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RESUMO

Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Tiegh. € uma planta hemiparasita pertencente
a familia Loranthaceae, conhecida popularmente no Brasil como “Erva-de-
passarinho”. E amplamente distribuida na América do Sul, onde ataca uma vasta
quantidade de hospedeiros. Até o momento, ja foram relatadas importantes
atividades biol6gicas para esta espécie na medicina popular, tais como anti-
inflamatéria, antimicrobiana, hipotensora, hipoglicémica, ansiolitica, hemostatica,
analgésica, antipirética, diurética e antitumoral. Além disso, estudos fitoquimicos
indicam a presenca de compostos fendlicos, como os flavonoides, taninos,
proantocianidinas e catequinas. No entanto, apesar do conhecimento da presenca
deste parasita em arvores urbanas e considerando seu extenso uso popular, pouco
ainda se sabe sobre suas propriedades quimicas, biolégicas, farmacoldgicas e
toxicologicas. Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar os
principais metabdlitos secundarios presentes no extrato aquoso (EA) de T. acutifolius
e avaliar suas propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas, confirmando ou ndo sua
utilizacao tradicional. As partes aéreas de T. acutifolius foram coletadas no municipio
de Santa Cruz do Sul, RS, tendo como hospedeiro a espécie Ligustrum lucidum
(Oleaceae). O EA foi preparado pela técnica de maceracdo a frio com exaustao
(relacdo droga solvente: 1:10 v/v). A partir do estudo fitoquimico, foi possivel
confirmar a presenca de catequina, rutina, quercetina e 7-hidroxi-flavona no EA. A
atividade anti-inflamatéria foi avaliada utilizando o modelo de inducdo de edema de
pata por carragenina em camundongos. No estudo, o tratamento oral com o EA
inibiu significativamente o edema na dose de 400 mg/Kg, em 3 e 4 horas apés a
administragdo de carragenina. A atividade gastroprotetora foi avaliada em ratos
através da inducédo de lesbGes gastricas por etanol absoluto. Foi observado uma
reducao de 74,51% das ulceracdes na dose de 400 mg/kg, bem como auséncia de
focos hemorragicos e aumento da protegdo das mucosas, quando comparado ao
controle negativo. As propriedades citotoxicas, mutagénicas e antioxidantes do EA
foram avaliadas em células de Saccharomyces cerevisiae, células de mamifero
(V79) e frente a Artemia salina. Em S. cerevisiae 0 EA promoveu efeito citotoxico
nas concentragdes mais altas e apesar da auséncia de efeitos citotoxicos frente a A.
salina, um efeito citotéxico e genotdxico também foi observado em células V79 em

concentragdes superiores a 250 ug/mL. Entretanto, foi possivel observar que o EA



nao apresentou atividade mutagénica nas concentragdes testadas, além de
apresentar atividade antioxidante no teste in vitro do sequestro do radical DPPH-. A
atividade antimicrobiana do EA foi avaliada contra diversas bactérias gram-positivas
e negativas e contra o protozoario oportunista Acanthamoeba castellanii. Os
resultados mostraram que todas as bactérias testadas foram sensiveis ao EA,
caracterizando um amplo espectro de atividade antagonista do mesmo. Além disso,
a atividade amebicida também apresentou mortalidade contra os trofozoitos. Assim,
conclui-se que extrato testado possui potenciais efeitos anti-inflamatério,
antioxidante, gastroprotetor e antimicrobiano, fato que justifica a continuidade dos
estudos com esta planta e seu uso na medicina tradicional. Futuros estudos seréao
necessarios para validar cientificamente o uso desta planta como um agente

fitoterapico seguro e eficaz no combate a estes transtornos.

Palavras-chave: Tripodanthus  acutifolius,  anti-inflamatéria,  antioxidante,

gastroprotetora, antimicrobiana, toxicidade.



ABSTRACT

CHEMICAL AND BIOLOGICAL STUDY OF Tripodanthus acutifolius (RUIZ &
PAV.) TIEGH., LORANTHACEAE

Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Tiegh. is an endemic shrub included in the
Loranthaceae family, popularly known in Brazil as "Erva-de-passarinho”. It is widely
distributed in South America, where it grows on large variety of hosts. This plant is
widely used in traditional medicine for a range of purposes, such as anti-
inflammatory, antimicrobial, hypotensive, hypoglycemic, anxiolytic, hemostatic,
analgesic, antipyretic and diuretic. Phytochemical studies of this species indicate the
presence of polyphenolic compounds such as flavonoids, tannins, proanthocyanidins
and catechins. However, in spite of the knowledge of mistletoe presence in urban
trees and considering the extensive popular use of this plant, little is known about its
chemical, biological, pharmacological and toxicological properties. Therefore, the
purposes of this work was identify and characterize the main secondary metabolites
present in T. acutifolius aqueous extract (AE) and evaluate their biological,
pharmacological and toxicological activities, highlighting or not the popular use of the
plant. The aerial parts of the T. acutifolius were collected in the city of Santa Cruz do
Sul, RS, from the host Ligustrum lucidum (Oleaceae). The AE was prepared by static
maceration with cold exhaustion (drug-solvent ratio 1:10 w/v). By means of HPLC
analysis, catechin, rutin, quercetin and 7-hydroxyflavone were identified in the AE.
The anti-inflammatory activity was evaluated in mice using carrageenan-induced paw
edema. The inhibition of edema was observed at a dose of 400 mg.kg™, reducing
edema in 3 and 4 hours after administration of carrageenan. The gastroprotective
activity was evaluated in rats through acute gastric lesions induced by absolute
ethanol. Oral administration of the AE at a dose of 400 mg.kg™' promoted a 74.51 %
reduction in ulceration, resulted in an absence of hemorrhagic areas and increased
mucosal protection. The cytotoxic, mutagenic and anti-oxidative properties were
tested by eukaryote Saccharomyces cerevisiae, V79 mammalian cells and Artemia
salina. In S. cerevisiae the AE induced cytotoxic effect at the highest tested
concentrations. Despite of absence of cytotoxic effects in A. salina, a cytotoxic and
genotoxic effect also was observed in V79 cells in concentration upper to 250 pg.mL"
'. However, the results showed that the AE did not induce forward mutation and



showed antioxidant activity in the test by an in vitro DPPHe capture. The antimicrobial
activity of the AE was tested against a variety of Gram positive and negative bacteria
and against the opportunistic protozoan Acanthamoeba castellanii. The results
showed that among the bacteria tested 100 % were sensitive to the antimicrobial
substances, characterizing a broad spectrum of antagonistic activity of the AE. The
amoebicidal activity also showed mortality against trophozoites. The results indicate
that the tested extract has potential anti-inflammatory, antioxidant, gastroprotective
and antimicrobial effects, justifying the continuation of studies with this plant and your
use in traditional medicine. Further study may scientifically validate the use of this
plant as a safety herbal medicine agent that could be of great benefit to patients with

these disorders.

Key-words: Tripodanthus acutifolius, anti-inflammatory, antioxidant, gastroprotective,
antimicrobial, toxicity.
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1 INTRODUGAO E RELEVANCIA DO TEMA

As plantas medicinais sdo reconhecidas como uma importante fonte para
obtencdo de moléculas bioativas, constituindo uma das mais bem sucedidas
estratégias para a descoberta e sintese de novos medicamentos. Apesar de todo o
potencial, sua utilizagdo como fonte de pesquisa para a busca de novos compostos,
com novos mecanismos de acdo, alta seletividade e atividade, ainda é pouco
explorada. Das milhares de espécies de plantas existentes no mundo, somente uma
pequena parcela tem sido investigada fitoquimica e biologicamente (BRESOLIN;
CECHINEL FILHO, 2003; ELISABETSKY; SOUZA, 2004).

Apesar da evolucao de areas como a sintese quimica de farmacos, as plantas
medicinais constituem ainda um valioso arsenal de substancias, tanto na forma de
medicamento natural ou como matéria-prima para a industria farmacéutica
(INTERSIMONE; THOENE; RIERA, 2005). O valor destes remédios folcléricos é
reconhecido atualmente pela medicina moderna, ainda mais quando observadas as
condigdes de pobreza e falta de acesso as politicas publicas de saude de muitas
pessoas, que acabam recorrendo unicamente a terapéutica natural para zelar por

sua saude.

No entanto, este uso tradicional baseado em conhecimentos populares, aliado
a crenca de que, “se é vegetal é natural; se nao fizer bem, mal nao faz”, pode ser
considerado perigoso, pois muitas plantas possuem compostos toxicos, e seu uso
indiscriminado pode trazer problemas (OLIVEIRA; AKISUE, 2000). Sabe-se que
muitas plantas medicinais apresentam substancias que podem desencadear reacdes
adversas, seja por seus proprios componentes, seja pela presenca de
contaminantes ou adulterantes presentes nas preparacoes fitoterapicas, exigindo um
rigoroso controle de qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus
constituintes, até a elaboracdo do medicamento final (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006).

Entre todos os medicamentos comercializados no mundo, cerca de 40%
tiveram origem direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, salientando que
78% das drogas antibacterianas e 60% dos medicamentos antitumorais s&o

derivados de produtos naturais (CRUZ, 2005). Das 252 drogas consideradas basicas
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e essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 11% s&o exclusivamente
de origem vegetal e um numero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de

precursores naturais.

Os fitoterapicos vém sendo amplamente utilizados em diversos paises. Na
Africa, por exemplo, frente ao alto custo dos farmacos sintéticos, estima-se que 60%
dos farmacos com atividades antitumorais e antimicrobianas, ja comercializados ou
em fase de pesquisa clinica, sejam de origem natural (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006). As plantas medicinais desempenham, portanto, papel muito importante na
medicina moderna, pois fornecem farmacos extremamente eficazes, os quais
dificilmente seriam obtidos via sintese quimica. Neste sentido, a investigacdo de
novos e potenciais farmacos provenientes de plantas torna-se ainda mais exitosa
quando apoiada numa base etnofarmacolégica aliada ao fato de ja haverem
significativas correlagdes entre os efeitos farmacolégicos apontados pelo uso

popular com evidéncias cientificas.

Dentre estas, encontra-se a espécie Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.)
Tiegh., uma planta hemiparasita pertencente a familia Loranthaceae, que vem sendo
estudada com base em seus usos na medicina popular. Esta “erva-de-passarinho”,
popularmente conhecida no Brasil, pode ser considerada umas das mais agressivas
do grupo, principalmente pela diversidade de hospedeiros que afeta e a forma com

que se prolifera pelo tronco, galhos e copa (ROTTA, 2004).

Até o momento, ja foram relatadas importantes atividades biolégicas
atribuidas a estas ervas, como anti-inflamatéria, analgésica, antipirética,
antimicrobiana, antioxidante, hipotensora, diurética, hemostatica e antitumoral, o que
incita a busca de novas propriedades por meio da avaliacdo de seus extratos e
fracdes (CRUZ, 1979 apud CORTEZ et al., 1988; FERNANDEZ et al., 1998;
INTERSIMONE; THOENE; RIERA., 2005; VIEIRA et al., 2005; DAUD; HABIB;
RIERA., 2006; SOBERON et al., 2010a).

Tendo em vista a ampla distribuicdo das ervas-de-passarinho, com destaque
a espécie T. acutifolius, e em razdo de suas propriedades farmacoldgicas ja
descritas, nota-se a importancia da continuacdo dos estudos quimicos e biolégicos
desta planta na pesquisa de novos alvos terapéuticos, envolvendo o efeito do extrato

aquoso bruto de suas folhas.
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De acordo com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, a presente Tese de Doutorado foi redigida na forma de capitulos,
apresentando uma breve introducao e relevancia do tema, bem como os objetivos
propostos (capitulos 1 e 2).

O referencial tedrico (capitulo 3) inicia-se com um estudo acerca da Familia
Loranthaceae e do genero Tripodanthus. Em seguida, apresenta-se a espécie
estudada, T. acutifolius, suas caracteristicas botanicas, constituintes quimicos
identificados, com destaque aos compostos fendlicos e propriedades farmacoldgicas
relatadas.

Os capitulos 4 a 7 apresentam os artigos submetidos ou a serem submetidos
para publicacao, envolvendo o estudo quimico e as atividades biolégicas avaliadas
para o extrato aquoso bruto (EAB) de T. acutifolius.

