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RESUMO

A Synadenium grantii € uma planta arbustiva que atinge entre 3 e 5 metros de altura, nativa da
Africa tropical, produtora de um latex toxico. E conhecida no Brasil como janatba, tiborna ou
leitosinha e seu latex é popularmente utilizado como remédio para a reducdo de verrugas,
tratamento de cancer, doencas gastricas e inflamatdrias. Do latex e partes aéreas da planta ja
foram isolados alguns terpenos, antocianinas e glicoproteinas como lectina e serino-proteases.
Pesquisas biologicas ja realizadas com esta espécie indicam acdo antitumoral, antiparasitaria,
anti-hemostatica e antitlcera. O presente estudo objetivou isolar e identificar compostos
bioativos, bem como identificar o potencial antioxidante e antimicrobiano do extrato bruto das
cascas do caule da S. grantii e suas fragdes. O estudo quimico foi realizado com a fracdo
cloroférmica obtida do extrato bruto (EB) utilizando-se técnicas de cromatografia em coluna e
camada delgada o que possibilitou o isolamento de trés triterpenos: o eufol e também, pela
primeira vez nesta espécie, a friedelina e o 3p-friedelinol. As substancias foram identificadas
por espectroscopia de RMN e IV, comparando os dados obtidos com os existentes na
literatura. Pela técnica de HPLC foi detectada a presenca de compostos flavonoidicos no EB,
resultado corroborado com a quantificacdo de fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteau realizado tanto com o extrato bruto quanto com suas fragdes. Observou-se que esta
espécie é fonte de compostos antioxidantes, devido a acentuada acdo do extrato, tanto em
sistemas quimicos (ABTS"™, DPPH", O,", HOCI) e enzimaticos (MPO) in vitro, quanto em
sistema ex vivo (hemolise induzida por radicais livres) indicando o potencial ndo apenas para
neutralizar, mas também para reduzir a formacédo, bem como proteger células (eritrécitos) da
acdo deletéria de radicais livres. Ainda, um estudo antimicrobiano utilizando-se as técnicas de
disco-difusdo e CIM foi conduzido com o0s micro-organismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Candida albicans.
Esta ultima demonstrou sensibilidade ao EB tanto na técnica de disco-difusdo quanto na
técnica de CIM (312 pg/mL).

Palavras-chave: Synadenium grantii, Euphorbiaceae, HPLC, atividade antioxidante, atividade
antimicrobiana, terpenos.



ABSTRACT

The Synadenium grantii specie is a shrub that reaches between 3 and 5 meters high, native of
tropical Africa, producing of toxic latex. It is known in Brazil as janauba, tiborna or leitosinha
and its latex is popularly used as remedy for reducing warts, treatment of cancer, gastric and
inflammatory diseases. From its latex and aerial parts, some terpenes, anthocyanins,
glycoproteins as lectin and serine proteases were already isolated. Biological studies report
antitumor, antiparasitic, anti-haemostatic and anti-ulcer activities. The current study aimed to
isolate and indentify bioactive compounds, as well as to identify the antioxidant and
antimicrobial potential of the crude stem bark extract of S. grantii and its fractions. The
chemical study was performed with the chloroform fraction, obtained from the crude stem
bark extract (CE) using column and thin layer chromatographic techniques what enabled to
isolate three triterpenes: eufol, and for the first time from this specie friedelin and 3p-
friedelinol. The compounds were identified by NMR and IR spectrometry and compared with
literature data. With HPLC technique it was detected the presence of flavonoids in the CE,
result that was reinforced with the quantification of total phenolics, by Folin-Ciocalteau
method, for both CE and its fractions. It was observed that this specie is source of antioxidant
compounds, due to the pronounced CE action for both chemical (ABTS™, DPPH’, O,",
HOCI) and enzymatic (MPO) in vitro systems, as well as ex vivo system (free radical induced
haemolysis) indicating potential not only to neutralize, but for reduce formation of free
radicals, as protect cells (erythrocytes) of free radicals deleterious action. In addition, an
antimicrobial study was performed using disc-diffusion and MIC methods with the following
microorganisms: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis and Candida albicans. The last one exhibited sensibility to CE in both
disc-diffusion and MIC (312 pg/mL).

Keywords: Synadenium grantii, Euphorbiaceae, HPLC, antioxidant activity, antimicrobial
activity, terpenes.
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1 INTRODUCAO

Os vegetais fazem parte da vida do homem desde seus primérdios como fonte de
alimentos, de materiais para vestuario, habitacdo, utilidades domesticas, defesa e ataque, na
producdo de meios de transporte e também para fins medicinais (TESKE; TRENTINI, 1995;
SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2004). Plantas medicinais conhecidas hd muito
tempo ainda hoje séo utilizadas em todo o mundo, sendo o uso dado através da automedicagdo
ou pela recomendacdo de médicos e farmacéuticos (PETROVSKA, 2012).

As plantas possuem moléculas complexas e com infinitas variacbes estruturais, as
quais podem apresentar diversas atividades bioldgicas, conduzindo a descoberta de novos
farmacos, constituindo-se em ferramentas importantes na pesquisa biomédica e representando
claramente uma janela de oportunidade para a industria de medicamentos, visto que entre 25-
30% de todos os medicamentos disponiveis na terapéutica sdo derivados de produtos naturais
como plantas, micro-organismos e animais (CALIXTO, 2005; VILLAS BOAS; GADELHA,
2007; RISHTON, 2008; BRAZ FILHO, 2010).

A obtencdo de substéncias bioativas a partir de plantas envolve diversas etapas.
Inicialmente faz-se a selecdo da espécie e do material boténico a ser estudado. Essa selecdo
pode ser realizada a partir de quatro tipos béasicos de abordagens: randémica, etoldgica,
guimiotaxonémica e etnodirigida, sendo essa Ultima abordagem a que oferece maior
probabilidade na obtencdo de novas substancias bioativas (MACIEL, et al., 2002;
RODRIGUES, 2005; CALIXTO, 2005).

Apbs a selecdo da planta para o estudo, é necessaria uma série de procedimentos que
comecam na correta identificacdo botanica, colheita e secagem do material vegetal, seguindo-
se da particdo do material vegetal em extratos, visando uma semipurificacdo das substancias
através de suas polaridades. Posteriormente, 0os extratos semipuros devem ser testados
biologicamente e aqueles que apresentarem atividade de interesse devem ser submetidos aos
procedimentos cromatograficos e espectroscopicos visando o isolamento e a elucidacéo
estrutural dos principios ativos que compde 0s extratos. Esses principios ativos, por sua vez,
sdo submetidos a mais testes bioldgicos com a finalidade de se determinar o potencial de
atividade da substancia isolada (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; MACIEL, et al., 2002).

A bioatividade de extratos e substancias isoladas a partir da espécie vegetal pode ser
avaliada frente a diversos modelos experimentais, envolvendo testes in vitro, ex vivo e in vivo.

A partir de resultados obtidos frente a modelos que avaliam o potencial biolégico, diversas



14

plantas utilizadas na medicina tradicional vém sendo relatadas com propriedades como: a¢ao
antioxidante e diminuicdo da acdo deletéria de radicais livres no organismo (VELLOSA et al.,
2007; MARIUTTI et al., 2008; TANG; HALLIWELL, 2010), auxilio na prevencdo e no
tratamento de cancer (MANS; ROCHA; SCHWARSTMANN, 2000; SUGANUMA; SAHA;
FUJIKI, 2011; SHUKLA,; SINGH, 2011), acdo antimicrobiana (NAVARRO et al., 1996,
MAHASNEH et al., 1999; LIMA et al., 2006; BELTRAME, et al., 2011) e agdo anti-
inflamatdria (JAGER, et al., 1996; TALHOUK, et al., 2007).

Nesse contexto, insere-se a proposta formulada para o estudo fitoquimico juntamente
com o estudo do potencial antioxidante e antimicrobiano de cascas do caule da espécie
Synadenium grantii Hook. f. (Euphorbiaceae) de forma que se possa ampliar as informacdes
cientificas ja relatadas para esta espécie, e direcionar as pesquisas para obtencdo de farmacos

a partir dessa espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA EUPHORBIACEAE

A familia Euphorbiaceae ocorre principalmente em ambientes tropicais e
subtropicais, sendo considerada como uma das maiores familias de Angiospermas, formada
por 4 subfamilias, com 218 géneros e 5.735 espécies ja reconhecidas (LEE et al., 2010).
Muito comum no Brasil, contabilizam-se 72 géneros e 1.100 espécies, sendo em torno de 500
espécies de ocorréncia no nordeste do Brasil, das quais grande parte em area de Caatinga
(ALVES, 1998).

Essa familia inclui diversas espécies de interesse econémico, destacando-se a
seringueira (Hevea brasiliensis), espécie nativa da Amazonia, responsavel por um de nossos
ciclos econémicos. Também pertence a essa familia a mandioca, aipim ou macaxeira
(Manihot esculenta) e a mamona (Ricinus communis), espécie africana, invasora de culturas
no Brasil, com sementes ricas em Oleo (6leo de ricino) de ampla aplicacdo industrial e
medicinal (SOUZA; LORENZI, 2008).

