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ESTUDO FITOQUIMICO E BIOLOGICO DAS FOLHAS DA DIOSCOREA ALATA
(DIOSCOREACEAE)

RESUMO

O género Dioscorea € o mais importante da familia Dioscoreaceae,
apresentando cerca de 600 espécies. Entre estas apenas cinco sdo consideradas
importantes na alimentacdo humana e animal: Dioscorea cyenensis,
Dioscorea.alata, Dioscorea bulbifera, Dioscorea esculenta e Dioscorea trifida. A
Dioscorea. Alata (inhame agua), originaria do Sudeste da Asia, cultivada nos
tropico, € uma espécie com propriedades medicinais, além de antifungica
apresenta propriedades farmacologicas com poder desintoxicante e depurativo.
Folhas foram extraidas com solventes objetivando identificar os principios ativos
encontrados, estudar a atividade antimicrobiana, citotéxica e antioxidante.
Diferentes extratos foram submetidos ao screen de dez microrganismos,
apresentando atividade nos extratos hidroalcodlico e cloroférmico, para bactérias
Gram-—positivas, Gram—negativas, Acido-Alcool Resistente, Leveduras e Fungos
Filamentosos. A atividade citotoxica foi determinada pelo teste de inibicdo do
crescimento celular baseados no método do MTT. O extrato cloroférmico em
50ug/mL apresentou inibigdo de 80,6% e nas dosagens de 25,0, 12,5, e
2,25ug/mL  apresentaram inibicdo 60,5, 42,0 e 33,5% para células HEp-2
(Carcinoma de Laringe). A analise nutricional avaliada pelos métodos de
gravimetria, extragcdo com Soxhlet, emissdo de chamas e Kjeldahl revelou alto teor
energético e baixo teor de gordura, resultando 10,31% de umidade e substéncias
volateis, 9,47% cinzas; 17,52% proteinas; 4,42% lipideos; 58,28% carboidratos;
342,98 Kcal valor calérico total; 22,08% fésforo; 8,83% ferro; 42,65% fibra; 73,82%
sédio e 45,87% potassio, superando o tubérculo. Através de cromatografia em
coluna do extrato hexanico, foi isolado uma substancia branca, (ponto de fuséo
79-81°C). Na marcagédo com tecnécio-99m, usando sangue heparinizado de rato,

mostrou que a Dioscorea alata ndo apresenta atividade antioxidante.

PALAVRAS — CHAVES: DIOSCOREACEAE, Dioscorea alata, ihame agua.



ABSTRACT

Dioscorea genus is the most important of the Dioscoreaceae family,
presenting about 600 species. This genus has five important species in the human
and animal food: Dioscorea cyenensis, Dioscorea. alata, Dioscorea bulbifera,
Dioscorea esculenta and Dioscorea trifida. Dioscorea Alata (yam water), which is
original of the Southeast of Asia and cultivated in the tropic has medicinal
properties. Besides being antifungical and pharmacological, it has the power to
detoxify and clean the blood and intestine. It leaves were extracted with solvents
aiming to identify the active beginnings found to study the antimicrobial, cytotoxic
and antioxidant activity. Different extracts were submitted to the screen of ten
microorganisms and they presented activity in the hidroalcoholic and chloroformic
extracts for bacteria Gram-positive, Gram-negative and Resistant Acid-alcohol,
Yeasts and Filamentous fungus. The cytotoxic activity was determined by the test
of inhibition of the growth based in the method of MTT. The chloroformic extract in
50ug/mL presented inhibition of 80,6% and in 25,0, 12,5, and 2,25ug/mL presented
inhibition 60,5, 42,0 and 33,5% for cells Hep-2 (Carcinoma of Larynx). The
nutricional analysis appraised for the gravimetric methods, extraction with Soxhlet
apparatus, emission of fires and Kjeldahl revealed high energy tenor and low fat
tenor, resulting 10,31% of humidity and volatile substances, 9,47% gray; 17,52%
proteins; 4,42% lipids; 58,28% carbohidrates; 342,98 Kcal total caloric value;
22,08% phosphorous; 8,83% iron; 42,65% fiber; 73,82% sodium and 45,87%
potassium, overcoming the tuber. Through chromatography in column of the
hexanic extract, a white substance was isolated, (melting point 79-81°C). In the
demarcation with technetium-99m, using heparin mouse blood, it showed that

Dioscorea alata doesn't present antioxidant activity.

KEYS - WORDS: DIOSCOREACEAE, Dioscorea alata, yam water.
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1 — INTRODUGCAO

Desde os tempos primitivos, o homem busca nas plantas a fonte de seu
bem estar, seja como alimento, vestuario ou medicamento. Nas plantas
medicinais, ele encontrou a forma mais eficaz e econdmica de curar as doengas.
O processo de evolucio da “arte da cura” se deu de forma empirica, em processo
de descobertas por tentativas, de erros e acertos (MORS, 1982). Neste processo
0s povos primitivos propiciaram a identificagdo de espécies e de géneros vegetais
bem como das partes dos vegetais que se adequavam ao uso medicinal, do
reconhecimento do habitat e da época da colheita (LEVI-STRAUSS,1989;
SCENKEL, 1985).

Apos a identificagdo das espécies, vieram as técnicas de extrair sucos,
secar folhas e raizes, triturar sementes e as técnicas de conservagao que iriam
iniciar a configuragdo de um corpo tedrico-pratico do conhecimento que
constituiram a medicina do homem primitivo. Sua aplicagao se renova a cada dia,
mas os cientistas alertam sobre o perigo do uso inadequado. Supde-se que mais
de 70% dos medicamentos derivados de plantas foram desenvolvidos com base
no conhecimento folclorico, e estas plantas sdo usadas popularmente contra
dezenas de doencas infecciosas e parasitarias, vetores, problemas cronicos
degenerativos, emagrecimento, regulagdo da menstruagao, procedimento abortivo
e, até como antidoto ao veneno de cobra. Como qualquer medicamento, os
fitoterapicos, que sdo medicamentos a base de plantas medicinais, devem ser
consumidos com orientagado médica (SIMOES, 2001).

Por causa da extragao predatoria, da falta de orientagcdo dos usuarios e da
comercializacdo de madeira, muitas espécies estdo desaparecendo e o mercado
sente a falta da matéria prima de qualidade. Por outro lado, resta muito a se
descobrir. Sado varias as espécies desconhecidas ou que ainda nao foram

analisadas pelos cientistas.



Um dos fatores que influenciam na produtividade do principio ativo é a
variedade da planta. Uma mesma espécie, cultivada e coletada nas mesmas
condi¢cdes ambientais pode apresentar diferentes quantidades de principios ativos.

As plantas continuam sendo importantes no descobrimento de novas
drogas, como fornecedoras do principio ativo ou medicamentos semi sintéticos ou
sintéticos baseados em seus compostos secundarios.

O valor dos produtos naturais das plantas medicinais para a sociedade e
para a economia do Estado é incalculavel, visto que a industria farmacéutica tem
nos principios ativos extraidos das plantas, seu principal espelho para a
modificagao da estrutura molecular no desenvolvimento de novos medicamentos.

Este trabalho foi realizado, levando em conta o teor nutricional, com a
intencdo de inclui-lo na alimentacdo humana, uma vez que o tubérculo da
Dioscorea alata além de ser rico em nutrientes, tem também propriedades
medicinais.

Grande parte da populacao brasileira sofre por caréncias alimentares. As
condigbes socio-econbmica dessa populagdo cada ano se agrava por falta de
alimentos, enquanto toneladas de frutas, verduras e legumes vao para o lixo.
Milhares de frutos, sementes, raizes e folhas sdo desperdicados na colheita, por
ignorancia e falta de conhecimento nutricional. Sabe-se que quando parte de uma
planta € comestivel, geralmente toda planta também é. Baseados nestes dados
decidiu-se fazer o estudo da folha da Dioscorea alata, levando em conta o teor
nutricional, comparando os dados do tubérculo empregado na alimentagéo, com
as analises da folha, uma vez que esta é desperdicada na colheita, sendo as

vezes destinada a alimentacédo de animais e, em outros casos, incineradas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar o estudo fitoquimico e biolégico dos constituintes das folhas da

Dioscorea alata.
2.2 Objetivos especificos

a) Isolar e identificar os principios ativos encontrados
b) Estudar as atividades antimicrobiana e citotdxica.
c) Determinar o valor nutricional
d) Realizar o estudo Radiofarmacologico

)

e) Pesquisar a existéncia de isoflavonas e/ou esterdides
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3. REVISAO DA LITERATURA

O género Dioscorea € o mais importante da familia Dioscoreaceae,
apresentando cerca de 600 espécies, embora talvez existam algumas que ainda
sejam desconhecidas para a ciéncia. Embora seja elevado o numero de espécies
de Dioscorea, apenas cinco sao consideradas importantes na alimentagao
humana: Dioscorea cayenensis, Dioscorea alata, Dioscorea bulbifera, Dioscorea
esculenta e Dioscorea trifida. Destas, apenas a Dioscorea trifida, € brasileira,
sendo as outras de origem africana e asiatica ( ABRAMO, 1990).

A Dioscorea alata (inhame agua) é originada do sudeste da Asia, amplamente
cultivada nos trépicos, da qual encontram-se as cultivares Cara Sdo Tomé, e
Nambu, bastante cultivadas em Pernambuco, € um inhame comestivel, onde
apresenta tubérculos brancos. Algumas variedades apresentam pigmentos na
polpa (SHOYAMA et al, 1990).

O inhame é a maior fonte de alimento no continente tropical. A maioria das
espécies possuem a polpa do tubérculo de cor branca, mas algumas espécies tem
a polpa colorida, nas Filipinas o pigmento da polpa é amplamente usado para
colorir alimentos (RASOER, 1967). As antocianinas simples tem sido
caracterizadas a partir de pigmentos, analise de HPLC revelou que os pigmentos
da polpa consistem principalmente de trés complexas antocianinas aciduladas
através de um ou dois acidos aromaticos (IMBERT, 1968).

A maior producao de inhame no Brasil, ocorre no Nordeste, especialmente nos
estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Piaui, onde s&o cultivadas
basicamente a espécie Dioscorea cayenensis conhecida como “roxo da costa” e
alguns clones da Dioscorea alata (cara Sdo Tomeé) (MONTALO, 1991).

O inhame pode ser cultivado em diversos tipos de solo, porém os mais
recomendados sdao os de textura arenosa e média, suficientemente profundos,
bem drenados e arejados, férties e ricos em matérias organicas, com pH entre 5,5
a 6,0, permitindo melhor desenvolvimento das tuberas e maiores producao
(ARAUJO,1982).



O inhame é um dos exemplos mais interessantes de alimentos com
propriedades medicinais, como também é uma fonte natural e barata de energia,
com maior valor nutritivo que o pado. E citado praticamente em todos os livros
sagrados e nos classicos compéndios meédicos de todos os tempos

(http://www.bdt.fat.org.br/publicacoes/padct/bio/cap10/eloint.html).

