirmar os
resultados obtidos aqui, ou mesmo desvendar novos conhecimentos quimicos e/ou sobre as
atividades bioldgicas da espécie M. megalantha, uma vez considerada a importancia desta
espécie tendo em vista as suas peculiaridades enquanto um recurso natural promissor devido a

sua constituicdo quimica.
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