Como plantas medicinais, as Euphorbiaceae sdo utilizadas desde a antiguidade,
sendo exemplo a espécie Euphorbia fischeriana, que € utilizada na medicina chinesa como
medicamento anticancerigeno ha mais de 2000 anos. Vérias espécies do género Croton sdo
tradicionalmente utilizadas na América Latina como remédios para uma grande variedade de
enfermidades e processos dolorosos. Algumas espécies sdo supostamente Uteis para uma vasta
gama de doencas, sendo vendidas ou utilizadas como remédios cura-tudo (BITTNER, 2001).

As Euphorbiaceae sdo consideradas um grupo botanico controverso, pois as espécies
apresentam estruturas morfoldgicas aparentemente relacionadas, mas com origens ancestrais
diferentes. Apresentam-se como arvores, arbustos, ervas ou lianas, as vezes afilas e
semelhantes a cactaceas, as vezes espinescentes; geralmente com latex, que é normalmente
toxico; suas folhas sdo, em geral, dispostas helicoidalmente em torno do galho, sendo menos
comum a disposicdo oposta das mesmas; as flores sdo em geral pequenas, ndo vistosas,
unisexuadas (monoicas ou didicas); dotadas de estames e frutos deiscentes ou ndo, além de
outras caracteristicas (JUDD et al., 2002; APG Il, 2003; SOUZA; LORENZI, 2008;
MACHADO, 2008).

Desta familia ja foram identificados mais de 55 triterpendides (tetra e pentaciclicos),

que foram isolados tanto do latex quanto de outras partes da planta, como casca, folhas, flores,
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raizes e sementes. Também foram encontrados compostos fendlicos como flavonodides em
varios géneros e diferentes partes da planta, além de antocianidinas, cumarinas, lignanas,
taninos, fenantrenos e quinonas, acidos fendlicos, entre outros. Relatando-se também
glicosideos cianogénicos, além de ser muito comum a presenca de varias classes de alcaloides
nessa familia, em particular nos géneros Croton, Phyllanthus e Securinega (RIZK, 1987;
JUDD et al., 2002).

De acordo com Souza e Lorenzi (2008), a listagem abaixo define os géneros nativos

(Tabela 1) e introduzidos (Tabela 2), presentes na flora brasileira.

Tabela 1 — Géneros da familia Euphorbiaceae nativos da flora brasileira.

GENEROS NATIVOS

Acalypha Glycydendron
Acidoton Gymnanthes
Actinostemon (Dactylostemon) Haematostemon
Adelia (Ricinella) Hevea
Adenophaedra Hura

Alchornea Jatropha
Alchorneopsis Joannesia
Algernonia Julocroton
Angostyles Mabea
Anomalocalyx Manihot
Aparisthmium Maprounea
Apodandra Micrandra
Argythamnia Micrandropsis
Astraea Nealchornea
Astrococcus Omphalea
Ateramnus Ophthalmoblapton
Bernardia Pachystroma
Brasiliocroton Pausandra
Caryodendron Pedilanthus
Chamaesyce Philyra
Chiropetalum Plukenetia (Fragariopsis, Vigia)
Cleidion Polyandra
Cnidoscolus Pseudosenefeldera
Colliguaja Rhodothyrsus
Conceveiba (Conceveibastrum) Romanoa (Anabaena, Anabaenella)
Croton Sagotia

Cunuria Sandwithia
Dalechampia (Megalostylis) Sapium
Dendrothrix Sebastiania

Ditaxis

Dodecastigma
Euphorbia (Poinsettia)
Gavarretia

Senefeldera
Senefelderopsis

Stillingia (Gymnostillingia)
Tetraplandra
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Tabela 1 — Géneros da familia Euphorbiaceae nativos da flora brasileira (continuagéo).

Tetrorchidium
Tragia
Vaupesia

Tabela 2 — Géneros da familia Euphorbiaceae introduzidos na flora brasileira.

GENEROS INTRODUZIDOS

Aleurites Phyllanthus
Codiaeum Ricinus
Macaranga Sauropus
Pachysandra Synadenium

2.2 GENERO Synadenium

O género Synadenium possui mais de 20 espécies e subespécies (AZEREDO, 2008),
sendo que 15 espécies sdo nativas do continente africano, mas também sdo encontradas nas
Américas e Europa, onde sdo utilizadas como plantas ornamentais (KINGHORN, 1980).

As espécies do género Synadenium sdo historicamente utilizadas pelas populacGes
dos varios paises onde ocorrem, principalmente em paises tropicais como o Brasil, sendo
remédio para um grande nimero de doencas (MACHADO, 2008).

Dentre as espécies deste género, o latex de Synadenium carinatum é amplamente
utilizada na medicina popular para, por exemplo, o tratamento de alergias, asma e desordens
inflamatorias, além de cancer, Ulcera e diabetes, sem nenhuma, ou pouca evidéncia cientifica
(ROGERIO et al., 2007; MACHADO, 2008).

O uso popular da espécie Synadenium umbellatum na regido centro-oeste do Brasil é
relatado por Orténcio (1997), recomendando o uso de 18 gotas do latex da planta em 1L de
agua, conserva-se em geladeira, e se administra um calice de licor pela manhg, a tarde e a
noite para a cura e prevencao de cancer.

Apesar da ampla utilizagdo de espécies deste género na medicina popular, 0
conhecimento cientifico disponivel sobre a composi¢do quimica dessas plantas e estudos que
comprovem suas agdes farmacologicas ainda é pequeno e necessita ser ampliado.

Hermansson et al. (1990) avaliaram a especie Synadenium pereskiijfolium que €
utilizada popularmente no Kénia para o tratamento de asma, e isolaram, do extrato aquoso das

partes aéreas da planta, um glucosideo do acido malico. Apesar desta substancia ndo ter
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apresentado atividade biolégica nos experimentos realizados, esta foi a primeira vez que a
substancia foi relatada em vegetais superiores.

No mesmo sentido, Rogerio et al. (2007) isolaram uma lectina do latex de
Synadenium carinatum e estudaram seu potencial anti-inflamatdrio. Esta lectina exibiu uma
significativa atividade imunorregulatoria e anti-inflamatoria, sugerindo que o latex da planta
pode ser Gtil no tratamento da asma.

Affonso-Cardoso et al. (2011) verificaram que a lectina do latex de Synadenium
carinatum possui efeito antiparasitario contra promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis, sem demonstrar efeitos toxicos na célula hospedeira.

Outra espécie do género, a Synadenium umbellatum é recomendada popularmente
para cura e prevencdo do cancer. O potencial citotoxico e mutagénico desta espécie foi
verificado (VALLADARES; CASTRO; CUNHA, 2007; CUNHA et al., 2009), e os extratos
das partes aéreas desta planta demonstraram um potencial antitumoral e antiangiogénico
promissor (NOGUEIRA et al., 2008; MOTA et al., 2012).

2.3 Synadenium grantii Hook. f.

A espécie S. grantii (Figura 1) é uma planta arbustiva que pode atingir entre 3 e 5
metros de altura. E nativa da Africa tropical mas também é encontrada em paises como o
Brasil e a India onde foi introduzida, a principio, como planta ornamental. No Brasil, é
popularmente conhecida como janalba, tiborna, leitosinha ou cola-nota, dependendo da
regido onde se encontra (BAGAVATHI; SORG; HECKER, 1988; OLIVEIRA Jr. et al.,
2005).
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Figura 1 — Espécime de Synadenium grantii Hook. f. (Euphorbiaceae).
(Fonte: Dr. Flavio Luis Beltrame).

No Brasil, o latex da planta (Figura 2) é popularmente utilizado diluido em agua,
sendo esta solugdo denominada de “garrafada”. Esta é popularmente utilizada topicamente na
reducdo de verrugas e oralmente para o tratamento de doencas gastricas, tratamento para o
cancer, diabetes e desordens inflamatdrias (OLIVEIRA Jr. et al., 2005). Na india, o latex é
utilizado popularmente com finalidade analgésica (BAGAVATHI; SORG; HECKER, 1988).

Apesar dos relatos sobre a utilizacdo do latex de S. grantii na medicina popular, é
comum a ocorréncia de intoxicacdo, bem como lesdes dérmicas e oftalmicas, principalmente
em criangas e animais que acidentalmente entram em contato com o latex (BAGAVATHI,
SORG; HECKER, 1988; DOCAMPO et al., 2010). Costa et al. 2012 avaliaram o potencial
toxico da Synadenium grantii em experimentos com Artemia salina, uma espécie de
microcrustaceo, e confirmaram a alta toxicidade do latex (LCsp = 26,58 pg/mL). Por outro
lado, no mesmo experimento, foi demonstrado que o extrato bruto das cascas apresentou
baixa toxicidade (LCsp = 778,66 pg/mL). Portanto, alguns cuidados devem ser tomados na

coleta do latex como o uso de luvas e dculos de protecdo (Figura 2).
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Figura 2 — Latex da planta obtido, por inser¢des realizadas na casca da planta.
(Fonte: Dr. Flavio Luis Beltrame).