Os antigos alquimistas sabiam dos poderes magicos do inhame e utilizavam-
no no preparo de diversas formulas medicinais. Entre as propriedades
farmacologicas esta o poder desintoxicante e depurativo, ou seja, é capaz de
eliminar toxinas do sangue e do intestino. Por isso é recomendado no tratamento
de muitas doengas, principalmente o reumatismo, artrite, acido urico, inflamacoes
em geral, em todas as infec¢des, viroses e micoses. Ha pouco tempo era utilizado
o elixir do inhame no tratamento de sifilis, com bons resultados. Apresenta ainda
propriedade importante de restaurar e de manter o sistema imunoldgico saudavel
e resistente (HIRSCH, 1995).

Na india, o sistema médico ayurvédico indica, ha milénios, a ingestdo em
abundancia de inhame cozido para refazer as defesas organicas, principalmente
no combate a infeccdo e tumores. Entre os indios da América Central e do Sul,
incluindo os indios brasileiros, persiste até hoje a tradigdo medicinal de se utilizar
inhame como preventivo da malaria, da febre amarela e todas as doencgas
endémicas, infestagdes e parasitoses (NEUWINGER,1994). Sonia Hirsch, em seu
livro, chama atencdo para uma substancia encontrada no inhame com acéao
semelhante a da progesterona (JORNAL O DIA, 2000). As taxas desse horménio
baixam nos dias que precedem a menstruacao, e o inhame ajuda a restabelecer o
equilibrio, diminuindo a tensao pré menstrual (TPM) e principalmente, a retengéo
de liquido, causadora do inchago (REVISTA NOVA, 1998). Bontempo, (1964), em
seu Guia Pratico de Alimentagdo Natural, refere-se a Carlos Eugénio Ventura
Lopes, médico orto molecular graduado pela American College Advanced in
Medicine, nos Estados Unidos, como autor de um coquetel a base de inhame que
repde a deficiéncia mineral e vitaminica, eliminando sintomas, como dores de
cabeca e dor nos seios, nauseas tensodes, nervosismo e depressao. O tratamento

€ bem sucedido em 95% dos casos.


http://www.bdt.fat.org.br/publicacoes/padct/bio/cap10/eloint.html

O inhame comestivel é o alimento basico no Oeste da Africa, e sua
producao no mundo chega a cerca de 20 milhdes de toneladas. Os tubérculos de
muitas cultivares mostram forte reacdo amarronzada quando s&o cortadas e
expostas ao ar. Essa coloragdo amarronzada, tem sido atribuida a oxidagao de
compostos fendlicos sob a influéncia de um O-dihidroxi-fenoloxidase sobre O-
dihidroxi- ou vic-trihidroxifenois (PLUMBLEY, 1994).

A Dioscorea alata é produtora de tuberas de alto valor nutritivo e energético
para alimentagdo humana, é rica em carboidratos e pobre em gordura. E muito
indicada na alimentagdo infantil pelo seu alto valor energético. Possui sais
minerais: calcio, fésforo e ferro, além de vitaminas do complexo B, principalmente
B1 (Tiamina) e B5 (Niacina) (ZARATE et al, 2002).

O principal composto fendlico em Dioscorea alata foi relatado ser uma
catecolamina juntamente com dois outros oxidaveis leucoantocianidinas.

A leucoantocianidina foi também identificada em Dioscorea cayenensis em
adicao a catecolamina idéntica a da Dioscorea alata.

Foi calculado o teor fendlico de dez cultivares de inhame a partir de cinco
espécies, D. alata, D. bulbifera, D. cayenensis, D.dumentorum e D. rotundata. Em
geral, o nivel de conteudo fendlico para cada espécie foi similar, com excegao
somente para a Dioscorea cayenensis, que mostrou um intermediario com baixo
conteudo fendlico, a Dioscorea alata e Dioscorea bulbifera tem alto conteudo
fendlico e Dioscorea rotundata o menor (OZO et al, 1984).

Varios agucares soluveis (monossacarideos, dissacarideos e polidis) foram
isolados a partir de folhas, talos, raizes e tubérculos de inhames (Dioscorea) foram
analizados através de cromatografia a gas. Grandes quantidades de D-frutose, D-
glucose e polidis (2-deoxiribitol, 6-deoxisorbitol, glicerol) foram encontrados nas
folhas. Os talos, raizes e tubérculos contém varias quantidades de D-frutose, D-
glucose, sucrose e maltose. O cromatograma de agucares soluveis a partir da D.
alata, D. rotundata e D. dumentorum sao idénticas e indica que a sucrose é o
principal agucar livre. O tubérculo da D. esculenta contém grandes quantidades de
D-frutose, D-glucose e maltose, em adigdo a sucrose. Todos esses compostos

foram identificados através de espectometria de massa( KOUASSI et al, 1990).



Foram investigados os efeitos do cozimento dos nutrientes e antinutrientes
contidos nos tubérculos de Dioscorea alata e Dioscorea esculenta. A proteina
contida no tubérculo cru, tem tendéncia a diminuir quando cozido. Também foi
estudada a mudanca composicional de trés diferentes métodos de cozimento:
cozido a fervura, cozido a vapor e cozido a forno para descobrir a conservagao
6tima do nutriente, fitato e oxalato contidos nos tubérculos de Dioscorea alata e
Dioscorea esculenta.

Cozido a fervura: Foi adicionado agua ao tubérculo cortado em pedacgos
numa propor¢ao (1:1) e a mistura foi cozida em um recipiente fechado de aco

inoxidavel por 30 minutos. Apds cozimento a agua foi descartada.

Cozido a vapor: O tubérculo cortado em pedacos foi cozido a vapor por 15

minutos em panela com pressao.

Cozido a forno: O tubérculo em pedagos foi embalado em folhas de

aluminio e cozido no forno com circulagao de ar a 180°C por 45 minutos.

Apds cozimento as amostras foram secas a temperatura ambiente,
trituradas para garantir homogeneidade e estocada em saco plastico a 4°C para
subsequentes analises. A proteina contida no tubérculo cru diminuiu em todos os
métodos de tratamento. A gordura, a fibra e o agucar total contidos no tubérculo
cru foram afetados no cozimento. Nos trés métodos de cozimento o teor de
vitamina C contida no tubérculo diminuiu. O fitato contido ndo foi alterado,
enquanto que o oxalato total contido no tubérculo foi significativamente reduzido
no método de cozimento empregado. A perda de oxalato foi grande no cozimento
a fervura (40-50%), comparado com o cozimento a vapor (20-25%) e a forno (12-
15%). Apés essa pesquisa foi observado significante redugdo nas cinzas contidas
nos tubérculos apods cozimento a fervura e também grande retengdo dos minerais

no cozimento a fervura e a vapor.



O resultado geral indicou que os efeitos de cozimento a fervura, a vapor e a
forno sobre os nutrientes contidos nos tubérculos foi similar nos trés métodos
(WANASUDERA, et al, 1992).

Embora n&o haja dados na literatura sobre o estudo radiofarmacolégico em
Dioscorea alata, mas levando em conta a frequente utilizagdo do radioisotopo
tecnécio-99m na medicina nuclear para procedimentos de varios diagnosticos
incluindo a marcacéao de células sanguineas como hemacias, leucocitos e plasma,
foi realizado o estudo radiofarmacologico nas folhas da Dioscora alata. Este
estudo teve o objetivo de verificar o grau de coincidéncia com o agente redutor do
tecnécio-99m, pois os pesquisadores do mundo inteiro buscam um produto de
origem natural que tenha as mesmas caracteristicas do cloreto estanoso.

A marcagdo de hemacias com *™Tc possui importante aplicacéo, porque é
possivel registrar imagens do sistema cardiovascular, detectar e localizar
hemorragias gastrointestinais, medir o volume das células vermelhas e obter
imagens do baco. A marcacéo de leucécitos com ™ Tc tem sido empregada para
localizar sitios de infecgdo, diagndstico precoce de rejeicdo de tecidos
transplantados e avaliagdo de casos de doencgas inflamatoérias ndo diagnosticadas.
As proteinas plasmaticas marcadas pelo radionuclideo, tem sido usadas na
determinacao do volume de sangue, avaliacdo da funcdo cardiaca e perfusao
pulmonar, estudo de perda de proteinas gastrointestinais e localizagdo da placenta
(GUTFILEN, 1996).

O tecnécio € um metal de transi¢ao que pertence ao grupo VIl B da tabela
periddica, de numero atdbmico 43 e massa atdbmica 99,9062, possui sete elétrons
na ultima camada, podendo perder esses elétrons e passar para um estado de
oxidagao +7, originando o ion pertecnetato (TcO4). Esse radionuclideo no estado
de oxidagao +7, € uma espécie nao-reativa e desse modo ndo pode se fixar as
estruturas quimicas por adicdo direta, por isso € necessaria a redugcdo do
tecnécio-99m do estado +7 para um estado de oxidagdo mais baixo de +4.
Portanto, o cloreto estanoso € normalmente utilizado como agente redutor
(BRAGA et al., 2000).



A molécula de hemoglobina é o sitio de ligacdo do tecnécio-99m, e para
haver fixagdo no interior das hemacias, os ions pertecnetato e estanoso
atravessam a membrana plasmatica das células, provavelmente por transporte
ativo, através do sistema de transporte anion Banda 3 (ion pertecnetato TcOy') e
Canais de Calcio (ion estanoso, Sn?*) (OLIVEIRA et al, 1997).

A fonte de tecnécio-99m ¢é o molibidénio-99m, que é produzido pelo

bombardeamento do molibidénio-98 por néutrons no reator nuclear.

98 1 99
—_—
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Muitos laboratérios de radiologia tém um pequeno gerador de radioisétopo
contendo molibidénio-99, que decai para formar o tecnécio-99m.

99M°—’99T + 0
42 43 ' g e

3.1. Constituintes quimicos de diferentes espécies de Dioscorea.
Dioscorea dregeana

A Dioscorea dregeana é uma planta originada do Sudeste da Asia, é uma
planta narcética muito usada pela medicina popular Zulu (MANDER, 1998). A
partir da Dioscorea dregeana foram isolados alcaloides, derivados esterioidais
(sapogeninas, saponinas, fitosterois) e fenantreno (MULHOLLAND et al, 2002).

Neste estudo os tubérculos foram secos e moidos até formar um p6 fino, e
extraido com hexano, cloreto de metileno, acetato de etila e metanol. A extragao
com hexano produziu os fitosterdis — sitosterol e sigmasterol. O dodecanosil 3-
(hidroxi, 3-metdxi fenil) propenoato, (1), foi isolado a partir da extragédo com cloreto
de metileno e 3, 4, 5-trihidroxidibenzil, (2), foi isolado a partir do extrato com

acetato de etila. O extrato metandlico foi dividido em duas partes. Metade foi



acidificada com acido cloridrico (HCI) diluido e extraido com éter dietilico. Essa
fracdo acida foi em seguida adicionada uma base, e extraida com éter dietilico
para produzir cinamina, (3) Dioscorina, (4) que foi isolada na segunda metade da
fracao metanol.

