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RESUMO

A utilizagdo de plantas medicinais como forma alternativa de cura a enfermidades tem
como facilitadores a grande diversidade vegetal e o baixo custo associado a terapéutica.
A familia Bignoniaceae representa fontes importantes de substancias com grande
diversidade estrutural, apresentando a espécie Adenocalymma imperatoris-maximilianii
(Wawra) L.G. Lohmann uma fonte promissora de moléculas bioativas para terapéutica
moderna. Diante disto, este trabalho teve como objetivo contribuir na producdo de
dados acerca das folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii (wawra) L., uma
espécie ainda pouco estudada quimicamente e biologicamente. Foi realizado
caracterizacdo fisico-quimica (perda por dessecacdo, analise granulométrica, teor de
cinzas totais). Apds CG/MS do 6leo essencial da A. imperatoris-maximilianii, foi
possivel elucidar trinta e nove (39) compostos, sendo o fitol identificado como
composto majoritario. foi evidenciado quatorze (14) compostos derivados flavonoidicos
por espectrometria de massas acoplado a eletrospray, presentes nos extratos aquoso,
metanolico e acetdnico. As analises espectroscépicas permitiu elucidar a possivel
estrutura quimica do composto, 6-[5,6-dihydroxy-2-(4-methoxy-phenyl)-4-oxo-4H-
chromen-7-yloxy]-3,4,5-trihydroxy-tetrahydro-pyran-2—carboxylic acid., isolado da
fracdo aquosa do extrato metanolico de Adenocalymma imperatoris-maximilianii. Os
extratos aquoso, metanolico e acetbnico apresentaram atividade antibacteriana
promissora frente bactérias Gram positivas (Enterococcus faecalis) quanto para Gram
negativas (Staphylococcus aureus). Os extratos brutos de baixa e média polaridade
apresentaram de moderadas a alta atividade no ensaio de citotoxidade in vitro, sendo na
HL-60 (leucemia promielocitica aguda) a melhor atividade em analise. A consideravel
atividade antioxidante e a quantidade de fendis totais mostram que pode-se dizer que
guanto maior a concentracdo de fendis numa solucdo, maior a estabilizacdo de radicais
DPPH, portanto, maior a atividade antioxidante da mesma. Todos o0s resultados
apresentados sdo ineditos para Adenocalymma imperatoris-maxilianii, tornando a
espécie uma fonte de compostos bioativos, apresentando potenciais efeitos benéficos
sobre a saude humana.

Palavras-chave: Bignoniaceae. Atividades biologicas. CG-EM. Adenocalymma
imperatoris-maximilianii



ABSTRACT

The use of medicinal plants as an alternative form of healing the disease has as
facilitators great plant diversity and the low cost associated with the therapy. The
Bignoniaceae family represents important sources of substances with great structural
diversity, with species imperatoris-maximilianii Adenocalymma (Wawra) LG Lohmann
a promising source of novel therapeutic bioactive molecules. In view of this, this study
aimed to contribute to the production data on the leaves of imperatoris-maximilianii
Adenocalymma (Wawra) L., a species not well known chemically and biologically. Was
performed physicochemical characterization (loss on drying, particle size analysis, total
ash content). After GC / MS of the essential oil of imperatoris-maximilianii A., it was
possible to elucidate thirty-nine (39) compounds, with the phytol identified as major
compound. evidenced fourteen (14) derived flavonoid compounds by mass
spectrometry coupled to electrospray, present in the agueous, methanol and acetone
extracts. Spectroscopic analyzes helped to clarify the possible chemical structure of the
compound, 6-[5,6-dihydroxy-2-(4-methoxy-phenyl)-4-oxo-4H-chromen-7-yloxy]-3,4,5-
trihydroxy-tetrahydro-pyran-2—carboxylic acid., isolated from the aqueous fraction of
the methanol extract of imperatoris-maximilianii Adenocalymma. The aqueous extracts,
methanol and acetone showed promising antibacterial activity against Gram positive
bacteria (Enterococcus faecalis) and for Gram negative bacteria (Staphylococcus
aureus). Gross low and medium polarity extracts showed moderate to high activity in
vitro cytotoxicity assay, and HL-60 (acute promyelocytic leukemia) the best activity in
question. The considerable antioxidant and the amount of total phenols show that one
can say that the greater the phenol concentration in solution, the greater the stabilization
DPPH, therefore, the higher the antioxidant activity thereof. All results presented are
original for imperatoris-maxilianii Adenocalymma, making the species a source of
bioactive compounds, with potential beneficial effects on human health..

Keywords:  Bignoniaceae.  biological activities. = CG-EM.  Adenocalymma
imperatoris-maximilianii
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais como forma alternativa de cura a
enfermidades tem como facilitadores a grande diversidade vegetal e o baixo custo
associado a terapéutica, proporcionando a sua utilizacdo para os mais variados fins
terapéuticos, desde o combate aos diversos tipos de neoplasias até patogenicidades
causadas por microrganismos (VIEGAS et al., 2006). A conviccdo da importancia dos
recursos naturais vem de longa data, fazendo parte da vida do homem desde seus
primordios e sua importancia nos diversos estagios de desenvolvimento da sociedade é
inegavel (SIMOES, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da humanidade n&o tém acesso
ao atendimento primario de saude, por estarem muito distantes dos centros de salde ou
por ndo possuirem recursos para adquirir os medicamentos prescritos. Para essas
populacdes, as terapias alternativas sdo as principais formas de tratamento, e as plantas
medicinais, os principais medicamentos (VEIGA JUNIOR, 2008).

O Brasil é reconhecido por sua biodiversidade. Essa riqueza bioldgica torna-se
ainda mais importante porque esta aliada a uma sociodiversidade que envolve varios
povos e comunidades, com visGes, saberes e praticas culturais proprias. Na questdo do
uso terapéutico das plantas, esses saberes e praticas estdo intrinsecamente relacionados
aos territorios e Seus recursos naturais, como parte integrante da reproducdo
sociocultural e econdmica desses povos e comunidades. Neste sentido, é imprescindivel
promover o resgate, o reconhecimento e a valorizacdo das praticas tradicionais e
populares de uso de plantas medicinais e remédios caseiros, como elementos para a
promoc¢do da saude, conforme preconiza a Organizacdo Mundial da Saude (BRASIL,
2009).

Na flora brasileira, Bignoniaceae é uma das principais familias de angiospermas
do ponto de vista farmacologico e etnoboténico, pois muitas espécies sdo usadas na
medicina popular, apresentando uma riqueza em moléculas com atividades bioldgicas
comprovadas, como é o caso do ipé roxo Tabebuia avellanedae, fonte do lapachol, uma
naftoquinona usada no tratamento de certos tipos de cancer. Rahmatullah et al., (2012),

relataram as diversas atividades da familia Bignoniaceae, como: moluscicida,
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tripanosomicida, larvicida, antioxidante, antidiabética, antiplasmodca, antiinflamatoria,
imunoestimulante, antimicrobiana, antidepressiva, antiveneno de cobra, antineoplasica e

antinociceptiva.

Adenocalymma Mart. ex Meisn, € um género neotropical, e um dos mais ricos
em espécies (47 especies) da tribo Bignonieae. Ele é distribuido desde o México até o
Norte da Argentina. Sengundo os mesmos autores, no Brasil, onde 42 (89%) de 47
espécies ocorrem, Adenocalymma é amplamente distribuida, sendo encontrada em 25
dos 26 estados, e é representada em todos os tipos de vegetacdo, incluindo florestas
tropicais sazonais, florestas semideciduais e formaces savanicas (UDULUTSCH et al.,
2009).

A localizacdo de metabolitos nos tecidos e/ou determinadas células vegetais
torna-se um fator de elevada importancia, pois auxilia na indicagdo da melhor parte do
vegetal a ser utilizada nas terapias. Dizer qual parte e procedimento adequado viabiliza
a validacdo do produto, indicando a sua qualidade e demonstrando que € cientificamente
confiavel para o uso farmacoterapéutico. Os estudos de validacdo das propriedades
medicinais dos vegetais constituem uma exigéncia da Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC), N° 48, de 16 de marco de 2004, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA, a qual normatiza o registro de medicamentos fitoterapicos como parte
essencial das boas praticas de fabricacdo, garantindo a qualidade de um medicamento
(BRASIL, 2009).

A avaliacdo da eficiéncia, potencial terapéutico e a seguranca de medicamentos
a base de produtos naturais ndo € bem expressa pois ainda existe uma escassez de
artigos cientificos sobre a atividade bioldgica dos extratos brutos das plantas e sua

relagdo com os diferentes constituintes quimicos (DVORSKA. 2007).

Para autorizagdo de producdo e comercializacdo de produtos fitoterapicos, a
ANVISA, exige a documentacdo de todas as acOes direta ou indiretamente relacionadas
a sua producdo (BRASIL, 2004). Para tanto, a existéncia de especificacdes oficiais de
matérias-primas farmacéuticas, oriundas de plantas medicinais, representa um passo
importante para o estabelecimento de critérios minimos para aceitacdo da qualidade. A
definicdo de critérios de qualidade para insumos farmacéuticos de origem vegetal é de
suma importancia para garantir a manutencdo da eficacia do produto final,

especialmente devido a complexidade de composicdo destas matérias-primas e as
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variagfes ligadas as condicGes de cultivo e coleta do vegetal, assim como de
tratamentos empregados para promover sua estabilidade (SONAGLIO, 2003)

Devido a caréncia de estudos das espécies do género Adenocalymma, 0 presente
trabalho busca contribuir para o conhecimento de Adenocalymma imperatoris-
maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann, popularmente conhecida como cip6 cesta ou
cip6 amarelo, planta usada na medicina popular e na alimentacéo de caprinos no agreste

pernambucano, principalmente nos municipios de Vitoria de Santo Antdo e Pombos.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho contribue na produgédo de dados acerca de Adenocalymma
imperatoris-maximilianii (wawra) L. G. Lohmann, uma espécie ainda pouco estudada
quimicamente e biologicamente, contribuindo com o potencial farmacoldgico deste

género.

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos farmacoquimicos e atividades bioldgicas das folhas de
Adenocalymma imperatoris-maximilianii (Wawra) L.G. Lohmann, bem como, avaliar o

perfil quimico do 6leo essencial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar caracterizacdo fisico-quimica (perda por dessecacdo, analise

granulométrica, teor de cinzas totais) de Adenocalymma imperatoris-maximilianii;

e Extrair, e caracterizar quimicamente o 6leo essencial das folhas por cromatografia a
gas acoplada a espectométria de massa (CG-EM) de Adenocalymma imperatoris-

maximilianii;

e Purificar metabolitos secundarios a partir do extrato metanolico das folhas de

Adenocalymma imperatoris-maximilianii;

e Realizar elucidago da estrutura quimica por RMN de *H / 3C e por espectrometria

de massas.

e Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos aquoso, metandlico e aceténico das

folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii;
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e Determinar o potencial antioxidante dos extratos das folhas de Adenocalymma

imperatoris-maximilianii;

e Avaliar a citotoxidade in vitro dos extratos brutos de baixas e média polaridade das
folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii frente a linhagens de de
carcinomas humanos de pulmao, laringe e de mama, bem como de uma linhagem

de leucemia promielocitica;



22

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PRODUTOS NATURAIS

A variedade e variabilidade entre organismos vivos fornecem uma gama de
produtos de importancia econdmica, sendo as plantas uma fonte importante de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituem novas alternativas para
cura de diversas enfermidades do mundo moderno. H& varios caminhos para estes
estudos e o Brasil, pais que coincidentemente tem seu nome derivado a partir de uma
planta, € um pais propicio e produtivo a pesquisa cientifica que envolve a aplicacédo de
conhecimentos locais sobre o uso em especial de plantas medicinais (OLIVEIRA,
2013).

De acordo com Zuanazzi e Mayorga (2010), é notavel a importancia histérica do
uso dos recursos naturais em saude no Brasil, especialmente na area farmacéutica. Isto
pode ser justificado ao considerarmos a origem de nossa industria farmacéutica, voltada
inicialmente ao emprego de diversos insumos vegetais. Esta realidade se mantém
atualmente com grande parte da industria nacional utilizando plantas como insumo
basico. Todavia, 0 impacto na economia brasileira ndo é significativo. Isto é
contrastante em um pais de grande potencial em biodiversidade e dado as excelentes
condicdes climaticas, edaficas e potencial hidrico, onde é possivel aqui adaptar

inimeras espécies vegetais.

Sdo considerados compostos bioativos, que podem originar farmacos,
principalmente os metabdlitos secundarios e seus derivados, por exemplo, flavonoides,
saponinas, quininas, terpenos, esterdides, alcaldides, quinoides, fenilpropandides,
iriddides entre outros (CHOUDHURY et al., 2011).

Pode-se dividir a producdo de farmacos a partir de planta em trés periodos
distintos: o primeiro entre 1800 e 1900, onde se destacam as descobertas de farmacos
importantes até hoje, como a efedrina, a partir de Ephedra sinica; a morfina, a partir de
Papaver somniferum; quinina, a partir de Cinchona calisaya, dentre outros. O segundo
periodo, situado entre 1901 e 1970/80, foi marcado pela descoberta e producdo de

antibiéticos de origem microbiana. O terceiro e atual periodo, iniciado a partir da
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década de 1980, é marcado pela retomada a busca de drogas vegetais, com a descoberta
de moléculas bioativas que se tornaram farmacos, como exemplo o paclitaxel (taxol),
obtido a partir de Taxus brevifolia, que apresenta atividade anticancerigena (YUNES et
al., 2001; NEWMAN, 2007).

Nas ultimas décadas vem ocorrendo um crescente interesse no desenvolvimento
de produtos contendo misturas de compostos naturais a partir da medicina popular e
extratos com composic¢fes quimicas definidas, como é o caso do cha verde, que foi
aprovado pelo FDA (TWARDOWSCHY, 2008).

3.2 FAMILIA BIGNONIACEAE

Bignoniaceae é uma familia predominantemente neotropical, sendo um
componente importante de florestas neotropicais, com contribuicdes menores para
Africa e as florestas tropicais do Sudeste Asiatico, sendo o Brasil o centro de dispersao
desta familia (GENTRY, 1980; OLMSTEAD et al., 2009). Apresenta cerca de 120
géneros e 650 espécies (BARROSO et al., 1991).

Segundo JOLY (1985) a familia Bignoniaceae tem a seguinte descrigdo
botanica: quanto ao habito apresenta plantas lenhosas, arbustivas, arboreas e trepadeiras,
com gavinhas foliares (Figura 1 D), as vezes modificadas em fixadores com unhas
(Bignonia), folhas compostas (Figura 1 B e C) raramente simples, opostas. Flores
(Figura 1 A) grandes e vistosas diclamideas, hermafroditas, pentameras, zigomorfas, de
corola ligeiramente bilabiada. Androceu formado por 4 estames didinamos e um
estaminoide, &s vezes muito desenvolvido e glandular. Uma teca de cada um dos
estames férteis as vezes ndo desenvolvido. Ovario sempre supero, bicarpelar, bilocular
com dois léculos e muitos Ovulos. Placenta sempre bipartida. Fruto capsular seco,

loculicida ou septicida, as vezes capsula septifraga, sempre com sementes aladas;
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raramente indeiscente com sementes ndo aladas. Exemplos comuns para o Nordeste
brasileiro: Tabebuia, ipé e também o pau-d’arco, com flores amarelas, roxas ou brancas;
Jacaranda, a coroba, carobinha- do-campo, também o jacarandd cor de abobora,
trepadeira comum no interior; Anemopaegma, trepadeira da mata com flores brancas;
Pithecoctenium, o conhecido pente-de-macaco das matas; Crescentia, o Util cuieté ou
cabacga-de-arvore, com seus enormes frutos dos quais se fazem as cuias. Tecoma
(Stenolobium), com flores verdes-amareladas; Arrabidaea e Zeyhera nos campos
cerrados, este com frutos que se separam em duas metades, como se foram pequenas

canoas, com papilas grossas no exterior.

Figura 1 — Caracteristicas gerais de Bignoniaceae. A: ramo florifero; B: ramo
vegetativo, apresentando folhas compostas e opostas; C: Folha digitada; D:

Aspecto geral do ramo; E: fruto.

Fonte: (Joly, 1985)
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A familia bignoniacea é uma fonte promissora de diferentes classes de

metabdlitos secundarios, como glicosideo iridoide e alcaldide iridéide, naftoquinonas e

antraquinonas, complexos ésteres e glicosideos de o-difendlico, taninos, flavondides,
antocianinas e carotendides (UDULUTSCH, 2008). OLIVEIRA (2014), sumariza a
importancia etnoboténiaca e farmacéutica de bignoniaceas (Quadro 1) e destaca como

exemplo cléssico o isolamento do lapachol e reconhecimento de suas atividades

(citostatica, bacteriostatica, antifungica, cercaricida, tripanossomicida e antipirético) e

de seus quimiofarmacos biossintéticos, como fator preponderante no aumento do

interesse farmacoldgico pelas espécies desta familia.

Quadro 1- Plantas da familia Bignoniaceae e suas descri¢cdes etnoboténicas, farmacoldgicas e

fitoguimicas e etnomedicinais.

Nome cientifico

Componentes fitoquimicos relatados e atividades

farmacoldgicas

Referéncia

Adenocalymma

comosum (Cham.)

Desta planta foi relatada a atividade moluscicida dos

constituintes do extrato etandlico, diante de

(SILVA et al. 2007).