Na discussao geral (capitulo 8), apresenta-se a interpretacao dos resultados e
suas inter-relacées, avaliando o real potencial desta espécie como agente
terapéutico. Em seguida, apresenta-se a conclusao do trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo quimico e bioldgico das folhas de Tripodanthus acutifolius,
buscando identificar e caracterizar seus principais metabdlitos secundarios, bem
como avaliar suas propriedades farmacol6gicas e toxicologicas descritas a partir de

sua utilizacao na medicina tradicional.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver um método analitico por CLAE-DAD para caracterizacao do extrato
aquoso bruto (EAB) de Tripodanthus acutifolius, buscando identificar seus principais

metabolitos secundarios;

- Avaliar as atividades anti-inflamatéria e antioxidante de Tripodanthus acutifolius;

- Avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de Tripodanthus
acutifolius;

- Avaliar a atividade gastroprotetora de Tripodanthus acutifolius em ratos Wistar;

- Avaliar a atividade antimicrobiana de Tripodanthus acutifolius.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Familia Loranthaceae

A familia Loranthaceae, classificada na divisao Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida e ordem Santalales, € constituida por espécies de arbustos eretos ou
escandentes, incluindo cerca de 940 espécies classificadas em 70 géneros
(NICKRENT et al., 2010; AMICO et al., 2012; Sistema APG IIl, 2014). Apresentam-
se distribuidas em regides tropicais e subtropicais, de ambos os hemisférios, com
pouca frequéncia nas regides temperadas (NORTON; CARPENTER, 1998,
RUSSELL; NICKRENT, 2008).

E constituida por arbustos eretos ou escandentes, clorofilados e est4 entre as
maiores familias que possuem hemiparasitas, atacando uma grande variedade de
hospedeiros (RIZZINI, 1968; HARRIS, 1992; TAINTER, 2002). Parasitam arbustos,
arvoretas e arvores de ruas, pragas, jardins e pomares, ocorrendo também em
florestas nativas, de forma equilibrada, possivelmente devido a oferta alimentar as
aves pela floresta (ROTTA; ARAUJO; OLIVEIRA, 2006).

As plantas desta familia sdo conhecidas popularmente no Brasil como “Ervas-
de-passarinho”, este termo é utilizado porque a maior parte das espécies depende
das aves para dispersao de suas sementes (CAZETTA; GALETTI, 2003). As
diferentes formas de nomenclatura destas espécies parasitas da familia
Loranthaceae sao genericamente conhecidas como gui, mistletoe e muérdago nos

idiomas francés, inglés e espanhol, respectivamente (ROTTA et al., 2005).

Este termo “Erva-de-passarinho” € atribuido a um grupo de plantas
hemiparasitas compreendido por quatro familias, sendo duas delas, Loranthaceae e
Viscaceae, de maior importancia biolégica por atacarem uma variedade de
hospedeiros nas arvores urbanas de diversas regides no mundo (HARRIS, 1992;
TAINTER, 2002). Fixam-se nos galhos e troncos da planta hospedeira e sao
capazes de ocupar toda sua copa, beneficiando-se de suas fontes de crescimento,
podendo comprometer todo um programa de arborizacdo (TATTAR, 1978; ROTTA,
2001).
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A infestagcdo ocorre através de passaros que utilizam os frutos para
alimentacao e, ap0s regurgitacdo ou defecacdo, as sementes liberadas aderem-se
as plantas hospedeiras por possuirem uma camada de substancia mucilaginosa
aderente, chamada viscina. La germinam emitindo imediatamente radicula que se
transforma em raizes especiais (haustorios), que penetram no caule do hospedeiro
até atingir o xilema, desenvolvendo uma unido complexa com o tecido vascular
deste (Figura 1). Desta forma, as aves agem tanto como agentes disseminadores,
como facilitadores da germinacdo desta hemiparasita (BARCIK et al., 2002;
CAZETTA; GALETTI, 20083).

Figura 1 - Emissao de radicula (A) e fixacao de haustérios de Tripodanthus acutifolius no caule
do hospedeiro (B)

Fonte: Registro fotografico da autora.

As ervas-de-passarinho sao plantas parasitas que constituem um interessante
grupo para diversos estudos, pois sdo capazes de modificar a estrutura e dinamica
do hospedeiro onde estdo inseridas, reduzindo a biomassa e alterando a alocagéo
de recursos da espécie (PRESS; PHOENIX, 2005 apud MOURAO et al., 2009), além
de serem muito utilizadas como curativas na medicina popular de diversos paises
(SOBERON et al., 2010a).

Os hemiparasitas ou semiparasitas sao organismos que se utilizam da seiva
bruta do hospedeiro para seu desenvolvimento e sobrevivéncia. Esta seiva fornece-
lhes agua e sais minerais, ndo sendo, contudo, completamente dependentes deste
hospedeiro, pois possuem clorofila, e, portanto sédo capazes de realizar fotossintese
e produzir seus proprios compostos organicos, podendo mesmo em alguns casos
viver sem ele. Além disso, pelo fato de crescerem sobre os galhos de seus
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hospedeiros sédo consideradas plantas epiparasitas. Em funcdo destas
caracteristicas, estas plantas podem se desenvolver independente do contato com o
solo, parasitando ramos encontrados em troncos e galhos dos hospedeiros. Estas
especificacées certamente contribuem para a sua grande capacidade de proliferacao
tornando-as muito resistentes a erradicacdo (TATTAR, 1978; ROTTA, 2001;
TAINTER, 2002; CALVIN; WILSON, 2006; LEAL; BUJOKAS; BIONDI, 2006).

Entretanto, um dos fatores limitantes do parasitismo das ervas-de-passarinho
se da em relagdo ao seu hospedeiro, uma vez que sdo fundamentais os fatores
como viabilidade, qualidade e resisténcia do hospedeiro ao parasita e a preferéncia
do parasita (MARVIER; SMITH, 1997). Deste modo, a germinacdo e a chance de
estabelecimento sdo dependentes do sucesso da dispersdo de sementes em
conjunto com a compatibilidade com o hospedeiro (CAZETTA; GALETTI, 2007).
Neste sentido, algumas espécies sdo denominadas de especialistas por
apresentarem uma limitacdo na quantidade de hospedeiros em que parasitam,
enquanto existem aquelas que podem associar-se a diferentes espécies de plantas,
sendo assim chamadas de generalistas (NORTON; CARPENTER, 1998; ARRUDA;
CARVALHO, 2004).

As ervas-de-passarinho apresentam diferencas em relagdo a aparéncia das
folhas, flores e frutos, na forma de crescimento, quanto ao habito, e também na
maneira como parasitam o hospedeiro. Por este motivo € sugerido denomina-las
popularmente, de acordo com as caracteristicas das folhas e habito, como
elementos que separem/identifiquem as espécies (ROTTA, 2005):

* erva-de-passarinho-da-folha-miuda: Struthanthus polyrhysus e S. uraguensis
* erva-de-passarinho-da-folha-grauda: Struthanthus vulgaris

* erva-de-passarinho-chorao: Tripodanthus acutifolius

* erva-de-passarinho-da-folha-comprida: Phoradendron linearifolium

* erva-de-passarinho: Phoradendron piperoides e Psittacanthus sp.

As diversas espécies de ervas-de-passarinho sdo comumente encontradas
em plantas lenhosas, como em arvores de floresta, frutiferas, ornamentais, arvores
em ambientes urbanos, em arbustos e cactos (DEVKOTA, 2005). Estas infestacdes
intensas podem comprometer o desenvolvimento da planta hospedeira como um

todo, sendo que a infestacdo em arvores frutiferas leva a perda de qualidade, baixa
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producgéo de frutos e a morte da planta hospedeira; sendo assim, em funcao destes
prejuizos, apresentam uma importancia econémica as plantacdes. Outros efeitos
causados pelas ervas-de-passarinho aos seus hospedeiros s&0 0 mau
funcionamento dos tecidos lenhosos e da producdo de galhas, o surgimento de
folnagem esparsa e morte do apice. Em virtude disso, estas espécies infestadas
ficam mais predispostas ao ataque por insetos e doencgas e mais susceptiveis a seca
ou algum outro estresse ambiental adverso, como por exemplo, competicado por
espaco de crescimento e luz solar, do que individuos saudaveis da mesma espécie,
podendo causar sua morte prematura. A Unica forma de controle, sem grandes
prejuizos ao hospedeiro, é através da sua poda (VENTURELLI, 1981; CAIRES et al.,
2009).

Apesar deste efeito negativo nas espécies parasitadas, estes parasitas
também apresentam papel benéfico como fonte de recursos na medicina popular. As
plantas pertencentes a familia Loranthaceae sdo consideradas uma rica fonte de
substancias de interesse medicinal. Sao utilizadas tradicionalmente para o
tratamento de diversas doencas como dor de garganta, distlrbios respiratérios,
hemostaticos, para promover diurese, diminuir a pressdo arterial e a glicemia e
combater a aterosclerose, além de apresentarem atividades antioxidante, anti-
inflamatéria, antimicrobiana, antitlcera e antitumoral (DURAND et al., 1962 apud
CORTEZ et al., 1988; NETO et al., 1988; FERNANDEZ et al., 1998; INTERSIMONE;
THOENE; RIERA, 2005; VIEIRA et al., 2005; SOBERON et al., 2010a).

Além de Loranthaceae, estes parasitas distribuem-se pelas familias
Santalaceae, Misodendraceae, Eremolepidaceae e Viscaceae, onde estao incluidas
diferentes espécies, infestando uma ou mais espécies de arvores. Aquelas
investigadas mais comumente sdo Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Thiegh.,
Struthanthus vulgaris (Vell.) Mart., Struthanthus polyrhysus Mart., Struthanthus
uraguensis (Hook. & Arn.) G. Don. (Loranthaceae) e Phoradendron linearifolium
Eichl. (Viscaceae) que apresentam estrutura e padrao de colonizagdo diferentes
entre si (ROTTA, 2001).
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3.2 Tripodanthus acutifolius

O género Tripodanthus (Eichler) Tiegh. € um pequeno género pertencente a
familia Loranthaceae encontrado na América do Sul, do qual fazem parte cerca de
trés espécies: T. acutifolius (Ruiz & Pav.) Tiegh., T. flagellaris (Cham. & Schitdl.)
Tiegh. e T. belmirensis F.J. Roldan & Kuijt. Enquanto T. acutifolius possui uma vasta
distribuicdo, sendo encontrada na Argentina, Bolivia, Brasil, Equador, Paraguai,
Peru, Uruguai e Venezuela, as outras duas possuem uma distribuicdo mais limitada;
T. flagellaris é encontrada na Argentina e Uruguai e T. belmirensis, somente na
Colémbia (AMICO; VIDAL-RUSSEL; NICKRENT, 2007; AMICO et al., 2012;
CAIRES; DETTKE, 2014).

Tripodanthus acutifolius (Figura 2), cujas sinonimias sdo T. eugenioides
(Kunth) Tiegh., T. ligustrinus (Willd. ex Roem. & Schult.) Tiegh., T. suaveolens
(Kunth) Tiegh., Loranthus acutifolius Ruiz & Pav. e Phrygilanthus acutifolius (Ruiz &
Pav.) Eichler (AMICO et al., 2012), distribui-se pelos varios estados brasileiros,
podendo ser encontrada nas regidoes Nordeste (Bahia, Ceara e Pernambuco),
Centro-oeste (Distrito Federal, Goias e Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo) e Sul (Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul) (CAIRES; DETTKE, 2014).

Figura 2 - Aspecto geral do parasitismo de Tripodanthus acutifolius sobre seu hospedeiro
Fonte: Registro fotografico da autora.
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Esta planta costuma parasitar espécies arbdéreas de Leguminosas,
Anacardidceas, Sapindaceas, Zigofilaceas, e Rosaceas. No Brasil, a infestacdo
desta erva-de-passarinho é bastante comum na regido sudeste, modificando o
crescimento de arvores ornamentais dos géneros Cupressus, Casuarina e
Ligustrum, assim como influencia a perda da producao de varias arvores frutiferas,
principalmente em espécies de Citrus spp. € em Mangifera indica L. (LEAL;
BUJOKAS; BIONDI, 2006; RICCO et al., 2008). Por apresentar uma diversidade de
hospedeiros, infestando tanto arvores nativas como exéticas e pela forma de
proliferacdo que ataca pelo tronco, galhos e copa, T. acutifolius pode ser
considerada uma das espécies mais agressiva desta familia (ROTTA, 2004).