Os compostos foram identificados através de métodos espectroscépicos
(LEET, 1977; ADESANIA et al., 1989; MAJUNDER & PALL, 1993).




Dioscorea collettii

Os rizomas da Dioscorea collettii sdo muito usados na tradicional medicina
chinesa para o tratamento de carcinoma cervical, carcinoma de bexiga e tumor
renal. E distribuida principalmente no Sudeste da China. Um novo furostanol
saponina, nomeada hipoglaucina F (5), foi isolada a partir de rizomas da
Dioscorea collettii, juntamente com sete compostos conhecidos ( HU, et al, 1997).

A fragcédo saponina bruta da Dioscorea collettii foi fracionada através de uma
combinagao de cromatografia de silica gel e HPLC sobre silica gel RP-18 para
produzir varios compostos. Os compostos foram identificados como a conhecida
prosapogenina A de dioscina, gracilina, protoneodioscina, protoneogracilina,
protogracilina, metil protoneodioscina, metil protodioscina, metil protoneogracilina,
metil protogracilina e também dioscina (6) e protodioscina (7) respectivamente.

A Hipoglaucina F (5) foi obtido como um p6 amorfo branco e mostrada uma
coloracgao purpura com o reagente de Ehrlich. Através de analises cromatograficas
e dados dos espectros de *CNMR e 'H, o composto 5 foi determinado como
sendo, (2SS)-26-0O-B-D-glucopiranosil 22-hidroxi-5-en-furostano-383, 26, 27-triol 3-
O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-p-D-glucopiranosida  (HU
et al, 1997).

Hipoglaucina F
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Dioscina Protodioscina
Dioscorea rotundata

A Dioscorea rotundata é o principal tubérculo consumido no Oeste da Africa
(EJECHI, et al, 1999) E um alimento de natureza perecivel com abundancia
limitada no periodo de colheita (Junho-Agosto) e apds esse periodo torna-se
escasso e dispendioso. A Dioscorea rotundata € bastante perecivel durante a
colheita e armazenagem devido a fungos ou bactérias, isto por falta de barreiras
antdbmicas tais como cascas, e também porque a periderme cortical é fina e da
margem a penetracado de microrganismos. Por isto sdo submetidos a processos
quimicos e a radiacdo gama (OGUNDANA, 1972; ADESUYI, 1978). Para evitar os
métodos anteriores de preservagao, fazendeiros nigerianos usam extratos aquoso
de folhas de uma planta ornamental a Acalypha hispida (Euphorbiaceae), que tem
atividade tripanosomida (OKANLA et al, 1990) para inibir o crescimento de alguns
fungos. Os extratos da Acalypha hispida mostraram atividade antifungica. Esta
atividade é devido a presenca de acidos fendlicos os quais sao inibidores de
doencgas de plantas (STAFFORD, 1974; MATERN & KNEUSEL, 1988).

Esta pesquisa considerou os fungos Sclerotium rolfssii, Penicillium sp.,
Fusarium sp., Rhizopus sp. e Aspergillus niger. Todos os fungos testados foram
susceptiveis para a acao inibitéria dos extratos da folha de Acalypha hispida, entre
os extratos testados o fendlico requereu menor concentracdo que o extrato
aquoso para produzir inibicido. Ambos os extratos também inibiram atividade

amilase do Aspergillus niger, em um dos fungos testados. O fungo foi susceptivel

OClc



aos extratos com uma concentragdo minima inibitéria (CMI) de extensao 6,0-16,5
mg/ml. O extrato fendlico foi mais ativo que o extrato aquoso.

A biodeterioracdo dos tubérculos de inhame fresco inoculados por oito
meses foi reduzido em 52-66% seguindo tratamento com os extratos, enquanto
que os tubérculos nao inoculados adquiridos em supermercados, a deterioragao
foi reduzida em 16% (EJECHI, et al., 1999).

Dioscorea olfersiana

Dioscorea olfersiana conhecida popularmente no Brasil como cara, € um
tubérculo comestivel. O extrato polar de carda mostrou uma complexa mistura de
saponinas em cromatografia de camada fina em silica gel (TLC) com 12 distintas
manchas. A hidrélise acida de seus produtos depois de varias recromatografias,
mostrou dois produtos (8 e 9), além da diosgenina (10). Os produtos (8) e (9)
foram identificados como uma mistura de kriptogenina 3-O-3-D-glucopiranosida
(8a) e kriptogenina 26-O-B-D-glucopiranosida (8b), a diogenina 3-O-B-D-
glucopiranosida (9a) e penogenina 3-O-3-D-glucopiranosida (9b) respectivamente.
O espectro ">CNMR mostrou que parte da aglicona exceto para o C-3 e C-26 (8)
assemelha-se a kriptogenina.

Foram usadas espectroscopia "CNMR como uma ferramenta para
identificar as misturas esterioidais glucosidas. As saponinas foram purificadas
através de cromatografia de silica gel para produzir os compostos (8), (9) e (11)

( HARAGUCHI et al, 1994).
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Dioscorea panthaica

A Dioscorea panthaica € uma planta medicinal muito distribuida em
algumas das provincias da China, conhecida como uma rica saponina herbaria
usada no tratamento de gastropatia, contra o bacilo antrax e reumatismo. A partir
de produtos biologicamente ativos da Dioscorea panthaica, foram isolados dois
novos furostanol saponinas, as Dioscorecidas A (12) e B (13), junto com cinco
novas saponinas, progenina Il (14), progenina Il (15), dioscina (16), gracillina (17)
e pseudo-protodioscina (18) foram isoladas a partir de rizomas da Dioscorea
panthaica. A partir do extrato etandlico dos rizomas da D. panthaica foram
produzidas dois novos furostanol saponinas (13) e (14), que se mostraram como
um solido amorfo branco (DONG et al, 2001).
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Dioscorea bulbifera

A Dioscorea bulbifera é encontrada no norte do distrito de Bangladesh,
onde o tubérculo amargo € usado pelos tribais para o tratamento de leprose e
tumores.

A partir da D. bulbifera extraida com benzeno, foi isolado o Diosbulbin D
(19) e um novo furandide, norditerpendide com estrutura do acetato 8-
epidiosbulbin E (21). A configuragédo para o C-8 no acetato, foi oposta ao ocorrido
em acetona (19) e o alcool correspondente Diosbulbin E (20).

Os dois compostos foram separados através de cromatografia preparativa
(TLC), eluidos com etanol para dar o Diosbulbin D (19), e acetato 8-epidiosbulbin
E (21). A nalise de NMR'H, levando em conta o deslocamento do spin e a rotagcdo
Otica estabeleceu a conformagao (22) para o norditerpendide (19). Para o
Diosbulbin D foi determinada a configuragéo (23) correspondente com a estrutura
(21) (MURRAY et al, 1984).
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Dioscorea alata

Da Dioscorea alata, foi isolada trés alataninas A (24), B (25) e C (26)
(YOSHIDA et al, 1991). Os tubérculos da Dioscorea alata foram congelados com
nitrogénio liquido, ralado e extraido com 1% de acido trifluoroacético (TFA). O
extrato foi concentrado, filtrado e cromatografado em coluna preparativa (ODS),
usando uma escala de solugao de 3% H3PO4 aquoso, para 6% CH3COOH e 7,5%
CH3CN aquoso. Além desta purificagcdo também foi usada a cromatografia liquida
(HPLC) usando 14% de CH3CN aquoso contendo 0,5% de TFA como eluente



onde foram isoladas as alataninas A (24) (10mg), B (25) (50mg) e C (26) (25mg)

como um sal vermelho escuro (TSUKUI, et al, 1977).

Alatanina A (24)

OCH,

P

OCH,

Alatanina B (25): R, = 6-O-Sinapil-Glc, R, = Glc
Alatanina C (26): Ry =H,R,=H

Também a partir das folhas frescas da Dioscorea alata, foi isolada uma
grande quantidade de D-frutose, D-glucose e polidis glicerol, 2-deoxi-D-ribitol e 6-
deoxi-D-sorbitol (HOUVET, et al., 1982).

A partir do extrato n-butanol do tubérculo da Dioscorea alata, trés
antocianinas (27), (28) e (29) foram isoladas através de repetidas colunas

cromatograficas com Sephadex LH — 20 e MCI gel 20p.



O composto (27) foi obtido como pd vermelho purpuro. O espectro UV-
visivel de (24) mostra que a OH-3 da aglicona é glicosilada € um grupo cindmico
do acido acil esta presente. O espectro de massa indicou que (27) € composto de
cianidina. A hidrolise de (27) com 2M de HCI a 95°C da cianidina, glucose e acido
sinapico. O espectro de >CNMR de (27) mostrou que C-6 de parte da glucose é
mudada através de glicolizacdo; portanto € uma 3-gentiobiosida, onde foi
confirmado através de hidrolise parcial de (27) com 0,6M de HCI produzindo (28),
que foi identificado como cianidina 3-O-gentiobiosida através de TLC, FAB
espectro de massa e UV-visivel (HARBONE, 1958).

Também foi isolado um composto vermelho purpura 29, que apés reagao
de hidrolise, os métodos espectroscopicos mostraram ser idéntico a 27, exceto a
aglicona que foi peonidina (SHOYAMA, et al., 1990).
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4. MATERIAL E METODO

4.1. AVALIAGAO ANTIMICROBIANA.

4.1.1. Obetngao dos Extratos

A partir das folhas secas e trituradas foram preparados trés extratos
diferentes, um com uma mistura de etanol e agua (80:20), o extrato hexanico e o
cloroférmico, extraidas trés vezes consecutivas com agitagdo mecanica. Estas
fracbes foram evaporadas, pesadas e submetidas a testes microbioldgicos, para

localizag&o do principio ativo.

4.1.2. Determinagao da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada qualitativamente, pelo método
convencional de difusdo em disco de papel, e quantitativamente, pela
determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI). O estudo foi realizado
frente a 10 microrganismos resistentes, incluindo bactérias Gram-positivas, Gram-

negativas, alcool-acido, leveduras e fungos filamentosos.