A.P.DC. Biomphalaria glabrata.
Anemopaegma As atividades antioxidantes desta espécie podem estar | (TABANCA et al,
arvense (Vell.) | relacionadas ao constituinte: flavan-3-ol- | 2007).

Stelff. Ex Souza

fenilpropanoide, isolado da fragdo acetato de etila das

cascas do caule

Esta planta € usada na medicina tradicional brasileira
como agente de cicatrizagdo de feridas, onde o extrato
das folhas demonstraram propriedades curativas, pela
estimulacdo do crescimento de fibroblastos e sintese de

colageno, tanto in vitro como in vivo.

(JORGE et al., 2008).

Arrabidaea chica
Verlot

Arrabidaea
triplinervia H.

Alguns constituintes do extrato etandlico das folhas

desta planta sdo: acido ursolico, acido oleandlico, acido

(JORGE et al., 2008).
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Baill. pomolico e alpinetina, dos quais os dois primeiros
demonstraram  atividade tripanosomicida  contra
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, causador da
doenca de Chagas.
Arrabidaea Os constituintes presentes no extrato etanolico desta | (SILVA et at., 2007).

parviflora Bureau

planta, apresentaram atividade moluscicida diante de

& K.Schum. Biomphalaria glabrata.
Campsis Extratos das flores desta planta evidenciaram: &cido | (KIM et al., 2005).
grandiflora K. | oleandlico, acido ursdlico, aldeido ursolico, acido
Schum. maslinico, acido corosolico, acido 23-hidroxiursolico e
acido arjundlico, dos quais os Ultimos quatros
componentes sdo 0s responsaveis pela alta atividade
inibidora de acil-CoA e colesterol aciltransferase em
humanos.
Catalpa S30 atribuidas a esta planta atividades antioxidantes | (DVORSKA et al.,

bignonioides Walt.

devido aos constituintes dos extratos metanélicos.

2007).

Catalpa ovata G.
Don.

Das fracGes soliveis em diclorometano desta planta,
foram isolados os seguintes compostos: naftoquinona,
4-hidroxi-2-(2-metoxi-3-hidroxi-3-metil-butil-1-enil)-4-
hidro-1H-naftaleno-1-ona bem como catalponol,
catalponone, catalpalactone, a-lapachona, 9-hidroxi-a-
lapachona, 4,9-di-hidroxi-a-lapachona, 9-metoxi-a-
lapachona, 4-oxo-a-lapachona e 9-metoxi-4-0xo0-a-
lapachona dos quais catapalactone, 9-hidroxi-a-
lapachona, e 4,9-di-hidroxi-a-lapachona, o0s quais
exibiram efeitos inibidores diante de macrdfagos da

linhagem RAW 264,7 induzida por lipopolissacarideo.

(PARK et al., 2010).

Clytostoma binatum
(Thunb.) Sandw.

Constituintes presentes no extrato etanolico da planta
inteira, apresentaram atividade moluscicida contra

Biomphalaria glabrata.

(SILVA et al. 2007).




27

Crescentia cujete L.

Uma série de compostos desta planta apresentaram
atividade no reparo do DNA de leveduras, séo eles:
(2S,3S)-3-hidroxi-5,6-dimetoxidehidroiso-a-lapachona,
(2R)-5,6-dimetoxidehidroiso-a-lapachona,(2R)-5-

etoxidehidroiso-a-lapachona, 2-(1-hidroxo-il)nafto[2,3-
b]furano-4,9-diona, 5-hidroxi-2-(1-hidroxietil)-
nafto[2,3-b]furano-4,9-diona, 2-isopropenilnafto [2,3-

b]furano-4,9-diona e 5-hidroxidehidroiso- a-lapachona.

(HETZEL et al., 1993).

Cuspidaria
argentea (Wawra)
Sandw

Constituintes do extrato etandlico da planta, apresentou

atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata.

(SILVA et al., 2007).

Cybistax
antisyphilitica
(Mart.) Mart.

Contituintes do extrato hexano da madeira do tronco
desta planta, ap6s fracionamento guiado por
bioatividade, indicou como componente ativo
provavelmente o lapachol, o qual apresentou atividade
larvicida frente & Aedes aegypti.

(RODRIGUES et al.,,
2005).

Dolichandrone
falcata (Wall. ex
DC.) Seem

Constituintes evidenciados no extrato solavel em
acetato de etila do cerne desta espécie tais como:
Dolichandrosideo-A, a-lapachona, lapachol,
aloesaponarina 11, 8-hidroxidehidroiso-a-lapachone, B-
sitosterol,  3,8-dihidroxidehidroiso-a-lapachona e
verbascosideo, demonstraram atividade inibidoura de a-
glucosidase, apds testes com verbascosideo e
aloesaponarina 1l, os quais séo inibidores da atividade
de glucosidase, e apos teste com dolichandrosideo A,

foi observado a eliminacdo de radicais livres.

(APARNA et al., 2009),

Jacaranda
acutifolia Humb. &

Bonpl.

Os extratos das cascas do caule desta espécie sdo usados
na etnomedicina da América do Sul, como adstringente
e diurético e também sdo utilizados para o tratamento
de feridas; a parte tenra da casca é usada contra doencas

venéreas, reumatismo e dor ciatica. Constituintes

(LINDORF, 2002).
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quimicos isolados das cascas desta planta incluem
7,2,3,4-tetrahidroxiflavona e 3-O-neohesperidosideo.

Jacaranda caerulea
(L.) Juss.

Habitantes de Camaguey (Cuba) utilizam ramos
frondosos desta planta, para eliminar eczemas e

espinhas e as folhas para tratar o cancer de pele.

(SCHUHLY, 2009).

Jacaranda caroba
D.C.

Em algumas regides do Brasil, as folhas desta espécie
sdo utilizadas para o tratamento de infecgdes como:
sifilis e Ulcera. ‘Lerobina’ um dos constituintes do
extrato hidroetandlico da planta, faz parte de um
produto fitofarmacéutico brasileiro, utilizado no
tratamento de dispepsia, o qual foi validado em modelos
de ratos.

(BOTION et al., 2005).

Jacaranda caucana
Pittier

Folhas e cascas desta planta s&o usadas na medicina
tradicional para o tratamento de doencas venéreas na
Colébmbia séo utilizadas no tratamento de reumatismo,
resfriados e doencas de pele. Os constituintes da planta:
acido ursolico, B-sitosterol, &cido 2-A-hidroxiursélico,
acido jacarandico e 2a,3a-dihidroxiurs-12-eno-28-dico.
Na casca do caule identificou-se: &cido jacoumarico e
acido betulinico nos galhos e folhas o composto
jacaranona. Ainda com relagdo aos contituintes:
glicosideos feniletandides, juntamente com é&cido
protocatequico, acteosideo, jionosideo D, isoacteosideo,
martinosideo, e um ramnosil derivado de sisimbrifolina

apresentaram atividade antioxidante.

(MARTIN et al., 2009).

Jacaranda copaia
(Aubl.) D. Don

Na regido da Amazonia a seiva das cascas e folhas
desta espécie servem para o tratamento de infec¢Bes da
pele dos indios Andogque da Amazénia colombiana, 0s
mesmos ainda sao utilizados, para o tratamento de
doencas de pele dos indios da regido amazébnica

equatoriana-WAO e Shuar. As cascas dos caules sdo

(ROTH;  LINDORF,
2002. RODRIGUES,
2006).
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usadas ainda, para tratar a leishmaniose na América do
Sul; e por pessoas do planalto da Guiana (Venezuela).
Os tubérculos sdo utilizados na Amazonia brasileira,
para tratamento de disturbios gastrointestinais; as folhas
sdo utilizadas para tratar reumatismo pelos indios
Chécobo na Bolivia e utilizadas pelos Tiriyos do norte
do Brasil para curar a debilidade e febre; as cascas de
arvores jovens sdo usadas para tratar & sifilis na Guiana
Francesa; as folhas sdo usadas para tratar infeccbes da
pele pelos Jivaros do Peru e a seiva da casca, usado para
tratar infecces da pele, pelos indios do rio Vaupés na
Colémbia. Jacaranona e 4&cido ursélico sdo alguns

contituintes das folhas.

Jacaranda
cuspidifolia Martius
ex. DC.

Folhas desta espécie sdo usadas pelos indios Chinane e
Colonos (China) para tratar a leishmaniose.

(FOURNET et al,
1994).

Jacaranda

decurrens Cham.

No Brasil, folhas e cascas desta planta sdo utilizadas
para tratar feridas e doencas da pele; as cascas ainda sao
usadas para o tratamento do prurido; quanto &s raizes e
folhas sdo usados para o tratamento da sifilis,
reumatismo, além de doencas da pele e inflamacao.
Dentre os constituintes quimicos da cera epicuticular
inclue-se o acido ursélico e nas folhas os compostos
quimicos como: luteolina, 6-hidroxiluteolina 7-O-
glicosideo, quercetina-3-O-glucosideo, quercetina-3-O-

galactésideo.

(MARONI et al. 2006).

Jacaranda

filicifolia D. Don

Constituintes dos ramos da planta incluem: B-sitosterol,
acido ursolico, 2a,3a,dihidroxiuros-12-eno-28-0ico, e 2-
(4-hidroxifenil) acetato de 1-dodeciloctadecanoate
(4cido triacontanoico). O extrato em diclorometano das
cascas do caule apresentaram atividades antifingicas
frente & Coriolus versicolor, Gloeophyllum trabeum e

(ALI;  HOUGHTON,
1999).
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Bostryodiplodia theobromae.

Jacaranda
puberula Cham.

Os extratos metanolicos das folhas apresentaram

atividade  antileishmaniose, frente a  formas

promastigotas de Leishmania amazonensis.

(PASSERO et al., 2007).

Jacaranda glabra
(DC.) Bureau & K.

Schumann

As folhas desta planta sdo usadas pelos indios Tacana
na Bolivia e os Kichwas da Amazénia equatoriana para

tratamento da leishmaniose e para doengas de pele.

(De La TORRE et al.,
2007).

Jacaranda hesperia
Dugand

Usada para tratar a leishmaniose na regido do Chocé da
Coldmbia.

SCHUHLY, 2009).

Jacaranda

mimosifolia D. Don

Fazem parte das cascas das raizes desta espécie 0s
constituintes quimicos: lupenona, p-sitosterol, acido

ursdlico e 4acido oleanolico; nas folhas sdo:

hidroquinonas scutellareina 7-glucuronido;
7-0--D-

glucopiranosideo, luteolina 7-O-B-D-glucopiranosideo,

isoquercitrina,  isovitexina,  apigenina

scutellareina  7-O-B-D-glucoronopiranosideo  éster

metilico, apigenina  7-O-B-D-glucuronopiranosideo
metil éster, luteolina 7-O-B-D-glucuronopiranosideo
éster metilico, E-acteosideo, Z-acteosideo,

isoacteosideo, cistanosideo, 6-acetilateosideo,

campneosideo e jacraninosideo O componente
majoritpario do oOleo essencial das sementes e 8Z,10E,
acidol2-Z-octadocatriendico o qual apresentou alta
atividade inibitdria da ciclooxigenase na biossintese de
prostaglandinas. As cascas do caule sdo usadas no
Equador para tratar doencas venéreas e como um
purificador do sangue. Propriedades hipotensivas ainda
sdo relatadas para os constituintes dos extratos metanol-

agua das folhas.

(NICASIO; MECKES,
2005).

Jacaranda

obtusifolia

Esta planta é usada na Venezuela e Guiana para

promover cicatrizacdo de feridas e as suas folhas sdo

SCHUHLY, 2009),
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Humboldt
Bonpland

and

usadas para tratar & sifilis na Colémbia.

Jacaranda

puberula Cham.

As folhas sdo utilizadas pelos indios Xokleng da Terra
Indigena Ibarama que reside no sul do Brasil para tratar

queimaduras de gelo.

SCHUHLY, 2009).

Kigelia  africana

(Lam.) Benth.

Esta espécie é usada na medicina tradicional Africana
como antiinflamatdrio, antimicrobiano, contra picadas
(veneno) de formigas e efeitos do envelhecimento. O
extrato polar do fruto contém: iridéide, verminosideo e
polifendis como o verbascosideo. O verminosideo foi

relatado como antiinflamatorio.

(PICERNO et al., 2005).

Macfadyena

unguis-cati L.

Esta planta a qual é classificada como uma liana, é
utilizada na medicina popular do Brasil como um
antiinflamatdrio, antimalarico e antivenereal, uma serie
de compostos quimicos dos extratos das folhas sdo
relatatdos: corimbosideo, vicenina-2, quercitrina, acido
clorogénico, &cido isoclorogénico, lupeol, B-sitosterol,
B-sitosterilglucosideo, alantoina e lapachol. Atividades
antitumorais e antitripanossomicida sdo atribuidas aos

Seus extratos.

(DUARTE et al., 2000)

Mansoa hirsuta

D.C.

Os extratos etandlicos das folhas desta planta, mediados
atraves de NO e por endotélio, apresentou vasodilatacdo
dos anéis da aorta de ratos.

(CAMPANA et
2009).

al.,
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Markhamia
tomentosa (Benth.)
K. Schum.

Compostos do extrato acetato de etila das cascas do
caule como: 2-acetilnafito [2,3-b] furano-4,9-diona, 2-
[2,3-b]furano-4,9-diona,

oleandlico, acido pomdlico, é&cido 3-acetilpomdlico,

acetil-6-metoxinafito acido
acido tormentico, pB-sitosterol, e pB-sitosterol-3-O-p-D-

glucopiranosideo. Atividades antiprotozoarios, séo
atribuidas para os dois primeiros constituintes, os quais
exibiram também alta toxicidade diante de linhagens de

células de mamiferos.

(TANTAAGNO et al.,
2010).

Melloa quadrivalvis
(Jacq.)

Atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata é
atribuida ao extrato etandlico dos ramos desta planta.

(SILVA et al., 2007).

Millingtonia

hortensis L.

Sdo atribuidas aos extratos das folhas desta espécie
atividades larvicidas frente aos mosquitos: Anopheles
stephensi, Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti.
Atividade antimutagénica sdo atribuidas aos flavondides
isolados desta planta, s&o eles: hispidulina e hortenisina,

2-aminoantraceno e dimetilnitrosoamina.

(KAUSHIK;
2008).

SAUNI,

Newbouldia laevis

P. Beauv.

A planta é utilizada na medicina tradicional de Togo
para o tratamento de doenca de células falciformes;
atividade in vitro e antiafoicamento sdo descritas para 0s
contituintes  desta  espécie, uma naftoquinona-
antraquinona foi isolada com atividade antimalarica
contra Plasmodium falciparum e fortes atividades
frente & Candida

antimicrobianas gabrata e

Enterobacter aerogens.

(EYONG et al., 2006).

Oroxylum indicum

Vent.

Atividade imunoestimulante e antioxidante em ratos sao
atribuidas aos contituintes quimicos da fracdo n-butanol

das raizes desta espécie.

(ZAVERI et al., 2006).

Spathodea
campanulata P.

Os extratos etandlicos das folhas desta espécie sao
usados na medicina tradicional para o tratamento de

convulsdes, epilepsia, e atividade anticonvulsiva sao

(ILODGWE et al,

2010).
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Beauv atribuidas aos contituintes quimicos, o0s quais
apresentaram importantes resultados em modelos
experimentais induzidos por eletrochoques em ratos.
Stereospermum Estas plantas sdo usadas na medicina tradicional para o | (CHING et al., 2009).

kunthianum Cham,

Sandrine Petit

tratamento da bronquite, pneumonia, tosse, gastrite,
feridas, artrite reumatica, Ulceras, disenteria, lepra e
doencas sexualmente transmissiveis. Devido aos
contituintes do extrato aquoso da casca do caule, esta
espécie apresenta atividade antiinflamatoria e também
foram utlizados em modelos experimentais com animais
induzindo edema de patas por carregenina em ratos. O
extrato aquoso da casca do caule apresentou atividade
analgésica mediada através de ambos os mecanismos:
central e periférico e Protecdo contra crises
generalizadas com pentilenotetrazol em modelos eletro-

convulsivo em roedores.

Stereospermum
suaveolens (Roxb.)
DC

Ao extrato metanolico desta espécie sdo atribuidas
atividade hepatoprotetora diante de lesdes induzidas por

tetracloreto de carbono em figado de ratos albinos.

(CHANDRASHEKHAR

etal., 2010).

Tabebuia
(Manso) Benth. &

aurea

Os contituintes dos extratos etandlicos dos ramos, foram

0s responsaveis pela a atividade moluscida contra

(SILVA et al., 2007).

Hook. f. ex S. | Biomphalaria glabrata.

Moore

Tabebuia Esta planta é usada na medicina popular da America | ( FREITAS et al., 2010).
avellanedae Central e America do Sul para tratar as infeccOes

Lorentz ex Griseb.

bacterianas, coagulacdo sanguinea, cancer e doencas
inflamatdrias. Os componentes dos extratos aquosos das
do

antiinflamatorias in

cascas caule apresentaram atividades

vitro e in vivo. Algumas

naftoquinonas foram isoladas da casca desta espeécie,
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sdo elas: (-)-5-hidroxi-2-(1-hidroxietil)-nafto [2,3-B]
furano-4,9-diona (1), e (-)-8-hidroxi-2-(1-hidroxietil)-
nafto [2,3-p] furano-4,9-diona (2). Uma quinona (f-
lapachona) isolada da casca do caule apresentou
atividade citotoxica, inibindo o crescimento de células
de carcinoma de pulm&o humano A549, por meio de

inducdo a apoptose e inibicdo da telomerase.