Alguns estudos cientificos sobre a composicdo quimica e o potencial biologico da
espécie Synadenium grantii estdo descritos na literatura.

Kinghorn (1980) isolou do latex da planta o 12-O-tigloil-4-deoxiforbol-13-
isobutirato, uma substancia que € irritante a pele. Outros ésteres diterpenos tipo tiglianos,
foram isolados do latex da S. grantii por Bagavathi, Sorg e Hecker (1988), mas nao os do tipo
ingenano, o0 que contrasta com as demais euforbiaceas e pode representar um importante
diferencial quimiotaxonémico desta espécie.

Hassan, Mohammed e Mohamed (2012) isolaram, do extrato cloroférmico das folhas
de S. grantii, dois ésteres diterpenos inéditos, do tipo forbol. Os autores também avaliaram a
capacidade bioldgica deste extrato e encontraram atividade antiparasitaria in vitro para
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Plasmodium falciparum, e também encontraram
atividade citotoxica para células MRC-5.

Os terpenos sdo compostos metabdlicos recorrentes nesta espécie, além dos ésteres
diterpenos, também foram isolados triterpenos tetraciclicos e pentaciclicos tanto do latex
guanto das folhas da planta, dentre eles o eufol, o tirucalol, o euforbol, e o germanicol
(UZABAKILIHO; LARGEAU; CASADEVALL, 1987; HASSAN; MOHAMMED;
MOHAMED, 2012).
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Das folhas de Synadenium grantii também foram isoladas seis antocianinas, quatro
destas compostas com um monossacarideo apiosil que até entdo ndo havia sido encontrado
ligado a antocianinas (ANDERSEN et al., 2010). Dasari et al. (2012) realizaram uma
quantificacdo de fenolicos totais e alcaldides, e observaram que a planta possui uma
quantidade significativa destes metabolitos secundarios.

Uma lectina do latex foi isolada e apresentou uma importante atividade de
hemaglutinacdo (PREMARATNA et al., 1984a; DURGAWALE et al., 2001); detectou-se
também a propriedade biologica desta lecitina em suprimir o crescimento tumoral de
fibrosarcoma, bem como inibir a sintese de proteina em células de tumor de Yoshida
(PREMARATNA et al., 1984b).

Nesta espécie também sdo encontradas enzimas proteoliticas. Menon et al. (2002)
isolaram e caracterizaram duas serino-proteases do latex, e também uma glicoproteina com
atividade fibrinolitica humana, a qual pode ser de importancia no processo de hemostasia
(RAJESH et al., 2006). Costa et al. (2010) comparam as enzimas proteoliticas do latex de
plantas como a S.grantii com 0 veneno de cobras e sugerem estas enzimas como potenciais
ferramentas no desenvolvimento de medicamentos para a prevencdo e tratamento de muitas
enfermidades como trombose e desordens cardiovasculares.

Em um estudo in vivo com ratos Wistar, Costa et al. (2012) demonstraram a
capacidade protetora do latex in natura contra Glcera gastrica, embora a garrafada da planta
ndo tenha demonstrado efeito significativo nas concentracdes empregadas.

Como expBe Machado (2008), a S. grantii possui uma variedade de substancias
potencialmente toxicas, mas € evidente, pelo amplo uso popular e pelas pesquisas cientificas
ja realizadas, que o potencial farmacoldgico da espécie é muito promissor. Mais estudos
devem ser realizados para contribuir com o conhecimento sobre esta planta, especialmente das
cascas do caule, visto que ndo se tem informacdes na literatura cientifica para esse 6rgao em

especifico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Realizar avaliacdo fitoquimica, antimicrobiana e antioxidante do extrato bruto de
cascas do caule de Synadenium grantii Hook. f. (Euphorbiaceae) para ampliar as informacdes

cientificas sobre a espécie.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtencdo do extrato bruto hidroalcodlico das cascas do caule de Synadenium

grantii;

- Realizacdo de um cromatograma fingerprint do extrato bruto;

- Fracionamento do extrato bruto em fracdo hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
metandlica;

- Isolar e identificar substancias presentes na fracdo cloroférmica, obtida do extrato
bruto.

- Testar atividade antioxidante do extrato bruto em sistemas quimicos e enzimaticos
in vitro e sistemas ex vivo (celular);

- Testar atividade antioxidante da fracdo hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
metanolica frente aos radicais ABTS™ e DPPH’;

- Determinar a concentracdo de polifendlicos nas fracbes acetato de etila e
metandlica;

- Testar atividade antimicrobiana do extrato bruto;
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Chemical composition and biological activity of Synadenium grantii Hook. f.
stem barks

Antonio C. M. Munhoz,*” Bruno R. Minozzo,* Bruna M. Lemes,* Luiza S.Cruz,* Thais L.
Oliveira,* Angelita Nepel,2 Andersson Barison,? Airton V. Pereira,* José C. R. Vellosa, ®
Flavio L. Beltrame,**

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta
Grossa-PR, Brasil,

Departamento de Quimica, Universidade Federal do Parana, Curitiba-PR, Brasil.

*Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas, Universidade Estadual de Ponta
Grossa, Ponta Grossa-PR, Brasil,

ABSTRACT: Synadenium grantii Hook. f., Euphorbiaceae, popularly named as janauba or
leitosinha is used for medicinal purposes in the treatment of cancer, peptic ulcer and
inflammatory diseases, in southern Brazil. The HPLC fingerprinting of crude stem bark
extract was obtained and crude extract and fractions were evaluated in different scavenger and
oxidant systems, including enzymatic and ex vivo models. The content of total phenolic
compounds in the crude stem bark extract and fractions were quantified and a phytochemical
study was conducted with chloroform fraction. The HPLC analysis identified flavonoids in
crude extract composition and antioxidant experiments from this material exhibited an
elevated antioxidant activity, as well as in methanolic and ethyl acetate fractions. Ethyl
acetate and methanol fractions presented high quantities of phenolic compounds. Also three
terpenes named euphol, friedelin and 3p-friedelinol were isolated and identified using
chromatographic and spectroscopic techniques.

Keywords: Synadenium grantii, Euphorbiaceae, janauba, HPLC, antioxidant activity,
triterpenes.
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Introducéo

A familia Euphorbiaceae é uma das maiores familias de plantas florescentes,
constituida por 218 géneros e 5.735 espécies (Lee, 2010), estando presentes em diversos
ecossistemas brasileiros (Alves, 1998).

O género Synadenium se apresenta com elevada importancia medicinal dentro de sua
familia e é constituido por mais de 20 espécies e subespécies (Azeredo, 2008) popularmente
utilizadas como remédio para um grande numero de doencas como cancer, diabetes e
desordens inflamatérias (Rogerio et al., 2007; Cunha et al., 2009).

Estudos demonstram o potencial farmacologico de algumas espécies do género, tais
como atividade antiparasitaria (Afonso-Cardoso et al., 2011); antitumoral e antiangiogénica
(Nogueira et al., 2008; Mota et al.,2012); inibidora de prostaglandinas (Jager et al., 1996);
imunorregulatorias e anti-inflamatorias (Rogerio et al., 2007).

A espécie Synadenium grantii Hook. f. ¢ uma planta arbustiva, latescente, que atinge
cerca de 3 a 5 metros de altura. E conhecida no Brasil como janaliba ou leitosinha e 0 uso
popular d&-se para o tratamento de doencas gastricas, cancer, também como analgésico e anti-
inflamatorio (Bagavathi et al., 1988; Oliveira Jr. et al., 2005).

Algumas substancias ja isoladas da espécie sdo da classe dos ésteres de diterpenos do
tipo forbol (Kinghorn, 1980; Bagavathi et al.,1988; Hassan et al., 2012), bem como dos
triterpenos tetraciclicos e pentaciclicos (Uzabakiliho et al., 1987; Hassan et al., 2012) e
antocianinas (Andersen et al., 2010). Outros metabolitos como proteases (Menon et al., 2002;
Rajesh et al., 2006) e lectina (Premaratna et al., 1984) também ja foram isolados.

Com o objetivo de contribuir e incrementar as informagdes cientificas sobre a S.
grantii, neste trabalho foi realizado um estudo quimico na busca de novos compostos
bioativos, assim como a avaliagdo do extrato bruto do caule e das fracbes frente a

experimentos de atividade antioxidante.
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Materiais e Métodos

Material Vegetal

Cascas do caule de Synadenium grantii Hook. f., Euphorbiaceae foram coletadas em
Ponta Grossa, Parana, Brasil (975 metros de altitude, 25° 05°38"" S de latitude, 50° 09°30"" O
de longitude), em abril de 2010 e identificadas pelo botanico Osmar dos Santos Ribas. Uma
exsicata foi depositada no acervo do Museu Botanico Municipal de Curitiba sob o numero

363509.

Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados foram metanol grau HPLC (J.T.Baker, Philipsburg, PA,
USA), acido acético, n-hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol grau analitico (Synth,
Diadema, SP, Brasil). A 4gua foi purificada em um sistema Millipore Milli-Q (Millipore, S&o
Paulo, SP, Brasil). Nos testes antioxidantes, foram utilizados resveratrol, ABTS, DPPH, TMB
(Sigma-Aldrich, USA), AAPH (Aldrich Chemistry), NBT (Sigma Chemical) e MPO humana

(EMD Chemicals).

Processamento Inicial, Particdo do Extrato Bruto e Isolamento de Constituintes

O material vegetal (334 g) foi seco, pulverizado e submetido a extracdo por
maceracao fracionada em etanol:agua (70:30 v/v) durante sete dias e ao abrigo de luz. O EB
obtido foi filtrado e concentrado em rotaevaporador a 40 °C, sob pressdo reduzida e por fim
liofilizado. O EB seco (8 g) foi particionado em coluna cromatografica a vacuo (CCV - silica-

gel 60, 35-70 mesh), empregando-se n-hexano (Hex), cloroférmio (CHCI3), acetato de etila
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(AcOEt) e metanol (MeOH) como solventes extratores e se obteve as fraces | (1,138 g), Il
(3,4489), 111 (2,291 g) e 1V (1,096 g), respectivamente. As fracdes e o EB foram mantidos sob
refrigeracdo (4 °C) até o momento do uso.

Parte da fracdo Il (1,5 g) foi cromatografada (cromatografia em coluna - CC) em
silica-gel 60 empregando os eluentes Hex, CHCI3, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade, obtendo-se 330 subfracbes. As subfracdes foram avaliadas por cromatografia em
camada delgada (CCD) e reunidas conforme semelhanca de fator de retencdo (Rg). As
subfracdes 18 até 33 foram reunidas (416 mg; Hex:CHCI3 1:1; v/v) e submetidas a nova CC,
agora, no modo flash de eluicdo (silica-gel 60M, 230-400 mesh) resultando na obtencdo de
121 subfracbes. As fracBes reunidas 37 até 43 (Hex:CHCI3 1:1; v/v) e 86 até 89 (Hex:CHClI;
3:7; vIv) obtidas a partir deste procedimento cromatografico resultaram na separacdo das
substancias 1 (4 mg) e 2 (13,1 mg) respectivamente. A subfracdo 56 até 60 (Hex:CHCI; 1:1;
v/v) foi usada para realizacdo de uma nova tentativa de separacdo de compostos em CC no
modo flash de eluicdo e este procedimento permitiu o isolamento da substancia 3 (12 mg). Os
espectros de RMN *H, 3C e DEPT 135° utilizados na identificacéo das substancias isoladas
foram obtidos em espectrometro de RMN Bruker Avance 400 e os dados comparados com
valores encontrados na literatura. Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com

uso de pastilhas de KBr a 1% em aparelho modelo Nicolet Nexus 470.

Fingerprinting do extrato bruto

O extrato bruto (EB) foi solubilizado em metanol (1mg/mL) e filtrado em membrana
(Millipore 0,45 pum), 40 pL foram injetados para a analise em coluna analitica fenilhexil (15 x
0.46 cm 1.D., Luna® 10 pum de particula e 100 A de poro) com eluicdo gradiente otimizada
com metanol (B) em égua purificada Milli-Q®, acidificada a 0,1% (v/v) com &cido acético

grau analitico (A) (17 a 76% B em 45 min., A%B/min. = 1,31; 76 a 100% em 2 min.,
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isocratico a 100% de B durante 3 min., gradiente reverso 100 a 17% de B em 2 min.), com
fluxo de 1 mL/min. A andlise foi realizada empregando um equipamento HPLC Waters 2695
Alliance, composto de uma bomba quaternaria, um degaseificador e um autoinjetor; detector

de fotodiodo (200-400 nm) Waters 2998 — DAD para obtencdo dos cromatogramas.

Estudo da Atividade Antioxidante

Para avaliacdo do potencial antioxidante, as amostras (EB e fracbes I, Il, 11l e IV)
foram solubilizadas em metanol na concentracdo inicial de 1 mg/mL e realizadas diluigdes
para a concentracdo final no meio reacional. O resveratrol foi usado como agente antioxidante
padrdo, nas mesmas condi¢Ges das amostras, em todos os testes. As absorbancias foram lidas
em espectrofotbmetro de placas Bioteck pQuant, e espectrofotdmetro UV/Vis em sistema
duplo feixe, com termostatizacdo Perkin-Elmer Lambda 25. Os resultados foram obtidos em
triplicata e expressos por média e desvio-padrdo da concentracdo que promoveu 50% da
inibicdo dos radicais livres (ICsp). Os gréaficos foram obtidos através do software Microcal

Origin 6.0°.

Ac&o Scavenger sobre 0 ABTS™

O radical catiénico do ABTS [2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]
foi preparado reagindo 5 mL de solugédo aquosa de ABTS (7mM) com 88 uL de persulfato de
potassio (2,46 mM), deixando-se a rea¢do ocorrer em temperatura ambiente, ao abrigo de luz,
durante 12 a 16h antes do uso (Pellegrini et al., 1999). Antes do ensaio, a solugio de ABTS™
foi diluida com tampéo fosfato de sddio 10 mM (relagdo 1:20). As amostras (EB e fracdes I,
I1, 11l e IV), em concentragdes entre 0,4 e 40 pug/mL, foram adicionadas em tubos de ensaio

juntamente com ABTS™" e tampao fosfato de sodio completando um volume final de 500 pL
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de meio reacional. Procedeu-se uma incubacdo de 30 min. ao abrigo da luz, e ap0s, a leitura

foi feita em 734 nm.

Acao Scavenger sobre o DPPH’

A atividade das amostras foi testada frente a 60 uM do radical estavel DPPH" (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) solubilizado em etanol absoluto (Soares et al., 1997). O meio foi
composto pelas amostras (EB e fracdes I, II, 11l e IVV) com concentracdo entre 2,8 e 143
ug/mL, solucdo de DPPH’ e o meio reacional completado para 500 pL com etanol absoluto. A
mistura foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A acdo

scavenger foi observada pelo decréscimo na absorbancia em 531 nm.

Acdo Scavenger sobre o HOCI

O procedimento foi feito segundo Costa et al. (2004), com algumas modificagdes. A
concentracdo da solucdo de acido hipocloroso (HOCI) foi determinada pelo seu coeficiente de
extingdo molar em A = 295nm. As reag¢Oes foram realizadas em tampdo pirofosfato de sodio
50 mM, pH 7,4, para um volume final de 300 pL. Adicionaram-se ao meio EB (0,1 e 100
pg/mL) e HOCI (30 uM). Incubou-se ao abrigo de luz por 10 minutos. Apds, adicionou-se
3,3",5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) (2,8 mM), preparado imediatamente antes do uso,
seguido de uma incubacao de 5 min. ao abrigo da luz. A leitura das absorbéancias foi realizada

em 652 nm.

Acdo Scavenger sobre 0 O,”
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O anion superdxido, gerado pela reacdo entre metassulfato de fenazina (PMS) e
NADH, reage com o nitroazultetrazolio (NBT) para formar uma formazana, produto
cromogeno, cuja intensidade da cor é diretamente proporcional a concentracdo de radical. A
reacao deu-se em tampdo pirofostado de sédio 25 mM pH 8,3, PMS 372 uM , NBT 600 uM e
NADH 1560 puM, na presenca do EB em concentragdes entre 33,3 e 200 pg/mL, formando-se
um meio reacional final de 300 pL. Apds incubacéo de 5 min. ao abrigo da luz, a absorbancia

foi medida em 560 nm (Kakkar et al.,1984; Vellosa et al., 2007).

Acdo sobre oxidacao catalisada por mieloperoxidase humana (MPO)

A cinética de oxidacdo do guaiacol (70 mM) pela MPO (8 nM), catalisada por
perdxido de hidrogénio (H,0;) (0,3 mM), foi feita em tampéao fosfato de sédio 50mM, pH 7,4,
37°C. A reagdo foi monitorada a 470nm por 1 minuto em espectrofotdmetro com
termostizacdo (KHALIL, 2000). Determinaram-se velocidades iniciais das cinéticas (Vo),
calculadas através dos graficos “produto formado vs. tempo de reagdo” (vo = AA/At) na

auséncia e na presenca do EB nas concentracGes variando entre 0,2 e 40 pg/mL.