4.1.3. Microorganismos-Teste

Foram utilizados representantes dos diversos grupos de microrganismos,
pertencentes a Colegédo de Cultura do Departamento de Antibiéticos (DAUFPE) e
isolados clinicos (IC), fornecidos pelo laboratério de Bacteriologia do Hospital das
Clinicas da UFPE:



Bactérias Gram-positivas:

Bactérias Gram-negativas:

Staphylococcus aureus ( DA UFPE-01)
Staphylococcus aureus (1C-648)
Staphylococcus aureus (IC-649)
Micrococcus luteus (DA UFPE-06)
Bacillus subtilis (DA UFPE-16)
Enterococcus faecalis (DA UFPE-138)

Pseudomonas aeruginosa (DA UFPE-39)
Pseudomonas aeruginosa (1C-653)
Escherichia coli (DA UFPE-224)

Serratia marcescens (DA UFPE-398)
Klebsiella pneumoniae (IC-700)
Acinetobacter sp. (IC-704)

Acinetobacter sp. (IC-706)

Acinetobacter sp. (IC-711)

Bactéria alcool-acido resistente: Mycobacterium smegmatis (DA UFPE-71)

Leveduras:

Fungo filamentoso:

Candida albicans (DA UFPE-1007)
Candida krusei (DA UFPE-1002)

Candida parakrusei (DA UFPE-1005)
Candida pseudotropicalis (DA UFPE-1006)
Candida lypolytica (DA UFPE-1055)

Monilia sitophila (DA UFPE-2083)



As condicbes de cultivo e crescimento dos microrganismos-teste estao

apresentadas na Tabela-1.

Tabela 1 — Condig¢des de crescimento dos microrganismos-teste utilizados

Microrganismo  Meio de cultura Temperatura Tempo
(°C) (h)
Staphylococcus  Mueller - Hinton 35 24
aureus
Micrococcus Mueller — Hinton 35 24
luteus
Bacillus subtilis  Mueller — Hinton 35 24
Pseudomonas Mdueller — Hinton 35 24
aeruginosa
Mycobacterium GL 35 48
smegmatis
Enterococcus GL 35 24
faecalis
Escherichia coli  Mueller — Hinton 35 24
Serratia Mdueller - Hinton 27 24
marcescens
Candida Sabouraud - agar 30 48
albicans
Monilia sitophila Sabouraud — agar 30 48




4.1.4. Meios de Cultura

4.1.4.1. Meios para realizagao dos testes de atividade:

Bactérias: Mueller-Hinton-agar

Glicose extrato de levedura agar (GL)

Leveduras / fungos filamentosos: Sabouraud-agar

4.1.4.2. Meios para manutengao dos microrganismos:

Bactérias: Agar Nutritivo (AN)
Glicose extrato de levedura agar (GL)

Leveduras / fungos filamentosos: Sabouraud-agar

4.1.5. Padronizagao dos in6culos

Os in6culos bacterianos, foram obtidos a partir de culturas com
aproximadamente 18 horas de incubacéo a 35°C em caldo Mueller-Hinton.

Leveduras e fungos permaneceram durante 24-48 horas a 30°C em
Sabouraud agar. As suspensdes dos inéculos foram padronizadas a uma
densidade 6ptica de 0,2 de absorbancia a 600 mm, equivalentes a turvacao 0,5 da

escala de Mc Farland.



4.1.6. Semeio

Na superficie do meio de cultura foram colocados 0,1 mL da suspenséo do
microrganismo-teste, previamente padronizada, e feito o semeio com auxilio de

alca de Drigalsky.

4.1.7. Teste de difusdao em disco

Discos de 6 mm de didmetro foram embebidos com 20uL da solugcdo do
extrato, ficando cada disco com uma concentragdo de 2000 ug/ml do extrato, e
colocados sobre a superficie do meio previamente semeado com o0s
microrganismos-teste, em placa de Petri. As placas foram incubadas a 37°C
durante 24 horas (bactérias) e 30°C durante 24-48 horas (leveduras e fungos
filamentosos). Os testes foram realizados em duplicata e os resultados, expressos
em mm, foram calculados pela média aritmética do didmetro dos halos de inibigao
formado ao redor dos discos nas duas repeticoes (BAUER et al, 1966). O teste
controle do solvente foi realizado com discos embebidos em DMSO.

Foram realizados testes de comparacao da atividade com antibacterianos e
antifungicos rotineiramente utilizados na clinica médica. Como padrdao foram
utilizados Cetoconazol (Neo-Quimica), para fungos e leveduras, e Cefalexina
(Eurofarma) para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, nas mesmas
concentragdes das substancias testadas (CHIAPPETA, et al 1982-1983).

4.1.8. Determinagao da concentragao minima inibitéria (CMI)

Os extratos que apresentaram halos iguais ou superiores a 14 mm de
diametro foram selecionados para determinacéo da CMI.

Do extrato a ser testado, foram preparadas solugdes a 5000 ug/mL, em
DMSO. Aliquotas de volumes variados (1,0-09-0,8-0,6 -0,4-0,2-0,1 mL)

desta solugado, foram colocadas em placas de Petri e incorporadas a 10 mL do



meio de cultura, por homogeneizagdo, obtendo-se assim, diferentes
concentragcdes da substancia em cada placa (Tabela 2).

As placas contendo o extrato, bem como a placa testemunho (contendo
apenas o meio de cultura) foram semeadas com as suspensdes padronizadas do
microrganismo-teste, em estrias, e incubadas durante 24 ou 48 horas a 37°C.

Os resultados foram obtidos considerando a menor concentragao onde nao
ocorreu crescimento visivel.

Os testes foram realizados em duas repeticoes e os resultados comparados
com aqueles obtidos com antibiéticos antibacteriano (Cefalexina, Eurofarma) e
antifungico (Cetoconazol, Neo-Quimica), testados nas mesmas concentragoes.

As aliquotas e concentracdes estdo expressas na tabela 2.

“Tabela 2 — Concentragao dos extratos nas diferentes aliquotas testadas na determinagao da
CMI (solugdo mae 5000 pg/mL).

Aliquotas Concentragao
(mL) ug/ mL
1,0 5.000
0,9 4.500
0,8 4.000
0,6 3.000
0,4 2.000
0,2 1.000

0,1 500




4.2. AVALIAGAO NUTRICIONAL

4.2.1. Determinagcao de umidade e substancias volateis (Lutz, 1985)

Em capsulas de porcelana foram pesadas em duplicata cerca de 5g das
folhas secas e moidas, esse material foi levado para estufa a 105°C durante
quatro horas. Apds esse periodo a amostra foi retirada, levada para o dessecador,

esfriada até temperatura ambiente e pesada.

4.2.2. Determinagao das cinzas (AOAC, 2002)

O material usado no teste anterior foi reaproveitado e submetido a uma
pré-calcinacdo para que todo o restante das substancias volateis fossem
eliminadas. Em seguida foi levada para a mufla a 550°C durante quatro horas.
Apés esse periodo, a amostra foi esfriada em dessecador até temperatura

ambiente e pesada.

4.2.3. Determinacgao de proteinas (AOAC, 2002)

Em um vidro de reldgio foi pesada cerca de 1g da folha seca e moida,
sempre em duplicata, transferida para um baldo de Kjeldahl e adicionado 10 ml de
acido sulfurico. A seguir foi adicionado uma mistura catalitica de Didxido de
Titanio, Sulfato de Cobre e Sulfato de Potassio (0.3 : 0.3 : 6.0), com a finalidade de
acelerar a reacdo. A mistura foi levada a capela e aquecida em chapa elétrica
apropriada, até a solucdo se tornar clara a temperatura de 400°C. Apds
esfriamento foi adicionado cuidadosamente 200 ml de agua destilada, 10 gotas do
indicador fenolfitaleina e uma grama de zinco em po6. A mistura foi destilada e a
presencga de nitrogénio foi evidenciada pela mudanga de coloragdo. Em seguida

foi realizada a titulagdo com NaOH 0,1 N onde foi possivel quantificar o nitrogénio.



4.2.4. Determinacao de lipideos (Extrato etério) (AOAC, 2002)

Em um cartucho de papel foram pesadas cerca de 3,0 g da folha seca e
moida. O cartucho contendo a amostra foi colocado em uma coluna e adicionado
éter para extracido. Esse processo de extracao durou cerca de 8 horas devido a
grande quantidade de pigmentos na amostra. Terminada a extracdo, o conteudo

foi evaporado e levado para estufa e depois pesado.

4.2.5. Determinagao de carboidratos (ASCAR, 1985)

A obtencédo de carboidratos foi realizada através da diferenga de 100 do

somatorio do teor de umidade e substancias volateis, cinzas, proteinas e lipideos.

4.2.6. Determinagao do valor calérico total (V.C.T.) ( Manual n® 74 (195) do
Dep. de Agricultura dos E.U.).

A determinagéao do valor calérico total (V.C.T.) é feita através de calculos

VI = V.C.T. (Kcal / 100g) V.C.T. = (Il x 4) + (IV x 9) + (V x 4)

V.C.T. = (17,52 x 4) + (4,42 x 9) + (58,28 x 4) = 342,98 Kcal /100g




Tabela — 3 Representacdo da nomeclatura para determinacéo do valor clérico total.

REPRESENTAGAO

Il = Proteinas

IV = Extrato etéreo

V = Carboidratos

VI=V.C.T

4.2.7. Determinagao de Fésforo (AOAC, 2002)

Em uma mufla foi incinerado durante 4 horas, 5g de amostra. Apds
incineragéo, a cinza foi dissolvida em 2 mL de agua destilada, 2 mL de acido
sulfurico concentrado e 5 mL de acido nitrico concentrado. A amostra foi
transferida para um béquer de 200 mL, e adicionado 40 mL de agua destilada e
aquecido até inicio de ebuli¢do.

Apos esfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado lentamente, no
centro do béquer 50 mL da solucdo de molibidato de amoénio e foi deixado em
repouso por 4 minutos, onde precipitou. A mistura foi agitada por 30 segundos
com bastéo de vidro e foi deixada em repouso por 12 horas. A seguir o precipitado
foi filtrado quantitativamente e lavado 3 vezes com nitrato de aménio 2%, de 5 em
5 mL e ainda foi adicionado 2 mL de etanol comum (o pH do alcool e do filtrado,
foram medidos para constatar a ndo alcalinidade) e lavado com 1 mL de éter P.A..
Apos esse procedimento o material foi levado para estufa a 95°C por 1 hora. O

produto foi esfriado em dessecador por 20 minutos e pesado até peso constante.



4.2.8. Determinacgao de Ferro (AOAC, 2002)

Foi incinerado a 660°C, 5 gramas da amostra que foi analisada em
duplicata onde obteve uma cinza clara e bem queimada. A capsula foi lavada com
20 mL de HCI 1N, transferida para um baldo de 50 mL e completado o volume
com HCI 1N. Em outro baldo de 50 mL foi adicionado 2 mL da solugdo e
acrescentado 20 mL de HCI 1N, 2 mL da solug&o de hidroquinona, 2 mL de sulfito
de sodio a 20% e 1 mL de fenontralina a 0,5% em alcool.

Foi preparado um branco, onde foram adicionados todos os reagentes
menos a quantidade de amostra. O material foi agitado, deixado em repouso por
15 minutos, adicionado 10 mL de acetato de aménio a 20% e controlado o pH
entre 4-5 . O volume foi completado para 50 mL com agua destilada e lido no

espectrofotobmetro a 510 nm.