Quanto a seletividade por hospedeiros, T. acutifolius parece nao ser um
parasita especifico. No entanto, parasita com maior frequéncia e de maneira
predominante, as arvores de espécies exoOticas, mesmo aquelas que,
aparentemente, ndo se configuram como fontes de alimento para as aves, seus
principais agentes dispersores (INTERSIMONE; THOENE; RIERA, 2005; ROTTA et
al., 2005; RICCO et al., 2008). Em relacéao a T. acutifolius, Ligustrum lucidum W. T.
Aiton (Oleaceae) € a espécie arbdrea mais parasitada, demonstrando haver certa
especificidade entre essas espécies (LEAL; BUJOKAS; BIONDI, 2006).

Em um estudo realizado por Rotta et al. (2005) para o reconhecimento pratico
de espécies de erva-de-passarinho na arborizacdo da cidade de Curitiba, PR,
percebeu-se que T. acutifolius é a espécie mais comumente encontrada. Sua
presenca nas copas das arvores € considerada um componente natural do sistema
de arborizagédo urbana, servindo como fonte de alimento para aves e também como
uma caracteristica de realce visual, ja que apresenta um crescimento em forma de
ramos longos pendentes, emprestando belo visual a planta hospedeira, confundindo-
se com sua estrutura de copa e dando-lhe o aspecto de um chorao. O florescimento
intenso com o perfume agradavel semelhante ao da planta conhecida como dama-
da-noite (Cestrum noturnum — Solanaceae) e a grande producdo de frutos
contribuem, ainda, para a composicao deste cenario, do agrado da populacao

urbana.

Esta distribuicdo destes hemiparasitas em seus hospedeiros pode ser
determinada por uma série de fatores, sendo os mais frequentes a especificidade do

mesmo, a distancia entre hospedeiros, condicbes ambientais, luminosidade,
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arquitetura da planta hospedeira, comportamento alimentar e selecdo do habitat pelo
agente dispersor (NORTON; CARPENTER, 1998; ARRUDA; CARVALHO; DEL-
CLARO, 2006).

Tripodanthus acutifolius é uma planta hemiparasita que possui folhas normais
com estbmatos e clorofila, metabolizando substancias organicas para seu
desenvolvimento, e que tem a capacidade de absorver os elementos minerais da
planta hospedeira através de seus haustérios. Esta relacdo de dependéncia é
considerada um parasitismo unilateral, em que s6 o hospedeiro sofre os danos
(PILLAR, 1994; DAUD; GALLO; RIERA, 2005; ROTTA et al., 2005).

Possui caules nodosos, formados por ndés entumecidos, que apresentam-se
no formato de cipd, pois ficam pendurados por entre a copa do hospedeiro ou ainda
podem se difundir por toda copa até alcancgar sua parte superior. A possibilidade de
ocupagdo em arvores vizinhas a sua hospedeira € devido aos galhos poderem
atingir um comprimento superior a de 5 metros (TAVARES, 2008).

As folhas de T. acutifolius apresentam grande variagdo quanto ao seu formato
e suas dimensodes, em funcao das condicdes de maior ou menor luminosidade. Sao
simples, em geral opostas, eventualmente verticiladas ou alternas, de consisténcia
membranoso-coriacea, e, quando frescas, sdo verde-escuras e brilhantes na face
adaxial e opacas com muitas pontuagdes escuras (denominadas de “lenticelas”) na
face abaxial, facilitando assim sua identificagdo (Figura 3). Apresentam flores em
caliculo, hexameras, solitarias ou comumente em triades, com anteras elipséides e
apiculadas, variando da cor amarelo, amarelo-alaranjado, verde-oliva até vermelha,
atingindo o comprimento de 1,2 a 1,6 cm. Os frutos sdo do tipo baga, pequenos e
ovoides (Figura 4) (ROTTA et al., 2005; CAIRES et al., 2009).
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1k

Figura 3 — Caracteristicas morfologicas das folhas de Tripodanthus acutifolius
Legenda: A) ramos escandentes; B) face adaxial e abaxial foliar, destacando as lenticelas
Fonte: Registro fotografico da autora

Figura 4 — Fotografia das flores e frutos de Tripodanthus acutifolius
Legenda: A) flores; B) frutos. Fonte: Registro fotografico da autora.

Esta espécie e outras da mesma familia vém sendo estudadas com base em
seus usos na medicina popular. Até o momento, j4 foram atribuidas importantes
atividades biologicas a estas ervas, como anti-inflamatoria, analgésica, antipirética,
antimicrobiana, antioxidante, hipotensora, diurética, hemostatica e antitumoral
(FERNANDEZ et al., 1998; VIEIRA et al., 2005; DAUD; HABIB, RIERA, 2006;
SOBERON et al., 2010a).

Em Amaicha del Valle, na Argentina, as flores de T. acutifolius sao utilizadas
como ornamentais nas oferendas do festival de Corpus Cristie, sendo muito
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utilizadas na medicina popular para diversos tipos de enfermidade, principalmente
para infecgdes respiratorias, regulacdo da glicemia, como hipotensora e ansiolitica
(INTERSIMONE; THOENE; RIERA, 2005).

A maioria dos estudos realizados com a espécie T. acutifolius € baseado
neste conhecimento popular. No entanto, alguns trabalhos cientificos ja foram
publicados sobre o potencial desta espécie, relatando as atividades antimicrobiana,
anti-inflamatéria, analgésica, antipirética e diurética (DAUD; GALLO; RIERA, 2005;
INTERSIMONE; THOENE; RIERA, 2005; DAUD; HABIB; RIERA, 2006; SOBERON
et al., 2006; SOBERON et al., 2007; SOBERON et al., 2010a, SOBERON et al.,
2010b; SOBERON, et al., 2010c).

Daud e colaboradores (2005) avaliaram o potencial antimicrobiano de extratos
aquoso e etanolico obtidos das flores de T. acutifolius em micro-organismos Gram+
e Gram- de importancia médica, e concluiram que o extrato etandlico inibiu o
crescimento tanto de bactérias Gram+ (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus e Enterococcus faecalis), quanto de Gram- (Serratia marcescens,
Acinetobacter sp. e Pseudomonas aeruginosa). Ressaltam que estes resultados
corroboram a crenca popular de que as flores desta espécie sdo eficazes contra
infeccdes respiratorias.

Soberédn et al. (2006) em estudo comparativo da atividade antibacteriana das
folhas de T. acutifolius em trés diferentes formas extrativas (infusdo, decoccéo e
tintura), concluiram que esta espécie representa fonte interessante como antibiotico,
com atividade comparavel a de antibioéticos comerciais. A tintura da planta mostrou
maior atividade antibacteriana em relacdo a forma de extracdo aquosa,
demonstrando também a importancia da forma de extragao utilizada, uma vez que a
atividade biol6gica é fortemente afetada pelo solvente e pelo método de extracao
aplicado.

Em outro estudo realizado por Soberén e colaboradores (2007) sobre a
atividade antibacteriana de diferentes plantas utilizadas na medicina popular do
noroeste da Argentina, demonstraram mais uma vez que T. acutifolius possui esta
acao, sbé que desta vez, o extrato aquoso das folhas, preparado na forma de infusao,
teve maior efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano. Analisaram também neste
estudo a citotoxicidade dos extratos, concluindo que a infusdo desta planta
apresenta DL50 alta (1200 pg/mL) evidenciando citotoxicidade baixa.
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Intersimone e colaboradores (2005) analisaram os efeitos diuréticos do
extrato aquoso e etandlico das flores de T. acutifolius em ratos, em duas
concentragcdes diferentes (200 e 400 mg/kg). Através do estudo, comprovaram a
acao diurética dos dois extratos, sendo que estes na dose de 200 mg/kg
apresentaram um maior poder natriurético em relacao a dose de 400 mg/kg.

Daud et al. (2006) testaram a atividade anti-inflamatéria, analgésica e
antipirética do extrato aquoso e etandlico das flores de T. acutifolius em ratos. Os
resultados mostraram que o extrato aquoso reduziu significativamente o edema
induzido por carragenina dentro de 1 — 5 horas apés a administragcdo em todas as
doses utilizadas (100, 200 e 400 mg/kg). Foi observado que o extrato aquoso
apresentou maior poténcia anti-inflamatéria do que o extrato etandlico e que um
numero maior de principios ativos responsaveis pela atividade anti-inflamatéria
estavam disponiveis neste extrato. O fato de que os compostos presentes no extrato
aquoso estavam ativos quando administrados por via oral, indica que eles nao
sofreram inativacdo gastrointestinal. E provavel que os mecanismos de acdo dos
componentes deste extrato sejam semelhantes ao de anti-inflamatérios néo

esteroidais, ou seja, inibicdo da biossintese de prostaglandinas.

Estes resultados apoiam o uso tradicional da planta no processo inflamatério,
mas 0 mecanismo exato e 0s principios bioativos responsaveis para essas acdes
precisam ser explicados, sendo necessario aprofundar a investigacdo nessa area.
Quanto a atividade analgésica, observou-se que o mesmo extrato reduziu as
contorcoes abdominais induzidas por acido acético e no teste da formalina, também
reduziu o estimulo doloroso. Além disso, este reduziu a febre em doses superiores a
200 mg/kg no prazo de 2 horas em hipertermia induzida (DAUD; HABIB; RIERA.,
2006).

Soberédn et al. (2010a) realizaram a purificacdo e identificacdo de compostos
fendlicos obtidos a partir da infusdao das folhas de T. acutifolius, guiados pela
atividade antibacteriana dessas substancias. Concluiram que a agéao antibacteriana
desta planta seria atribuida parcialmente a quatro glicoflavonoides (rutina,
nicotiflorina, hiperosideo e isoquercetrina) e principalmente ao tripodantosideo, pelo
fato deste estar em uma maior concentragcdo nas folhas. Estes mesmos
pesquisadores (SOBERON et al., 2010c) ao analisar o efeito anti-inflamatério destes

cinco compostos, concluiram que os glicosideos da quercetina, sendo eles
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hiperosideo, rutina e isoquercetrina, demonstraram uma maior atividade inibitoria da
hialuronidase que a nicotiflorina e o tripodantosideo, atrelando a atividade anti-

inflamatéria de T. acutifolius a presenca destes flavonais.

Sendo assim, de acordo com os estudos cientificos publicados, os principais
constituintes quimicos identificados para T. acutifolius sao os compostos fendlicos,
dentre eles flavonoides (rutina, nicotiflorina, hiperosideo e isoquercetrina), taninos
condensados e proantocianidinas (catequina, epicatequina e catequina-4-B-ol) e um
raro fenilbutanoide glicosilado chamado de tripodantosideo (Figura 5) (DAUD;
HABIB; RIERA, 2006; RICCO et al., 2008; SOBERON et al., 2010a).

OH

HO
g ’ ’
OH o HO
OH

Rutina - R4=0OH; Ry= rutinosideo

Nicotiflorina- R4=H;  Ry,=rutinosideo
OH Hiperosideo - R;=OH; R,= galactose HO HO
Catequina/Epicatequina Isoquercetrina- R4=OH; R,= glicose Tripodantosideo

Figura 5 - Compostos fendlicos identificados em Tripodanthus acutifolius
Fonte: DAUD; HABIB; RIERA, 2006; RICCO et al., 2008; SOBERON et al., 2010a

3.3 Ligustrum lucidum

Ligustrum lucidum W. T. Ait (Oleaceae) é uma espécie vegetal pertencente a
familia Oleaceae, da ordem das Lamilaes, que conta com cerca de 20.000 espécies
distribuidas entre 22 familias. Esta familia € amplamente distribuida em regides
tropicais a temperadas por volta do mundo (JUDD et al., 2009). No Brasil, estas
espécies ocorrem nas regides Norte, Nordestes, Sudestes, Centro-oeste, Sudeste e
Sul (Sistema APG lll, 2014).