Tabebuia
impetiginosa
Martius ex DC.

Componentes bioativos da casca seca sdo: 2-

(hidroximetil) antraquinona, acido antraquinona-2-
carboxilico e lapachol{2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-
1,4-naftoquinona}, apresentaram atividade diante de

Helicobacter pylori ATCC 43504.

(PARK et al., 2006).

Tabebuia rosea | Os constituintes do extrato etanolico das cascas do caule | (OTERO et al., 2000).
(Bertol.) DC. desta espécie, sdo reconhecidos pelos curandeiros da

regido noroeste da Colombia como um potente

neutralizante contra veneno de cobras Bothrops atrox.
Tecoma Constituintes dos extratos alcodlicos de vagens e flores | (AGUACIL et al,
sambucifolia apresentaram atividades antiinflamatdria e | 2000).
H.B.K. antinociceptiva, e o extrato de flores foram ainda

citotoxicos frente a linhagens celulares de hepatoma

humano.
Tecoma stans (L.) | O extrato aquoso da planta é utilizado como um agente | (AGUILAR-

Juss. ex Kunth.

anti - diabético na medicina tradicional do México, 0s
constituintes deste extrato exibiram atividades o-
glicosidase, acdo hipoglicemiante, juntamente com acao
hipotrigliceridémica e hipocolesterolémico em ratos

machos Sprague-Dawley.

SANTAMARIA et al.,
2009).

Tecoma undulata

Seem.

Os constituintes dos extratos etandlicos desta planta,
apresentaram atividade hepatoprotetora em testes

induzidos por tioacetamida em ratos albinos.

(KHATRI et al., 2009).
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Zeyheria montana | Os componentes dos extratos etandlicos das folhas | (GUENKA et al., 2008).
Mart. apresentaram atividades antiinflamatdrias e

antinoceptivas em camundongos e ratos.

Fonte: (OLIVEIRA, 2014. adaptado de Rahmatullah et al., (2010).

3.3 GENERO ADENOCALYMMA

Adenocalymma Mart. ex Meisn., Orth. cons. (McNeill et al., 2006), € um género
que apresenta sua nomenclatura de origem grega "Aden, adenos" (substantivo
masculino = glandula) e kalymma" (substantivo neutro = cobertura ou célice) referindo-

se a glandulas pateliformes encontradas no calice de suas espécies.

Em uma recente revisdo do género Adenocalymma apresentando sindbnimo Memora,
144 nomes foram propostos para o género, dos quais 47 estavam corretos e aceitos, 75
foram sindnimos considerados, dos quais 29 eram espécie do género Adenocalymma
e 46 de outros géneros de  Bignoniaceae, ndo foram validamente
publicados (6 foram nominal e 8 apareceram em ro6tulos de herbarios apenas), e foram
considerados incapazes de estabelecer a posicdo exata de um taxon (UDULUTSCH et
al. 2008).

Apesar da riqueza de espécies, 0 género Adenocalymma tem poucas espécies
que foram estudadas quimica e farmacologicamente. OLIVEIRA (2014) relata o estudo
das seguintes espécies: Adenocalymma comosum (Cham.) devido a constitui¢do quimica
do extrato etanolico, apresenta atividade moluscicida diante de Biomphalaria glabrata;
Adenocalymma alliaceum Miers, utilizada no tratamento de distarbios respiratorios,
antirreumaticos e como hipocolesterolémico; Adenocalymma nodosum (Silva Manso)
L.G. Lohmann, contém as seguintes classes de metabolitos secundarios: flavonoides e
saponinas nas raizes; saponinas, flavondides e oleo essencial nas folhas, com os
principais componentes sendo benzaldeido e 1-octen-3-ol ; em Adenocalymma
peregrinum (Miers) L.G. Lohmann, foram identificadas as seguintes classes de

metabolitos secundarios: flavonoides e glicosideos iriddides saponinas.
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3.4 ADENOCALYMMA IMPERATORIS-MAXIMILIANII (WAWRA) L. G.
LOHMANN

Segundo Missouri Botanical Garden (2014), a espécie estd taxonomicamente

enquadrada da seguinte forma:
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Equisetopsida C. Agardh
Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Asteranae Takht.
Ordem: Lamiales Bromhead
Familia: Bignoniaceae Juss.
Género: Adenocalymma Mart. ex Meisn.,
Espécie: Adenocalymma imperatoris-maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann
Sinonimias: Memora imperatoris-maximilianii (Wawra) A. H. Gentry

Bignonia imperatoris-maximilianii Wawra

Pleonotoma imperatoris-maximilliani (Wawra) Bureau &
K.Schum.

A espécie Adenocalymma imperatoris-maximilianii (Wawra) L. G. Lomann
(Figura 2) é encontrada no Nordeste brasileiro, distribuida nos Estados do Maranhé&o,
Piaui, Cear4, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Bahia, conhecida
vulgarmente como cip6 de cesta (TROPICOS, 2013).

As principais caracteristicas de Memmora imperatoris-maximilianii (Figura 3)
gue a enquadra no género sdo: calice pentadenticulado, inflorescéncia em panicula

aberta, corolas vermelhas com os Iébulos e os tubos glabros por fora, glandulas


http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/100352415
http://www.tropicos.org/Name/43000074
http://www.tropicos.org/Name/42000305
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-319175
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achatadas na base dos l6bulos, folhas trialternadas (GENTRY ,1977). O autor, ainda
considera fundamental, os comentarios nas anota¢fes de campo do professor Dardano
de Andrade Lima, encontrados no exemplar 57-2799, coletado em Nazaré da Mata-PE,
que permitiram ampliar a descri¢do de Waraw: “flores roseo nos lobos (variando de

roseo a lilaz bem claro), e amarelo no tubo Calice esverdeado.”

Figura 2- Exsicata depositada no herbario do Missouri Botanical Garden.

.- .
O - - et

mimwm
S '

Fonte: (TROPICOS, 2013).
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Figura 3 - Distribuicdo do género Adenocalymma nas Américas.

Disponivel em: < http://www.gbif.org/species/6401106 > . Acesso em: 31.01.2015

3.5 OLEO ESSENCIAL

Os Oleos essenciais sdo liquidos, volateis, limpidos, raramente coloridos,
lipossoluveis, sollveis em solventes organicos e geralmente sdo menos densos que a
agua. As substancias odoriferas em plantas possuem fungdes ecoldgicas, especialmente
como inibidores da germinacdo, na protecdo contra predadores, na atracdo de
polinizadores, na protecdo contra a perda de agua e aumento da temperatura, entre
outras (BAKKALI et al., 2008).

Quanto a composicdo 0s Oleos essenciais compreendem misturas de
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos cetonas, perdxidos,
ésteres, fenois, éteres, oxidos, lactonas, cumarinas, &cidos organicos, sendo 0s terpenos,
que sdo formados a partir da condensacdo de unidades de cinco carbonos, o isopreno
(C5), é considerado como principal componente, sendo 0os mesmos classificados em:
monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), porém pode-se encontrar 0s hemiterpenos
(C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e raramente tetraterpenos (C40) (SIMOES,
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2010). Porém, vérios fatores interferem na composicdo dos 6leos essenciais, como a
natureza do organismo, a sazonalidade, o estagio de maturidade do organismo, pois
diferentes rotas e enzimas ativas em diferentes estagios de maturidade, resultam em
diferentes composic¢Bes de compostos volateis ( ZANG, WU; LI, 2008; BENDAOUD et
al., 2009).

As técnicas usadas na obtencdo de 6leos essenciais levam em conta o tipo de
material biol6gico, os 6rgdos, a quantidade produzida, para garantir a estabilidade do
6leo. Simdes e Schenkel (2010), relatam as técnicas mais empregadas para obtencédo de

Oleos essenciais:

A) Hidrodestilacdo ou arraste por vapor de agua: como os 6leos volateis possuem tenséo
de vapor mais elevada que a da agua, podem ser arrastados pelo vapor de agua durante
uma destilacdo. Quando em pequena escala o material acrescido de duas a trés vezes o
Seu peso com agua € aquecido, empregando-se o aparelho de Clenvenger. Apés a
obtencdo, o 6leo deve ser seco empregando-se sulfato de sodio anidro e armazenado a

baixa temperatura, ao abrigo da luz e do ar.

B) Hidrodifusdo: € um método em que o vapor a pressdao atmosférica (<0-1 bar)
atravessa 0 material a partir do topo da camara de extragcdo saturando o mesmo,

resultando num 6leo que retem o aroma original.

C) Enfloracédo (enfleurage): Este processo é aplicavel as flores, que possuem baixo teor
de dleo essencial de alto valor comercial. As pétalas sdo depositadas em bandejas a
temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura animal ou vegetal que ira adsorver
0 6leo essencial durante um periodo de tempo. Em seguida, as pétalas esgotadas sdo
substituidas por novas até ocorrer a saturacdo da gordura, que é tratada com alcool. Para

se obter o 0leo essencial, o alcool é destilado a baixa temperatura.

D) Extragdo com solventes organicos: Os 0Oleos volateis séo extraidos com solventes
apolares (éter etilico, éter de petréleo, benzeno, acetona, cloroférmio ou diclorometano)
de acordo com o material, por exemplo, a extragdo a partir de folhas ou frutos podem
ser realizadas com benzeno, com ou sem a adi¢do de acetona ou éter, a temperatura
ambiente ou na temperatura de ebulicdo, enquanto a extracdo a partir de flores é
realizada com éter. Nesse processo, 0s solventes acabam extraindo outras substancias

apolares além dos 6leos volateis. O solvente € removido por evaporagdo sob presséo



40

reduzida, sendo o material residual extraido com etanol absoluto, que é resfriado a
baixas temperaturas para precipitacdo das ceras, sendo em seguida filtrado. O &lcool,

entdo é evaporado sob presséo reduzida e obtém-se o 0leo essencial.

E) Extracdo por micro-ondas: Faz-se uso de micro-ondas para excitar as moléculas de
agua do material bioldgico, fazendo com que as células se rompam e liberem o dleo

essencial. A técnica garante um bom rendimento e reduz o tempo de extragao.

F) Extracdo por CO, super critico: Nesta técnica o material € depositado num extrator
onde ocorre a elevacdo da pressdo e da temperatura, fazendo com que o diéxido de
carbono atinja um quarto estado no qual sua viscosidade é analoga a de um gas, mas sua
capacidade de dissolucdo é elevada como a de um liquido. Quando a pressdo €
diminuida, o dioxido de carbono retorna para o estado gasoso, sem deixar nenhum

residuo

3.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Singh e Shukla (1984) relatam as diferencas entre antimicrobianos produzidos
por microrganismos e por plantas. Destacando que os compostos isolados de plantas sao
substancias cuja estrutura quimica, com raras excecdes, apresentara grandes diferencas
estruturais em relacdo aos antibioticos derivados de microrganismos, onde o0s agentes
antimicrobianos isolados de plantas superiores geralmente agem como reguladores do
metabolismo intermediario, ativando ou bloqueando reacdes enzimaticas. Afetando
diretamente uma sintese enzimatica seja em nivel nuclear ou ribossomal, ou mesmo
alterando estruturas de membranas. Com isso as plantas destacam-se como grande

manancial de novas moléculas bioativas.

Os extratos metanolicos das folhas e casca do caule de quatro espécies de
Bignoniaceae: Jacaranda mimosifolia D. Dol., TecomastansL., Tabebuiarosea (Bertol)
DC, e Crescentia cujete L., foram testados quantoa sua atividade amtimicrobiana
utilizando uma vasta gama de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos,
sendo mais eficazes contra as Gram-positivas (BINUTO; LAJUBUTO, 2004).
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Tyagi et al. (2011), verificaram a atividade dos extratos etandlico e aquoso
de Kigelia africana frente a Pseudomonas aeruginosa multirresistente, isolada de

pacientes com infeccdo urinaria internados em UTI, mostrando resultados promissores.

Al-Azzawi et al. (2012) demonstraram a atividade antimicrobiana dos
constituintes quimicos frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas do extrato
alcodlico e aquoso e do alcaldide tecomina isolado de Tecoma stans, além de néo
apresentarem alteracdes histopatolégicas sobre o figado, baco e pancreas de ratos.

Ensaios biomonitorados para evidenciar compostos biologicamente ativos nos
extratos de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bur., culminaram no isolamento de quatro
flavonas: 5,6,7,8-tetrametoxiflavona, 4-hidroxi-5,6,7,8-tetrametoxiflavona, 5,6,7-
trimetoxiflavona e  4-hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona. ~ As  flavonas 5,6,7,8-
tetrametoxiflavona e 4-hidroxi-5,6,7,8-tetrametoxiflavona apresentaram atividade
antimicrobiana frente a S. aureus e Candida albicans, enquanto que a flavona 5,6,7-
trimetoxiflavona so apresentou atividade frente a Staphylococcus aureus, ja a flavona 4-
hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona ndo apresentou qualquer atividade antibacteriana
(BASTOS et al., 2009).

O composto lapachol isolado da casca interna da planta Tabebuia impetiginosa
Martius ex DC., tem demonstrado forte inibicdo do crescimento de Clostridium
paraputrificum a qual é uma bactéria intestinal humana (PARK et al., 2005).

Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. apresenta atividade antibacteriana
contra estirpes de Staphylococcus resistentes a meticilina. Isto se deve aos constituintes

quimicos, tais como: pB-lapachona, 3-hidroxi-p-lapachona (PEREIRA et al., 2006).

Os contituintes da casca do caule de Stereospermum zenkeri K.Schum. ex De
Wild sdo: antraquinonas-zenkequinonas A e B, juntamente com esterequinona-F, acido
p-cumarico, PB-sitosterol-3-O-B-D-glucopiranosideo e B-hidroxioleano-12-eno-28-O-f-
D-glucopiranosideo, dos quais zenkequinona B apresentou atividade antibacteriana

frente & Pseudomonas aeruginosa (LENTA et al., 2007).

Os constituintes dos extratos das cascas do caule de Spathodea campanulata P.
Beauv. apresentaram atividade frente & Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans (OFORI-KWAKYE et al.,

2009); os componentes antibacterianos foram: espatosideo (cerebrosideo), n-alcanos,



42

alcoois alifaticos lineares, p-sitosterol e seus ésteres, p-sitosterol-3-O-B-D-
glucopiranosideo, acido oleandlico, &acido pomolico, é&cido p-hidroxibenzdico e
feniletanol ésteres (MBOSSO et al., 2008). Esta espécie € usada para tratar cicatrizacao
de feridas em povos Ashanti na medicina tradicional de Gana. O extrato metanolico da

casca exibiu atividades antimicrobianas (MENSAH et al., 2006).

Foram testadas varias naftoquinonas dos extratos das raizes de Newbouldia
laevis P. Beauv. com atividade contra Cladosporium cucumerinum e Candida albicans,
e com atividade antibacteriana frente ao Bacillus subtilis e Escherichia coli, os
compostos testados foram: 6-hidroxidehidroiso-a-lapachona, 7-hidroxidehidroiso-a-
lapachona, 5,7-dihidroxidehidroiso-a-lapachona, e 3-hidroxi-5-metoxidehidroiso-a-
lapachona (GAFNER et al., 1996).

As atividades antimicrobianas de Jacaranda mimosifolia D. Don, frente &
Bacillus cereus, Escherichia coli e Staphylococcus aureus s&o atribuidas aos
constituintes dos extratos hexanos, etandlicos e aquosos das folhas (ROJAS et al.,
2006).

Alguns compostos antibacterianos e antifungicos de Kigelia pinnata (Jacg.) DC.,
foram isolados dos extratos das raizes como: kigelinona, isopinatal, hidro-a-lapachona e
lapachol (naftoquinonas) e os fenilpropanoides: &cido p-cumarico e &cido ferulico. A
partir dos extratos dos frutos, foram relatados os seguintes compostos antibacterianos e

antifangicos: kigelinona e acido caféico (BINUTU et al., 2004).

3.7 ATIVIDADE CITOTOXICA

O teste de citotoxicidade in vitro em cultura de células tumorais tem se tornado
importante para a avaliacdo de agentes anticancer, sendo também muito utilizado como
método alternativo aos testes farmacologicos em orgéos isolados, e tem, pelo menos
durante a fase de screening para avaliagdo de agentes anticanceres, reduzindo a
experimentacdo in vivo em animais (HAMBURGUER; HOSTETTMANN, 1991;
CINGI et al.,1991).

A citotoxicidade se traduz por alteracdo morfologica, inibicdo da proliferacéo,

crescimento e morte celular, devido & acdo de agentes externos as quais sdo expostas.
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Extrato da espécie Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bur., apresentou atividade citotoxidade
em ensaios com Artemia salina (BASTOS et al., 2009).

Dos extratos dos frutos de Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth., foram isolados os
seguintes compostos: 2-(3,4-di-hidroxifenil)-etil-2-O-[6-desoxi-a-L-manopiranosil-4-
(3,4-di-hidroxi-fenil)-2-ropenoato]-B-glucopiranosideo, 5-hidroxiskitantina
hidrocloreto, 4-O-E-cafeoil-a-L-ramnopiranosil-(163)-B, O-B-D-glucopiranose, E/Z-
acteosideo; isoateosideo, rutina, luteolina 7-O-B-D-neohespiridosideo, luteolina-7-O-f-
D-glucopiranosideo e sacarose; os extratos das flores evidenciaram: luteolina-7-O-p-D-
glucuronopiranosideo, diosmetina 7-O-B-D-lucuronopiranosideo, diosmetina 7-O-f-D-
glucopiranosideo, diosmetina  7-O-B-D-glucuronopiranosideo  éster metilico e
acteosideo. Os compostos 5-hidroxiskitantina hidrocloreto e O-p-D-glucopiranose
exibiram atividade citotdxica contra células de hepatocarcinoma humano (Hep-G2),
enguanto que os compostos 5-hidroxiskitantina hidrocloreto e luteolina-7-O-p-D-
glucopiranosideo demonstraram potente inibicdo do crescimento de cancer de mama
humano frente &s linhagens celulares de carcinoma MCF-7 (MARZOUK et al., 2006).