4.2.9. Determinacgao de Fibra Alimentar Enzimatica (AOAC, 2002)

Em um béquer foi pesado com preciséo, 0,2g da amostra em quadruplicata,
e adicionado 50 mL de tampao fosfato. O pH foi ajustado para 7,5 mais ou menos
0,2 com NaOH 0,275N adicionando 10 mL para cada béquer e corrigido se
necessario com NaOH ou HCI.

Imediatamente antes do uso, foi preparada uma solugdo de 50mg / mL de
protease em tampao fosfato e usado 0,1 ml desta em cada béquer. Os béqueres
foram cobertos com folhas de aluminio e aquecido em banho-Maria a 60°C com
agitacéo continua por 30 minutos. Quando a temperatura interna do béquer atingiu
60°C foi incubado por 30 minutos, e deixado esfriar a temperatura ambiente.
Depois de frio o pH foi ajustado para 4,0-4,6 pela adicdo de 10 mL de HCI em
cada béquer, e ajustado com HCI ou NaOH quando necessario. Foi adicionado 0,1
mL de amiloglucosidade em cada béquer, que foi coberto com folha de aluminio e
levado ao banho-maria a 60°C com agitagao continua por 30 minutos. Foi medido

280 mL de etanol a 95% e aquecido a 60°C, e adicionado quatro volumes de



70 mL em cada béquer e deixado por uma noite em repouso a temperatura
ambiente, para completa precipitagao.

Previamente foram pesados varios cadinhos tipo funil, colocado celite,
(como auxiliar de filtragdo) umedecido com 10 mL de etanol a 78%, e puxado a
vacuo para compactar.

Foi mantida a succdo moderada e transferida a suspensao do precipitado
de cada béquer para seu respectivo cadinho. O residuo foi lavado com 3 porgdes
de 20 mL de etanol a 78%, duas por¢cdes de 10 mL de etanol a 95%, e duas
porcoes de 10 mL de acetona. Os cadinhos foram levados a estufa a 105°C por
uma noite, e deixados no dessecador para esfriar a temperatura ambiente e
pesados, (P2 = residuo + celite + cadinho).

O residuo de duas amostras e dois brancos para proteina, foram analizados
pelo método da AOAC de Kjeldahl, e multiplicado o resultado de nitrogénio
amoniacal por 6,25, convertido assim em proteina.

Também foram determinadas as cinzas do residuo de dois cadinhos e dois
brancos por 5 horas a 525°C. O material foi esfriado em dessecador e pesado, (P3

= cinzas + celite + cadinho).

4.2.10. Determinagao de sodio e potassio (AOAC,2002)

Em um baldo volumétrico a amostra foi dissolvida em agua e o volume

completado para 100 mL. A solucao foi lida diretamente no espectdmetro de

chama com maxima transmitancia de 768nm para sodio e potassio.



4.3. ESTUDO RADIOFARMACOLOGICO

431 ANALISE DE MARCAGAO COM TECNECIO-99M e ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE.

Foram preparados dois extratos da folha de Dioscorea alata, um com
cloroféormio e outro com agua e etanol (extrato hidroalcodlico). Foram pesados
cerca de 0,05g de cada extrato apds secagem, para serem realizadas as analises
de marcagao com tecnécio 99m. Foram realizados dois experimentos, um com o
extrato cloroférmio e outro com o hidroalcodlico.

O extrato hidroalcodlico foi dissolvido com 1 mL de solugdo salina e
preparados cinco tubos para as concentragdes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100% a
partir da solugcdo do extrato com solucdo salina. Para controle foi usado um tubo
contendo sangue heparinizado que foi incubado com solugdo salina. Foi
adicionado em cada tubo 0,5 mL de sangue heparinizado, incubado durante uma
hora e homogenizando por regulares intervalos de tempo. Apds o tempo de
incubacdo foi adicionado em cada tubo 0,5 mL de cloreto estanoso na
concentragao desejada e incubado por mais uma hora. A seguir foi adicionado a
todos os tubos 0,1 ml de Tc-99m, incubados durante 10 minutos, e centrifugado a
1500 rpm. O material centrifugado foi separado em duas partes: as células do
sangue e do plasma. Foi adicionado 1 mL do &acido tricloroacético a 5% e
separadas as fragdes soluveis e insoluveis do sangue e do plasma.

A radioatividade das amostras foram identificadas em duas partes: plasma
e hemacia, sendo fragdes soluveis e insoluveis do plasma e fracbes soluveis e
insoluveis da hemacia.

Desta forma, a percentagem da radioatividade foi calculada, e os valores
obtidos foram multiplicados por 100.

As amostras foram realizadas em duplicatas e algumas em triplicatas e foi
tirada a média aritmética. O mesmo procedimento foi aplicado com o extrato

cloroférmico.



4.4. ESTUDO CITOTOXICO

4.4.1. Determinacao da Atividade Citotéxica

As culturas de células tumorais desempenham um importante papel no
sistema de selecdo de produtos com atividade antitumoral permitindo a indicagao
de substéncias com atividade antiproliferativa.

Os testes de atividade citotoxica foram realizados com células de linhagem
Hep-2 (Carcinoma Epidermdide de Laringe) e NCIH-292 (Carcinoma Muco
Epidermdéide de Pulmao) em fase exponencial de crescimento, com 24 horas de
repicadas. As células isoladas em MEM — Meio Essencial Minimo (EAGLE, 1959),
contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de uma solugdo de antibidticos (penicilina
1000Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de glutamina 2000 pM
(NASCIMENTO et al, 1993).

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de exclusdo do Azul de
Tripano, corante vital capaz de penetrar facilmente nas células eventualmente
danificadas pelas manipulagdes experimentais, corando-as em azul; as células
intregas, vivas, permanecendo incolores (WEISENTHAL et al, 1983).

A atividade citotoxica dos extratos hidroalcodlico e cloroférmico foram
avaliados pela média “in vitro” através de teste de inibigdo do crescimento celular
baseados no método do MTT ou brometo [3-{4,5 dimetiltiazol-2-il}. Este método se
baseia na capacidade apresentada por células de reduzir um sal tetrazdlio de cor
amarela em cristais azuis (Formazan), que precipita pela agcdo da enzima
mitocondrial succinil desidrogenase, ativa apenas para células vivas. Uma solugéo
de MTT a 5 mg/mL foi preparada em PBS — (Phosphate Buffered Saline), estéril,
em agitador magnético, durante 4 horas, em auséncia de luz e em seguida filtrada
em filtro Milipore® com poros de 0,22,m de didmetro; esta solu¢ao foi conservada
em refrigerador a 4% (MOSMANN, 1983, modificado por ALLEY et al., 1988).

Foi utilizada uma suspensdo de 5 x 10* células/ml; a suspens&o foi
distribuida em placa com 96 pocgos (225, em cada pogo), aos quais foi

acrescentado 0,15 mL da substancia teste, nas concentragdes de 50, 10, 5 e



1,0ug/mL. Apds 72 horas de incubagdao a 37 °C em atmosfera umida, foram
adicionados 5,0,/ de MTT em cada pogo. As placas reincubadas nas mesmas
condicdes, por um periodo de 2 horas, apds o qual o meio de cultura foi removido
e adicionados 100,/ de DMSO em cada poc¢o, para solubilizacdo dos cristais
(Formazan). A leitura foi realizada em ledor automatico para placas Multiskan
ELX-800, a 540mm.



4.5. ESTUDO FITOQUIMICO

4.5.1 Coleta do material botanico

As folhas de Dioscorea alata foram coletadas na zona rural da cidade de
Condado (PE). A identificacdo da espécie foi realizada pela Prof? Dr? Alda de
Andrade Chiappeta, do Departamento de Antibiéticos da UFPE, com base em
descricbes existentes na literatura e comparacdo com material herborizado. Apés
a coleta, o material botanico (folha) foi secado a temperatura ambiente, triturado

em moinho e estocado para realizagcdo do estudo.

4.5.2 Estudo fitoquimico (Prospecc¢ao de constituintes quimicos)

O primeiro passo quimico desse estudo foi efetuado através da abordagem
fitoquimica com a finalidade de determinar as classes de compostos existentes no
material, de acordo com a metodologia de Matos, (1997).

Foram preparados dois extratos, um com etanol/agua (80:20) e outro com
cloroférmio, cada um com 100g de folhas. Apés filtragéo, o liquido foi submetido a

diversos testes quimicos para verificacdo de determinados componentes.

4.5.2.1. Testes para heterosidios cianogénicos

Em um erlenmeyer de 250 ml com tampa foram colocadas 10g de folhas
secas e moidas que foram suspensas em 50 ml de agua, onde foi adicionado 1 ml
de H,SO4 1N. Uma fita de papel de picrato de sddio foi fixada a tampa sem deixar
tocar no liquido. A mistura foi mantida em aquecimento a 50-60°C durante duas
horas, e observado alteragao na coloragéo do papel.

O aparecimento da cor vermelho-castanha no papel, indica a presenca de

heterosidios cianogénico.



4.5.2.2 Prospecgao dos constituintes do extrato hidroalcodlico

Cerca de 100g de folhas secas e moidas, foram extraidas com agitagéo
mecanica trés vezes consecutivas com uma solugdo de etanol e agua na
proporcao de 80:20. Apds cada extracao o material foi evaporado e reextraido até
completar a triplicata. Parte desse material foi distribuido para os testes de

abordagem fitoquimica, seguindo a metodologia de Matos, (1997).

4.5.2.3 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonéides

Em trés tubos de ensaio foram colocados cerca de 3 ml do extrato
hidroalcodlico. O primeiro foi levado a pH 3 com HCI, o segundo a pH 8,5 com
NaOH e o terceiro a pH 11 também com NaOH. Em cada tubo pode ser observado
uma possivel mudanca de coloracdo. Os resultados foram obtidos de acordo com

a tabela 4.

Tabela — 4. Observagdo de cores para os testes de antocianinas, antocianidinas e flavonoides.

Cor e meio

Constituintes  Acido pH 3.0  Alcalino pH 8.5 Alcalino pH 11

Antocianinas e

Antocianidinas Vermelho Lilas Azul-purpura
Flavona, - - Amarela
Flavonois e
Xantonas
Chalconas e Vermelha - Vermelho.
Auronas Puarpura

Flavonondis - - Vermelho. laranja




4.5.2.4 Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Em dois tubos de ensaio foram adicionados cerca de 3 ml do extrato
hidroalcodlico. O primeiro foi acidulado com HCI até pH 1-3 e o outro foi
alcalinizado com NaOH até pH 11. Os tubos foram aquecidos com o auxilio de
uma lampada de alcool durante 2-3 minutos, cuidadosamente. O aparecimento ou

intensificacao de cor indica a presencga de contituintes especificados na tabela 5.