O Ligustro (Figura 6) é uma arvore originaria da China, muito utilizada na
arborizacao urbana das cidades, podendo atingir até 10 metros de altura quando
adulta. Também ¢é conhecida popularmente como alfeneiro, alfeneiro-da-china,

alfeneiro-brilhante e alfeneiro-de-rua. Possui tronco grosso, de casca escura e com
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fissuras irregulares, que sustenta a copa densa, de forma arredondada. Suas folhas
sdo simples, opostas, ovaladas, com apice alongado, verde-escuras, brilhantes,
coriaceas, com 8-15 cm de comprimento. As inflorescéncias distribuem-se em
paniculas cbnicas, densa, terminal, com flores brancas pequenas, e se formam de
outubro a fevereiro. Os frutos sdo drupas em cachos, arredondados, roxo-pardos,
com 1-2 sementes pequenas (LORENZI, 2003).

Figura 6 — Aspecto geral de Ligustrum lucidum com destaque para os frutos
Fonte: LORENZI, 2003; Sistema APG llI, 2014.

Seus frutos sdo muito utilizados na Medicina Tradicional Chinesa, na
prevencao e tratamento de varias doencgas, tais como diabetes e doencas cardiacas.
Também sao utilizados popularmente para tratar problemas renais, fortalecer o
figado e melhorar a visdo. Este uso se da devido a elevada concentragéo dos acidos
oleandlico e ursolico, que constituem os componentes majoritarios dos frutos. Estes
compostos tém atraido muita atencdo devido suas propriedades anticancerigenas,
antimutagénicas, anti-inflamatérias, antioxidantes, imunomoduladoras,
hepatoprotetoras e antiprotozoarias (XIA et al., 2011; GAO et al., 2007).

Além de acido ursdlico e oleandlico, a literatura relata a presenga de
compostos volateis, triterpenos, flavonoides, secoiridoides glicosidicos e compostos
fendlicos nesta espécie (LIU et al., 2010). Os iridoides e secoridoides glicosidicos
(Figura 7) também tém sido amplamente estudados nesta espécie, pois sua
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presenca esta relacionada aos efeitos protetores no figado e rins e no tratamento da
osteoporose (YANG et al., 2010; AOKI et al., 2012; CHENG et al., 2013; ZANGH et
al., 2013).
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Figura 7 — Exemplos de secoiridoides presentes em Ligustrum lucidum
Fonte: HE et al., 2001.
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4 ANALISE QUIMICA DE Tripodanthus acutifolius

4.1 Introducao

A pesquisa fitoquimica visa conhecer os constituintes quimicos de espécies
vegetais ou determinar a sua presenga. Na analise fitoquimica, uma das etapas
consiste na identificacdo e caracterizacdo de compostos bioativos de extratos e
fracbes, bem como no fracionamento, isolamento e purificagdo de substancias.
Nestas etapas a cromatografia tem lugar de merecido destaque, uma vez que 0s
métodos cromatograficos sdao os procedimentos de separacdo e isolamento mais
amplamente utilizados atualmente (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2003;
FALKENBERG et al., 2004).

De acordo com estudos cientificos publicados ja relatados anteriormente
nesta tese, os principais constituintes quimicos identificados para T. acutifolius sao
os compostos fendlicos, dentre eles taninos condensados e proantocianidinas
(catequina, epicatequina e catequina-4-B-ol), flavonoides (rutina, nicotiflorina,
hiperosideo e isoquercetrina) e um raro fenilbutanoide glicosilado chamado de
tripodantosideo (DAUD; HABIB; RIERA, 2006; RICCO et al., 2008; SOBERON et al.,
2010a).

Os taninos sao substancias fendlicas soluveis em agua com massa molecular
entre 500 e 3000 Dalton, as quais apresentam a habilidade de formar complexos
insolUveis em agua com alcal6ides, gelatina e outras proteinas (SANTOS; MELLO,
2004). Sao responsaveis pela adstringéncia de frutos e vegetais, isto porque ocorre
a precipitacdo das glicoproteinas salivares ocasionando a perda do poder
lubrificante. Os taninos sao divididos em dois grupos, sendo um deles os
hidrolisaveis € o outro grupo os condensados, esses amplamente encontrados no
reino vegetal, sdo também designados como proantocianidinas, pelo fato de
apresentarem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas (MONTEIRO et
al., 2005).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina popular no tratamento
de diversas doencas tais como diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo,

hemorragias, feridas, queimaduras, disturbios estomacais, renais e do sistema
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urinario, processos inflamatérios em geral. Possuem também diversas atividades
bioldgicas como acdo bactericida, fungicida, antiviral, antitumoral e antioxidante
(SANTOS; MELLO, 2004; MONTEIRO et al., 2005).

Em estudo realizado por Ricco et al. (2008) em que observaram as variagdes
do perfil de polifenois de T. acutifolius infectado pelo inseto cochonilha (Dactylopius
coccus), foram analisados e comparados os extratos metandlicos de folhas sadias e
infectadas. Nas folhas sadias o perfil de leucoantocianidinas e proantocianidinas foi
caracterizado pela presenca de catequina, epicatequina e catequina-4-B-ol. J& nas
folhas infectadas, foi caracterizada a presengca de catequina e oligbmeros e
polimeros derivados. Os extratos foram tratados com acido, indicando a presenca de
cianidina para ambos os materiais. Os niveis de fendis totais, taninos totais e
proantocianidinas foram maiores nas folhas infectadas em comparacdo com as
folhas sadias. Esses niveis elevados podem estar associados a infecg¢édo, sugerindo
um possivel mecanismo de defesa frente aos agentes agressores. Desta forma, é
necessario considerar a condigcao fitossanitaria de T. acutifolius usado como fonte de
material vegetal em infusdes ou extratos, porque distintos perfis de compostos
podem resultar em diferencas com relacao a atividade biolégica.

Os flavonoides representam um dos grupos de compostos fendlicos mais
importantes e diversificados entre produtos de origem natural. Possuem um nucleo
basico com 15 atomos de carbono, arranjados de modo a formar dois anéis
aromaticos A e B, que se encontram ligados por trés unidades de carbono, que
podem ou n&o formar um terceiro anel C (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Sua presenca nos vegetais esta relacionada a diversas fungdes: protecao dos
vegetais contra raios ultravioleta e visivel, além de protecao contra insetos, fungos,
virus e bactérias, atracao de animais com finalidade de polinizacao, antioxidantes,
controle da acado de hormoénios vegetais, agentes alelopaticos e inibidores de
enzimas (HARBONE; WILLIAMS, 2000). Destacam-se por possuirem propriedades
farmacolégicas tais como antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral,

antimicrobiana, hormonal, antialérgica, dentre outras (FLOREZ et al., 2002).

Soberédn et al. (2010a) realizaram a purificacdo e identificacado de compostos
fendlicos obtidos a partir da infusdao das folhas de T. acutifolius, guiados pela
atividade antibacteriana dessas substancias. Concluiram que a agédo antibacteriana
desta planta seria atribuida parcialmente a quatro glicoflavonoides (rutina,



49

nicotiflorina, hiperosideo e isoquercetrina) e principalmente ao tripodantosideo, pelo
fato deste estar em uma maior concentracdo nas folhas. Estes mesmos
pesquisadores (SOBERON et al., 2010c) ao analisarem o efeito anti-inflamatério
destes cinco compostos, concluiram que os glicosideos da quercetina, sendo eles
hiperosideo, rutina e isoquercetrina, demonstraram uma maior atividade inibitoria da
hialuronidase que a nicotiflorina e o tripodantosideo, atrelando a atividade anti-
inflamatéria de T. acutifolius a presenca destes flavonais.

Entretanto, apesar dos estudos relatados até o presente momento, pouco
ainda se sabe sobre sua composicao quimica e a variagao desta composicao destes
hemiparasitas de acordo com o0s seus hospedeiros, ja que na literatura disponivel
nao ha nenhum relato sobre quais eram os hospedeiros da espécie estudada. Desta
forma, este trabalho teve como objetivo caracterizar e identificar os compostos
majoritarios presentes no extrato aquoso bruto das folhas de T. acutifolius,
epiparasita de Ligustrum lucidum.

4.2 Parte Experimental

4.2.1 Procedimentos gerais

As praticas desenvolvidas para a elaboracdo desta parte do trabalho foram
realizadas nos laboratérios de Farmacognosia e de Cromatografia da Universidade
de Santa Cruz do Sul/UNISC. O processo de liofilizacdo do extrato aquoso foi
realizado na Central Analitica do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas (PPGCF) da UFRGS.

Os solventes e reagentes utilizados foram procedentes das marcas FMaia,
Nuclear, Proton Quimica, Reagen, Sigma Aldrich, Synth e Vetec. A agua utilizada
nos experimentos e na preparagao dos reagentes e eluentes foi a destilada e, no
caso de analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foi a obtida por
osmose reversa (agua ultra-pura).

Para as cromatografias analiticas em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas com gel de silica 60 Fass (Merck®) de espessura de 0,2 mm com

suporte de aluminio 20 x 20 cm. A aplicacao das amostras foi feita com capilares de
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vidro. As analises foram realizadas em cuba saturada, com migragdo ascendente.
Como fase mével (FM) foram utilizados varios eluentes, selecionados de acordo com
a caracteristica dos compostos analisados. A deteccao das substancias por CCD se
deu pela visualizacao sob luz ultravioleta (UV) em comprimentos de ondas de 254 e
365 nm (Camara CAMAG®) e com reagentes cromogénicos, tais como anisaldeido-

acido sulfarico' e vanilina sulfurica®.

Para a cromatografia em coluna do tipo flash (CCF) foi utilizado gel de silica
60 Carvalhaes® com tamanho de particulas 0,04 — 0,063 mm (230-400 mesh ASTM).
Para a cromatografia em coluna (CC) foi utilizado gel de silica 60 Merck® com
tamanho de particulas 0,063 - 0,200 mm (70-230 mesh ASTM). Tanto na CCF como
na CC se utilizou uma proporcao de 1:20 (g/g) em relacao ao peso da amostra e a
quantidade de silica utilizada para empacotamento da coluna de vidro.

Para as anadlises cromatograficas em CLAE o método de separacéo foi o de
fase reversa utilizando pré-coluna e coluna Gemini C-18 (250 x 4,66 mm), marca
Phenomenex®. A fase mével constituiu-se de um sistema de gradiente com agua e
acido trifluoracético (TFA) (0,01%) como fase polar (A) e acetonitrila e TFA (0,08%)
(fase organica — fase B), com fluxo de eluicdo de 0,8 mL/min. As amostras, antes de
serem injetadas no cromatégrafo (20 L), foram colocadas em banho de ultrassom
por 30 minutos, para serem degaseificadas, em seguida foram filtradas (membrana
0,45 pm, Chromafil®Xtra) e transferidas para os vials. Durante as andlises foi

realizada varredura com comprimentos de onda que variaram de 190-400 nm.

Para a espectrometria no infravermelho foi utilizado o espectrémetro
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer (Perkin Elmer®) com varredura na faixa
4000-750 cm'de reducdo, usando a técnica de reflectancia especular e analisados
em software OMNIC E.S.P versao 7.0.

Os seguintes equipamentos foram utilizados no desenvolvimento do trabalho:
Balanca semi-analitica Marte, modelo AL500; Bomba de vacuo Tecnal, modelo TE-
058; Camara de lampada UV Camag (254 e 366 nm); Cromatdgrafo Shimadzu LC-
10 (Tokyo, Japao), equipado com bomba LC-20AT, auto injetor SIL-20A, com

! Solugdo de Anisaldeido - misturar, na ordem, 0,5 mL de anisaldeido, 10 mL de acido acético glacial, 85 mL de
metanol e 5 mL de acido sulftrico (Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 52 Ed.).

2 Solugdo de Vanilina - dissolver 1 g de vanilina em etanol e completar o volume para 100 mL com o mesmo
solvente. Adicionar, cuidadosamente, 2 mL de acido sulfirico e homogeneizar (Fonte: FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 52 Ed.).
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detector de arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A; Espectrdmetro Spectrum 400, Perkin
Elmer; Estufa de ar circulante Tecnal, modelo TE-394/3; Estufa de secagem e
esterilizagdo Tecnal, modelo TE-393/2; Evaporador rotatério Marconi, modelo
MA120; Lavadora Ultrasénica UNIQUE; Liofilizador Eduards modelo Modulyo 4K;
Moinho de facas Tecnal, modelo TE-648; Sistema de purificagdo de agua Millipore
Milli-Q.