Constituintes dos extratos alcoolicos das flores de Tecoma sambucifolia H.B.K.,
apresentaram atividade citotdxica frente & linhagens celulares de hepatoma humano
(ALGUACIL et al., 2000).

O composto (-)-5-hidroxi-2-(1-hidroxietil)-nafto[2,3-p]-furano-4,9-diona isolado
da espécie Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb., apresentou alto efeito
antiproliferativo em varias linhagens célulares tumorais humanas (YAMASHITA et al.,
2009).

Cinco constituintes quimicos do extrato alcodlico de Incarvillea arguta (Royle)
sdo: plantarenalosideo,  5-hidroxi-4,6,7-trimetoxiflavona,  4,5-di-hidroxi-6,  7-
dimetoxiflavona, 4,5-di-hidroxi-7-metoxiflavona e 5-didroxi-4,7-dimetoxiflavona, dos
quais plantarenalosideo apresentou atividade citotoxica em linhagens celulares
neutrdficas PC-12 (YU et al., 2005).

Habitantes de Camaguey utilizam ramos frondosos de Jacaranda caerulea, para
eliminar eczemas e espinhas e as folhas para tratar o cancer de pele (GACHET;
SCHUHLY, 2009); Espécie Jacaranda copaia apresentou atividades citotoxicas frente

a diferentes linhagens celulares, bem como inibi¢cdo de quatro proteases, estes efeitos
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biolégicos sdo atribuidos aos constituintes quimicos dos extratos etandlicos
(VILLASMIL et al., 2006; TAYLOR et al., 2006); A espécie Macfadyena unguis-cati
devido a composicdo quimica dos seus extratos apresentou atividade antitumoral
(DUARTE et al., 2000).

A partir do extrato em acetato de etila das cascas do caule da planta Markhamia
tomentosa (Benth.) K. Schum., foram isolados os seguintes compostos: 2-acetilnafito
[2,3-b]  furano-4,9-diona,  2-acetil-6-metoxinafito[2,3-B]-furano-4,9-diona,  &cido
oleandlico, acido pomélico, acido 3-acetilpomélico, acido tormentico, p-sitosterol e B-
sitosterol-3-O-B-D-glucopiranosideo, 0s quais exibiram alta toxicidade diante de
linhagens de células G-6 de mamiferos (TANTANGMO et al., 2010).

Das cascas do caule da espécie Melloa quadrivalvis (Jacq.), foram isolados 0s
seguintes compostos: 5-hidroxi-6-metoxi-a-lapachona, 5,6-di-hidroxi-a-lapachona, 4,5-
di-hidroxi-6-metoxi-a-lapachone, lapachol e 5,5-di-hidroxi-3,4,7-trimetoxiflavanone,
dos quais o primeiro composto e 0s constituintes do extracto cloroférmico
apresentaram-se como inibidor do crescimento celular de Hep2 e NCIH-292 (LIMA et
al., 2005).

O constituinte quimico Jacaranona da espécie Jacaranda caucana Pittier apresentou
atividades in vivo e in vitro diante de células linfociticas P-388 de leucemia ( OGURA;
CORDELL; FARNSSWORTH, 1977).

3.8 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que, presentes
em baixas concentracdes, quando comparada a um substrato oxidavel, atrasam ou
inibem a oxidacdo desse substrato de maneira eficaz (HARVEY, 2008). O principal
mecanismo de oxidagdo dos 6leos e gorduras estd associada a reacdo do oxigénio com
acidos graxos insaturados, ocorrendo em trés etapas: iniciacdo, onde acontece a retirada
de um hidrogénio do carbono alilico na molécula do &cido graxo e a consequente
formagéo de radicais livres, em condigdes favorecidas por luz e calor, propagacdo, na
qual ocorre a conversao dos radicais livres susceptiveis ao ataque do oxigénio a outros

radicais (perdxidos e hidroperoxidos), que sdo produtos primarios da oxidacéo lipidica e
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cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes. Esse processo €
autocatalitico, uma vez que os radicais formados atuam como propagadores da reacao.
Por fim ocorre a etapa do término, na qual dois radicais se combinam formando
produtos estaveis (produtos secundarios da reacdo), obtidos por cisdo e rearranjo dos
peroxidos (RAMALHO; JORGE, 2006). A figura 4, mostra o esquema geral da
oxidacdo lipidica.

Figura 4. Esquema geral do mecanismo da oxidacdo lipidica, onde RH- &cido graxo

insaturado; R ®- radical livre; ROO -*radical peréxido e ROOH - hidroperéxido
Iniciacdo RH —> R*'+H°
Propagacio — R +0O, — ROO*

ROO*+RH — ROOH + R*

I'érmino ROO*+R* — ROOR

Produtos

ROO®*+ ROO®* — ROOR + O, Bstiveis
staveils

R*+R* — RR

Fonte: Ramalho e Jorge (2006)

Algumas propiedades sdo desejaveis em antioxidantes, dentre elas estdo a eficacia em
baixas concentracfes (0,001 a 0,01%), auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor,
no sabor, além de seus produtos ndo poderem ser tdxicos. Os antioxidantes podem ser
classificados em primarios e secundarios, sendo que alguns apresentam mais de um
mecanismo de atividade e sdo referidos como antioxidante de multipla fungéo
(BAILEY; NISSEN; SKIBSTED, 1996).

Os antioxidantes primarios ou inibidores da reacdo sdo aceptores de radicais
livres e atuam atrasando ou inibindo a iniciacdo ou interrompendo a propagacdo da

autoxidacéo, seu principal mecanismo de acdo é o sequestro de raicais livres. A figura 5

representa 0 mecanismo de acdo dos antioxidantes primarios
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Figura 5 — Mecanismo de agdo para os antioxidantes primarios, onde ROO % R ®- radicais

livres; AH — antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo e A raflical inerte.
ROO*+ AH — ROOH+ A’

R*+ AH — RH+ A
Fonte: (FRANKEL 1980)

Os antioxidantes primarios mais comumente utilizados em alimentos sdo
compostos sintéticos. Como por exemplos: BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil
hidroxitolueno) PG (galato de propila) e TBHQ (terc-butil hidroquinona). No entanto,
alguns componentes naturais dos alimentos também agem como antioxidantes primarios
e sdo comumente adicionados em alimentos. Tocoferdis sdo os antioxidantes primarios
mais utilizados. Os caratendides sdo outro grupo de compostos naturais que agem como
antioxidantes primarios, porém, por meio de mecanismos diferentes (TAKEMOTO
FILHO; GOPO, 2009).

Os antioxidantes secundarios ou preventivos agem por meio de varios possiveis
mecanismos, diminuem a taxa de oxidacdo por diferentes formas, mas ndo convertem
radicais livres em produtos mais estaveis. Podem quelar metais prd-oxidantes e
desativa-los, repor hidrogénio para antioxidantes primarios, decompor hidroperoxidos a
espécies ndo radicais, absorver radiacdo ultravioleta ou agir como sequestrante de
oxigénio. Ainda podem ser classificados como sinergistas, pelo fato de promoverem a
atividade dos antioxidantes primarios, pode-se citar o acido citrico, acido ascoérbico e
acido tartarico como bons exemplos de sinergistas (RICEEVANS et al,1997)

A vitamina E faz parte da composicdo dos Oleos vegetais e encontra-se na
natureza de quatro formas diferentes: o, B, vy, o-tocoferol, sendo a-tocoferol o
antioxidante mais abundante e distribuido nos tecidos e no plasma (BIANCHI,;
ANTUNES, 1999). A atividade antioxidante dos tocoferois deve-se principalmente ao
fato de doarem seus hidrogénios aos radicais lipidicos, interrompendo a propagagéo em
cadeia (RAMALHO, 2006).

De acordo com Silva (2011), o acido ascorbico geralmente é consumido em

grande quantidade pelo ser humano e uma de suas funcdes quando adicionado a outros
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produtos alimenticios, € inibir a formacdo de compostos nitrosos carcinogénicos. Além
disso, estudos vém demosntrando que a vitamina C apresenta um possivel papel de

protecdo no desenvolvimento de tumores em seres humanos.

Nos ultimos anos com os antioxidantes naturais, os compostos fendlicos
presentes nos vegetais tém recebido grande importancia. Quimicamente, os fenois
vegetais constituem um grupo heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos,
apresentando grande variedade de funcbes nos vegetais, como: suporte mecéanico,
atrativo de polinizadores ou dispersores de frutos e na protecdo contra a radiagédo
ultravioleta (TABANCA, 2007). De acordo com TIVERON (2010) outros tipos de
compostos presentes nos vegetais tém recebido grande imporrtancia nos Gltimos anos.
Os fendis vegetais assim como os antioxidantes naturais, apresentam grande variedade
de funcdo vegetal, tem como fungdo protecdo contra radiacdo ultravioleta, atrativo de

polenizadores ou suporte mecanico.
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4 MATERIAIS E METODOS

No desenvolvimento deste trabalho foram conduzidos experimentos analisando-

se aspectos fitoquimicos, fisico-quimicos e atividades bioldgicas.

4.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann,
foram coletadas no municipio de Pombos-PE (local da coleta 8° 8’ 29°* S, 35° 23° 45>
W) distando 59.9 km da capital, cujo acesso é feito pela BR-232, com altitute de 208
metros.

O material botanico foi coletado sempre pela manha no més de dezembro, com
auxilio de tesoura de poda, para coleta das folhas. Uma parte do material coletado foi

destinada para identificacao.

A identificacdo botanica foi realizada pela Dr® Rita de Cassia e o material
testemunho foi depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto

Pernambucana de Pesquisa Agropecudria (IPA), sob a numeracéo IPA- n° 84012.

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

As folhas de A. imperatoris-maximilianii foram dessecadas por 72 horas em
estufa a 45°C, em seguida foram trituradas em um moinho de facas. A extracdo foi
realizada por maceracdo durante sete dias, utilizando diferentes solventes: agua
(100g¢/L), metanol (100g/L), acetona (100g/L), acetato de etila (100g/L), cloroférmio
(100g/L), dicloro metano (100g/L) e Hexano (100g/L). Em seguida os solvente foram
eliminados a pressdo reduzida em evaporador rotativo (BUCHII-RE) a 40°C e o

material obtido correspondendo ao respectivo extrato.
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4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

4.3.1 Anédlise granulométrica por tamisacgéo

Amostras de 25g, exatamente pesados, da matéria-prima vegetal foram
submetidas a passagem através de tamises, previamente tarados, com abertura de malha
de 850, 600, 425, 250 e 150 um. A tamisa¢ao foi realizada a 60 vibragdes por segundo
durante 15 minutos. Para a andlise dos dados, as fracdes retidas nos tamises e coletor
foram pesadas e a média entre as amostras foi calculada utilizando a equacéo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

P1
P2 .100

Fragdo retida (%) =

P1: peso do material retido em cada tamis (g); P2: somatoério dos pesos retidos em cada

tamis e no coletor (g); 100: fator de porcentagem.

4.3.2 Determinacdo da perda por dessecagao

Amostras contendo 1,0 g do p6 das folhas foram transferidas para pesa-filtros
previamente dessecados durante 30 minutos nas mesmas condic¢des a serem empregadas
na determinagdo. As amostras foram colocadas na estufa (Quimis®), com temperatura
de 105° £ 2° C durante 2 horas, seguidas de resfriamento em dessecador por 30 minutos
e pesagem em balanca analitica (Shimadzu®). A operacdo foi repetida em ciclos de uma
hora até peso constante. Os resultados foram expressos em perda de massa percentual,
pela média de trés determinacGes, segundo a equacdo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010):
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Pu — Ps
x 100

Perda por dessecagdo (%) =

Onde: Pu: peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacgéo (g); Ps: peso do
pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacdo (g); Pa: peso da amostra (g); 100:

fator de porcentagem.

4.3.3 Determinacdo de cinzas totais

Amostras contendo 1,0 g do material vegetal foram transferidas para cadinhos de
porcelana previamente calcinados, arrefecidos e pesados. As amostras foram
incineradas em mufla por 3 horas, sob gradiente crescente de temperatura (30 minutos a
200 °C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 °C £+ 25 °C). Em seguida foram
arrefecidos por 30 minutos em dessecador e pesados. Os resultados foram expressos
pela média de trés determinacGes, segundo a equacdo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010):

Ccdi —C

Cinzas totais (%) = x 100

Cdi: peso do cadinho contendo a amostra apés incineracao (g); C: peso do cadinho sem

a amostra (g); Pa: Peso da amostra (g); 100: fator de porcentagem.
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4.3.4 QUANTIFICACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

Os compostos fenolicos sdo oxidados pelo reagente de Folin-Ciocalteu. Este
Gltimo é constituido por uma mistura de acido fosfotungstico e de &cido fosfomolibdico
que é reduzido, quando da oxidacdo dos fendis, numa mistura de 6xidos azuis de
tungsténio e de molibdénio. A cor azul produzida possui uma absor¢cdo maxima na
proximidade dos 760 nm e é proporcional & taxa de compostos fendlicos (AMORIM et
al., 2008)

Para quantificacdo de fendis totais, uma aliquota de 0,02 a 0,2 mL (20 a 200 pL) do
extrato diluido (1.0 mg/mL), devendo ser ajustado de acordo com a planta, foi
transferida para um tubo de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 500 pL da
solucdo do reagente Folin-Ciocalteu, 1 mL da solucdo de carbonato de sodio e
completar para 10 mL com agua destilada. As amostras permaneceram por 30 minutos
no escuro a temperatura ambiente. A absorbancia da mistura foi medida a 760 nm
contra um branco preparado com agua destilada. O ensaio foi realizado a0 menos em

triplicata.

A curva de calibracdo (aliquotas de 0.050, 0.100, 0.150, 0.200, 0.250, 0.500, 0.750 e
1 mL) sera preparada com uma solugdo padrdo de &cido tanico. foram adicionados 500
uL da solucdo do reagente Folin-Ciocalteu, 1 mL da solucdo de carbonato de sédio e
completar para 10 mL com agua destilada (8.45; 8.40; 8.35; 8.30; 8.25; 8.00; 7.75; 7.50
mL, respectivamente). As concentra¢des finais de acido tanicos serdo 0.5; 1.0; 1.5; 2.0;
2.5; 5.0; 7.5; 10.0 pg/mL, respectivamente. O teor de fendis totais & expresso como

miligramas equivalentes de acido tanico por grama de extrato (mg EAT/Q).
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4.4 IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS DO OLEO ESSENCIAL POR CG-
EM

As analises foram realizadas no laboratério do Nucleo de Quimica Fundamental

da Universidade Federal de Pernambuco.

4.4.1 Extracao do 6leo essencial

Para obtencdo do 6leo essencial (OE) foram utilizados 500 g de folhas frescas,
as quais foram trituradas juntamente com 1750 mL de agua destilada. Posteriormente o
material vegetal foi transferido para um baldo de fundo redondo de 5 litros,
adicionando-se mais agua destilada, perfazendo um volume final de 2500 mL. O baldo
volumétrico foi transferido para uma manta aquecedora (160 °C — 170 °C), acoplada a
um aparato de Clevenger modificado e um condensador durante um periodo de 3h. Em
seguida, o 6leo foi coletado e tratado com sulfato de sodio anidro para retirada da agua
remanescente. O 6leo obtido foi mantido sob refrigeracdo (-24 °C) até o uso nos
experimentos (CONFORTI et al., 2008).

4.4.2 Andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrémetro de Massa

Analise quimica do Oleo essencial foi realizada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (GC/EM) em um sistema quadrupolo Agilent
5975C Series CG-EM (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma
coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0.25 pm espessura da
pelicula), realizado no laboratério de cromatografia do Departamento de Quimica
Fundamental (DQF) da UFPE.

Foi injetado 1pL em splitl:20 do 6leo essencial de concentragcdo na faixa de
1000 a 2000 ppm. Posteriormente injetou-se 1uL em split (1:20) da mistura de padrbes
de hidrocarbonetos: Cy-Cg4. Injetou-se a mistura do Oleo essencial e a mistura de

padrdes de hidrocarbonetos, 1uL (0.2uL de alcanos e 0.8uL de 6leo) em splitless. A
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temperatura do GC foi mantida em 60 °C por 3 min, depois foi aumentada de 2.5 °C
min™ até 240 °C e mantida por 10 min nesta temperatura. O fluxo de hélio foi mantido
em pressdo constante de 100 kPa. A interface do EM foi definida em 200 °C e os
espectros de massa registrados em 70eV (em modo EI) com uma velocidade de

escaneamento de 0.5 scan™ de m/z 20-350.

A partir da anélise dos tempos de retencdo dos compostos na amostra do 0Oleo
essencial, dos padrGes de hidrocarboneto e a combinagdo do Oleo essencial com a
mistura de padrdes foi calculado o indice de retencdo para cada componente do 6leo,
segundo a equacdo de Kratz. (ADAMS, 2007).