Tabela-5 Observacdo de cores para o0s testes de leucoantocianidinas, catequinas e flavononas.

Cor e meio
Constituintes
Acido pH 1-3 Alcalino pH 11
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequina (Taninos Pardo-amarelada
catéquicos) -
Flavonona - Vermelho. laranja

4.5.2.5 Testes para confirmagao de catequinas

A madeira de um palito foi umedecida no extrato hidroalcodlico, e o solvente
evaporado. Um lado do palito foi tratado com HCI concentrado, usando um bastao

de vidro. O palito foi aquecido por 2-3 minutos ao calor de uma chama de alcool,

evitando que ficasse tostado. A presenca de coloracdo vermelha ou pardo

avermelhada no lado acidulado do palito, confirma a presencga de catequinas.



4.5.2.6 Testes para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas

Em dois tubos de ensaio foram adicionados cerca de 3 ml do extrato
hidroalcodlico. No primeiro foram adicionados alguns centigramas de magnésio
em fita e 0,5 ml de HCI concentrado, o segundo foi usado como “branco”. O
término da reacdo € indicada pelo fim da efervescéncia. O aparecimento ou
intensificacdo de cor vermelha € indicativo da presenca de flavondis, flavanonas,

flavanondis e/ou xantonas.

4.5.2.7 Teste para esterdides e triterpendides (Lieberman-Burchard)

Em um béquer foram colocados cerca de 10 ml do extrato hidroalcodlico e
evaporados a temperatura ambiente. O residuo seco foi extraido trés vezes com
1-2 ml de cloroférmio. A solugédo cloroférmica foi filtrada gota a gota em um
pequeno funil fechado com algod&o, coberto com alguns decigramas de Na;SO4
anidro. Ao filtrado foi adicionado 1 ml de anidrido acético, agitado suavemente, e
cuidadosamente acrescentadas trés gotas de H,SO,4 concentrado. A solucgao foi
agitada suavemente e observada se houve rapido desenvolvimento de cores.
Coloragdo azul evanescente seguida de verde permanente € indicativa da

presenca de esteroides livres.

4.5.2.8 Testes para saponinas

O residuo insoluvel em cloroférmio, separado no teste anterior, foi
dissolvido com 10 ml de agua destilada, e a solugao filtrada para um tubo de
ensaio. O tubo foi arrolhado, e agitado fortemente por dois minutos. A formagéo de

espuma abundante e persistente indica a presencga de saponina.



4.5.2.9 Teste confirmatério para saponinas

Foram adicionados ao tubo preparado no teste anterior 2 mL de HCI conc. e
deixado durante pelo menos uma hora imerso em banho-maria, depois de esfriado
para temperatura ambiente, a solugdo foi neutralizada com NaOH a 3N, e
novamente agitada. A presenga de um precipitado e a ndo formagao de espuma

confirma a presencga de saponinas.

4.5.3 Teste para alcaldides

Cerca de 250 ml do extrato hidroalcodlico foram secos a pressao reduzida.
O residuo foi extraido duas vezes com 50 ml e 30 ml de HCI 1N, a solucéo foi
filtrada em algodao para um funil de separacéo e foi adicionado NH4OH conc. até
pH 11. A solugao resultante, contendo as bases organicas foi extraida trés vezes
com trés porgdes sucessivas de cloroférmio 30, 20 e 10 ml de uma mistura éter :
cloroférmio 3:1, a fase aquosa foi reservada para outro teste. As solucdes
contendo as bases organicas foram reunidas e tratadas com Na,SO, anidro,
filtrada e o filtrado foi separado em duas por¢gdes. Uma destas foi evaporada a
pressdo reduzida para andlise em cromatoplaca. A segunda foi novamente
extraida trés vezes com 10 ml de HCI 0,1N. A fase aquosa foi colocada em trés
tubos de ensaio (aprox. 5 ml em cada tubo). No primeiro tubo foram adicionadas 3
gotas do reagente de Hager (solugdo saturada de acido picrico). No segundo
foram adicionadas 3 gotas do reagente de Mayer (iodomercurato de potassio). No
terceiro foi adicionado trés gotas do reagente de Draggendorff. A formagao de um

precipitado floculoso nos trés tubos, € indicativo de alcaldides.

4.5.3.1 Testes para bases quaternarias

A solugédo aquosa reservada no teste anterior (privada dos alcaldides por

lavagem com mistura éter-cloroférmio), foi acidulada novamente com HCI 1N para

pH 4. Esta solugao foi filtrada e colocada em trés tubos de ensaio (aprox. 5 ml em



cada tubo). No primeiro tubo foram adicionadas 3 gotas do reagente de Hager
(solugao saturada de acido picrico). No segundo foram adicionadas 3 gotas do
reagente de Mayer (iodomercurato de potassio). No terceiro tubo foi adicionado o
reagente de Draggendorff. A formagdo de um precipitado floculoso indica a

presenca de bases quaternarias.

4.5.3.2 Prospecgao dos constituintes do extrato cloroférmico

O extrato cloroférmico seco foi novamente dissolvido em cerca de 200 mL
de cloroférmio. As bases organicas foram retiradas aplicando a técnica de
extragdo liquido-liquido. O material foi colocado em um funil de separagédo e
extraido trés vezes com 30 mL de uma solu¢do de HCI 0,1N. Em seguida foi
extraido com 50 mL de agua para lavagem final. A base organica foi reservada
para outros testes. As solugbes aquosas foram reunidas e alcalinizadas com
NH4OH conc. gota a gota até pH 11. A solugcdo basica foi extraida com trés
porcdes sucessivas de 15, 10 e 5 mL de uma mistura éter/cloroformio 3:1. A fase
aquosa foi reservada para outros testes. A solugao éter/cloroférmio foi filtrada e
dividida em duas porcbées. Uma dessas porcoes foi extraida trés vezes
consecutivas com 5 mL de HCI 1N através de um funil de separagao. A fase

aquosa acida foi filtrada e submetida aos testes descritos abaixo:
4.5.3.3 Testes para alcaloides

A solugédo acida obtida no teste anterior foi separada em trés tubos de
ensaio e adicionada a cada um, trés gotas dos reagentes de Hager, Mayer e
Draggendorff, respectivamente.

4.5.3.4 Teste para bases quaternarias

A fase aquosa reservada da separagao das bases organicas foi acidulada

com acido acético até pH 4-5 e adicionado 0,5 mL de reagente de Hager.



4.6 ESTUDO QUIMICO

4.6.1 Obtencao dos extratos

Folhas secas e moidas da Dioscorea alata (450g) foram extraidas com
etanol/agua (80:20) por trés vezes consecutivas, sob agitagdo mecanica, durante
duas horas. O total do extrato obtido foi filtrado, evaporado, deixado em
dessecador a vacuo por 48 horas e pesado, obtendo o extrato hidroalcodlico. O
residuo foi extraido com cloroférmio utilizando o mesmo processo anterior,
produzindo o extrato cloroférmico. O residuo foi extraido 3 vezes com hexano,

produzindo o extrato hexanico e o residuo que foi descartado (esquema 1).

4.6.2 Separacao Cromatografica do extrato hexanico

O extrato hexanico pesando 9,555g foi cromatografado sob coluna, usando
silica gel e o sistema, ciclohexano/acetato de etila 8,5:1,5. De acordo com a
coloracao apresentada na coluna foram separadas 32 fracbes de 50 mL cada, que
apo6s analise por cromatografia em camada delgada, as fragdes com os mesmos

Rfs foram reunidas.

4.6.3 Separacao cromatografica das fragoes F5 a F; do extrato hexanico

Uma segunda coluna, em silica gel, foi realizada com as fragdes de Fs a F7
da coluna anterior, usando ciclohexano e acetato de etila 8,5:1,5 como eluente,
separando 31 fragbes. As fragbes foram comparadas entre si por cromatografia de
camada fina e reunidas aquelas de mesmo Rf. As fragdes F, e F3 desta coluna
foram cristalizadas separadamente com hexano, isolando dois compostos

(esquema 2).



Os compostos isolados apresentaram cristais brancos, sendo determinado
seu ponto de fusdo. Os materiais isolados mostraram-se insoluveis em todos os

solventes testados. Devido tal insolubilidade um dos compostos foi acetilado .
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4.6.4 Reacao de acetilagdo com anidrido acético e piridina

Foram pesadas 0,021 g da substancia isolada da fragado F5 a F7 (0,06499)
e colocada em um baldo de fundo redondo. Foi adicionada 2mL de piridina até que
a amostra estivesse totalmente dissolvida a quente. Apds dissolu¢gao do composto,
foi adicionado 1 mL de anidrido acético e observado a elevagéo da temperatura da
mistura. O baldo contendo o material foi aquecido a refluxo sob agitagéo
magnética durante uma hora.

Terminada a reacdo foi adicionada a mistura o mesmo volume de agua
gelada, onde ocorreu precipitagao. O produto foi filtrado, secado e pesado.

Tendo partido de 0,021g da substancia, foi obtido 0,007g do produto

acetilado.



Dioscor




5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ESTUDO MICROBIOLOGICO

5.1.1 Teste de atividade antimicrobiana

Considerando os extratos apresentados na tabela 6, foi possivel observar
os resultados da extracdo com os solventes apolares (hexano e cloroférmio) e
polar (hidroalcodlico). O extrato hexanico que é o de mais baixa polaridade,
responsavel pelo desengorduramento da planta, foi o que apresentou indice mais
baixo de inibigdo, apenas dois microrganismos foram inibidos no teste de difuséo
em disco, Bacillus subtilis e Serratia marcescens, sendo esses halos de 10 mm.
Em relacdo ao extrato cloroférmico este apresentou halos de inibicdo para seis
microrganismos, portanto 300% mais ativo que o anterior. Sabe-se que o
cloroférmio apesar de ser pouco polar, tem seu indice de polaridade maior que o
do hexano, portanto extraiu maior quantidade de componentes quimicos capazes
de inibir aqueles microrganismos. Em relagcdo ao extrato polar, (hidroalcodlico), foi
observado que inibiu também o crescimento de seis microrganismos, com um
indice bem aproximado ao extrato cloroférmio. Dos trés extratos analisados
apenas o extrato hidroalcodlico apresentou atividade para Candida albicans,
porém o halo de inibicdo foi muito baixo, 8 mm. Os demais halos foram inferiores
aos do extrato cloroférmico. Dos dez microrganismos testados trés deles,
Mycobacterium smegmatis, Escherichia coli e Monilia sitophila ndo apresentaram

sensibilidade aos extratos avaliados.



Tabela 6 — Atividade antimicrobiana de extratos brutos das folhas de Dioscorea alata (halo de inibicdo em

mm).