4.2.2 Material vegetal e obtencao do EAB de Tripodanthus acutifolius

As folhas de T. acutifolius foram coletadas na Rua Gaspar Silveira Martins
esquina com Coronel Oscar Jost, entre as coordenadas 29°42'17.36”S,
52925°26.54”0 no municipio de Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, no més de
setembro de 2010, no periodo da manha, tendo como hospedeiro a espécie
Ligustrum lucidum W. T. Aiton (Oleaceae). A coleta foi autorizada pela Secretaria
Municipal de Meio Ambiente e Saneamento de Santa Cruz do Sul, sob numero
282/2010 (ANEXO A). A identificacao botanica desta espécie foi realizada pela Dra.
Marisa Terezinha Lopes Putzke, botanica e professora do Departamento de Biologia
e Farmacia da Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC), sendo posteriormente
depositada no Herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
Grande Sul (UFRGS), sob numero ICN 167796 pelo botanico Sérgio Augusto de
Loreto Bordignon (ANEXO B).

Apos coleta, as folhas de T. acutifolius foram separadas e analisadas, sendo
que apenas as folhas integras foram selecionadas, sem doencga, rasuras ou
contaminantes. Em seguida, as folhas foram lavadas em agua corrente e
posteriormente secas em estufa de ar circulante a temperatura de 40°C, por um
periodo de 48 horas. Ap6s secagem completa, realizou-se a retirada dos caules
restantes, permanecendo como farmacdgeno apenas as folhas inteiras e totalmente
secas. Na sequéncia, as folhas foram moidas em moinho de facas e armazenadas

em frasco de vidro &mbar, devidamente limpo e rotulado.

Para a obtencdo do extrato, a droga seca foi colocada em frasco-ambar e
recoberta com agua destilada, na propor¢éo droga-solvente 1:10 (p:v). A preparacao

do extrato se deu pela técnica de maceracao estatica, por um periodo de 24 horas,
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sendo que apds este periodo, o liquido extrativo foi filirado e o solvente renovado
por cinco dias consecutivos. Os liquidos extrativos obtidos foram concentrados em
evaporador rotatério e posteriormente liofilizados, obtendo-se o extrato aquoso bruto
(EAB), que teve seu peso seco determinado para calculo de rendimento.

4.2.3 Desenvolvimento de método analitico por CLAE-DAD para avaliacao do
EAB de Tripodanthus acutifolius e quantificacao da catequina

As analises iniciais para o desenvolvimento do método por CLAE foram
realizadas utilizando como fase movel A: solucdo aquosa de acido trifluoracético
(TFA) 0,5% (v/v) e como fase movel B: acetonitrila. Foram avaliados diferentes
sistemas gradientes, bem como variagdes nas proporcdes das fases moveis. Para o
desenvolvimento do método foi utilizada pré-coluna e coluna Phenomenex Gemini C-
18 (250 mm x 4,6 mm) e cromatdgrafo Shimadzu LC-10, descrito anteriormente.
Durante as andlises foi realizada varredura com comprimentos de ondas que

variaram de 190-400 nm.

Nos diferentes sistemas gradientes avaliados (Tabela 1) foram realizadas
alteragbes na temperatura de condicionamento da coluna bem como no fluxo de
eluicdo da fase movel. Estas andlises foram realizadas na Central Analitica do
Programa de Pés-graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Posteriormente as analises foram realizadas no Laboratério de Cromatografia
da Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC) onde foi testado o sistema
selecionado a partir das analises iniciais. Utilizou-se a mesma pré-coluna e coluna

empregada anteriormente e um equipamento equivalente.

Com o intuito de obter uma melhor resolucdo para os sinais presentes no
cromatograma optou-se por modificar a composicao das fases, incluindo o TFA
também na fase organica. Assim sendo, definiu-se como fase mével A, uma solugéao
aquosa de TFA 0,01% e como fase B, uma solucdo de acetonitrila com TFA 0,08%
em trés novos sistemas de gradiente — Sistemas 4 a 6 (Tabela 2).
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Tabela 1 - Sistemas de gradientes testados inicialmente para analise cromatografica do EAB
de Tripodanthus acutifolius por CLAE

Sistema 1
FM A: H,O: TFA (0,5%)
FM B: ACN

Sistema 2
FM A: H,O: TFA (0,5%)
FM B: ACN

Sistema 3
FM A: H,O: TFA (0,5%)
FM B: ACN: H,O/TFA 0,5%

Fluxo: 0,8 — T: 30°C Fluxo: 1,0 — T: 40°C (60/40)
Fluxo: 0,8 — T: 30°C
Tempo (min) B% Tempo (min) B% Tempo (min) B%
0,01 10 0,01 2 0,01 13
10 25 5 7 15 30
20 40 10 10 20 30
35 60 15 12 25 37
45 40 20 14 32 37
55 25 25 15 35 40
64,9 10 30 18 42 40
65 Stop 32 20 50 60
35 22 55 40
40 24 58 30
45 25 64 13
50 20 65 Stop
55 10
59 5
62 2
65 Stop

Tabela 2 — Novos sistemas de gradientes para analise cromatografica do EAB de Tripodanthus

acutifolius por CLAE

Sistema 4
FM A: H,O: TFA (0,01%)
FM B: ACN: TFA (0,08%)
Fluxo: 0,8 — Sem forno

Sistema 5
FM A: H,O: TFA (0,01%)
FM B: ACN: TFA (0,08%)
Fluxo: 0,8 — Sem forno

Sistema 6
FM A: H;O: TFA (0,01%)
FM B: ACN: TFA (0,08%)
Fluxo: 0,8 — Sem forno

Tempo (min) B% Tempo (min) B% Tempo (min) B%
0 30 0 8 0 8
52 15 18 15 18
4 54 20 18 20 18
6 60 25 22 25 22
8 55 32 22 32 22
10 42 35 24 35 24
11 42 42 24 40 24
14 30 50 30 42 18
20 Stop 60 36 46 8
65 42 50 Stop
70 36
80 24
85 18
89 8
90 Stop
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4.2.3.1 Preparo da amostra e dos padroes testados

A amostra (EAB) foi preparada numa concentracao de 1 mg/mL, solubilizada
em uma mistura de acetonitrila com agua ultra pura (50:50). Em seguida, o baléo foi
colocado em ultrasom por 20 minutos. Apds, a amostra foi filtrada (membrana 0,45
Mm) para ser injetada no cromatografo.

Para comparacédo qualitativa dos compostos majoritarios presentes no EAB,
foram testados varios padroes de compostos fendlicos simples e polifendlicos a
partir da disponibilidade dos mesmos nos laboratérios de farmacognosia da UNISC e
da UFRGS, tais como &cido elagico, acido cafeico, acido ferrulico, acido p-cumarico,
acido siringico, acido 3,4-diidroxibenzéico, acido clorogénico, quercetina, quercetina-
3-B-D-glicosideo, quercetina-3-D-galactosideo, quercetrina, canferol, luteolina,
rutina, flavona, 5-hidroxi-flavona, 3,4-di-idroxi-flavona, 6-hidroxi-flavona, 7-hidroxi-
flavona, 7,8-di-idroxi-flavona, apigenina, catequina, epicatequina, galocatequina,
hiperosideo e isoquercetrina. Os padrdes foram preparados numa concentracao de
1mg/mL e solubilizados em metanol grau HPLC.

Apdbs desenvolvimento cromatografico, os padrdes foram analisados de
acordo com seus respectivos tempos de retencdo, seus espectros de absorgdo no
UV e através de comparacao espectral com os compostos presentes no EAB.

4.2.3.2 Analise quantitativa da catequina no EAB de Tripodanthus acutifolius

Apés andlise qualitativa e caracterizacao do EAB, o composto majoritario foi
quantificado através da realizagdo de uma curva de calibracdo da catequina nas
concentracdes de 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 e 2,0 mg/mL, conforme metodologia
descrita no item 4.2.3.
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4.2.4 Fracionamento e isolamento de compostos presentes no EAB de
Tripodanthus acutifolius

4.2.4.1 Cromatografia em coluna do tipo flash (CCF)

O fracionamento preliminar do EAB iniciou-se através da cromatografia em
coluna do tipo flash (CCF). Nesta técnica, o gel de silica foi suspenso em hexano e
esta suspenséao foi transferida para uma coluna de vidro, a qual possui uma das
extremidades afilada e munida de torneira. Apds a transferéncia e compactagédo do
adsorvente, o EAB foi ressuspenso em uma pequena quantidade de agua destilada
e aplicado sob a extremidade superior da coluna. Os constituintes do extrato foram
eluidos através da coluna com o auxilio de uma bomba de vacuo acoplada a
extremidade superior desta, sendo recolhidas diversas fragdes de volumes variaveis,
em funcao da sua coloracdo e de acordo com os eluentes utilizados. Os resultados
da separacao foram monitorados por CCD, sendo que as fragdes foram reunidas
conforme a semelhancga de seus constituintes (CANNELL, 1988).

Para esta coluna foram utilizadas 140 g de gel de silica 60 (230-400 mesh) e
7,0 g do EAB de T. acutifolius. Os eluentes foram hexano (fracées 1 — 2), acetato de
etila (fracbes 3 — 9) e metanol (fragbes 10 — 20).

Foram utilizados cerca de 500 mL do solvente hexano, 800 mL de acetato de
etila e 800 mL de metanol. Foram coletadas 20 fragdes de volume variavel, nao
excedendo 150 mL cada. Apds analise por CCD em diferentes sistemas
cromatograficos®, optou-se por reunir algumas fragdes por estas apresentarem

semelhancas (Tabela 3).

® Sistema 1 — Diclorometano; Sistema 2 — Acetato de etila:metanol:agua (100:13,5:10) v/v; Sistema 3
— acido acético:acido cloridrico concentrado:agua (30:3:10) v/v; Sistema 4 — &cido férmico:acido
cloridrico concentrado:agua (5:2:3) v/v; Sistema 5 — butanol:acido acético:agua (6:1:2) v/v; Sistema 6
— acetato de etilazacido formico:acido acético:agua  (100:11:11:27) v/v; Sistema 7 -
cloroférmio:metanol (85:15) v/v; Sistema 8 — cloroférmio:metanol (65:35) v/v; Sistema 9 -
tolueno:acetato de etila:acido férmico (50:40:10) viv (WAGNER; BLADT, 1995; SANTOS; MELLO,
2004; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).
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Tabela 3 - Fracoes obtidas por CCF a partir do EAB de Tripodanthus acutifolius

12 Nomeacao 22 Nomeagao
1 1
1.1 2
2-4 3
5-7 4
8-14 5
15-20 6

Apés a realizacao e analise das fragdes por CCD, optou-se por trabalhar com
as fracdes 4 e 5, pois acredita-se serem as fragcbes mais ricas nos compostos

fendlicos de interesse.

4.2.4.2 Cromatografia em coluna (CC)

Esta técnica segue a mesma descrita no item 4.2.4.1, porém sem a utilizagao
de pressédo. Os eluentes utilizados para a separacéo estdo descritos a seguir.

Coluna 1 (CC1)

Coluna: 20 g de gel de silica 60 (70-230 mesh).
Amostra: 0,882 g da fracao 4 da CCF.

Eluente: cloroférmio:metanol (65:35).

Vazao: 20 gotas/minuto.

Foram coletadas 145 frac6es de volume variavel, ndo excedendo 10 mL
cada. As mesmas foram monitoradas por CCD, utilizando como fase mdvel
cloroférmio:metanol (65:35), onde optou-se por reunir as fragdes 1 - 11 de acordo
com a semelhanca no CCD e por descartar as fracoes 12 — 145, por as mesmas nao
apresentarem manchas na CCD (Tabela 4).