IR=100.1. (trx-trhA)+ 100 . N

(trhD - trhA)
Onde:

IR: indice de Retencdo de Kratz.

i: Diferenca do nimero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois da amostra com
o0 hidrocarboneto que elui antes.

trx: Tempo de Retencdo do composto
trhA: Tempo de Retencédo do hidrocarboneto que elui antes da amostra.
trhD: Tempo de Retencédo do hidrocarboneto que elui depois da amostra.

N: NUmero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes da amostra.

Os indices de retencdo e os espectros de massa de cada um dos compostos foram
comparados com os da biblioteca (GC/EM) e com os descritos por Adams (2007),

identificando-se assim os principais componentes presentes no 0leo essencial.
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» Formula usada para determinacdo do indice de retencdo Kovats

Kl = 100Z + 100[(logt’RX) - (logt’RZ)]

(logt’RZ +1) - (logt’R2Z)

Onde:
KI: indice de retencdo Kovats
X: Composto de interesse

Z: Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencao

imediatamente anterior ao tempo de retencdo de X
t’RX: Tempo de retencdo ajustado de X
t’RZ: Tempo de retencdo ajustado de Z

t’RZ +1: Tempo de retencdo ajustado do hidrocarboneto com tempo de retencéo

imediatamente posterior ao tempo de retencdo de X

4.5 PURIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

As andlises foram realizadas no laboratorio do Nucleo de Pesquisa em Produtos
Naturais e Sintéticos da Faculdade de Farméacia de Ribeirdo Preto-Universidade de Sao
Paulo-USP.

4.5.1 Obtencéo dos extratos

Folhas de A.imperatoris-maximilianii, foram triturados em moinho de facas, em

seguida, 40mg do material foi sujeita a extraccdo com 2 mL de solventes (acetona,
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metanol, aquoso) de qualidade para HPLC-Merck, durante 30 minutos no banho de
ultra-sons marca original, modelo USC-1400. As amostras foram evaporadas sob N,
secador de gas e 2mg dos extratos foram dissolvidos em1 mL de metanol:agua (MeOH:
H20, 1: 1v/v) para a analise de cromatografia em eletronspray acoplada a
espectroscopia de massa (ESI-TOF IONTRAP).

4.5.2 Obtencédo da fracdo aquososa da folha (Faef)

Uma amostra de 50g do pdé das folhas de Adenocalymma imperatoris-
maximilianii, foram tranferidos para um becker junto com 100mL de H,O Milli-Q, e
mantido em banho de ultra-sons (USC — 1400-18m<) por 30 minutos (5x100mL),
depois o extrato foi filtrado (Filtros Millipore 20u) e rotaevaporado até a eliminacéo
total do solvente, em seguida toda amostra seca foi pesada totalizando 30mg. 1 mg da
fracdo aquosa, foi solubilizada em uma solugdo de metanol:agua (9:1 - v:v), apés este
processo, uma aliquota (10ul) foi aplicada em placa de CCD de poliamida com auxilio
de um capilar, logo apos a placa era colocada para migrar em um recipiente contendo
uma fase movel constituida de metanol-agua 9:1 (v:v), posteriormente foram retiradas

da fase movel e secas totalmente e observadas em UV.

4.5.3 Cromatografia em Coluna

A cromatografia liquida em coluna é uma das técnicas mais utilizadas e eleita
para a separacio e isolamento dos constituintes quimicos dos extratos analisados. E um
processo que permite diferentes combinagfes, utilizando-se colunas de diferentes

dimensdes e tipos, e de diversas fases moveis e estacionarias (SIMOES et al., 2007).

As fragbes utilizadas para a realizacdo de coluna cromatogréafica foram
selecionadas a partir de prévia avaliagdo dos cromatogramas a partir de CCD. As

colunas foram realizadas tendo-se como fase estacionaria poliamida CC 6 (0,07 mm) da
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Macherey, Nagel & Co. A fase mével empregada foi uma solucdo de metanol:agua
(9:1-v:v), elevando-se gradativamente a proporcao de metanol.

4.5.4 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (Ccdp)

Amostras, correspondendo a reunido de fracbes da coluna cromatografica que
apresentavam perfis cromatogréficos semelhantes em CCD, foram aplicadas com o
auxilio de um capilar, em placas cromatograficas de cellulose (Cellulose DC-
fertigplatten - MercK®). A aplicacdo foi realizada em forma de linha ou barra. Apés
aplicacdo, a placa foi deixada em contato com a fase movel adequada metanol:agua (9:1
V:Vv), em recipiente fechado, até saturacdo da mesma. As bandas formadas foram
retiradas com auxilio de espatula e o material coletado foi ressuspendido em solvente
especifico. Posteriormente fez-se a filtracdo para separar a celulose da substancia
dissolvida no seu solvente. A celulose ficou retida no filtro sinterizado, e o solvente
com a substancia dissolvida foi coletado para um frasco previamente tarado. Levou-se
este frasco a secura e finalmente verificou-se a quantidade da substancia isolada (3mg).

4.5.5 Anélise ION-TRAP-MS/MS

As andlises e identificacdo dos ions quase moleculares (m/z) por HPLC-DAD-
MS (ION-TRAP-AmazonnS) foram realizadas num aparelho de HPLC Shimadzu LC-
20A comum detector de arranjo de diodos (CBM20A; Shimadzu) acoplado a um
espectrometro de massa UltrOTOF (Bruker Daltonics) ESI-QTOF. A fase mdvel
consistiu de MeOH (B) e H,0 (A) em sistema de bombas binario, ambas contendo 1,0%
de Acido Acético (v/v), em gradiente de elui¢do: 0,01min: 5.0% B, 45,0 min: 100% B,
50.0 min: 100% B, 55 min: 5.0% B, 60.0 min: 5.0% B. Usou-se uma coluna C18
Shimadzu (250 mm, 4.6 diam., 5um), fluxo de 1mL/min, temperatura da coluna: 35-
40°C, volume de injecdo: 20pL, limites de presséo (A e B), minimo: 0 Kgf/cm?,
méximo: 350 Kgf/cm® Energia de colisdo, 60 eV, argonio foi usado como gas de
colisdo (0.15 Lh™, pressdo na célula de colisdo: 3.02 X 10 mBar), o gés de solvatacdo
usado foi o nitrogénio (600Lh™). As analises dos dados foram realizadas no exterior da

versdo de softwere Mass Lynx 4.4. (micromass, Manchester, UK).
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4.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.6.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade sequestradora de radicais livres pode ser determinada medindo a
capacidade de um composto para remover os radicais livres 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH). A atividade sequestradora de radicais € determinada conforme descrito por

Peixoto Sobrinho et al. (2011) com modificacdes.

Aliquotas de 1 a 5 mL do extrato ou padréo (0,25 mg/mL) foram transferidos para
tubos de ensaio, aferindo-se o volume final para 5 mL com metanol. As concentragdes
finais do extrato ou padrdo foram de 50-250pg/mL. Resumidamente, 1 mL das
concentracdes do extrato diluido em metanol foram adicionados 3 mL da solucdo de
DPPH a 50 pg/mL (ou 3 mL de metanol para fazer o branco) em cada tubo. As solugbes
foram agitadas cuidadosamente e deixadas em repouso por 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente. A absorbancia da mistura sera medida a 517 nm, zerando o
espectrofotdbmetro com metanol. A solucdo do controle negativo consiste na utilizagdo
da solucdo de DPPH a 50 pg/mL. A atividade de remocdo de radicais livres sera

expressa como a porcentagem de inibicdo utilizando a seguinte equacéo:

% inibigio = ABScn — (ABSamostra — ABSbrance)! ABSen X 100

Onde: ABS., é a absorbancia do controle negativo; ABSamostra € @ absorbancia da

amostra; ABSpranco € @ absorbancia das concentra¢es da amostra diluida em metanol.
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4.6.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de

Microrganismos — Departamento de Antibidticos da UFPE.

4.6.2.1 Preparagéo das Amostras

A realizacdo da atividade antibacteriana a partir dos extratos brutos das folhas
(EBF= extrato bruto da folha) de Adenovalymma imperatori-maximilianii foram

avaliadas e obtidas por maceracdo com: dgua, metanol e acetona.

Foram testados os extratos: aquoso (EBAQ= extrato bruto aquoso da folha);
metanolico (EBMe= extrato bruto metandlico da folha); aceténico (EBAc extrato bruto
acetbnico da folha). Os extratos avaliados foram analiticamente pesados (10mg) e
solubilizados em um sistema composto por DMSO (dimetil sulfoxido
10%)/Tween80/agua(1:1:8), obtendo assim uma solucdo estoque padronizada de
concentracdo igual a 1000 pg/mL., enquanto que os agentes antimicrobianos usados
como padrdo foram solubilizados em agua. As solugdes de estoque foram esterilizadas

por filtracdo através de uma membrana Millipore, com uma porosidade de 0,22 pm.

4.6.2.2 Agente Antimicrobiano

O antibidtico Oxacilina produzido pelo laboratério Eurofarma, foi utilizado para
avaliar a resisténcia ou sensibilidade das bactcérias, de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Clinical Laboratory standard Institute (2012). Este farmaco pertence
& classe de antibidtico penicilina, cujo mecanismo de acédo, € a inibi¢do da sintese da
parede celular bacteriana. A resisténcia foi definida para Oxacilina (OXA, MIC >

4ug/mL).
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4.6.2.3 Microrganismos e Padronizac¢do dos In6culos

Foram utilizadas dez bactérias obtidas de culturas estoque do Laboratério de
Fisiologia e Bioguimica de Microorganismos — LFBM - UFPE. Para este foram
selecionadas cepas de Staphylococcus aureus, isoladas de amostras clinicas, depositadas
no LFBM com os seguintes registros: Staphylococcus aureus ( Staphylococcus aureus
AM 13; Staphylococcus aureus AM 18; Staphylococcus aureus AM 24 ), Enterococcus

faecalis 292 e Enterococcus faecalis ATCC

Como cepas padrdes, foram utlizadas Staphylococcus aureus ATCC 25923
Multisensiveis (MSSA) e Staphylococcus aureus ATCC 33591 Multiresistente
(MRSA).

Esses microrganismos foram cultivados em agar Mueller Hinton (MHA)
(Acumedia Manufacturers, Baltimore, USA) e incubados a 37°C por 18 horas. Algumas
colbnias foram inoculadas em caldo Mueller Hinton (Acumedia Manufacturers,
Baltimore, USA) para comparacéo da turbidez com padrdes 0,5 da escala McFarland os
quais sdo equivalentes a contagem de aproximadamente 10® UFC / mL. Posteriormente
essas suspensdes bacterianas foram diluidas para obtencdo de um inoculo de 10” UFC /

mL.

4.6.2.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CMB).

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo, seguindo as recomendacdes estabelecidas pela CLSI (2012),
com algumas modificagdes. Os ensaios foram realizados em microplacas estéreis de 96

pogos com fundo em forma de “U”.

Inicialmente as solugdes estoque dos extratos foram esterilizadas por filtracdo
através de membranas de porosidade de 0,22 um milipore ®, em seguida, um volume de
200 uL foi adicionado nos pogos de 1 a 12 da linha A. Os demais pogos foram

preenchidos inicialmente apenas com 100 uL de caldo Mueller-Hinton.
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Logo apds, foi realizada transferéncia de 100pL do contetido dos pogos da linha
A para os da linha B e assim sucessivamente até a linha H, sendo desprezados os
ultimos 100 pL, obtendo-se assim concentragdes decrescentes dos extratos (1024 a 7,81

pg/mkL).

Ap0s a diluicdo dos extratos, foi acrescido em todos 0s pocos um volume de 5
pL do inéculo microbiano padronizado. As microplacas foram incubadas em estufa

bacterioldgica a 37°C por 24 horas.

Foi considerado crescimento total (100%) na placa controle, onde foi adicionado

apenas caldo Muller Hinton mais o in6culo.

Para determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), os conteidos dos
po¢os que mostraram inibicdo de crescimento foram semeados em MHA. Apés 24h de
incubacdo a 37°C, o0 nimero de micro-organismos viaveis foi determinado. A CMB foi
definida como a menor concentracdo do extrato em que 99,9% da populagdo foram
mortas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Como revelador do
crescimento bacteriano foi utilizado a resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-
oxido) de cor azul indicando auséncia de crescimento visivel, e na presenca de células
viaveis, é oxidada a resofurina, substancia de coloracdo vermelha, facilitando a
verificacdo da presenca de crescimento microbiano (PALOMINO et al., 2002; STOPPA
et al., 2009).

As microplacas foram novamente incubadas por mais trés horas a 37°C. ApGs
esse intervalo de tempo, a leitura da placa foi realizada: a presenca de uma coloragédo
vermelha nos pogos foi interpretada como prova negativa do efeito inibitdrio do extrato,
ou seja, houve crescimento bacteriano; enquanto que a auséncia de cor foi considerada
prova positiva da agdo antimicrobiana dos extratos. A CIM foi definida como sendo a
menor concentragdo da droga antimicrobiana que impede o crescimento visivel do

microrganismo testado.
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4.6.3 AVALIACAO CITOTOXICA

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

Os produtos teste dos extratos das folhas de Adenocalymmma imperatores-
maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann, foram o0s extratos brutos em: acetato,

Cloroformio, diclorometano e hexano, todos pesando 10 mg.

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292
(carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama
humana) e Hep-2 (carcinoma de laringe humana) mantidas em meio de cultura DMEM
e HL-60 (leucemia promielocitica aguda) mantidas em meio de cultura RPMI. Os meios
foram suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibidtico
(penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C em
atmosfera imida enriquecida com 5 % de CO,,

As células NCI-H292, HT-29 e Hep-2 (10° células/mL) e HL-60(0,3 x 10°
células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h. Em seguida
as amostras dissolvidas em DMSO (1 %) foram adicionadas aos po¢os em concentracdo
final de 25 pg/mL. O farmaco doxorrubicina (5 pg/mL ) foi utilizado como padréo.
Ap0s 72 h de reincubacdo foi adicionado 25 puL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de
incubacdo, o meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100 uL de DMSO foi
adicionado a cada poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no

comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de

inibicédo foi calculada no programa GraphPadPrism 5.0.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras com atividade (90 a 100 % de inibicdo), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 90%) e sem atividade
(inibig&o de crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014).


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.1.1 Andlise granulométrica por tamisacéo

Os resultados observados através do histograma de distribuicao
granulométrica das folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii (Figura 6)
demonstram que as particulas do material encontram-se predominantemente distribuidas
entre os tamises de 150 e 250 um (representando 39,74% de todo o material). De acordo
com Cechinel Filho (2009), a distribuicdo granulométrica é relativamente util na
indicacdo da tamisacdo como o procedimento prévio aos processos, onde a
homogeneidade do tamanho de particulas constitue um fator determinante na
homogeinidade e reprodutibilidade dos processos extrativos de acordo com Voigt &
Bornschein (1982). Ja o tamanho médio das particulas determinado pelo ponto
intersecdo das curvas de retencdo e passagem (Figura 7), apresentou valor médio de
187,2 um. De acordo com esses dados, as folhas pulverizadas de Adenocalymma
imperatoris-maximilianii foram classificadas como p6 semifino (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). P6s de tamanho maior, como os desta classificacdo, favorecem
as extracdes, pois particulas muito finas podem aderir as particulas maiores,
aumentando a viscosidade do meio e criando uma barreira que impeca a penetracéo de
solventes (Voigt & Bornschein, 1982).

Quando a droga rasurada tem diametro médio de particula muito pequeno
(menor que 0,2 mm) ocorre 0 compromentimento da filtracdo e consequentemente, do
teor das substancias ativas. Da mesma forma, ocorre o diametro médio de particula
muito grande (acima de 0,8 mm) pode prejudicar a extracdo, ndo permitindo a
penetracdo do liquido extrator em todas as células o que pode levar o comprometimento
da qualidade dos extratos obtidos, os quais ndo apresentardo uniformidade de conteudo,
Voigt & Bornschein (1982).
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Figura 6. Histograma de distribuicdo granulométrica do pé das folhas de Adenocalymma
imperatoris-maximilianii
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5.1.2 Perda por dessecacao

A perda por dessecacdo expressa o percentual de umidade residual da droga
vegetal. E um teste farmacopeico que reflete um indice de qualidade e garantia de sua
conservacdo. A Farmacopeia Brasileira (2010) preconiza um limite de aceitacdo de 8 a
14% de teor de umidade para drogas vegetais. Para as folhas de Adenocalymma
imperatoris-maximilianii, os valores percentuais obtidos de perda por dessecacdo foram
de 11,630% = 0,26, estando, portanto dentro dos limites estabelecidos pelo compéndio
oficial. Dessa forma, valores aceitaveis de teor de umidade sugerem que houve
eficiéncia durante o processo de secagem e assegura a boa conservacéo e estabilidade
microbiolégica do material vegetal, uma vez que, teores de umidade acima do
especificado possibilitam o desenvolvimento de fungos e bactérias, hidrolise e atividade
enzimatica com consequente deterioracdo de constituintes quimicos (Couto et al.,
2009).

5.1.3 Teor de cinzas totais

O teor de cinzas totais estabelece a quantidade de substancias residuais nao
volateis obtidas por incineracdo representando a soma de material inorganico integrante
da espécie (cinzas intrinsecas) com as substancias aderentes de origem terrosa (cinzas
extrinsecas) (Braga et al., 2007; Simdes et al., 2007). Os resultados da determinagdo de
cinzas totais nas amostras das folhas foram de 32,48% + 4,98. Né&o sendo estabelecido

o limite para este ensaio.