Acdo sobre a hemolise provocada por radicais livres

O ensaio foi realizado segundo Vellosa (2008a), com adaptac6es. O EB foi avaliado
na presenca e na auséncia do radical AAPH [2,2 -azobis(2-amidinopropano) diidrocloro], para
avaliar tanto o potencial antioxidante quanto uma possivel toxicidade sobre os eritrécitos. Em
tubos eppendorf, 0 meio foi composto pelo EB em concentragdes entre 0,2 e 40 pg/mL,
suspensdo de eritrocitos 5%, AAPH 25 mM e tampéo fosfato de sédio 10mM/NaCl 150mM
completando 1 mL de volume. Em seguida, foi realizada incubagcdo com homogeneizagéo

constante, por 5 horas a 37 °C, ao abrigo da luz. Apos, os tubos foram centrifugados por 10
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min. em 2500 rpm, e o sobrenadante teve a absorbancia medida em 414 nm. Os eritrocitos
foram obtidos a partir do sangue coletado de pessoas higidas, conforme protocolo de pesquisa
08766/2010, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta

Grossa.

Determinacéo de Fendlicos Totais

A concentracdo de fendlicos totais dos extratos foi determinada pelo método de
Folin-Ciocalteau (Farmacopéia Brasileira, 2002). As amostras foram solubilizadas em
metanol na concentracdo de 1mg/mL. Aliquotas de 0,2 mL de cada amostra foram transferidas
para tubos de ensaio e adicionados 7 mL de agua deionizada, 0,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau e apds 30 segundos, 2,5 mL de carbonato de sodio 10,6% (m/v). As amostras
foram aquecidas em banho-maria durante 5 minutos a 50°C, e apés resfriamento realizou-se a
leitura das absorbancias em 715 nm em espectrometro Genesys 10. O branco foi preparado da
mesma forma, substituindo-se as amostras por &gua deionizada. Os resultados foram
expressos em miligramas de acido galico por gramas de amostra (mg/g). A curva de
calibracdo foi realizada com concentra¢fes conhecidas de acido galico (50, 100, 200, 400,
600, 800 pg/mL) a partir de uma solucdo estoque de 5mg/mL, assim como descrito com as

amostras. Os testes foram realizados em triplicada.

Dados espectroscopicos das substancias isoladas

(Friedelina) (1): RMN *H (CDCI3/TMS; 400,15 MHz): § 1,96 (m; H-1a); 2,39 (ddd; 13,7; 5,1
e 1,9 Hz; H-2a); 2,24 (q; 6,5 Hz; H-4); 1,27 (m; H-6b); 1,44 (m; H-8a); 0,87 (d; 6,5 Hz; H-
23); 0,73 (s; H-24); 0,88 (s; H-25); 1,01 (s; H-26); 1,05 (s; H-27); 1,18 (s; H-28); 1,00 (s; H-

29); 0,95 (s; H-30); RMN "*C (CDCI3/TMS; 100,61 MHz): & 22,3 (C-1); 41,5 (C-2); 213,2
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(C-3); 58,2 (C-4); 42,1 (C-5); 41,3 (C-6); 18,2 (C-7); 53,1 (C-8); 37,4 (C-9); 59,4 (C-10);
35,6 (C-11); 30,6 (C-12); 39,7 (C-13); 38,3 (C-14); 32,4 (C-15); 36,0 (C-16); 30,0 (C-17);
42,8 (C-18); 35,3 (C-19); 28,1 (C-20); 32,7 (C-21); 39,2 (C-22); 6,8 (C-23); 14,6 (C-24); 17,9
(C-25); 20,2 (C-26); 18,6 (C-27); 32,1 (C-28); 35,0 (C-29); 31,8 (C-30). IV (KBr): (Umadcm’

1): 2927, 2870, 1715, 1463, 1390, 1071.

Eufol (2): RMN *H (CDCI5/TMS; 400,15 MHz): & 3,24 (dd; 4,4 e 11,6 Hz; H-3); 0,75 (s; H-
18); 1,00 (s; H-19); 0,92 (d; 6,0 Hz H-21); 5,10 (m; 7,2 Hz; H-24); 1,60 (s; H-26); 1,68 (s; H-
27); 0,87 (s; H-28); 0,95 (s; H-29); 0,80 (s; H-30); RMN *C (CDCly/TMS; 100,61 MHz): &
35,3 (C-1); 27,7 (C-2); 79,0 (C-3); 39,0 (C-4); 50,9 ou 50,0 (C-5); 19,0 (C-6); 28,0 (C-7);
133,5 (C-8); 134,0 (C-9); 37,3 (C-10); 21,5 (C-11); 28,1 (C-12); 44,1 (C-13); 49,6 (C-14);
30,9 (C-15); 29,8 (C-16); 50,0 ou 51,0 (C-17); 15,6 (C-18); 20,2 (C-19); 36,4 (C-20); 18,7 (C-
21); 35,3 (C-22); 24,8 (C-23); 125,2 (C-24); 130,9 (C-25); 17,7 (C-26); 25,8 (C-27); 24,5 (C-

28): 28,2 (C-29); 15,6 (C-30). IV (KBr): (Umadcm™): v 3.304, 2.930, 1.464.

3p-Friedelinol (3): RMN *H (CDCIy/TMS; 400,15 MHz): & 1,44 (m; H-1); 1,90 (dt; 10,0 e
2,3; H-2a); 1,56 (m; H-2b); 3, 74 (m; H-3); 1,25 (m; H-4); 1,74 (dt; 10,0; 3,0; H-6a); 1,45 (m;
H-6b); 1,55 (m; H-18); 0,93 (m; H-22); 0,94 (d; 7,0; H-23); 0,96 (s; H-24); 0,86 (s, H-25);
0,99 (s; H-26); 1,00 (s; H-27); 1,17 (s; H-28); 0,94 (s; H-29); 1,00 (s, H-30) RMN **C
(CDCI3/TMS; 100,61 MHz): 8 15,8 (C-1); 35,2 (C-2); 72,8 (C-3); 49,2 (C-4); 37,9 (C-5); 41,8
(C-6); 17,6 (C-7); 53,2 (C-8); 37,1 (C-9); 61,4 (C-10); 35,6 (C-11); 30,6 (C-12); 38,4 (C-13);
39,7 (C-14); 32,4 (C-15); 36,1 (C-16); 30,0 (C-17); 42,8 (C-18); 35,4 (C-19); 28,2 (C-20);
32,8 (C-21); 39,3 (C-22); 11,6 (C-23); 16,4 (C-24); 18,3 (C-25); 20,2 (C-26); 18,7 (C-27);
32,1 (C-28); 35,0 (C-29); 31,8 (C-30). IV (KBr): (Uma/cm™): + 2980, 2860, 2860; 1470;

1450; 1380; 1170; 1100; 1060; 1030; 980; 900.
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O cromatograma fingerprint do extrato bruto (Figura 3) de S. grantii demonstra que

esta especie apresenta compostos fendlicos em sua constituicdo.

Quatro bandas

cromatograficas atribuidas a flavondides foram identificadas no cromatograma otimizado

através da analise dos espectros de UV/DAD e interpretacdo das caracteristicas espectrais

tipicas para essa classe de compostos, com maximos de absor¢do variando entre 246 a 280 nm

relativos ao anel A (banda Il) e entre 360-364 nm relativo ao anel B (banda I) (Zuanazzi &

Montanha, 2004).
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Figura 3 — Gradiente de eluicdo do extrato de Synadenium grantii. Fase movel: metanol (B) em agua acidificada
com &cido acético (0,1% v/v) (A) (17 a 76% B em 45 min., A%B/min. = 1,31; 76 a 100% em 2 min.,
isocratico a 100% de B durante 3 min., gradiente reverso 100 a 17% de B em 2 min.), fluxo de 1
mL/min. Espectro U.V dos compostos flavonoidicos: (1) r; = 17 min. (2) r; = 23 min. (3) r; = 25 min.

(4) ry =32 min.
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O resultado observado na avaliacdo cromatografica preliminar demonstrou que o
extrato bruto das cascas de S. grantii, apresenta em sua constituicdo compostos flavonoidicos
que reforcam a importancia de se avaliar o mesmo frente a modelos antioxidantes (Van Acker
et al., 1996), visto que a atividade antioxidante de compostos organicos é dependente de
caracteristicas estruturais que incluem, na maioria dos casos, a presenca de grupamentos
fenolicos (Vellosa et al., 2007; Scotti et al., 2009).

Desta forma, o extrato bruto das cascas do caule de S. grantii foi utilizado em um
estudo da atividade antioxidante, no qual se avaliou a capacidade do EB frente agentes
oxidantes como o O,", o HOCI e a enzima mieloperoxidase, presentes em situacfes de
estresse oxidativo, bem como se avaliou este extrato frente a lipoperoxidacdo, medida pela
hemolise de eritrdcitos, na presenca de radicais livres.