Tabela 4 — FracOes obtidas da CC 1 da fracdao acetato de etila do EAB de Tripodanthus
acutifolius

12 Nomeagao 22 Nomeagao

1 1

2+3

4

5

6+7+8

9+10+11

[e2KS, BE- NN \V]
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Coluna 2 (CC 2)
Coluna: 23 g de gel de silica 60 (70-230 mesh).
Amostra: 1,15 g da fracao 5 da CCF.
Eluente: cloroférmio:metanol (65:35).
Vazao: 20 gotas/minuto.

Foram coletadas 30 frac6es de volume variavel, ndo excedendo 10 mL cada.
As mesmas foram monitoradas por CCD, utilizando como fase moébvel
cloroférmio:metanol (65:35), onde optou-se por descartar as fragdes 11 — 30, por as
mesmas nao apresentarem manchas na CCD. Além disso, observou-se semelhancga

nas fracdes 4 e 5 com a fracao 5 da CC 1, assim optou-se por reuni-las.

Coluna 3 (CC 3)
Coluna: 30 g de gel de silica 60 (70-230 mesh).
Amostra: fracdo 5 da CC 1 e fracdes 4 e 5 da CC 2 (0,75 Q)
Eluente: cloroférmio:metanol (65:35).
Vazao: 20 gotas/minuto.

Foram coletadas 15 fracées de volume variavel, ndo excedendo 10 mL cada.
As mesmas foram monitoradas por CCD, utilizando como fase modvel
cloroférmio:metanol (65:35), onde observou-se semelhanca nas fragdes 5, 6 e 7,
optando-se por reuni-las, nomeando-a de fracdo 4. As demais fragdes foram
descartadas por nao apresentarem manchas na CCD.

Coluna 4 (CC 4)
Coluna: 15 g de gel de silica 60 (70-230 mesh).
Amostra: fracdo 4 da CC 3 (0,25 g)
Eluente: cloroférmio:metanol (65:35).
Vazao: 20 gotas/minuto.

Foram coletadas 5 fragdes de volume variavel, ndo excedendo 10 mL cada.
As mesmas foram monitoradas por CCD, utilizando como fase mobvel
cloroférmio:metanol (65:35). A fragdo 3, codificada como E4, foi selecionada para
analise em CLAE, por estar possivelmente isolada.

Coluna 5 (CC 5)
- Coluna: 15 g de gel de silica 60 (70-230 mesh).
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- Amostra: fracdo 2 da CC 4 (0,10 g)
- Eluente: cloroférmio:metanol (70:30)
- Vazéo: 20 gotas/minuto.

Foram coletadas 10 fragdes de volume variavel, nao excedendo 5 mL cada.
As mesmas foram monitoradas por CCD, utilizando como fase mdvel
cloroférmio:metanol (70:30), onde observou-se semelhanca nas fragdes 4, 5 e 6,
optando-se por reuni-las, nomeando-a de fracao 4, bem como nas fracbées 7 e 8,
nomeando-a de fragdo 5. A fragdo 5, codificada como E5, também foi selecionada
para analise em CLAE, por estar aparentemente isolada.

Para uma melhor compreensdo de quais foram as fracées de interesse
utilizadas nas CC e das fracdes possivelmente isoladas elaborou-se uma
representacado esquematica que pode ser visualizada na Figura 8.

Extrato aquoso liofilizado I
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Figura 8 — Esquema das frac6es obtidas por CCF e CC a partir do EAB de Tripodanthus
acutifolius

Legenda: CCF: cromatografia em coluna do tipo flash; F: fracdo; CC: cromatografia em
coluna; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia. Fonte: esquema elaborado pela autora.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Analise da técnica de extracao e rendimento do EAB

A operacao extrativa utilizada para a obtencdo do EAB foi a maceracgéao,
sendo classificada, segundo sua eficiéncia, como uma operacao de extracao parcial.
Isso ocorre devido a saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um
equilibrio difusional entre 0 meio extrator e o interior da célula. Variagdes dessa
operacao objetivam o aumento da eficiéncia de extragcdo, como é o caso da
remaceracdo, onde a operacdo € repetida utilizando o mesmo material vegetal
renovando-se apenas o liquido extrator (SONAGLIO et al., 2004), sendo este o
processo seguido para a obtencdo do EAB.

A preparacdo do extrato bruto da planta é o ponto de partida para uma
posterior purificacdo e a escolha do solvente para a extracdo € um fator limitante
desta etapa, sendo que o sucesso ou fracasso nas técnicas de extracao podem ser
observados posteriormente nos processos de purificacdo. Para obter uma extracéo
eficiente é necessario usar solventes puros e condi¢cdes brandas, utilizando sempre
que possivel os de baixa reatividade, nunca devendo ser descartada a formacgéo de
artefatos (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2003).

Os solventes de escolha nas técnicas de extracdo de compostos fendlicos
sao o etanol, metanol, acetato de etila, hexano e a agua. No estudo, a agua foi
utilizada como solvente, no intuito de reproduzir a forma como a planta € utilizada na
medicina popular, se for considerada a utilizacdo das folhas na forma de cha (SILVA;
CONCEICAO; ALMEIDA, 2010).

A partir de 100 g de material vegetal seco foram obtidos 30,016 g de extrato
aquoso bruto seco, o que corresponde a um rendimento de 30%.
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4.3.2 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-DAD para avaliacao do
EAB de Tripodanthus acutifolius e quantificacao da catequina

No desenvolvimento do sistema cromatografico a ser aplicado para avaliacao
do perfil fitoquimico do EAB de T. acutifolius varias condigoes cromatograficas foram
testadas e alteradas, como a programacao do sistema gradiente, o tipo de acido
utilizado na fase A, o fluxo de eluicdo e a temperatura de acondicionamento da
coluna. Dessa forma, o sistema cromatografico que melhor se aplicou ao extrato de
T. acutifolius foi o sistema 6 (Tabela 2 do item 4.2.3), onde foi possivel observar uma
melhora na eficiéncia de separacdo dos picos, optando-se por este sistema para o
desenvolvimento do método. Para uma possivel identificacdo dos compostos
majoritarios foram realizadas andlises utilizando padrées. A partir das comparacgdes
dos tempos de retencédo e dos espectros de absorcdo no UV, além de comparacao
por sobreposicdo de espectros, pode-se observar a provavel presenca de trés
nucleos polifendlicos distintos: uma catequina (1); dois flavondis: rutina (2) e
quercetina (3); e um nucleo flavona: provavelmente a 7-hidréxi-flavona (4) (Figura 9).
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Figura 9 - Cromatograma obtido por CLAE do EAB de Tripodanthus acutifolius, evidenciando
os espectros de alguns compostos obtidos no UV.
7-hidroxi-flavona.
Cromatogréficas: FM A - H,O: TFA (0,01%); FM B - ACN: TFA (0,08%); Fluxo: 0,8 mL/min; A 270 nm.

Legenda:

(1)

Catequina;

(2)

Rutina,

(3)

Quercetina e

(4)

Condigdes
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Uma forma de sugerir a presenca de alguns compostos € por meio de
comparacao de espectros de absorcdo no UV. De modo geral, pode-se observar
comparando com substancias padrées a possivel presenca de catequina, rutina,
quercetina e 7-hidroxi-flavona no EAB de T. acutifolius, uma vez que os dois maiores
picos de absorcao destes polifendis, especialmente das flavonas e dos flavondis,
ocorrem na regidao de 240-380 nm. Estes dois picos sao designados de Banda |
(comprimentos de onda na faixa de 300-385 nm), relacionada ao anel B do nucleo
flavonoidico e Banda Il (faixa de 240-280 nm), obtida a partir do anel A (MABRY
MARKHAM; THOMAS,1970; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

A julgar o primeiro espectro pela banda de absorcdo maxima em torno de 280
nm, supde-se a presenca de catequina (1). Isto porque, esses valores coincidem
com relatos na literatura, apresentando pico maximo préximo a 280 nm (WANG;
KEITH; XIAOQING, 2000).

Ja o segundo espectro obtido apresenta duas bandas de absor¢cdo maxima
em 255 e 354 nm, que ao comparar com uma substancia padrao € possivel sugerir a
presenca de rutina (2), onde o padrao apresentou absorcdo em 255 e 353 nm. O
terceiro espectro obtido apresenta bandas de absorcao maxima em 256 e 368 nm
indicando possivelmente, quando comparado ao padrao, a presenca de quercetina
(3), onde este apresentou absorcao em 254 e 368 nm. Estes valores coincidem com
a literatura, no qual apresentam para a rutina, bandas de absorcado em uma faixa de
259-359 nm, e para quercetina bandas de absorcao entre 255-370 nm. O espectro
do composto (4) forneceu bandas caracteristicas de flavonas, apresentando
maximos de absor¢cdo em 251 e 299nm, muito préximos ao do padrao 7-hidréxi-
flavona (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).

Entretanto, os resultados encontrados até o presente momento estdo de
acordo com os achados de outros autores. Utilizando o extrato metandlico de T.
acutifolius, Soberén e colaboradores (2010a) identificaram a presenca de
constituintes quimicos polifendlicos, onde quatro glicoflavonoides foram identificados
como rutina, nicotiflorina, hiperosideo e isoquercetrina. Em outro estudo, foi
identificada a presenca de catequina, epicatequina, catequina- 4-B-ol e ainda
proantocianidina (RICCO et al.,, 2008). Sendo assim, € possivel inferir que a
composicao quimica de T. acutifolius é intrinseca a sua espécie e nao sofre

alteracao de acordo com seus hospedeiros, ja que todos os demais autores também
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citam a presenca destes compostos fendlicos. Para comprovar esta afirmacéao de
que os compostos fendlicos presentes em T. acutifolius sdo préprios do seu
metabolismo secundario, foi realizado um estudo para avaliar a atividade
antioxidante de cinco extratos de T. acutifolius coletados sob diferentes hospedeiros.

Os resultados deste estudo encontram-se no ANEXO C.

4.3.2.1 Analise quantitativa da catequina no EAB de Tripodanthus acutifolius

Levando-se em consideracdo a Equacdo da reta (y = 9328052,95x +
148662,40), bem como seu coeficiente de correlagdo (R? =1,00), a concentragdo da
catequina identificada no EAB de Tripodanthus acutifolius foi de 0,058 = 0,004
mg/mL de extrato, o que corresponde a 5,8% desta no EAB.

4.3.3 Isolamento dos constituintes do EAB de Tripodanthus acutifolius

A partir do EAB liofilizado de T. acutifolius realizou-se a CCF buscando-se um
fracionamento preliminar dos compostos presentes no EAB, no intuito de encontrar
compostos oriundos do metabolismo secundario que possam compor o perfil
fitoquimico desta espécie. O fracionamento foi realizado utilizando-se solventes com
polaridade crescente (hexano<acetato de etila<metanol), onde foram obtidas 22
fracoes que foram monitoradas por CCD (Figura 10). Apdés o monitoramento,
algumas fragbes foram reunidas conforme a semelhanga cromatografica de seus

constituintes.

I:;-_. %# e -

Figura 10 — Perfil cromatografico obtido por CCD do EAB apds fracionamento por CCF

Legenda: 1 a 20: fragbes obtidas na CCF. Condi¢gdes cromatogréficas: eluente: acetato de
etilazmetanol:agua (100:13,5:10); revelador: anisaldeido acido-sulfurico; observagao sob luz visivel.
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Optou-se por trabalhar com as fragcbes 5, 5.1, 6 e 7 (onde as mesmas foram
reunidas e chamada de fracdo 4 CCF) e 8 — 14 (chamada de 5 CCF). Para estas
fracoes, o sistema que melhor separou os componentes foi constituido por
cloroférmio:metanol (65:35), sendo as mesmas submetidas a CC, buscando-se o
isolamento dos compostos. Apds diversas colunas, foi possivel separar um
composto da CC4 codificado como E4 (Figura 11). Apds analise por CLAE, verificou-
se um pico majoritario, com um tempo de retencao de 22,275 minutos (Figura 12) e
na andlise por IV observou-se um composto com as seguintes bandas: L/ma (cm™):
3600-3200: deformacao axial O-H; 1625-1475: aromaticos C=C; 1350-910:
deformacao axial das ligacées C-O-C; 910-625: deformacdes angulares de ligagdes

C-H fora do plano de anéis aroméaticos (Figura 13).