Os resultados obtidos neste trabalho tornaram-se importantes no processo de
identificacdo e padronizacdo de pardmetros de qualidade para as folhas de
Adenocalymma imperatoris-maximilianii, sobretudo pela auséncia de limites
estabelecidos para os ensaios de granulometria, perda por dessecagéo e teor de cinzas

totais na literatura para esta droga vegetal.
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5.1.4 Determinagéo do teor de polifendis totais

Apo6s definicdo do comprimento de onda, com absor¢do méxima, a reta de
calibracdo do acido tanico ( y = 0,066x + 0,063 ) foi obitida para quantificacdo dos
teores de fenois totais. Os valores das absorbancias dos extratos foram substituidos

nesta equacdo, determinando o teor de 229,52 + 8,94 mg/g equivalentes ao &cido tanico.

Esta atividade provavelmente é devida a afinidade das substancias fendlicas pelo
solvente polar empregado(TIWARI et al., 2011), como também pode estar relacionada a
fatores ambientais intrinsecos ou extrinsecos que alteram a biossintese dos metabdlitos

especiais nos vegetais (GOBBO; LOPES, 2008)

5.2 OLEO ESSENCIAL

O cromatograma de CG-EM do 6leo essencial de Adenocalymma imperatoris-
maximilianii (Figura 8) evidenciou 39 picos (Quadro 2), sendo que 0s compostos que
apresentaram as maiores areas foram: hexadecanal (Figura 9A), com 1,45%; 2-
pentadecanona,6,10,14-trimetil (Figura 9B), com 1,0%; cis-9-hexadecenal (Figura 9C),
com 1,95%; isofitol (Figura 9D), com 1,09%; farnesil acetona (Figura 9E), com 2,63%;
2-ciclohexeno-1-ol, 3-metil (Figura 9F), com 1,27%; geranilgeraniol (Figura 9G), com
3,22%; 5,9,13-pentadecatrieno-2 ona (Figura 9H), com 1,01%. O composto majoritario
foi identificado como sendo o fitol (Figura 91), com 76,51% de area e tempo de retencéo
44,931 min.
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Figura 8 - Cromatograma evidenciando os picos e tempos de retencdo dos compostos
identificados no oleo essencial de Adenocalymmma imperatores-maximilianii (Wawra) L. G.
Lohmann por CG-EM.
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Quadro 2 — Composicdo percentuual do oleo essencial de Adenocalymma imperatoris-

maximilianii
Pico | Tempo de retencdo | Area Composto sugerido
(min) (%0)

1 19,201 0,10 5,6-dihidro-2,4,6-trimetil-4H-1

2 28,871 0,15 1-Isopropil-4,7-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-
octahidro-nafitaleno

3 29,872 0,08 (1S)-1,6-dimetil-4-propano-2-il-1,2,3,7,8,8a-
hexahidronaftaleno

4 31,710 0,10 1-Isopropil-4,7-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-
octahidro-nafitaleno

5 32,773 0,16 7H-Purina, 2-metoxi-7-metil-6-(2-propeniloxi)

6 34,042 0,07 Propanal, 2-metil-, 2-propenil

7 34,132 0,04 Octadecanal

8 34,710 0,24 Biciclo[4.3.1]decano-10-ona

9 35,142 1,45 Hexadecanal

10 35,694 0,10 Cicloundecano, 1,1,2-trimetil

11 36,852 0,42 Hexadecanal

12 37,720 0,14 4-1sopropil-1-metoxi-2-metoximetil-benzeno

13 37,819 0,11 Docosanal

14 38,547 1,00 2-Pentadecanona, 6,10,14-trimetil

15 38,814 0,16 4-Benzylidene-2-tert-butyl-3,3,5-trimethyl-1,2-
diaza-3-sila-5-cyclopentene

16 39,420 0,45 Hexadecil acetato

17 39,639 0,21 Ciclotetradecane

18 39,773 0,26 1-Ethil-2-trifluoroacetoxiciclohexano

19 40,387 1,95 cis-9-Hexadecenal

20 41,073 1,09 Isofitol

21 41,461 2,63 Farnesyl Acetone

22 41,575 0,20 Isofitol

23 41,668 0,25 3,7-Di-tert-butil-1-naftol

24 43,022 0,37 Geranilinalool

25 43,134 0,16 (1,3-Benzodioxol-5-iloxi)etaneno

26 43,663 0,17 (IE|])-Biformeno

27 43,971 0,12 Acido fitalico, 2-ciclohexiletil

28 44,046 0,30 Dolabella-6,10,15-trieno

29 44,235 0,37 Hexadecil acetato

30 44,358 0,53 Fitol

31 44,799 0,36 Pirrolidina-2-ona

32 44,931 76,51 Fitol
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33 45,201 0,50 Bicyclo[2.2.1]heptane, 2-(3-methylbutyl)

34 45,563 1,27 2-Ciclohexeno-1-ol, 3-metil

35 45,630 0,47 4-Benzylidene-2-tert-butyl-3,3,5-trimethyl-1,2-
diaza-3-sila-5-cyclopentene

36 48,909 0,10 Sulfurous acid, pentadecyl 2

37 50,097 3,22 Geranilgeraniol

38 50,747 1,01 5,9,13-Pentadecatrieno-2-ona

39 53,772 0,21 Heptacosano

Figura 9 — Compostos encontrados em maior percentual no 6leo essencial de Adenocalymmma
imperatores-maximilianii  (Wawra) L. G. Lohmann - (A) hexadecanal; (B) 2-
pentadecanona,6,10,14-trimetil; (C) cis-9-hexadecenal; (D) isofitol; (E) farnesil acetona; (F) 2-

ciclohexeno-1-ol, 3-metil; (G) geranilgeraniol; (H) 5,9,13-pentadecatrieno-2 ona; (I) Fitol.
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Dos constituintes encontrados no oleo essencial de Adenocalymmma imperatores-
maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann, o fitol (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol),

um diterpeno pertencente ao grupo dos alcodis aciclicos insaturados de cadeia longa
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(C20H400) e ramificada, pode ser considerado o mais abundante isoprendide aciclico na
biosfera, por fazer parte da estrutura da clorofila-a (RONTANI &VOLKMAN, 2003).
Segundo McGinty; Letizia; Api (2010), o fitol apresenta as seguintes caracteristicas
fisico-quimicas: é liquido & temperatura ambiente, apresenta densidade de 0.8533 g/cm?,

ponto de ebulicdo de 202 °C e solubilidade aquosa de aproximadamente 0.0327 mg L-1.

Dentre as atividades bioldgicas do fitol, destacam-se a inducdo de genes alvo de
importancia no tratamento de distdrbios lipidicos de doengas como diabetes, obesidade
e dislipidemia (GOTO et. al, 2005); atua na ativagdo da B-oxidacdo de &cidos graxos e
na degradacdo de mediadores inflamatorios de origem lipidica (CHINETTI et al.,
2000); efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo (CHINETTI et al.,2000; LEITE, 2010);
diminuicdo da intensidade da neurite autoimune alérgica em ratos, relacionada a via
NADPH oxidase (HUBERLE et al., 2009). Em relacéo a toxicidade aguda Costa et. al
(2012)., ndo encontraram nenhuma alteracdo hematoldgica, bioquimica e
histopatoldgica cerebrais em camundongos tratados com fitol nas doses de 25, 50 e 75
mg/kg por via intraperitoneal e que a DLsp foi de 1153.39 mg/kg para camundongos
tratados com fitol por via intraperitoneal. Como foi visto, o uso terapéutico do fitol é
muito promissor e o Oleo essencial de Adenocalymmma imperatores-maximilianii

(Wawra) L. G. Lohmann representa uma importante fonte deste metabolito.

53 ANALISE POR ESPECTOMETRIA DE MASSAS ACOPLADO A
ELETROSPRAY (TOF - ION TRAP).

A andlise das folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii evidenciou
quatorze picos nos extratos da folha: Aquoso (A), Metanolico (M) e Acetonico (Ac.),
identificados parcialmente por espectrometria de massas acoplado a eletrospray (modo
negativo (M-H)"), correspondendo a doze compostos quimicos (tabela 1) obtendo assim

0 primeiro relato destes compostos isolados para a espécie em estudo.
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Tabela 1 — Compostos identificados por espectrometria de massas acoplado a eletrospray
(modo negativo (M-H)"), nos extratos: Aquoso (A), Metandlico (M) e Acetbnico (Ac.) das
folhas de Adenocalymmaimperatores-maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann, Bignoniaceae.

9 27.4 Astilbina  Diast. 449.1196 | 293 450
10 27.8 quercetina-3- 463.1352 464
glicosideo

11 28.1 Caempferol-3- 447.1392 448
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glicosideo
12 29.7 AstilbinaDiaster. 449.1150 | 294 450
13 26.5 Taxofolina 303.0507 304
14 31.9 3-0O- 313.0797 314
acetilpinobanksina

Serdo necesséarios estudos de fragmentacdo (MS-MS), isolamento dos mesmos e
utilizacdo de outras técnicas espectrométricas, para confirmacdo dos mesmos. Segundo
Alrawaiq (2014) Estes flavonoides ja foram descritos também em outras espécies da
familia Bignoniaceae. Apresentando diferentes atividades bioldgicas: antibacteriana,
inseticida, antioxidante, cura de feridas de queimaduras, anti-inflamatéria e anti-
apoptose, espamolitcas (PEREIRA et al 2002; MOULARI at al,; WANG et al., 2010;
CAY, 2005; MATSUBARA, 2006).

A identificacdo de outros flavondides detectados dependera de novas etapas de

purificacdo dos componentes das fracdes obtidas, que serdo objeto de estudos futuros.

5.4 ELUCIDACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

5.4.1 Cromatografia em Coluna

Foram realizadas, duas colunas da particdo aquosa do extrato metandlico da
folha (6 g), obtendo-se uma fracdo enriquecida com flavonoides oriunda da jungdo das
fragbes 13 a 23 (cerca de 900 mL da fase mdvel metanol/agua 9:1 — 687 mg apos

rotaevaporacao).

5.4.2 Cromatografia Em Camada Delgada Preparativa (Ccdp)

A fracdo enriquecida da folha foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa utilizando-se como fase estacionaria poliamida, e metanol/agua 9:1 (15:85
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v:v) como fase mével. Apds migracdo das substancias do ponto de aplicacdo, surgiram
varias bandas, as quais foram raspadas e ressuspendidas em solvente especifico e
filtradas.

5.4.3 Elucidagédo do composto isolado

Depois de seguidas CCDPs, foram obtidos 98 mg da substancia isolada. 25 mg
foram usados para elucidacdo, por dados espectrais de ressonancia magnética nuclear

(RMN) de *H (Fig. 10) e **C (fig. 11) e DEPT 135° ( fig. 12).

Fig. 10 - Espectro de RMN 'H, ; 400MHz, DMSO-d.

—— 0609°L
—— T68BS°L
£
T
— 0F20°L
— 1668’9

—— ELPO'B
{ ———__ — oszo'8
€558°€

TSE'C
£SS'T
8€E0'T

© |

o

~J

oo

o | 62270

7 7.4 7.2 7.0

8250
6420
966'€

[T N L
PPM 12.0 11.0 10.0 9.0

o .
o 1S€°2




73

No espectro de RMN de *H da substancia cuja estrutura esta proposta na Fig.15,
pode-se constatar a presenca de um dubleto correspondente a dois hidrogénios (H’-5 e
H’-3 ), com deslocamento quimico em & 7,11 ppm e com constante de acoplamento de
(J = 8,88 Hz ), devido ao acoplamento dos mesmos com os H-2', H-6". Igualmente,
observa-se a presencga de um outro dubleto correspondente aos dois hidrogénios H-2', H-
6',com deslocamento quimico de & 8,04 ppm e com constante de acoplamento (J = 8,92
Hz ), atribuido ao acoplamento entre esses hidrogénios e os hidrogénios (H’-5 e H’-3).
Esses assinalamentos sdo caracteristicos aos encontrados na literatura para 0s
hidrogénios do anel B para substituido (HARBORNE, 1975). Os picos apresentados a &
6,89 ppm e & 7,02 correspondem aos H-3 e H-8, respectivamente (HARBORNE, 1975).
Observa-se, igualmente um pico com deslocamento quimico a & 3,85 ppm (3H, s) €
caracteristico de metila de uma metoxila. Sugerimos que o composto deve ser um
glicosideo, onde a aglicona é a flavona, que se encontra ligada ao &cido gliconico. Os
deslocamentos quimicos correspondentes a parte glicbnica sdo compativeis com 0s
dados encontrados na literatura (JORGE, 2005). Enquanto que os deslocamentos

quimicos de 3C encontram-se demarcados na figura 11.

Fig. 11- Espectro de RMN **C; 400MHz do composto isolado.
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Fig. 12 Subespectro DEPT 135°; 400MHz; DMSO-d.
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Fig. 13 - Espectrometria de massas acoplado a eletronspray (modo negativo (M-H)"). Erro em

ppm foi de 1.9.
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O espectro de massas de alta resolucédo revelou a presenca do ion molecular

m/z = 477,1000 no espectro de massas acoplado a eletronspray (modo positivo positivo

(M+ H) (Fig. 14), apresentando o pico de base o acido gliconico deslocado em 301 m/z,

confirmando a massa molecular para a estrutura proposta.

Fig. 14 - Espectrometria de massas acoplado a eletronspray (modo positivo (M+H)™).
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As analises espectroscopicas anteriormente relatadas nos fornecem dados

importantes, 0s quais nos permite elucidar a estrutura quimica do composto, 6-[5,6-

dihydroxy-2-(4-methoxy-phenyl)-4-oxo-4H-chromen-7-yloxy]-3,4,5-trinydroxy-tetrahy

dro-pyran-2—carboxylic acid. (fig. 15), isolado da fragdo aquosa do extrato metanolico
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de Adenocalymma imperatoris-maximilianii. Estudos futuros serdo necessarios para

avaliacdo de seu potencial bioldgico.

Fig. 15 - Composto isolado das folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii.

OH 0
HO
OH
o) o\
HO
o) o)
HO
OH 0O

6-[5,6-Dihydroxy-2-(4-methoxy-phenyl)-4-oxo-4H-chromen-7-yloxy]-3,4,5-trihydroxy-tetrahydro-
pyran-2-carboxylic acid

C22H20012
Exact Mass: 476
Mol. Wt.: 476
m/e:
C,55.47; H, 4.23; O, 40.30
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5.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.4.1 Atividade antibacteriana

Os extratos testados apresentaram atividade tanto para bactérias Gram positivas

quanto para Gram negativas (Tabela 2 ).

Tabela 2: Concentracéo Inibitéria Minima das bactérias ensaiadas com extrato bruto (aquoso,
metanolico e acetdnico) das folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii (Wawra) L. G.
Lohmann (Bignoniaceae).

Microorganismos/Cepas Oxacilina Tetraciclina | Aquoso | Metanol | Acetona
(Hg/ml) (Hg/ml)

Staphylococcus  aureus | 0,125 ND 500 500 500

ATCC 25293

Staphylococcus  aureus | 0,125 ND 500 500 500

AM 13

Staphylococcus  aureus | 256 ND 500 500 500

AM 18

Staphylococcus  aureus | 256 ND 500 500 500

AM 24

Staphylococcus  aureus | 64 ND 500 500 500

ATCC 33591

Enterococcus faecalis 292 | ND 0,25 7,8 - -

UFPEDA

Enterococcus faecalis | ND 8,0 7,8 - -

ATCC

As pesquisas com extratos vegetais visam explorar a acdo antimicrobiana dos
seus constituintes quimicos, o0 que pode representar uma saida para o combate as
bactérias, em razdo do grande aumento da resisténcia das bactérias patogénicas a
multiplas drogas devido ao uso indiscriminado de antibioticos, levando assim, a procura

dessas novas alternativas terapéuticas (OPLUSTIL, 2010).
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Singh & Shuklavv (1984), relatando as diferencas entre antimicrobianos
produzidos por microrganismos e por plantas, destacam que compostos isolados de
plantas sdo substancias cuja estrutura quimica, com raras excecdes, apresentara grandes
diferencas estruturais em relacéo aos antibioticos derivados de microrganismos, onde 0s
agentes antimicrobianos isolados de plantas superiores geralmente agem como
reguladores do metabolismo intermedidrio, ativando ou bloqueando reacGes
enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimatica seja em nivel nuclear e ou
ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas. Com isso as plantas

destacam-se como grande manancial de novas moléculas bioativas.

Comparando 0s nossos resultados com os encontrados por Tresvenzol et al.
(2009), para Adenocalymma nodosum, onde os melhores resultados foram obtidos com
as fracoes hexano (CIM de 0,39 mg/mL) e diclorometano (CIM de 0,39 mg/mL) obtidas
das raizes; e o0 6leo essencial que apresentou CIM de 0,78 mg/mL a 1,56 mg/mL frente
a bactérias Gram-positivas e 1,56 mg/mL a 3,12 mg/mL frente a bactérias Gram-
negativas, podemos dizer que os resultados encontrados para A. imperatoris-
maximilianii, usando-se extratos aquosos, metandlicos e acetdnicos, foram bem mais

significantes, obtendo-se valores de CIM 7,81 a 500 pg/mL.

De acordo com Holetz et al. (2002), a atividade antimicrobiana pode ser
classificada de acordo com a CIM em: Inativa (CIM > 1000 pg/mL); atividade fraca
(500 < CIM < 1000 pg/mL); atividade moderada (100 < CIM < 500 pg/mL) ¢ boa
atividade (CIM < 100 pg/mL).