Neste estudo, as amostras demonstraram boa atividade antioxidante frente ao modelo
do anion superdxido. Para o resveratrol foi determinado valor de ICsy = 143,1 £ 4,7 pg/mL,

enquanto que para o EB da S. grantii valor de ICso = 158,1 + 3,7 pg/mL foi obtido (Figura 4).
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Figura 4 — Perfil da atividade antioxidante do extrato bruto hidroalcodlico da casca de Synadenium grantii e do
resveratrol sobre 0 O,”; A =560 nm.
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Precursor de outras espécies reativas de oxigénio (ERO) (Barreiros et al., 2006), a
formacéo do anion superdxido € exacerbada nas células aerébicas em condicdes de estresse
oxidativo durante a ativacdo de neutrofilos, mondcitos, macrofagos e eosinofilos, sendo
relacionado a ocorréncia de lesdes celulares (Bergendi et al., 1999).

Estudos realizados com extratos vegetais de Hypericum androsaemum e Maytenus
ilicifolia indicam que os compostos fenolicos encontrados nas fragdes mais polares, como
flavonoides, sdo os principais responsaveis da acdo scavenger deste radical (Valentdo et al.,
2002; Vellosa et al., 2008Db).

Sendo assim, 0 anion superdxido € um potencial alvo no desenvolvimento de novos
medicamentos, visto que além da acdo nos tecidos, pode também interagir com outras
moléculas, formando outras ERO, entre elas o radical hidroxila (OH"), que é muito deletério, e
causa grandes danos ao DNA, podendo influenciar no surgimento ou agravamento de varias
doencas como cancer, aterosclerose e disfuncdes cardiovasculares (Weseler & Bast, 2010).

No mesmo sentido, 0 HOCI exacerbado em processos inflamatérios e infecciosos
causa danos a biomoléculas e tecidos, alem de formar outros radicais livres (Lapenna, et al.,
1994; Babior, 2000; Costa et al., 2004). O EB e o resveratrol foram bastante efetivos como
agentes sequestrantes de HOCI e apresentaram uma curva concentracdo-resposta semelhantes,
sendo que o resveratrol, uma substancia pura, apresenta uma ICsp = 1,02 + 0,01 pg/mL muito

préxima do encontrado para 0 EB com valor de ICso = 1,14 + 0,04 pg/mL (Figura 5).



38

—w— EB Synadenium grantii

074 —&— Resveratrol
064 T
0,5
Toal L
s 0,4 v
S Y
1 |
<S03 |
< v
| :\
02 @\
\ \
\
°
0,11 9-
* o
0,0

T T T T~ T T~ T "~ T T "~ T * 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100

C (ug/mL)

o 4
=
o

Figura 5 — Perfil da atividade antioxidante do extrato bruto hidroalcodlico da casca de Synadenium grantii e do
resveratrol sobre o HOCI; A = 652 nm.

Govindarajan et al. (2003) apontam que parte do efeito protetor in vivo dos extratos
de Desmodium gangeticum durante processos inflamatorios pode ser devido a capacidade
scavanger contra 0 HOCI. Neste sentido, Vellosa et al. (2007) atribuem que parte da acdo da
Maytenus aquifolium contra UGlceras gastricas pode estar relacionada a 6tima capacidade
scavenger de HOCI (ICso do extrato bruto etandlico = 0,002 £ 0,0001 mg/mL), visto que este
oxidante além de causar danos ao tecido, reage com a amonia produzida pelo Helicobacter
pylori formando monocloroaminas que, apesar de microbicidas, estdo diretamente associadas
as injurias estomacais observadas nas Ulceras gastricas.

A formacédo do HOCI deve-se a oxidacédo de ions cloreto (CI'), na presenga de H,O5,
pela enzima mieloperoxidase secretada dos granulos azuréfilos dos neutréfilos (Hansson et
al., 2006). Esta enzima, além da funcdo fundamental exercida na defesa contra micro-
organismos patogenos, é associada a patogénese de diversas doencas onde ha recrutamento de
neutréfilos, como desordens inflamatdrias cronicas, doencas cardiovasculares (Babior, 2000;

Stamp et al., 2012; Nussbaum et al., 2013) e cancer (Gomez-Mejiba et al., 2010).
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Em nosso estudo, o EB de S. grantii foi capaz de inibir a oxidacdo do guaiacol pela
MPO, apresentando uma ICsp = 8,45 + 0,50 pg/mL, bem como o resveratrol apresentando

uma ICsp = 0,40 £ 0,02 pg/mL (Figura 6).
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Figura 6 — Perfil da atividade do extrato bruto hidroalcodlico da casca de Synadenium grantii e do resveratrol
sobre a oxidacao do guaiacol pela MPO.

Regasini et al. (2008) demonstraram que os flavondis isolados do extrato etandlico
dos frutos de Pterogyne nitens, como quercetina, rutina, canferol e pterognosideo possuem
forte acdo na inibicdo da oxidacdo do guaiacol pela enzima MPO, com ICsode 1,22 + 0,01,
3,60 £ 0,02; 8,30 + 0,03 e 10,3 = 0,03 nM respectivamente.

Os polifendlicos presentes nos extratos aquosos das folhas de plantas utilizadas na
dieta e na medicina popular como Manihot esculenta (Euphorbiaceae), Abelmoschus
esculentus (Malvaceae), Hibiscus acetosella (Malvaceae) e Pteridium aquilinum
(Dennstaedtiaceae) possuem a capacidade de diminuir a liberacdo de MPO de neutréfilos
ativados e estdo associados a capacidade medicamentosa destas espécies (Tsumbu et al.,

(2012).



40

A capacidade do EB em inibir a acdo da enzima MPO indica que este é capaz de
atuar contra os radicais livres, bem como ter potencial para promover uma acdo anticatalitica,
diminuindo as consequéncias oxidativas que ocorrem em desordens inflamatorias devido a
presenca de peroxidases como a MPO (Nussbaum et al., 2013).

Também, a hemolise de eritrocitos tem sido muito utilizada como um modelo de
estudo ex vivo, para o entendimento da acdo das ERO nas membranas celulares e o efeito
protetor que agentes antioxidantes exercem nestas membranas (Ximenes et al., 2010). Além
disso, 0s ensaios com eritrocitos também possuem a funcdo de avaliar a citotoxicidade que o
agente antioxidante pode exercer sobre estas células (Khalil, 2011).

O EB néo apresentou potencial citotdxico sobre os eritrécitos nas concentracdes
testadas, na auséncia do AAPH (Anexo B). A figura 7 apresenta a diminuicdo da hemdlise a
medida que a concentracdo das amostras aumenta. Neste sistema, 0 resveratrol apresentou
uma ICsg de 2,37 + 0,10 pg/mL, enquanto que o EB da S. grantii teve 1Cso com valor de 5,17

+ 0,47 pg/mL.
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Figura 7 — Perfil da atividade do extrato bruto hidroalcodlico da casca de Synadenium grantii e do resveratrol
sobre 0 AAPH (25 mM); L =414 nm.
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Olchowik et al. (2012) reportam que a acdo anti-hemolitica dos extratos de Rhus
typhina (ICsp = 15 pg/mL) e Vitis vinifera (ICso entre 15 e 20 pg/mL) esta relacionada a
concentracdo de taninos encontrada nestes extratos. Da mesma forma, Schmitz et al. (2008)
associam as catequinas encontradas no extrato etandlico cha-verde a capacidade de inibicdo
da hemdlise oxidativa induzida por AAPH, sendo que uma concentragdo de 0,18 mg/mL do
extrato do cha-verde foi capaz de inibir 70,3% da hemdlise.

Os resultados obtidos com o EB das cascas de S. grantii revelam que a planta tem um
grande potencial de inibir a lesdo de eritrocitos pela acdo de radicais livres presentes no
sangue.

Conforme citado anteriormente, aos compostos fendlicos é atribuida, na literatura, a
responsabilidade por uma atividade antioxidante de extratos de plantas medicinais (Kahkonen
et al., 1999; Shadyro et al., 2003; Scotti et al., 2009). Desta forma, uma quantificacdo de
compostos fendlicos totais foi realizada para o EB e para as fracbes com o objetivo de se
avaliar a concentragdo destes compostos nestes extratos. No mesmo sentido, uma avaliagdo
dos extratos fracionados (extratos I, Il, 111, 1V) foi realizada empregando os sistemas DPPH" e
ABTS™ com o objetivo de se avaliar o potencial scavenger destas fragdes em decorréncia de
um fracionamento dos compostos presentes no extrato bruto com caracteristicas de polaridade
mais especificas.

A relacdo entre a presenca de compostos fenolicos e a atividade antioxidante do

extrato bruto e das fracGes de S. grantii pode ser observada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Agdo antioxidante e fendlicos totais do extrato e fragdes das cascas do caule de Synadenium grantii
Amostras ABTS™ ICsp (ug/mL) DPPH’ ICsp (ug/mL)  Fendlicos Totais (ug/mL)

EB 3,57+0,31 12,1 £ 0,25 404,8
Fracao IV 2,18+0,12 10,5+0,14 478,4
Fracdo I11 3,58 +0,16 19,5+ 0,40 262,0
Fracao Il 33,0+ 0,64 * **

Fracao | 35,3+1,30 * il
Resveratrol 0,50 + 0,06 63,4 + 0,96 falalel

* N&o atingiu 50% de inibi¢do ** N&o quantificado *** Experimento n&o realizado

Dasari et al. (2012) realizaram um estudo com a S. grantii e verificaram que a fracdo
metanolica da espécie possui a maior concentracdo de compostos fendlicos e apresentou a
melhor capacidade scavenger de radicais livres. Desta forma, os resultados obtidos por estes
autores corroboram os dados encontrados em nosso estudo.