E4

Figura 11 — Perfil cromatografico obtido por CCD da fracdo 3 da CC 4
Legenda: 1 a 5: fragcbes obtidas apds fracionamento na CC 4. Condi¢cdes cromatograficas: eluente:
cloroférmio:metanol (65:35); revelador: anisaldeido acido-sulflrico; observagao sob luz visivel.
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Figura 12 — Cromatograma obtido por CLAE da fracao E4

Sistema cromatografico composto por fase A: solugdo aquosa de acido trifluoracético (TFA) 0,01% e
fase B: acetonitrila e TFA 0,08%; fluxo: 0,8 mL/min; A: 270 nm.
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Figura 13 — Espectro de IV da Fracao E4

Ainda buscando os constituintes dessa fracdo de interesse, realizou-se uma
nova CC (CC 5) com a fracdo 2 da CC 4. Nesta CC observou-se semelhanca nas
fracOes 4, 5 e 6, optando-se por reuni-las, nomeando-as de fracdo 4, bem como nas
fracoes 7 e 8, nomeando-as de fracdo 5. Desta CC pode-se separar uma fracdo
possivelmente isolada, a fracdo 5, que foi posteriormente codificada como E5 (Figura
14), e apbs analisada por CLAE, demonstrando um pico majoritario em 19,964
minutos (Figura 15), muito préximo ao da catequina (19,344 minutos, Figura 9).
Entretanto, o composto E5 também nao apresentou-se isolado no CLAE e, portanto
nao foi analisado no IV. Apds analise por comparacao e sobreposicdo de espectros,
o mesmo foi identificado como catequina (Figura 15).

Figura 14 — Perfil cromatografico obtido por CCD das fracées 4,5,6,7e 8 da CC 5

Legenda: 4 a 8: fragcOes obtidas apds fracionamento na CC 5. Condigdes cromatograficas: eluente:
cloroférmio:metanol (70:30); revelador: anisaldeido acido-sulflrico; observacao sob luz visivel.
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Figura 15 — Cromatograma obtido por CLAE da fracao E 5 e sobreposicao de espectro com a
catequina

Sistema cromatografico composto por fase A: solu¢do aquosa de &cido trifluoracético (TFA) 0,01% e
fase B: acetonitrila e TFA 0,08%; fluxo: 0,8 mL/min; A: 270 nm.

4. 4 Conclusao

Apés diferentes sistemas cromatograficos serem testados foi possivel
desenvolver um método de separagao por CLAE dos compostos presentes no EAB
de T. acutifolius, sugerindo a presenca de catequina (componente majoritario),
rutina, quercetina e 7-hidroxi-flavona no mesmo. N&o foi possivel analisar a estrutura
do composto E4 por RMN 'H e C, tendo em vista que o mesmo degradou. Um
fracionamento do extrato bioguiado através de suas propriedades bioldgicas e/ou
farmacolégicas seria o préximo passo para identificar os compostos bioativos
presentes no extrato aquoso bruto de Tripodanthus acutifolius.
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5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIA E ANTIOXIDANTE E DA
TOXICIDADE DE Tripodanthus acutifolius

Artigo 1 — Cytotoxic, genotoxic, antioxidant and anti-inflammatory properties of
Tripodanthus acutifolius aqueous extract

A ser submetido ao periédico Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology
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O conteludo presente no Artigo 1 desta tese de doutorado refere-se a resultados
ainda nao publicados, motivo pelo qual foi excluido da versao digital disponibilizada

para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertacées da UFRGS.




























































6 AVALIACAO DA ATIVIDADE
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6 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE Tripodanthus
acutifolius

Artigo 2 - Gastroprotective activity against ethanol effects in rats and chemical

profile of aqueous extract of the leaves of Tripodanthus acutifolius (Ruiz &
Pav.) Tiegh.

Submetido ao periédico Archives of Pharmacal Research
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O conteludo presente no Artigo 2 desta tese de doutorado refere-se a resultados
ainda nao publicados, motivo pelo qual foi excluido da versao digital disponibilizada

para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertacées da UFRGS.








































































7 AVALIACAO DA ATIVIDADE
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7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Tripodanthus acutifolius

Artigo 3 - Antibacterial and amebicidal activity of aqueous extract of
Tripodanthus acutifolius parasitizing Ligustrum lucidum

Submetido ao periddico Current Microbiology
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O conteludo presente no Artigo 3 desta tese de doutorado refere-se a resultados
ainda nao publicados, motivo pelo qual foi excluido da versao digital disponibilizada

para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertacées da UFRGS.




































Artigo 4 - Atividade antibacteriana do extrato aquoso de Tripodanthus
acutifolius frente a Staphylococcus aureus

Aceito na Revista Jovens Pesquisadores
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O conteudo presente no Artigo 4 desta tese de doutorado encontra-se publicado no
periddico cientifico Revista Jovens Pesquisadores (Souza TK, Silva CM, Benitez LB,
von POser GL, Zuanazzi JAS. Atividade antibacteriana do extrato aquoso de
Tripodanthus acutifolius frente a Staphylococcus aureus. Revista Jovens
Pesquisadores, v. 4, n. 1, p. 6-18, 2014), motivo pelo qual foi excluido da versao
digital disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e Disserta¢cdes da UFRGS.










































8 DISCUSSAO GERAL







8 DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho foi delineado tendo como referéncia o relato do uso
popular da “erva-de-passarinho”, botanicamente classificada como Tripodanthus
acutifolius, no combate e tratamento de varias enfermidades. Além disso, este
hemiparasita despertou grande interesse pelo fato de que, por ser derivada das
autotréficas, é considerada uma espécie em transicdo, sendo encontrada tanto na
forma escandente sob outras plantas, como na forma de arbusto ereto terrestre, o
que a torna uma espécie muito resistente, invasora e amplamente distribuida
(ROTTA, 2004; CAIRES et al., 2009).

Devido a estas caracteristicas, T. acutifolius também é muito conhecida por
causar danos as plantacdes as quais parasita, apresentando importancia econémica
devido aos prejuizos que provoca (CAZETTA; GALLETTI, 2003). No Brasil, a
infestacdo por este hemiparasita € muito comum, prejudicando o crescimento de
arvores ornamentais e também acarretando em perdas na producdo de varias
arvores frutiferas (FERREIRA, 1989). Além disso, sua ocorréncia em meio urbano,
quando em desequilibrio, pode comprometer a arquitetura das arvores, por reduzir o
vigor destas devido a competicdo por espago de crescimento e luz solar (ROTTA,
2001).

Ao mesmo tempo em que estes hemiparasitas podem causar prejuizos
quando estdo em desequilibrio, as ervas-de-passarinho sdo muito importantes em
ecossistemas naturais como fonte de alimento para os passaros, sendo também
consideradas como espécies chave para os animais que consomem seus frutos e
néctar (AUKEMA, 2003). Além disso, estas espécies parasitas tém sido ha muito
tempo, reconhecidas pelas suas propriedades terapéuticas (VENTURELLI, 1981).
Varias espécies de ervas-de-passarinho sdo muito utilizadas na medicina popular,
assim como diversos estudos cientificos estdo sendo realizados a fim de demonstrar

suas propriedades bioldgicas.

A etapa inicial do trabalho destinou-se a coleta e beneficiamento do material
vegetal, para obtencdo de um extrato aquoso bruto (EAB) liofilizado a partir da

técnica de maceracdo. A escolha do extrato aquoso deve-se a tentativa de
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representacdo do uso caseiro desta espécie na forma de cha, conforme € relatada
na literatura. Para obter um maior rendimento do extrato, a técnica de maceracao
sofreu modificagbes, sendo o solvente renovado diariamente por cinco dias
consecutivos, agitando-se vigorosamente a proveta pelo menos uma vez ao dia.
Dessa forma, foi possivel obter o EAB liofilizado com um rendimento de 30% a partir

da droga seca.

Na sequéncia, apds obtencao do EAB liofilizado, o mesmo foi fracionado por
cromatografia em coluna do tipo flash (CCF) e cromatografia em coluna (CC), na
tentativa de isolar compostos bioativos presentes no mesmo. Optou-se por trabalhar
com a fracao acetato de etila da CCF, pelo fato desta reunir uma maior concentracéao
de compostos polifendlicos, acreditando serem estes os componentes bioativos
presentes no extrato. Sendo assim, foi possivel isolar dois constituintes (E4 e E5);
um caracterizado através de comparacdo com padrao e pelo perfil de bandas de
absorcao no UV como catequina (E5), sendo o constituinte majoritario do extrato; e o
outro (E4), ainda ndo elucidado, sendo que, nenhum dos padrées avaliados
apresentou o0 mesmo perfil de absor¢cdo no UV e nos tempos de retencédo do que a

molécula em questao.

A CC consiste no método preparativo mais utilizado devido a sua
simplicidade, eficiéncia e baixo custo. Em muitos casos, se obtém compostos puros
usando somente CC ou utilizando a CCF. A CCF ¢é similar a CC, diferindo apenas
pelo emprego de silica com granulometria mais fina e a utilizagdo de uma bomba de
pressao para eluicdo dos compostos. Embora vantagens do uso da CC e CCF sejam
evidentes, apresentam também algumas desvantagens, como a adsorcao
irreversivel de alguns compostos na fase estacionaria e a possibilidade de
degradacao de substancias pouco estaveis (AQUINO NETO; NUNES, 2003).

Com o intuito de estabelecer parametros de controle de qualidade do extrato
de T. acutifolius e objetivando ainda a quantificagdo dos compostos polifenélicos
presentes no mesmo, desenvolveu-se um método por CLAE-DAD. A partir deste
método foi possivel caracterizar e quantificar a catequina, tornando-se um bom
marcador para o extrato, uma vez que varias atividades farmacoldgicas descritas
para a espécies estao relacionadas aos compostos fendlicos, inclusive a catequina.
Além da catequina, os compostos polifenélicos rutina, quercetina e uma flavona
também foram identificados no extrato aquoso.
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Os compostos fendlicos sao capazes de sequestrar radicais livres que estao
envolvidos no processo inflamatério (SOBERON et al., 2010b; SOBERON et al.,
2010c). Além disso, evidéncias indicam que doencas causadas por reacdes
oxidativas em sistemas biologicos podem ser retardadas através da ingestdo de
antioxidantes naturais da dieta, sendo os compostos fendlicos os principais agentes
protetores (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2004).

Os flavonoides tém recebido uma maior atencao nos ultimos anos, devido ao
fato de estarem sendo alvo de diversos estudos que comprovem suas propriedades
farmacolégicas. Os estudos realizados foram iniciados a partir de observacao em
grupos humanos que faziam consumos consideraveis de alimentos ricos em
flavonoides, sendo que estas pessoas possuiam indices baixos de doencas
coronarias, cancer e outras (ANDERSEN; MARKHAM, 2006). A partir disto, um
maior interesse foi demonstrado por pesquisadores, devido a importancia de suas
propriedades antioxidantes presentes nos polifendis, flavonoides e catequinas
(COOK; SAMNAM, 1996; CONTRERAS, 2007).

Os flavonoides apresentam uma estrutura adequada para que ocorra 0O
sequestro de radicais, sendo que os antioxidantes sdo mais efetivos que as proprias
vitaminas C e E. No entanto, a atividade antioxidante dos flavonoides vai depender
da sua estrutura, podendo ser determinada através de cinco fatores, tais como a
reatividade quando sendo agente doador de hidrogénio e elétrons, a estabilidade do
radical flavanoil formado, a reatividade frente a outros antioxidantes, a capacidade
de quelar metais de transicao e solubilidade e ainda a interagdo com membranas.
Deste modo, quanto maior o numero de hidroxilas, maior sera a atividade com
agente doador de H e de elétrons (BARREIRO; DAVID; DAVID, 2006; ALVEZ et al.,
2007).

Com intuito de avaliar algumas das propriedades farmacolégicas descritas a
partir da utilizacao popular, o EAB foi testado quanto as atividades anti-inflamatoria,

genotoxica, mutagénica, gastroprotetora e antimicrobiana.