Microrganismo Extrato Extrato Extrato
hidroalcodlico cloroférmico hexanico
Staphylococcus
aureus 11 16 0

Micrococcus

luteus 10 11 0
Bacillus subtilis 0 10 10
Pseudomonas

aeruginosa 12 12 0

Mycobacterium

smegmatis 0 0 0
Enterococcus
faecalis 10 18 0
Escherichia coli 0 0 0
Serratia
marcescens 8 8 10
Candida
albicans 8 0 0
Monilia sitophila 0 0 0

5.1.2 Determinagao da concentragdao minima inibitéria (CMI)

A concentragdo minima inibitéria foi realizada para os compostos que
apresentaram halos de inibicdo iguais ou maiores que 14 mm de didametro para
pelo menos um dos microrganismos testados. O extrato clorofémico apresentou
os melhores halos de inibigdo, selecionando para CMI o Staphylococcus aureus ,

gue mostrou estar a uma concentragao superior a 500 yg/mL.



5.2. AVALIAGAO NUTRICIONAL

O estudo nutricional realizado com as folhas da Dioscorea alata mostrou
bons indices de nutrientes em relacédo ao tubérculo. Sendo a raiz tuberosa a unica
parte comestivel na planta, seja por humanos ou animais foi importante verificar os
indices nutricionais de ambos e compara-los entre si. A folha mostrou ter maiores
percentagens nas analises do que o tubérculo para os itens cinzas, fibras,
proteinas, lipideos, fésforo, ferro e sédio. Apenas para os itens valor caldrico total,
umidade e potassio, ficaram abaixo do tubérculo. Examinando o item fibras, a
folha apresentou 42,65% em relagao ao tubérculo onde o indice foi de 22,58%,
portanto uma diferenca de 88,48% em favor da folha. A folha destaca-se em
valores nutricionais em relacdo ao tubérculo, por exemplo, o indice de fésforo
apresentado na folha é de 3404,76% portanto um valor consideravel. Outros itens
que apresentaram valores maiores do que 100% foram proteinas, lipideos, ferro e
sodio. Estes valores estdo relacionados na tabela 8. O valor caldrico total do
tubérculo é de apenas 36,68% maior do que o da folha, e que podera ser incluida
em regimes de alto valor nutricional e baixo valor cal6rico, e abaixo destes vem
umidade, carboidratos, e potassio. Estas percentagens mostram que a folha tem
alto valor nutricional e que esta sendo desperdigada, quando poderia ser
aproveitada na alimentacdo humana em forma de farinha, biscoitos, bolachas,
bolos ou pées. Para que este material seja acrescentado na alimentagdo humana
€ necessario que seja submetido a testes farmacoldgicos para saber se existe

toxicidade e se sera liberado para alimentagao.



Tabela — 7 Analise da composicao nutricional das folhas da Dioscorea alata.

ENSAIOS

RESULTADOS
(Em base seca)

Valor Calérico Total

Cinzas

Proteinas

Lipideos

Carboidratos

Umidade e Substancias
volateis

Fosforo

Ferro

Fibra Alimentar

Saédio

Potassio

172,06 Kcal

9,47%

17,52%

4,42%

58,28%

10,31%

22,08%

8,83%

42,65%

73,82%

45,87%




Tabela — 8. Dados comparativos da analise nutricional das folhas da Dioscorea alata com dados do tubérculo.

Diferenca em

Diferenca em

Ensaio Folha / 100g Tubérculo / 100g favor da favor do
(Em base seca) (Em base seca) Folha Tubérculo
Valor calérico 172,06 Kcal 271,77 Kcal - 36,68%
total
Fibra 42,65% 22,58% 88,48% -
Proteinas 17,52% 8,28% 111,59% -
Cinzas 9,47% 5,52% 71,55% -
Umidade 10,31% 11,15% - 7.53%
Lipideos 4,42% 2,09% 111,48% -
Carboidratos 58,28% 76,96% - 24.27%
Fosforo 22,08% 0,63% 3404,76% -
Ferro 8,83% 4,00% 120,75% -
Saodio 73,82% 30,70% 140,45% -
Potassio 45,87% 65,90% - 30,39%




5.3. ESTUDO RADIOFARMACOLOGICO

5.3.1. Extrato hidroalcodlico

A figura 3 mostra a captagcao de tecnécio-99m das células totais com
diferentes concentragbes do extrato hidroalcodlico. O resultado mostrou que
houve um decréscimo na captacédo de tecnécio-99m na concentracado de 6,25%

(de 94,06 para 74,82%).
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Figura. 3. Efeito do extrato hidroalcodlico de Dioscorea alata das células totais com Tc-99m.

5.3.2. Fragoes soluveis do plasma e hemacia no extrato hidroalcodlico.

A figura 4 mostra a captacéo de tecnécio-99m na fragédo soluvel das células
do sangue tratadas com diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico. O
resultado mostrou uma confirmagao da figura anterior, onde ha um decréscimo da

captagao de tecnécio-99m na concentragao de 6,25% (de 94,59 para 65,20%).
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Figura. 4 Efeito da captacdo de tecnécio-99m do extrato hidroalcodlico da Dioscorea alata referente a fracdo

soltvel.

5.3.3. Fragoes insoluveis do plasma e da hemacia no extrato hidroalcodlico.

A figura 5 mostra a captacdo de tecnécio-99m na fragdo insoluvel das
células do sangue tratadas com diferentes concentragbes do extrato
hidroalcodlico. O resultado indica que houve um decréscimo da captacdo de
tecnécio-99m na concentragao de 6,25% (de 85,00 para 67,88%) e permaneceu

constante nas concentragdes de 12,50, 25,00, 50,00 e 100%.
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Figura 5. Efeito da captagdo de tecnécio-99m do extrato hidroalcodlico da Dioscorea alata da fragdo insoldvel das células

do sangue.



5.3.4. Extrato cloroférmio

A figura 6 mostra a captacdo de tecnécio-99m das células totais do sangue
tratadas com diferentes concentragdes do extrato cloroférmio, solivel em uma
mistura totalizada em 1 mL de cloroférmio + solugéo salina. O resultado indica que
houve um acentuado decréscimo da captagao de tecnécio-99m na concentragao
de 50% ( de 91,00 para 21,37%).
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Figura 6. Efeito da captacéo de tecnécio-99m do extrato cloroférmico da Dioscorea alata das células totais do

sangue.

5.3.5. Fragoes insoluveis do plasma e da hemacia no extrato cloroférmio

A figura 7 mostra a captagdo de tecnécio-99m da fragdo insoluvel do
sangue tratadas com diferentes concentragbes do extrato cloroférmico. O
resultado mostra uma confirmagéo da figura anterior, onde houve uma acentuada

reducéo da captacao de tecnécio-99m na concentragao de 50% (de 91,89 para

33,08%).
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Figura 7. Efeito da captacéo de tecnécio-99m da fragdo insolvel do extrato cloroférmico da Dioscorea alata.

5.3.6. Fragoes soluveis do plasma e da hemacia no extrato cloroférmio

A figura 8 mostra a captagao de tecnécio-99m da fragao soluvel do sangue
do extrato cloroférmico. O resultado mostrou que houve um decréscimo da

captacédo de tecnécio-99m na concentragao de 6,25% (de 93,91 para 56,95%).
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Figura 8. Efeito da captacdo de tecnécio-99m da fracdo soltvel do extrato cloroférmico.



5.4. ESTUDO CITOTOXICO

Foram realizados os testes de citotoxidade para os extratos hidroalcodlico e
cloroférmico da Dioscorea alata frente a duas linhagens de células, a Hep-2
(carcinoma Epidermoide de Laringe) e NCI-H 292 (Carcinoma Muco Epidermoide
de Pulméo). Dos extratos testados apenas o extrato cloroférmico apresentou
atividade citotoxica, onde mostrou inibicdo de 80,6% da proliferacao celular para
as células Hep-2 na concentragdo de 50 ug/mL. Na concentragdo de 25 ug/mL
apresentou inibicdo de 60,5%, este valor é superior ao que preconiza o protocolo
adotado (GERAN et al., 1972). Seguindo o referido protocolo, sdo considerados
ativos extratos vegetais que inibem 50% da proliferagado celular em concentragdes
menores ou igual a 30ug/mL. O extrato hidroalcodlico ndo apresentou inibi¢do. Os
resultados foram obtidos pela Clsg, concentragao que inibi 50% da proliferacéo
celular em relagado ao controle (ADOLPHE et al, 1988), e estdo relacionados na
tabela 9.

Tabela — 9. Atividade citotdxica dos extratos hidroalcodlico e cloroférmico das folhas da

Dioscorea alata frente as células Hep-2 e NCI-H 292.

NCI-H, 292 HEp-2
Produtos
Concentragdo % Inibigdo Concentragdo % Inibigao
pug/ml pg/ml
Extrato
Hidroalcodlico 50,0 10,0
25,0 5,0
12,5 Negativo 2,5 Negativo
2,25 1,25
50,0 50,0 80,6
Extrato
Cloroférmico 25,0 25,0 60,5
12,5 Negativo 12,5 42,0

2,25 2,25 33,5




5.5. ESTUDO FITOQUIMICO
5.5.1. Abordagem fitoquimica para o extrato cloroférmico

Através dos testes de prospeccéo quimica pbde-se observar as classes de
compostos existentes nas folhas da Dioscorea alata, tendo sido detectada apenas
saponinas e esteroides livres. Os dados para outras espécies na literatura
comprovam esses compostos.
5.5.1.2 Teste para heterosideos cianogénicos

A fita de papel de picrato de sédio fixada a tampa do Erlenmeyer nao
mostrou nenhuma mudancga de coloragcdo no papel, indicando assim que nao
houve presenca de heterosideos cianogénicos na planta.
5.5.1.3. Prospeccgao dos constituintes do extrato hidroalcodlico

5.5.1.4 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonodides

Os resultados obtidos foram comparados com a tabela 4 e observados de

acordo com a coloracao apresentada.

Nao houve coloragdo semelhante com a da tabela indicada na pag. 35,
mostrando que ndo ha presenca de antocianinas, antocianidinas e flavondides
tanto para o extrato cloroférmico como para o extrato hidroalcodlico.

5.5.1.5. Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

O aparecimento ou intensificacdo de cor indica a presenca de contituintes

especificada na tabela 5.



Nao houve formacao de coloracdo semelhante a tabela 5, indicando a auséncia de

leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas para os dois extratos.

5.5.1.6 Testes para confirmagao de catequinas

Apos o tempo habil, ndo houve mudancga de coloragao no lado do palito que
foi acidulado para os dois extratos, indicando que nao foi confirmado a presenca

de catequinas.

5.5.1.7. Testes para flavonois, flavanonas, flavanonoéis e xantonas

Apos o término da reacdo foi observada uma possivel mudanca na
coloracéo da solugdo do tubo contendo o magnésio dissolvido.

Como nao houve aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha, indicativa
de flavondis, flavononas, flavononodis e/ou xantonas livres ou seus heterosideos,
ficou indicada a auséncia destes componentes para os extratos cloroférmico e

hidroalcodlico.