Na tentativa de se isolar compostos aos quais pudessem ser atribuidas as agdes
antioxidantes observadas neste estudo, procedimentos fitoquimicos foram realizados, numa
primeira abordagem, com a fracdo Il. Segundo Cechinel Filho & Yunes (1998), algumas
classes de compostos fendlicos podem ser encontrados na fracdo cloroférmica devido a sua
caracteristica de polaridade. Como € visto no cromatograma fingerprint realizado, a presenca
de flavondides de média polaridade (40 a 60% MeOH) justifica um estudo a partir da fracdo
cloroférmica. No desenvolvimento dos procedimentos cromatograficos buscando isolar 0s
compostos em questdo, o isolamento de tais substancias ndo foi alcancado, mas puderam ser
isolados e identificados os triterpenos pentaciclicos friedelina (1) (Mahato & Kundu, 1994;
Almeida et al., 2011) e 3p-friedelinol (3) (Mahato & Kundu, 1994; Salazar et al., 2000) e o
triterpenos tetraciclico eufol (2) (Moreira, et al.,2010), os quais foram identificados pela
analise dos espectros RMN de 'H e *C e DEPT 135°, IV e por comparacdo com os dados

encontrados na literatura.
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A friedelina ja foi isolada em outras plantas da familia Euphorbiaceae como, por
exemplo, Mallotus barbatus (Riviére et al., 2012), Thecacoris annobonae (Kuete et al.,
2010), Drypetes gossweileri (Ngouela et al., 2003). Porém, néo foi encontrado outro relato de
isolamento dessa substancia na S. grantii sendo que, portanto, pode-se considerar esta a
primeira vez que a substancia foi isolada nessa espécie.

Outro composto isolado pela primeira vez nessa espécie, o 3p-friedelinol j& foi
isolado em outras espécies como, por exemplo, Camellia japonica (Thao et al., 2010),
Gustavia elliptica (Almeida et al., 2011), bem como na espécie Thecacoris annobonae (Kuete
etal., 2010).

O triterpeno tetraciclico eufol é um metabdlito secundario comum na espécie S.
grantii, e seu isolamento ja foi relatado em outros trabalhos (Uzabakiliho et al., 1987; Hassan
etal., 2012).

Sunil et al. (2013) demonstraram a boa atividade antioxidante da friedelina,
comparavel ao BHT e a vitamina C, para atividade scavenger in vitro do DPPH’, O,", NO" e
‘OH e um forte efeito supressor da lipoperoxidacdo, bem como demonstraram in vivo que a
administracdo de friedelina diminuiu o estresse oxidativo induzido no figado de ratos através
da protecédo dos hepatocitos e a normalizacao dos niveis de enzimas antioxidantes como SOD,

CAT, GSH e GPx.
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O isolamento da friedelina nesta espécie € um indicativo de que a capacidade
antioxidante do extrato bruto das cascas do caule de S. grantii pode estar associada nédo
somente aos compostos flavonoidicos presentes em sua composi¢do, mas também aos

triterpenos como os isolados em nosso estudo.

Concluséao

Os resultados demonstram que as cascas do caule de S.grantii apresentam potencial
antioxidante demonstrando acdo scavenger contra oxidantes importantes como O,", o HOCI e
a enzima MPO, associados a patogenia de diversas doencas, bem como demonstra capacidade
de proteger células como os eritrocitos contra a acdo de radicais livres. Ainda, ampliou-se o
conhecimento quimico sobre a planta, de forma que foram isolados a friedelina ¢ o 3[3-
friedelinol, dois triterpenos pentaciclicos relatados pela primeira vez nesta espécie e que

podem ter papel importante na capacidade antioxidante desta espécie.
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5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 MICRO-ORGANISMOS

A avaliacdo da atividade antimicrobiana ocorreu frente aos seguintes micro-
organismos: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida
albicans (ATCC 10231), obtidas com o Prof. Dr. Luis Anténio Esmerino do Departamento de
Anélises Clinicas e Toxicologicas da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

As culturas foram inoculadas em solucéo fisioldgica 24 horas antes da realizacdo dos
testes, ocorrendo a padronizacdo do inéculo para 1,5x10° UFC/mL. As suspensdes de micro-
organismos foram padronizadas com uma solucdo de sulfato de bario de turbidez equivalente
a 0,5 na escala de MacFarland (CLSI, 2005).

5.1.2 DISCO-DIFUSAO

Este ensaio foi realizado de acordo com os padrGes técnicos do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005).

Para o teste de disco-difusdo, o extrato bruto hidroalcodlico de S. grantii (EB) foi
preparado em DMSO (500 mg/mL de solucdo estoque) e esterilizado por filtracdo em filtro
Millipore de 0,45 pum.

A solucdo-estoque foi diluida (1:2; 1:4 e 1:8 v/v) e se procedeu a adsor¢éo de 10 uL
em discos de papel (6 mm) (concentraces finais de 2,5; 1,25 e 0,625 mg/disco).

Os discos foram fixados em placas de Petri com agar Miiller-Hinton contendo os
micro-organismos e em seguida as placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Os halos de
inibicdo do crescimento foram medidos em milimetros e valores acima de 8 mm de didmetro
determinam a suscetibilidade da cepa em relagéo ao extrato testado (SILVA et al., 2011).

Como controle positivo utilizou-se o ciprofloxacino (5 pg/disco - NEWPROV®) para
as cepas de bactéria, e cetoconazol (40 ug/disco) para C. albicans. Todas as determinacGes

foram feitas em duplicata.
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5.1.3 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada em
microplacas com 96 pogos. Os micro-organismos foram inoculados em caldo Muller-Hinton
por 6 horas. O EB foi solubilizado em DMSO (solucdo estoque de 50mg/mL) sendo
realizadas as diluicGes necessarias para obtencdo das concentracdes finais.

Nos pogos, depositou-se uma aliquota de 10 pL do EB (concentragdes finais de 2,5,
1,25, 0,625 e 0,312 mg/mL) e 5 uL das suspensfes de micro-organismos. Os pogos foram
entdo preenchidos com caldo Miller-Hinton para as bactérias e caldo Sabouraud para C.
albicans para um volume final de 200 uL. Apds 24 horas de incubagdo a 35 °C, mediu-se a
densidade Optica em leitor de ELISA a 650 nm.

A menor concentragdo dos extratos testados capaz de inibir o crescimento
microbiano foi designada concentracdo inibitoria minima. Todos os testes foram realizados

em duplicata.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 DISCO-DIFUSAO E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

O teste de disco-difusdo, embora simples, ¢ um método confiavel e utilizado na
selecdo de extratos biologicamente ativos, em meio de cultura sélido, e relaciona o tamanho
da zona de inibicdo de crescimento do organismo com a concentracdo da substancia testada. O
teste é aceito pelo FDA (Food and Drug Administration) e estabelecido como padrédo pelo
NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory Standards) (RIOS; RECIO; VILLAR,
1988; OSTROSKY et al., 2008).

Neste estudo, os halos de inibicdo foram medidos e os valores acima de 8 mm
determinaram a sensibilidade da cepa em relagéo ao extrato (SILVA et al., 2011). O teste de
disco-difuséo revelou atividade do EB contra Staphilococcus aureus na concentragdo de 2,5
mg/disco (halo = 8 mm) e contra Candida albicans na concentra¢do de 2,5, 1,25 e 0,625

mg/disco (halos = 11, 9 e 8 mm, respectivamente) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Halos de inibic8o do teste de disco-difuséo para o extrato bruto das cascas de Synadenium grantii.

Micro-organismos Concentracdo do EB
2,5 mg/disco 1,25 mg/disco 0,625 mg/disco
S. aureus 8 mm (S) 7 mm (R) 0 mm (R)
P. aeruginosa 0mm (R) 0mm (R) 0 mm (R)
E. coli 0 mm (R) 0 mm (R) 0 mm (R)
E. faecalis 0mm (R) 0mm (R) 0 mm (R)
C. albicans 11 mm (S) 9 mm (S) 8 mm (S)

(S) = Sensivel (R) = Resistente

Para a verificacdo da CIM realizou-se a técnica de microdilui¢do, onde se considera a
relacdo entre a proporc¢édo de crescimento do micro-organismo no meio liquido e concentracéo
do extrato testado. O resultado da-se de acordo com a proporcao da turbidez causada pelo
crescimento microbiano (OSTROSKY et al., 2008).

Este teste demonstrou que o EB apresentou atividade contra Escherichia coli e
Candida albicans em concentracdes a partir de 312 pug/mL, como pode ser observado na
Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados de CIM para 0 extrato bruto das cascas de Synadenium grantii.