Em uma ampla revisdo sobre plantas medicinais, Rios e Recio (1987), fizeram
uma avaliagdo quanto & atividade antimicrobiana de extratos, 6leos essenciais e de
substancias obtidas de vegetais, e destacaram os resultados obtidos com os Oleos
essenciais, alcaloides, cumarinas, triterpenos, acido caurémico entre outros, que em
baixas concentragdes, exercem inibicdo sobre o crescimento de bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos, confirmando a grande
importancia que possuem como perspectivas para a producdo de novos e eficientes

produtos farmacéuticos que possam ser usados na terapéutica de processos infecciosos.
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Os extratos metandlicos das folhas e casca do caule de quatro plantas da familia
Bignoniaceae tais como: Jacaranda mimosifolia D. Dol., Tecoma stans L., Tabebuia
rosea (Bertol) DC, e Crescentia cujete L., foram testados quanto a sua atividade
antimicrobiana utilizando uma gama de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e

fungos, sendo mais eficazes contra as Gram-positivas (BINUUTO et al., 2004).

Al-Azzawi et al. (2012) demonstraram a atividade antimicrobiana frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas do extrato alcodlico e aquoso e do alcaldide
tecomina, isolado de Tecoma stans, além de ndo apresentarem alteracOes

histopatoldgicas sobre o figado, baco e pancreas de ratos.

5.2.2 Atividade citotéxica

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdxico das
amostras testadas. Amostras com atividade (90 a 100 % de inibicdo), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 90%) e fraca atividade
(inibig&o de crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014).

Os extratos brutos de baixa e média polaridade das folhas de Adenocalymma
imperatoris-maxilianii testados na concentragdo de 50 pg/mL apresentaram atividade
citotoxica conforme a (Tabela 3). No presente estudo os resultados obtidos quanto &
citotoxidade frente &s linhagens de células tumorais (MCF-7, NCI-H292, HL-60, HEP-
2) foram de moderadas a alta atividade, sendo na HL-60 (leucemia promielocitica
aguda) a melhor atividade em andlise. Um extrato bruto s pode ser considerado
citotoxico, quando os pardmetros que incluem alteracdo do metabolismo e ou morte
celular sdo observados (FRESHNEY, 1994). Com os resultados promissores no
presente estudos, serdo necessarias investigagdes minuciosas para testar fraces

enriquecidas e substancias isoladas em diferentes linhagens de células tumorais.
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Tabela 3: Teste de Citotoxidade dos extratos das folhas de Adenocalymma imperatoris-
maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann diante de Linhagens de Células Tumorais (NCI-H292,
HEP-2, MCF-7, HL-60).

Extratos % de inibicao

Testados  Ne17H292 [SEM| HEP-2 [SEM | MCF-7 | SEM | HL-60 | SEM
Acetato de

Etila 476 | 16| 390 |12 | 272 | 00 | 849 | 2,2
Cloroformio 487 | 06| 472 | 12| 521 | 28 | 947 | 07

Diclorometano 60,8 2,0 66,7 1,6 11,2 0,0 83,8 2,6

Hexano 68,2 1,6 54,8 2,8 41,7 2,3 88,3 2,3

SEM = Erro Médio Padrdo; NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulméo
humano); HEp-2 (carcinoma de laringe humana); MCF-7 (cancer de mama humano);
HL-60 (leucemia promielocitica aguda).

De acordo com Oliveira et al. (2014), Os resultados de citotdéxidade obtidos com
0 extrato bruto metanolico da parte vegetativa (folhas) de Adenocalymma imperatoris-
maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann foi considerado baixo, segundo  a literatura
para as linhagens de células tumorais testadas, fortalecendo a importancia dos novos
estudos dos extratos de diferentes polaridades da testada inicialmente frente as mesmas

linhagens celulares.

Os resultados de citotoxidade obtidos com os extratos brutos das partes
vegetativas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii (Wawra) L. G. Lohmann foram
considerados de moderado a alta atividade, segundo a literatura para as linhagens de
células tumorais testadas, no entanto diante da indentificacdo quimica de compostos
com potencial anticancerigenos existente na espécie estudada, podemos aprofundar os
estudos, destacando esta espécie como uma fonte promissora de moléculas bioativas,
como alternativa terapéutica para testes de citotoxidade frente a diferentes linhagens de

células tumorais.
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5.2.3 Atividade antioxidante

O extrato bruto metandlico das folhas de Adenocalymma imperatoris-maximilianii,
teve sua avaliagdo de sua potencial atividade antioxidante pela técnica do DPPH. Onde
O radical de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) apresenta uma forte absor¢do no espectro
visivel (comprimento de onda de 515 a 517 nm) com coloragdo violacea intensa, devido a
presenca de elétrons desemparelhados. Quando o DPPH é colocado em presenca de
substancias capazes de doar elétrons, a absorcdo é inibida. Ocorre a descoloracao
estequiométrica em relacdo ao numero de radicais DPPH reduzidos por moléculas doadoras de
elétrons (H. ) presentes na amostra testada. Isso ocorre porque ao ser reduzido, o DPPH passa
a apresentar coloracdo amarela, ndo mais sofrendo absorcdo no comprimento de onda
analisado (Figura 16). Portanto, o grau de descoloracdo indica a capacidade sequestradora de

radical livre (BLOIS, 1955; YAMAKASI et al., 1994).

Figura 16 - Redugdo do DPPH pelo antioxidante BHT (di-terc-butilmetilfenol).
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O resultado da concentragéo eficaz para 50% de atividade antioxidante (CEAsg)
obitidos por meio de regresséo linear, foi de: 177,31 + 8,56 pug/mL. Esta atividade deve
estar associada a substancias fendlicas, quimicamente caracterizadas como boas
doadoras de elétrons ( H" ), favorecendo atividade sequestradora de radicais livres.

Quando o radical DPPH ¢ estabilizado por acdo de um H’, a absorbancia do mesmo em

Amax, D16 nm ndo mais € observada, de forma que quanto menor a concentracao desse
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radical em solugdo, menor a absorbancia da solu¢do. Da mesma forma pode-se dizer
que quanto maior a concentragdo de fendis numa solugdo, maior a estabilizacdo de
radicais DPPH e, portanto, maior a atividade antioxidante da mesma (YAMASAKI et
al., 1994; RICIEVANS et al., 1997).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem constatar os seguintes aspectos:

# A importéncia no processo de identificacdo e padronizacdo de pardmetros de
qualidade para as folhas de A. imperatoris-maximilianii, sobretudo pela auséncia de
limites estabelecidos para o0s ensaios de perda por dessecacao, teor de cinzas totais e

andlise granulométrica na literatura para esta droga vegetal.

# Ap6s CG/MS do 6leo essencial da A. imperatoris-maximilianii, foi possivel
elucidar 39 compostos. O composto majoritério foi identificado como sendo o fitol, com
76,51% de area e tempo de retencdo 44,931min. Tornando a espécie uma promisssora

fonte alternativa de obtencdo do composto.

# Foi evidenciado doze compostos derivados flavonoidicos por espectrometria de
massas acoplado a eletrospray, presentes nos extratos Aquoso, Metandlico e Acetdnico,
correspondendo a quatorze compostos quimicos. Obtendo assim o primeiro relato destes
compostos isolados para a espécie em estudo.

# As analises espectroscépicas permitiram elucidar a estrutura quimica do
composto  6-[5,6-dihydroxy-2-(4-methoxy-phenyl)-4-oxo-4H-chromen-7-yloxy]-3,4,5-
trihydroxy-tetrahy dro-pyran-2—carboxylic acid., isolado da fracdo aquosa do extrato

metanolico de Adenocalymma imperatoris-maximilianii.

# Os extratos aquoso, metandlico e acetdbnico de Adenocalymma imperatoris-
maximilianii apresentaram atividade antibacteriana promissora frente bactérias Gram
positivas (Enterococcus faecalis) quanto para Gram negativas (Staphylococcus

aureus).

# Os extratos brutos de baixa e média polaridade das folhas de Adenocalymma
imperatoris-maxilianii apresentaram de moderadas a alta atividade no ensaio de
citotoxidade in vitro, sendo na HL-60 (leucemia promielocitica aguda) a melhor

atividade em analise.
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Este trabalho mostrou que as folhas de Adenocalymma imperatoris-maxilianii,
podem ser consideradas boas fontes de compostos bioativos, apresentando efeitos

potenciais benéficos sobre a satide humana e justificando a ampliacéo dos estudos.
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ABSTRACT

The Bignoniaceae family has 110 genera and approximately 650 species, widely
distributed in tropical regions. Among the genera of this family, the Adenocalymma (75
species) have been litile investigated from a phytochemical point of view, found only
ethnobotanical reports. The aim of this study was the phytochemical characterization
of chloroform extracts from the vegetative parts (root, stem and leaves) of
Adenocalymma imperatoris-maximilianii (Wawra) L.G. Lohmann using analysis by
GC-MS. Seventy-one secondary metabolites were identified in chloroform extracts of
the root, eleven compounds were detected in stems and seventeen were found in the
leaves. There was evidence of neophytadiene in the vegetative parts of this species.
Five compounds were common only to stem and leaf extracts. In the root extract, we
observed compounds belonging to the alkaloid class. Due to the importance and the
various biological activities described in the literature on compounds identified in this
study A. imperatoris-maximilianii can be considered an alternative source of bioactive
secondary metabolites for pharmaceutical therapy.

KEYWORDS: Bignoniaceae, Adehocalymma imperatoris-maximilianhii, vegetative parts,
chloroform extract, GC-MS.
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INTRODUCTION

Bignoniaceae is a very important economic
family, and ethnobotany studies report 36
genera which are used in folk medicine. Of
these, twenty-seven are vines and nine are
trees'. The family comprises 110 genera
and about 650 species, widely distributed in
tropical regions around the world, especially
in the American tropicsz. The number of
species of Bignoniaceae adapted to
temperate regions has grown significantly in
North America and East Asia. Although
considered a small botanical family, it has
attracted attention of researchers in recent
decades due to its inherent bioactive
constituents described in the literature. This

family, because of its biological and
pharmacological effects, is wused in
traditional medicinal systems of different

countries, where people and practitioners
use a number of species for the treatment of
several diseases’. Bignoniaceae is
distinguished from other botanical families
by the common occurrence of secondary
metabolites, such as iridoids, alkaloids and
iridoid glycosides, guinones and
anthraquinones, complex esters and
diphenolic O-glycosides, tannins, flavonoids,
anthocyanins  and  carotenoids®.  The
Bignoniaceae family is a promising source of
chemical constituents which has been little
explored. However, the isolation of lapachol
and recognition of its activities: cytostatic,

bacteriostatic, antifungal, cercaricidal,
trypanocidal and antipyretic, and their
biosynthetic chemo-pharmaceutical
properties have increased the

pharmacological interest in the species of
this fami\y“‘ As for the chemical constituents
of the genus Adenocalymma, there are
about 75 species, most of these requiring
pharmacognostic studies, since many of
them have only undergone ethnobotanical
studies®. As an example of the few species
studied of the genus Adenocalymma were
analyzed as to their phytochemical and
pharmacological properties, there is:
Adenocalymma nodosum (Silva Manso) L.G.
Lohmann, having the following classes of
secondary metabolites: flavonoids and
saponins in the roots, saponins, flavonoids
and essential oil in the leaves, with the main

components being benzaldehyde and 1-
octen- 3-ol*°. Preliminary studies of
Adenocalymma peregrinum (Miers) L.G.
Lohmann, identified the following classes of
secondary metabolites: flavonoids,
carbohydrates and iridoid glycosides
saponins. The two species showed the

following biological activities: antimicrobial,

anti-inflammatory as well as against
scab®®’.

The species Adenocalymma
imperatoris-maximilianii (Wawra) L.G.

Lohmann is found in northeastern Brazil,
distributed the throughout the states of
Maranhdo, Piaui, Ceara, Pernambuco,
Paraiba and Bahia, where it is commonly
known as "vine basket"®. The plant species
spreads quickly over surrounding plants,
producing blooms in its natural habitat,
usually in the months from December to

February. A. imperatoris-maximilianii has
several synonyms:. Bignonia imperatoris-
maximilianii Wawra; Pleonotoma

Imperatoris-maximillianii (Wawra) Bureau &
K. Schum; Memora imperatoris-maximillianii
(Wawra) A.H. Gentry, Memora cristicalix
A.H. Gentryg. Etnobotanical data reports
from areas where this plant is commonly
harvested refer to its use decocted in alcohol
to treat bacterial skin diseases or as food for
animals, especially goats. Most Brazilian
native plants do not have studies that allow
the development of complete and up-to-date
studies. Many species are used empirically
without scientific support for their efficacy
and safety, which shows that in a country
like Brazil, with enormous biodiversity, there
is a large gap between the supply of plants
and research studies available on them.
Given the above, A. imperatoris maximilianii,
fits this scenario, as we found no reports or
studies of its phytochemical or biological
activities in the specialized literature. The
objective of this study was to analyze the
bioactive compounds by GC-MS of the
chloroform extract of the root, stem and leaf
of A. imperatoris-maximilianii, hoping to
contribute to the knowledge of existing
majoritarian secondary metabolites in this
species.
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MATERIALS AND METHODS

(i) Botanical Material

A. Iimperatoris-maximilianii (Bignoniaceae)
was collected in the municipality of Pombos,
state of Pernambuco, Northeast of Brazil
(Coordinates: 80° 7' 33" S, 350° 21' 14" W).
The plant material was identified by botanist
Rita de Cassia A. P. Galindo. A voucher
specimen was deposited in the Herbarium
Dardano de Andrade Lima, Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA), and
assigned the number IPA - n. 84012.

(ii) Obtaining the partitions

Root, stem and leaf of A. imperatoris-
maximilianii, were ground in a Willey mill and
then 40 mg of the material was subjected to
extraction using 2 mL of chloroform (HPLC
grade - Merck) for 30 minutes in an
ultrasonic bath (Unique brand, model USC-
1400). The samples were evaporated in an
N> gas dryer and 2 mg of the extracts were
dissolved in 2 mL of ethyl acetate for
analysis with gas chromatography coupled
to mass spectroscopy (GC-MS).

(iii) CG-MS analysis

The chloroform extracts of root, stem and
leaf were analyzed by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) using a
Shimadzu GCMS model QP2010 instrument
in a system operated by electron impact (70
eV) and the injector temperature was set at
260 °C with a split ratio of 1:5. The DB5-MS
column [30 m x 0.25 mm i.d., film thickness
0.25um (5% cross-linked phenyl-
methylpolysiloxane)] was used (Agilent J &
W GC Columns), with helium as the carrier
gas, a column flow of 1.3 mlL/min, an
injection volume of 1 pL, the injector
temperature at 260 °C and pressure of 97.4
kPa. A mixture of (Cg-Cao, C2i-Csn) linear
hydrocarbons was injected under the same
conditions to identify the components. The
spectra obtained were compared with the

equipment database (FENSC1.3.lib,
WILEY7.LIB, NISTO08s.LIB, MY
LIBRARY.lib).