5.5.1.8. Testes para esteroides e triterpendides (Lieberman — Burchard)

Apods adicionar ao tubo de ensaio 1 mL de anidrido acético, e trés gotas de
H,SO,4 concentrado, foi observado que houve o aparecimento da coloragao azul
evanescente seguida de verde permanente, indicativa da presenca de esteroides
livres para o extrato cloroférmico. Para o extrato hidroalcodlico houve a formagéo
de uma leve coloragcdo esverdeada, sendo entdo um resultado suspeito para

esteroides livres.



5.5.1.9. Teste para saponinas

Apos agitagdo do tubo contendo o material ndo houve a formagédo de
espuma para o extrato cloroférmico, mas para o extrato hidroalcodlico, houve a
formacdo de espuma abundante e permanente, indicando a presenca de

saponinas neste extrato.

5.5.2. Teste confirmatoério para saponinas

Para o extrato cloroférmico foi confirmada a auséncia de saponinas nao
havendo a formagao de precipitado, mas para o extrato hidroalcodlico a formacéao
do precipitado e o ndo aparecimento de espuma, indica a confirmacao para este

constituinte.

5.5.2.1. Teste para alcaldides

Apos exame da fase aquosa, foi observado se havia a formacao de
precipitado diante dos testes de Hager, Mayer e Draggendorff, ndo tendo sido
constatada formacado de precipitado nos 3 tubos, indicando a auséncia de

alcaldides, tanto para o extrato cloroférmico como para o extrato hidroalcodlico.

5.5.2.2. Teste para bases quaternarias

A solugdo aquosa reservada no teste anterior, apds ser submetida aos
reagentes de Hager, Mayer e Draggendorff, mostrou que nao apresentou a
formacao de precipitado, indicando auséncia de bases quaternarias para o extrato

cloroférmico e também para o extrato hidroalcodlico.



Tabela — 10. Classes de compostos de extratos brutos das folhas da Dioscorea alata.

TESTES EXTRATO EXTRATO
HIDROALCOOLICO CLOROFORMICO

Heterosideos Cianogénicos - -

Antocianinas, Antocianidinas e
Flavonodides - -

Leucoantocianidinas,
Catequinas e Favanonas - -

Confirmagéao de catequinas - -

Flavanois, Flavanonas,
Flavanonois e Xantonas - -

Esterodides e Triterpendides Suspeito +
Saponinas + -
Confirmagéo de saponinas + -
Alcaléides - -

Bases quaternarias - -

Legenda + : positivo

- I negativo



5.6. ESTUDO QUIMICO

Através das extragbes feitas, o extrato hexéanico foi selecionado para o
estudo quimico, com a finalidade de isolar e identificar compostos de baixa
polaridade, devido os outros extratos ndo apresentarem condi¢cdes favoraveis para
o isolamento e identificagdo de compostos.

Em 4959 de folhas, foram obtidas 9,555g de extrato hexanico. Esse extrato
foi submetido a trés colunas cromatograficas usando silica gel, ciclohexano e
acetato de etila como eluente. Na primeira coluna houve a obtencdo de 32
fracbes. As fragdes 5 a 7 foram submetidas a segunda coluna e isolada uma
substéancia, branca pesando 0,0649g com ponto de fusdo 79-81°C. O material por
ser insoluvel foi submetido a acetilagdo. Partindo de 0,021g de substancia, apos
acetilagao rendeu 0,007g, Rf = 0,50 e ponto de fusdo 80-82°C.

Os trés compostos isolados do extrato hexanico, foram comparados em
cromatografia de camada fina e seus Rfs foram iguais, mesmo apds ter mudado
diversas proporgdes de sistema. Foi feita a secagem dos compostos em estufa em
tempos iguais, onde mostraram uma mesma faixa de ponto de fusdo. Mediante
este fato os compostos isolados foram considerados iguais.

O espectro de RMN’H mostra que a substancia nao foi acetilada, uma vez

que n&do mostrou o singlete de grupo CHs.
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CONCLUSOES

As folhas da Dioscorea alata possuem substancias ativas, principalmente

para bactérias Gram-positivas.

A CMI do extrato clorofomico para Staphylococcus aureus esta acima de
500 pg/ml.

As folhas de Dioscorea alata apresentam um valor nutricional significante
comparado com o tubérculo, podendo ser utilizado como complemento

alimentar.

O estudo radiofarmacolégico das folhas da Dioscorea alata mostrou a
existéncia de um agente oxidante que impede a marcagao de tecnécio-

99m, e portanto ndo apresenta atividade antioxidante.

Dos testes de atividade citotoxica, apenas o extrato cloroférmico
apresentou inibicao da proliferacdo celular para as linhagens de células
Hep-2.

O estudo fitoquimico realizado revelou que as folhas de Dioscorea alata

apresentam possiveis esterdides livres e saponinas em grande quantidade.

No estudo quimico foi isolada uma substadncia branca que pelas

caracteristicas, reagdes e espectros, indica ser um acido graxo.
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SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

Sabemos que o tempo para o desenvolvimento da dissertacdo é curto,
envolvendo apenas um ano, o que torna dificil realizar os estudos microbiolégicos,
farmacolégicos e também isolar e identificar os compostos quimicos e novamente
testar todas as atividades envolvidas nos testes preliminares.

Assim, sugerimos a continuagcdo desse trabalho com o estudo
farmacoloégico que nao pode ser realizado devido ao curto prazo para o
desenvolvimento da dissertagdo, uma vez que a literatura mostra varias atividades

farmacolégicas em outras espécies da Dioscorea.

ESTUDO MICROBIOLOGICO

Meios de cultura

Para realizagao dos testes de atividade animicrobiana foram usados os seguintes

meios de cultura.

Bactérias

GL — Glicose levedura

Peptona 10,0g
Extrato de carne 3,09
NaCl 5,09
Extrato de levedura 10,0g
Glicose ou dextrose 10,0g
Agua destilada 1000 mL

Agar 15,09



pH=6,9a7,1

Mueller Hinton. “agar”

Infusdo de carne 2,99
Caseina hidrolisada 17,59
Amida 1,59
Agar 1,5%
Agua destilada esterelizada 1000m|
pH=7,4

NA — “agar nutritivo”

Peptona 10,09
Extrato de carne 3,09
Cloreto de sédio (NaCl) 5,09
Agua destilada 1000mL
pH=6,9a7,1

BDA

Extrato de batata 1000ml
Glicose dextrose 20,0g
Agar 20,09

pH=6,82a7,0



Leveduras e fungos filamentosos

Sabouraud — dextrose “agar”

Peptona 10,09

D (+) Glicose 40,09
Agar 15,09
Agua destilada 1000mL
pH =56

ESTUDO NUTRICIONAL

Calculo do teor de umidade.

Registros A B
P1 = Peso Capsula + Amostra (g) 26,8205 24,5952
Po = Peso da Capsula (g) 24,4943 22,5822
Pa = Peso Amostra Umida (g) 2,3262 2,0130
Pa = (P1 - Po)
P = Peso Capsula + Amostra Seca 26,5800 24,3883
(4 horas a 105°C)




Calculos

Umidade (g /100g) U = {(Pi - P) x 100}/ Pa

Umidade A = (26,8205 — 26,5800) x 100 / 2,3262 = 10,34%

Umidade B = (24,5952 — 24.3883) x 100/ 2,0130 = 10,28%

Media (g / 100g) = 10,34 + 10,28 / 2 =10,31%

Calculo do teor de cinzas.

Registros A B
P1 = Peso da capsula + amostra (g) 26,8205 24,5952
Po = Tara da capsula (g) 24,4943 22,5822
Pa = Peso amostra (g) Pa = (P1— Po) 2,3262 2,0130
P = Peso capsula + amostra apos 550° (g) 24,7115 22,7754

Calculos

Cinzas (g/100g) C={(P-Po)x100}/Pa

Cinzas de A = (24,7115 - 24,4943) x 100 / 2,3262 = 9,34%

Cinzas de B = (22,7754 — 22,5822) x 100 / 2,0130 = 9,59%

Média (g / 100g) = 9,34 + 9,59/ 2 = 9,47%




Calculos para o teor de nitrogénio

Registros A B
| = Recipiente + Amostra (g) 1,0052 1,0400
Il = Tara do Recipiente (Q) 0,1838 0,1802
Po = Peso Amostra (g) Pa= (1 —-1l) 0,8214 0,8598
V = Volume de HCI (ml) 16,7 18,0
Calculos

Proteina: (g/100g) P=V xfx 0,14 x F/ Pa
f = fator da solugcéo de HCI 0,1N
F = fator de correspondéncia Nitrogénio-Proteina
Proteina de A =16,7 x 0,9708 x 0,14 x 6,25/ 0,8214 = 17,27%
Proteina de B = 18,0 x 0,9708 x 0,14 x 6,25/ 0,8598 = 17,78%
Média (g / 100g) = 17,27 + 17,78 | 2 =17,52%
Calculos para o teor de lipideos

Registros A B
Ci = Peso do cartucho + amostra (g) 2,1882 2,5844
Co = Tara do cartucho (g) 0,7119 0,6680
Pa = Peso amostra (g), Pa = (Ci — Co) 1,4763 1,9164
Bo = Tara do balao (g) 61,4372 78,6177
B1 = Peso do baldo + extrato (Q)
P = Peso do extrato (g), P= Bi — Bo) 61,3755 78,5281




Calculos

Extrato Etéreo (g / 100g) L=(P/Pa)x100

Extrato etéreo A = (61,4372 — 61,3755) x 100 / 1,4763 = 4,18%

Extrato etéreo B = (78,6177 — 78,5281) x 100/ 1,9164 = 4,67%

Média (g / 100g) = 4,18 + 4,64 / 2 = 4,42%

Calculos para determinacgao de carboidratos

V = Carboidratos (g/100g) C=100—-(1+N+1I+1V)

C=100-(10,31+9,47 + 17,52 + 4,42) = 58,28%

Calculos do valor caldrico total (V.C.T.)

VI = V.C.T. (Kcal / 100g) V.C.T.= (Il x 4) + (IV x 9) + (V x 4)

V.C.T. = (17,52 x 4) + (4,42 x 9) + (58,28 x 4) = 342,98 Kcal /100g




Determinacgao de ferro

Reagentes:

Acido cloridrico 1N — HCI

Sulfato ferroso amoniacal — NH4Fe(SO4)2
Hidroquinona

Sulfato de sédio anidro — Na;SO3 20%
Fenantrolina

Acetato de ambnia — CH300NH, — 20%

Determinacgao de Fibra

Reagente:

a-amilase estavel ao calor

Protease

Amiloglucosidase

Celite lavagem acida

Eter de petréleo P. A.

Etanol 98% v/v

Acetona P. A.

Fosfato de sédio dibasio anidro
Fosfato de sédio monobasico anidro
Hidréxido de sédio 1N

Acido cloridrico 1M
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