Micro-organismos CIM
EB (ug/mL)
S. aureus Inativo
P. aeruginosa Inativo
E. coli 312
E. faecalis Inativo
C. albicans 312

Segundo Aligianis et al. (2001), quando trata-se de materiais vegetais, considera-se
os resultados como: forte inibicdo — CIM até 500 pug/mL; inibicdo moderada — CIM entre 600
e 1.500 pg/mL; e como fraca inibicdo — CIM acima de 1.600 pg/mL.

Em nosso estudo, observa-se que no teste de disco-difusdo, o EB foi eficaz para S.
aureus e C. albicans, enquanto que no teste de CIM por microdiluicdo observa-se que o EB
obteve forte inibicéo para E. coli e C. albicans.

Esta diferenga entre os dois modelos experimentais, tratando-se dos resultados
exibidos para as duas bactérias pode ser explicada pela diferenca existente entre os dois
métodos em relacdo a difusdo de algumas substancias no agar, principalmente quando se trata
de extratos vegetais (SEJAS et al., 2002; MARTINS et al., 2010). Sendo assim, a possivel
limitacdo da difusdo dos componentes do EB, devido a variedade de substancias presentes em

um extrato vegetal pode ter influenciado os resultados discrepantes para E. coli e S. aureus.
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Por outro lado, o EB demonstrou ser bastante efetivo contra a cepa de Candida
albicans, presumindo-se que 0 extrato e seus compostos possam atuar no tratamento de
infeccdes causadas por esta levedura.

Vérias plantas, alguma utilizadas popularmente, vém sendo avaliadas quanto a
capacidade antimicrobiana de seus extratos (GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES,
2005; BRASILEIRO et al., 2006; LIMA et al., 2006).

Irobi et al. (1994) realizaram um estudo com os extratos aquosos e etanolicos das
cascas da Bridelia ferruginea (Euphorbiaceae), e encontraram atividade no teste de difuséo
em 4agar para os dois extratos. Os resultados dos halos de inibicdo na concentragdo de 5
mg/disco para a solucdo etandlica e aquosa foram, respectivamente 8 + 0,19 10 + 0,73 para S.
aureus, 4 £ 0,01 e 4 £ 0,10 para E. coli e 10 £ 0,10 e 15 £ 0,39 para C. albicans. Ainda,
screening fitoquimico realizado pelos autores, nos extratos desta planta, demonstrou a
presenca de taninos e outros compostos polifendlicos.

Oliveira et al. (2008) realizaram os testes de disco-difusdo e microdilui¢cdo para
avaliar a capacidade antimicrobiana do latex, das folhas e da entrecasca da Croton urucurana
(Euphorbiaceae). O latex da planta demonstrou espectro de acdo e maior poténcia do que 0s
extratos das folhas e das entrecascas. Dos extratos da entrecasca, a fragdo cloroformica foi a
que apresentou maior poténcia de inibicdo no método de disco-difusdo contra S. aureus, P.
aeruginosa, E. faecalis e E. coli, na concentragcdo de 1mg/disco, os halos de inibigdo (mm)
foram 14, 15, 14, 12, respectivamente. Por outro lado, no teste de CIM o extrato etandlico da
entrecasca apresentou atividade ligeriamente melhor que o cloroférmico para estes micro-
organismos. Sendo os resultados 0,5; 0,25; 0,5; 0,25 mg/mL para S. aureus, P. aeruginosa, E.
faecalis e E. coli respectivamente. Os autores destacam a presenca de compostos
polifendlicos, entre outros metabolitos secundarios encontrados no latex da espécie.

Algumas classes de metabdlitos secundarios sdo frequentemente citadas como
responsaveis pela acdo antimicrobiana dos extratos vegetais, entre estes estdo A&cidos
fendlicos, quinonas, flavonas, flavondides, flavonois, alcaldides, 6leos essenciais e terpenos
(COWAN, 1999; MONTEIRO et al., 2005; CUSHNIE; LAMB, 2005).

O resultado do teste antimicrobiano do presente estudo pode estar associado a classes
de compostos polifenolicos quantificados, bem como pode estar associado aos terpenos

presentes na especie Synadenium grantii.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, o estudo fitoquimico realizado com o extrato bruto hidroalcoodlico das
cascas do caule de Synadenium grantii Hook. f. permitiu o isolamento de trés triterpenos da
fracdo cloroférmica: eufol, friedelina e 3B-friedelinol, sendo os dois ultimos encontrados pela
primeira vez na especie.

Ainda, um cromatograma fingerprint indicou a presenca de compostos flavonoidicos
no extrato bruto hidroalcoolico das cascas do caule.

A partir dos resultados obtidos com os experimentos antioxidantes, conclui-se que a
planta tem um potencial antioxidante consideravel, apresentando ndo somente capacidade
scavenger de radicais livres e agentes oxidantes, como também inibindo a mieloperoxidase e
a catalise para a formagdo de mais radicais livres. Ressalta-se ainda que o EB também possui
um potencial de protecdo celular, pois foi capaz de proteger as células eritrocitarias da acao de
radical livre.

Das fragdes obtidas do extrato bruto, as fragdes mais polares (metandlica e acetato de
etila) apresentaram a maior quantidade de compostos polifendlicos, bem como maior
potencial biolégico em modelos antioxidantes, se comparando com as fracGes mais apolares.

O EB de Synadenium grantii revelou um potencial antimicrobiano interessante,
principalmente frente a levedura C. albicans, mais experimentos devem ser realizados tanto
com as fracbes obtidas do extrato bruto como com substancias isoladas, para que este
potencial seja mais definido.

Por fim, este trabalho amplia o conhecimento prévio sobre esta espécie e demonstra
varios potenciais biolégicos que abrem caminho para novos estudos direcionados de acordo
com os resultados apresentados, como, por exemplo, o estudo quimico das fragdes mais
polares do EB na tentativa de se isolar os compostos flavonoidicos; assim como o estudo de
bioatividade dos triterpenos isolados da fracdo cloroférmica em modelos experimentais in
vitro e in vivo relacionados & atividade antioxidante, bem como as doencas e disturbios que

estejam ligados ao estresse oxidativo e ao uso popular da espécie.
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ANEXO A

Protocolo de Pesquisa Aprovado pela Comissédo de Etica
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S Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
% g g COMISSAQ DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N° 68/2010
Protocolo: 08766/10

Em reunido ordinaria, realizada dia 26 de Agosto de 2010,
a Comissdo de Etica em Pesquisa, APROVOU o protocolo de
pesqguisa intitulado “Acao de xenobidticos sobre
eritrécitos: hemdlise provocada por radicais livres e
interferéncia de produtos naturais vegetais e de
antinflamatérios” de responsabilidade do pesquisador José

Carlos Rebuglio Vellosa

Conforme Resolucdo CNS 196/96, solicitamos que sejam
apresentados a esta Comissdo, relatérios sobre andamento

da pesquisa, conforme modelo (http://www.uepg.br/coep/) .
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Data para entrega do relatdério Final: 0

Ponta Grossa, 27 de Agosto de 2010

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Prof. Dif. Ulisses Coelho
Coordenador

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: 84030-900 — Ponta Grossa - PR — BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Universitério em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 - Fax: (42) 3220-3102
e-mail: seccoep@uepg.br Home page. www uepg.br
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ANEXO B

Avaliacao da Citotoxicidade do EB Sobre Eritrécitos - Hemolise na Auséncia de AAPH
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ANEXO C

Fluxogramas da Obtencao de Fracoes, SubfracGes e Compostos a Partir das Cascas do
Caule de Syndenium grantii.
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EB liofilizado
(8g)

Fracionamento
Coluna

Hexano

Fracio

Hexdnica
(1,138g)

Cromatogrifica
a Vacuo

CHCI3

Fracdo
Cloroformica
(3.448 g)

AcOEt

Fracao Acetato
de Etila (2,291g)

Metanol

Fracao

Metanolica
(1,096g)
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Fracdo
56-60

p
Hex:CHCI3 (1:1) Hex:CHCI3 (45:55) Hex:CHCI3 (4:6) MeOH
Coluna Flash

1-57 58-62 63-89 90-101
36-45
Composto 3
(12 mg)
Fracdo
301-330
Coluna
Sephadex LH-20
(Metanol 100%)

Subfragdo Subfragdo Subfragdo Subfragdo Subfragdo Subfragdo Subfragdo
13 e 740 At 1454 7 5556
(8.5mg) 4 mg) (4.2mg)

% Nao foi possivel a identificacdo por técnicas de RMN das subfracfes obtidas através
da Coluna Sephadex LH-20.




ANEXO D

Espectro de RMN *H, 3C e DEPT 135° do Composto 1 — Friedelina em CDCl;
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ANEXO E

Espectro de RMN *H, *C e DEPT 135° do Composto 2 — Eufol em CDCls






ANEXO F

Espectro de RMN 'H, *C e DEPT 135° do Composto 3 — 3p-Friedelinol em CDCl;