RESULTS AND DISCUSSION

The GC-MS chromatogram of the chloroform
extract of the root of A. imperatoris-
maximilianii has seventy-cne peaks (Fig. 1),
corresponding to presence of the seventy-
one compounds (Table 1), whose structures
have been proposed by the four libraries of
the instrument (FFNSC1.3.lib, WILEY7. LIB,
NIST08s.LIB, MY LIBRARY.lib). The
compounds that showed the greater areas
(%) were: 2-pentanone, 4 4-dimethyl
(22.48%); methyl palmitate (6.72%);
octadeca acid-9,12-dienoic acid methyl ester

(4.98%), 1,2-benzenedicarboxylic  acid,
bis(2-ethylhexyl) ester (14.29%) and
stigmast-5-en-3B-ol (5.63%). The GC-MS

chromatogram of the chloroform extract of
the stems A. imperatoris-maximilianii
showed eleven peaks (Figure 2), which
corresponds to the structures that have been
proposed by the four libraries of the
instrument (Table 2). The compounds which
had the greater areas (%) were: squalene
(48.07%), stigmasterol (5.75%); stigmast-5-
en-3pB-ol (31.46%); lupenone (6.98%) and
lupeol (36.13%). The third extract analyzed
by GC-MS was the chloroform extract of the
leaves, which chromatogram showed
seventeen peaks (Figure 3), corresponding
to the seventeen secondary metabolites
whose structures have been proposed by
the four libraries of the instrument (Table 3).
Compounds that had the greatest areas (%)
were: neophytadiene (10.29%), vitamin E

(10.16%), stigmasterol (7.98%) and pB-
sitosterol (40.93%). Neophytadiene was
identified in all vegetative parts of A.

imperatoris-maximilianii  (root, stem and
leaf). This compound has the following
biological activities: antipyretic, analgesic,
anti-inflammatory, antimicrobial and
antioxidant'®. The chloroform extracts of the
leaves and stems of A. imperatoris
maximilianii presented the same secondary
metabolites: squalene, y-tocopherol, vitamin
E, B-amyrin and stigmasterol, as shown in
Table 4. Ten peaks in the
chromatogram were detected by GC-MS of
the chloroform extract of the root of A.
imperatoris-maximilianii, thus identifying ten
compounds belonging to the class of
alkaloids: 1-methyl-2-pyrrolidinone;
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pyrrolidinone; 1-methyl-2,5-pyrrolidinedione; hydroxymethyl-4-oxazoline-3-carboxylic; |-
2-methyl-piperidin-4-ol; 1,3-dinitro norleucine, 2-Methoxycarbonylamino-
imidazolidine; 5-isopropyl-2,4- hexanoic acid decyl ester; 3-Thioxo-3,4-
imidazolidinedione; 2-amino-7-chloro-2- dihydro-2H[1,2 4]triazin-5-one
methyl-heptanoic acid; 2-t-butyl-5-
Figure 1
GC-MS chromatogram of the chloroform extract of the roots of A. imperatoris-maximilianii.
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Table 1
Compounds identified in the chloroform extract of the roots of
A. imperatoris-maximilianii by GC-MS.
Peak Retention Peak Compounds Molecular Molecular
time area weight formula
{min) (%)
1 3.546 098 2-chloro-2 3-dimethyl-butane 120 CesH1:Cl
2 3.590 0.51 ‘1I-methyl-pyrrolidin-2-one 99 CsH:NO
3 4.032 0.71 Pyrrolidin-2-one 85 CsHNO
4 4155 0.55 Cyclopenecarboxylic- acid 2-methoxy-ethyl- | 172 CaH1503
ester
5 4.444 0.33 ‘I-Methyl-pyrrolidine-2,5-dione 113 CsHNO2
6 4 535 0.57 Succinic acid monomethyl ester 132 CsH:0,4
7 5.055 0.18 2-hydroxy-succinic acid dimethyl ester 162 CsH1gO¢
8 5.245 2248 4 4-dimethyl-2-pentanona 114 C7H440
9 5.7389 0.24 Pentyl formate 116 CaH1202
10 6.329 0.28 Trimethylsilyl 5-methoxypentanoate 204 CaH200sSi
11 6.530 0.30 2-Methyl-piperidin-4-ol 115 CsHizNO
12 6 585 0.09 1,3-Dinitro imidazolidine 162 C3HgN4Oy
13 6.046 0.35 S-isopropyl-imidazolidine-2 4-dione 142 CgH1gN2O2
14 7.215 0.18 2,3-Dihydroxy-succinic acid dimethy! ester 178 CsH100¢
15 9.933 0.66 2-Amino-7-choro-2-methyl-heptancic acid 193 CgH1CINO:
16 11.009 016 Acetic acid sec-butyl ester 130 C7H 1405
17 11.352 017 3 4 5-Trimethoxy-tetrahydro-pyran-2-ol 192 CgH1e0¢
18 12.329 0.68 150 CaH1002
1-(4-Methoxy-phenyl )-ethanone
19 13.068 1.39 166 CaH1gOs
4-Methoxy-benzoic acid methyl ester
20 14.540 0.44 2-tert-Butyl-5-hydroxym ethyl-oxazole-3- | 215 CipHsrNO4
carboxylic acid methyl ester
21 18.379 0.29 4-Hidroxy-3-methoxy-benzoic acid methyl | 182 CqH 0.
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acid ester
2 18.430 0.02 122 CsH4gOs
‘-(2-chloro-ethoxy)propane
23 19.065 0.25 329 C1eHasNO4
2-Methoxycarbonylamino-hexanoic acid
decyl ester
24 20.369 0.42 Allyl-cyclopentyloxy-dimethyl-silane 184 C1pH200Si
25 20.410 0.04 Propane, 1,3-dimethoxy-2-(methoxymethyl)- | 162 CsH1503
2-methyl-
26 20.425 0.03 3-Thioxo-3 4-dihydro-2H[1,2 4]triazin-5-one 129 CsHsN305
27 27 690 062 4-Hydroxy-3,5-dimethoxy-benzoic acid | 172 CioH2002
hydrazide
28 27.745 0.03 4-Methyl-1-(5-methyl-2,3 4 5-tetrahydro- 250 CisH2204
[2,3]bifuranyl-5-yl)}-pentan-2-ane
29 27770 0.05 Chloro-acetic acid tert-butyl ester 150 CsH4:ClO2
30 30.136 0.58 7,11, 15-trimethyl-3-methylene-hexadec-1- 278 CzoHas
ene
31 30.240 0.03 1,3,3-Trimethyl-bicyclo[2.2 1]heptan-2-one 152 CipH10
32 33.152 6.72 Hexandecanoic acid methyl ester 270 Ci7H2402
33 34.394 076 Hexadecanoic acid 256 C1gH3202
34 36.385 0.38 Heptadecanoic acid methyl ester 270 Cy7H240-
35 38.371 498 Octadeca-9,12-dienoic acid methyl ester 204 CigH2402
36 38.540 0.80 Qctadeca-9,12,15-trienoic acid methyl ester 292 C1gH3202
37 38.609 217 Qctadeca-2, 11-dienoic acid methyl ester 296 C1gH3502
38 38.788 0.10 3-cyclohexylpropan-1-ol 142 C3aH4:0
39 38.830 0.05 Trimethyl-[(E}-tetradeo-7-enoxy]silane 384 C17H3:08Si
40 30475 1.49 Qctadecanoic acid methyl ester 208 CygH250-
41 40.195 0.02 3-Methyl-but-2-enoic acid phenyl ester 176 Ci1H1202
42 40.238 0.29 2-(2-formylbenzoyl)benzaldehyde 278 C15H1003
43 41.842 1.01 Dodecanoic acid 2 3-dihydroxy-propyl ester 274 C1zH3004
44 41 965 0.04 Pentanoic acid-cyclopentyl-ethyl ester 198 Ci2H:202
45 42 463 0.08 Methyl 5-(2undecyclopropyl)pentanoate 310 CapH3s02
46 42 475 0.02 (2,23 3-Tetramethyl-cyclopropyl)-methanol 128 CzH1:0
47 43.090 0.21 3-Acetoxy-3-butoxycarbonyl-pentanedioic 402 Cz20H3408
acid dibutyl ester
48 43.200 0.02 1-Chloromethyl-1-(2 2-dimethl-propoxy)- 234 C11H253CIOSI
silinane
49 43.664 213 Icosancic acid 1-acetoxymethyl-2-hydroxy- | 470 CarHz00e
ethhyl ester
50 43.860 3.98 2-(2 3-Diacetoxy-propyl)-hexadecancic  acid | 414 Ca3Ha20e
anion
51 45 304 047 Icosanoic acid methyl ester 470 Ca7Hz00s
h2 45 460 0.01 2-Methyl-3-methylene- 124 C:zH+20
cyclopentanecarbaldehyde
53 47 831 019 4-(2-(2-[2-(2-Pentyl- 374 Ca2sHa202
cyclopropylmehyl)cyclopropylmethyl]-
cyclopropylmethyl)cyclopropyl)butl acid
methyl ester
4 48989 121 280 C1eH1202
11-bicyclo [3.1.0]hex-2-yl-undecanoic  acid
methyl ester
55 49215 1.07 2-(2 3-diacethoxy-propyl)tetradecanocic  acid | 386 Co1Hz50g
anion
56 49,695 0.24 G-acetoxy-4,5, 7-trimethoxy-heptancic  acid | 278 C12H2207
anion
57 49 870 1.26 9 10-diachloro-octadecnoic acid methyl ester | 366 C1gH3:ClL 02
58 50.564 14.29 Bis(2-ethyllexyl)benzene-1 2dicarboxylate 390 CasH3504
59 51.650 0.40 302 CaoHap02
1,1, 4a-trimethyl-8-propan-2-yl-
2,3,4,9,10,10a-hexahydrophenanthrens-2,7-
diol
60 56.236 267 2(1H)-phenanthrenone,3,4,4a,9,10,10a,- 242 Cy7H220
hexahydro-1.1 4a, -trimethyl
61 56.305 1.04 6 beta,6 beta.-Dibromo-6,7- | 456 C2oHz6Br202
methylenetestosterone
62 58.576 0.32 3,6,9-Trimethyl-2,7-dioxo-2,3,3a,4,5,7,9a,9b- | 304 C17H200s
octahydroazuleno[4,5-b]furan-2.7-dione
63 62.567 0.64 Cholesta-4,6-dien-3-ol, benzoate, (3,beta.)- 488 CaaHas02
64 65.650 0.40 Dodecanoic acid, 1,2 3-propanetriyl Ester 470 CarHza0e
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65 66.471 397 Stigmasta-5,22-dien-3-ol, (3.beta. 22E)- 412 Ca2oHas0
66 66.939 046 Stigmasterol trimethylsilyl ether 484 C3gHs50Si
67 67.717 5.63 Stigmast-5-en-3-al,(3.beta.)- 414 CagHs00
68 68.148 0.87 Beta-sitosterol trimethylsilyl ether 486 Ca2Hz20Si
69 69.296 1.63 Lupeol 426 CsoHs0O
70 70225 113 Stigmast-4-en-3-ane 412 CagHas0
71 72.384 0.84 7, beta-hydroxydiosgenin 430 Co7H4204
Figure 2
GC-MS chromatogram of the chloroform extract from
the stems of A. imperatoris-maximilianii.
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Table 2
Compounds identified in the chloroform extract from the stems of
A. imperatoris-maximilianii by GC-MS.
Peak Retention Peak area | Compounds Molecul Molecul
time (%) weight formula
(min)
1 30174 0.51 7,11,15-Trimethyl-3-methylene-hexadec-1-ene | 278 CogHag
2 36 563 1.16 Kaur-16-ene 272 CagHa
3 50571 1.20 bis(2-ethylhexyl) benzene-1 2-dicarboxylate 390 C24Hae04
4 57.469 48.07 (6E,10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23- 410 CaoHeo
hexamethyltetracosa-2.6,10,14,18 22-hexaene
5 62.582 117 (2R)-2,7 B-Tnimethyl-2{{4R, 8R)-4,8,12- 416 CazeHa20,
timethyltridecyl]-6-chromanol
[ 64210 2.06 2,57 B-tetramethyl-2-(4,8, 12-trimethyltridecyl)- | 420 CagHzpO4
3 4-dihydrochromen-6-ol
7 56.486 575 (35,85,95,10R,13R, 145, 17R)-17-[(E,2R,5S)- | 412 CzeHasO
5-ethyl-6-methylhept-3-en-2-yl]-10,13-
dimethyl-2,3,.4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodecahydro-1H-cyclopentala]phenanthren-3-
ol
8 67.728 3146 Stigmast-5-en-3-ol,_(3.beta_}- 414 CaaHegO
9 68.353 553 (35 4aR,6aR £bS,8aR, 12aR, 14aR, 14bR)- 426 CaHasO
4.4 6a,6b,8a,11,11, 14b-octamethyl-
1,234a567891012,12a,14 14a-
tetradecahydropicen-3-ol
10 68.714 6.98 (1R,3aR,5aR,5bR,7aR,11aR,11bR,13aR 13b | 424 CaoHagO
R)-3a,5a,5b,8 8 11a-hexamethyl-1-prop-1-en-
2y1-2,3,4,56,7.7a,10,11,11b,12,13,13a,13b-
tetradecahydro-1H-cyclopenta[a]chrysen-9-
one
11 69.301 36.13 (1R, 3aR,5bR,7aR 95, 11aR, 11bR,13aR, 13bR)- | 416 CagHzO
3a 5a bb 8 8 11a-hexamethyl-1-prop-1-en-2-yl-
1,2,3,4,56,7,7a,9,10,11,11b,12,13,13a,13b-
hexadecahydrocyclopenta[alchrysen-9-ol
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Figure 3
GC-MS chromatogram of the chloroform extract from
the leaves of A. imperatoris-maximilianii.
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Table 3
Compounds identified in the chloroform extract from the leaves of
A. imperatoris-maximilianii by GC-MS.
Peak Retention Peak Compounds Molecular Molecular formula
time area (%) weight
{min)
1 7.164 0.58 156 CaHeBrCl
2-bromo-1-chloro-propane
2 30.181 1029 7,11,15-Tnmethyl-3-methylene-hexadec-1- | 278 CagHag
ene
3 30.340 0.18 198 CiaHas0
Tndec-2-en-al
4 37.018 1.05 trimethylsilyl hexadecanoate 328 CizH400:5i
5 38.665 0.02 trimethylsilyl (7TZ)-T- | 317 CiaHasNO3Siz
trimethylsilyloxyiminooctanoate
6 38912 290 297 CaHaO
3,7,11,15-Tetramethyl-hexadec-2-en-1-0
7 57.469 4.86 2,6,10,15,19,23-Hexamethyl-tetracosa- 410 CagHso
26,10 14 18 22-hexaene
a8 59 622 3.94 Tetratetracontane 619 CasHzg
9 62 565 203 2.6,10,15,19 23-Hexamethyl-tetracosa- 416 CagHygO
26,1014 18 22-hexaene
10 £3.992 257 Nonacosane 408 CzeHeo
11 64.212 10.16 430 CaeHs002
2.5 7 8-tetramethyl-2-(4,8,12-
trimethyltridecyl)-3 4-dihydrochromen-6-ol
12 66.486 7.98 412 CazoHasO
(35,85,9S,10R,13R, 145,17R)-17-
[(E,2R.55)-5-ethyl-6-methylhept-3-en-2-yl]-
10,13-dimethyl-
2347891112141516,17-
dodecahydro-1H-
cyclopenta[alphenanthren-3-ol
13 67.729 4093 414 CaeHzO
17-10,13-dimethyl-
2,34789111214,1516,17-
dodecahydro-1H-
cyclopentalalphenanthren-3-ol
14 68.139 1.35 [17-(5-ethyl-6-methylheptan-2-y1}-10,13- 486 CazHzs0Si
dimethyl-2,3.4,7,8911,12,14 15,16,17-
dodecahydro-1H-
cyclopenta[alphenanthren-3-yl]oxy-
trimethylsilane
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15 69.290 279 2.6,10,15,19,23-Hexamethyl-tetracosa- 426 CagHsgO
2.610,14 18 22-hexaene

16 69.475 257 426 CagHsoO
2-broma-1-chloro-propane

17 70.994 346 7,11,15-Trimethyl-3-methylene-hexadec-1- | 426 CagHsgO
ene

Table 4

Compounds identified in the chloroform extract of the stem and leaves
Adenocalymma imperatoris-maximilianii with their biological activities.

Compounds Name

Biological Activity

Squalene

Neutralizes different xenobiatics, anti-inflammatory, anti-atherosclerctic and anti-
neoplastic, has arole in skin aging and pathology, and Adjuvant activities.

Gamma-tocopherol

AntiCRFP, Antiatherosclerotic, Anticancer, Antiinflammatory, Antioxidant,

Antiprostaglandin, Antitumor, Cardioprotective, Cyclooxygenase-Inhibitor,
Hypocholesterolemic, NO-Inhibitor | Natriuretic, PKC-Inhibitor.

Vitamin E

5-HETE-Inhibitor; Allergenic; Analgesic, Antiaggregant, Anfiaging; Antialzheimera;
Antianginal; Antiarteriosclerotic; Antiarthritic;  Antiatherosclerotic;  Antibronchitic;
Anticancer; Anticariogenic; Anticataract; Antidecubitic; Antichorea; Antichoreic;
Anticonvulsant; Anticoronary; Antidementia; Antidermatitic;  Antiepitheleomic;
Antidiabetic; Antifibrasitic; Antidysmenarrheic; Antiinflammatory; Antiglycosation;
Antiherpetic, Antiinfertility; Antiischemic; Antileukemic; Antileukotriene; Antilithic;
Antimastalgic; AntiMD ; Antilupus; Antimaculitic; Antineuritic; Antimelanomic; AntiMS:;
Antimyoclonic;  Antineuropathic;  Antinitrosaminic;  Antiophthalmic;  Antioxidant;

Antiosteoarthritic; AntiPMS;  Antiproliferant; Antiparkinsonian, Antisenility;
Antiradicular; Antiretinopathic; Antisterility; Antirheumatic; Antisickling,
Antispasmodic;  Antistroke;  Antisunbum;  Antisyndrome-X;  Antithalassemic;

Antithrombaotic; Antithromboxane-B2; Antitoxemic; Antitumor; Antitumor (Breast);
Antitumer (Colorectal); Antitumor (Prostate); Antitumor (Stomach); Antiulcerogenic;
Apoptotic, Calcium-Antagonist; Cancer-Preventive; Cardioprotective;
Cerebroprotective; Circulatory-Stimulant; Circulotonic;
Immunomodulator; Hepatoprotective; Hypocholesteralemic; Hypoglycemic;
Immunostimulant; Lipoxygenase-Inhibitor; NO-Inhibitor; Phospholipase-A2-Inhibitor;
Ornithine-Decarbaoxylase-Inhibitor; P21-Inducer; Protein-Kinase-C-Inhibitor;
Vasodilator.

Beta- amyrin

Analgesic, antiedemic, antinflammatory, antinociceptive, antiulcer, gastroprotective,
hepatoprotective, larvicide, mosquitocide.

Stigmasterol

Anti-inflammatory, inhibits tumer promotion, anti-HIV reverse transcriptase, anti-
inflammatory.

Source: Dr. Duke’s Phytochemical and Ethnobotanical Databases

CONCLUSION

In this study,

using GC-MS analysis of

Because of

105

application of the plant held by the local
the wealth of

chloroform extracts of root, leaf and stem of
Adenocalymma Imperatoris-maximilianii,
seventy-one compounds were detected in
the root, eleven compounds in the stem and
seventeen compounds in the leaves. Many
of the compounds found in the vegetative
parts of A. Imperatoris-maximilianii have
proven to have antibacterial activity, as is
the case neophytadiene, found in the root,
stem and leaves, justifying the popular
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