A atividade anti-inflamatéria foi confirmada pelo edema de pata induzido por
carragenina em camundongos, um modelo amplamente utilizado para estudar
substancias anti-inflamatérias. A carragenina desencadeia um estado inflamatério

decorrente da liberacdo de prostaglandinas, serotonina e outros mediadores
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inflamatérios (DI ROSA, 1972; NANTEL et al., 1999; SEIBERT et al., 1999). No
presente estudo, o tratamento oral com o extrato aquoso de T. acutifolius inibiu
significativamente o edema na dose de 400 mg/Kg, em 3 horas (P<0,01) e 4 horas
(P<0,01) apdés a administracao de carragenina. Esta evidéncia sugere que as acoes
antiedematogénicas deste extrato possam estar inibindo a biossintese de
prostaglandinas (FARSAM et al., 2000).

Resultados semelhantes foram verificados por Daud e colaboradores (2006)
que avaliaram a atividade anti-inflamatéria, analgésica e antipirética do extrato
aquoso e etandlico das flores de T. acutifolius. Os resultados mostraram que o
extrato aquoso reduziu significativamente o edema induzido por carragenina dentro
de 1 - 5 horas ap6s a administracdo em todas as doses utilizadas. A diferenca entre
os dois trabalhos é que na atual pesquisa o extrato bruto foi elaborado a partir das
folhas, enquanto que no ensaio de Dau et al. (2006) a partir de suas flores. Pode-se,
portanto, inferir que tanto as folhas quanto as flores desta espécie sejam detentoras

desta propriedade.

A referida atividade anti-inflamatéria também pode ser justificada pela
presenga dos compostos fendlicos encontrados no extrato, principalmente pela
presenca dos compostos flavonoidicos, que sdo compostos relatados na literatura

com potencial atividade anti-inflamatéria e antioxidante.

Segundo Coutinho et al. (2009), ha alguns fatores estruturais importantes
para a atividade anti-inflamatéria de flavonoides, tais como a insaturagdo no anel C
(posicbes 2-3), 0 numero e a posicdo de grupamentos hidroxilas (Anel B) e a
carbonila em C-4 (Anel C). Sendo assim, os glicosideos da quercetina (hiperosideo,
rutina e isoquercetrina) isolados por Soberén e colaboradores (2010b) mostraram
maior atividade inibitéria de hialuronidase que a nicotiflorina (um glicosideo do
canferol), confirmando os estudos de relacdo estrutura atividade descritos.

Quanto ao potencial genotdxico investigado para T. acutifolius, observou-se
que o mesmo nao demonstrou esta propriedade nas células sanguineas de
camundongos. De maneira interessante, um efeito protetor sobre as quebras
espontaneas na molécula de DNA, causadas entre outras, pelo proprio estresse do
animal durante a experimentacao, pode ser observada apds tratamento com a dose
de 100 mg/kg. Entretanto, esta diminuicdo do indice e da frequéncia de danos

basais nao foi significativa estatisticamente e mais estudos sdo necessario para
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confirmar este possivel efeito antigenotéxico. Este efeito protetor também pode estar
relacionado com a atividade antioxidante do extrato, podendo assim, 0 mesmo
apresentar um efeito antigenotéxico devido a presenca de compostos polifenélicos

presentes na espécie.

Esses resultados s&o contraditérios aos observados por Soberén e
colaboradores (2010a), que observaram um efeito genotdxico da infusdo e do
extrato metandlico de T. acutifolius. No entanto, o referido estudo foi realizado a
partir de um modelo experimental in vitro, diferenciando-se do modelo in vivo
delineado no presente ensaio, ndo sendo possivel a comparag¢do dos resultados,
uma vez que o processo de metabolizagdo que ocorre em bactérias € totalmente

diferente do que acontece em células animais.

Porém, quando o extrato foi testado frente a células de Saccharomyces
cerevisiae e células de mamiferos (V79), observou-se um efeito citotoxico e
genotodxico nas concentragdes superiores a 250 pg/mL, conferindo seguranca de uso
em concentracées inferiores a esta. No entanto, o mesmo nao induziu
mutagenicidade nas concentragdes testadas. Observou-se ao contrario, um efeito
protetor contra a mutagénese induzida por HoO, em concentracdes subletais, além
de um efeito antioxidante nas concentra¢cdées mais baixas (10 a 100 pg/mL).

No teste de citotoxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina, observou-
se letalidade das larvas em concentra¢des superiores a 400 pg/mL, expressando um
valor da Concentracdo Letal Mediana (CLsy) de 11.482,29 ug/mL, mostrando-se
atoxico nestas condi¢des experimentais. Varios autores estabeleceram uma relagao
entre o grau de toxicidade e a dose letal média, CL50, apresentada por extratos de
plantas sobre larvas de A. salina (MEYER et al., 1982; BUSSMANN et al., 2011;
NGUTA et al., 2011). Desde entao, considera-se que quando sao verificados valores
acima 1000 ug/mL, estes, sdo considerados atéxicos.

Até o presente momento, ndo ha dados na literatura sobre a presenca de
constituintes quimicos que apresentem caracteristicas téxicas em T. acutifolius, uma
vez que os constituintes majoritarios ja descritos para a espécie sdo 0s compostos
polifendlicos, dentre eles flavonoides e taninos, que destacam-se na literatura por
apresentarem propriedades farmacolégicas tais como antitumoral, anti-inflamatoéria,
antioxidante, antiviral, antimicrobiana, hormonal e antialérgica (FLOREZ et al., 2002;
SANTOS; MELLO, 2004; MONTEIRO et al., 2005).
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Entretanto, estudos feitos por Macedo et al. (2012) demonstraram que os
extratos de Pthirusa stelis, uma espécie de Loranthaceae, apresentaram
citotoxicidade para A. salina, com as doses letais (DLsp) de 524,38 e 451,73 pg/mL,

que pode estar relacionada ao teor de fendis totais obtidos.

Ja um estudo realizado por Gongalves (2012), constatou que os taninos de M.
arenosa nao foram téxicos para as linhagens de Salmonella Typhimurium na
concentracdo de 500 ug/mL, onde estes ndo foram capazes de induzir mutacoes.
Entretanto, na concentracdo de 1000 pg/mL foi observado um acentuado aumento
no numero de coldnias revertentes indicando que os taninos apresentam potencial
para induzir mutacdes génicas. Ha que se investigar estas moléculas de forma mais
especifica e detalhada, uma vez que podem atuar tanto como protetoras de sistemas

vivos, quanto como potencialmente citotdxicas.

O efeito gastroprotetor do EAB também pOde ser confirmado através da
reducdo dos parametros ulcerosos (perda de muco e focos hemorragicos) das
lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto e da acidez da secrecao acida
gastrica a valores préximos ao controle positivo, contribuindo para a integridade da
mucosa local. O extrato apresentou um efeito progressivamente maior com o
aumento da dose de 200 para 400 mg/kg, onde atingiu protecdo maxima (P <
0,0001), declinando na dose de 600 mg/kg a valores proximos da menor dosagem.

Portanto, esta atividade detectada nao estabeleceu relagcao dose-dependente.

Caso semelhante ja havia sido descrito por Intersimone e colaboradores
(2005), que verificaram maior propriedade diurética de T. acutifolius em ratos
tratados com 200 mg/kg dos extratos aquoso e alcodlico da planta do que na dose
de 400 mg/kg. A provavel justificativa para o efeito seria o fato de que os extratos
brutos constituem-se de diferentes substancias que podem interferir entre si a
medida que a concentragdo aumenta, alterando a absorcao, distribuicdo e ligacao
dos compostos ativos aos receptores celulares.

No que se refere aos valores de pH, além do pantoprazol soédico, 0 aumento
de pH mais expressivo e confiavel (P < 0,0001) foi notado para o EAB na
concentracdo de 400 mg/kg. Estes resultados revelam que T. acutifolius possui
provavel atividade antissecretora &cida, possivelmente devido a presenca de
quercetina na planta, que ja teve sua atividade antiulcerogénica descrita, e atua por
inibir a producao de acido gastrico, e consequentemente elevar seu pH. Isto sugere
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que os flavonoides presentes no extrato possam ser os principais ativos para as
atividades gastroprotetora e antissecretora. Outros estudos também relataram
mesma atividade para outras espécies da familia Loranthaceae, sobretudo ligados
aos flavonoides presentes nestas plantas (GHEDINI; ALMEIDA, 2007).

Os taninos, por sua vez, também podem estar envolvidos neste efeito
gastroprotetor, pela sua capacidade de se complexarem com proteinas. Portanto,
pode-se supor que a camada de muco formada sobre a mucosa gastrica seja
resultado de uma possivel reacdo entre os taninos com os mucopolissacarideos

provindos da secrec¢ao local (LUCK et al., 1994).

Ja a partir do estudo da atividade antimicrobiana de T. acutifolius foi possivel
concluir que o EAB da espécie possui compostos com atividade antimicrobiana que
inibem o crescimento de bactérias Gram+ e Gram-. A partir dos resultados obtidos
pode-se inferir que dentre as bactérias testadas, as cepas de Staphylococcus aureus
foram as mais sensiveis a acdo do extrato da planta, seguidas das de Acinetobacter

baumannii e Escherichia coli.

A partir dos resultados obtidos neste estudo foi possivel concluir que todos os
isolados de S. aureus, tanto os resistentes quanto os sensiveis a meticilina, tiveram
seu crescimento afetado pelo extrato aquoso de T. acutifolius. A cepa de S. aureus
25923 (padrao ATCC) teve o seu crescimento inibido pela menor concentragdo do
extrato aquoso (0,5 mg/mL) enquanto que ambas as cepas de MRSA e MSSA foram
inibidas pelas concentracdes de 15 e 2,5 mg/mL.

A atividade antibacteriana exibida pela “erva-de-passarinho” frente as cepas
MRSA e MSSA torna esta planta interessante para estudos complementares de
isolamento e identificacdo dos seus componentes ativos e de possiveis modificacdes
quimicas capazes de aumentar seu potencial antimicrobiano para que possa ser

usada como medicamento fitoterapico no tratamento de multiplas infec¢des.

Inimeros estudos associam a atividade antimicrobiana de plantas a
compostos fendlicos, especialmente os flavonoides (ANDERSEN; MARKHAM, 2006;
SOBERON et al., 2010b). Soberén et al. (2007) isolaram de infusées de T. acutifolius
trés compostos ativos: flavonas glicosiladas (rutina e isoquercetrina) e um composto
de natureza terpendide. Segundo os autores, como os flavonoides sdo sintetizados

pelas plantas em resposta as infeccoes microbianas se poderia inferir que eles
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efetivamente agiriam como antimicrobianos contra um grande numero de micro-

organismos.



CONCLUSOES







CONCLUSOES

- Foi possivel desenvolver um método de separacdo por CLAE dos compostos
presentes no EAB de T. acutifolius, identificando a presenca de catequina, rutina,

quercetina e 7-hidroxi-flavona no mesmo;

- A catequina foi identificada como o constituinte majoritario no extrato, quantificada
numa concentragéo de 5,8% no EAB de T. acutifolius;

- Foi comprovada uma atividade anti-inflamatéria, antioxidante e antimutagénica no
EAB de T. acutifolius nos diferentes ensaios realizados, bem como um efeito

citotoxico in vivo nas doses superiores a 250 pg/mL;

- O EAB de T. acutifolius apresentou uma atividade gastroprotetora importante,
diminuindo expressivamente os parametros ulcerosos (perda de muco e focos
hemorragicos) e a acidez da secreg¢ao acida gastrica nas doses testadas, sendo a
dose de 400 mg/kg a mais expressiva;

- Foi possivel concluir que o EAB de T. acutifolius possui compostos com atividade
antimicrobiana que inibem o crescimento de bactérias Gram+ e Gram-,
comprovando-se assim o potencial antimicrobiano da planta, sendo que a espécie
bacteriana que apresentou melhores resultados de inibicdo no crescimento foi

Staphylococcus aureus.

- Todas as cepas de Staphylococcus aureus testadas neste estudo foram sensiveis
a acao do EAB de T. acutifolius, sendo que as que se mostraram mais sensiveis ao
extrato foram S. aureus 25923 (padrao AATC), 055 A (MRSA) e 017 A (MSSA).
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ANEXO A - Cépia da autorizacao para coleta de Tripodanthus acutifolius
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ANEXO B - Exsicata de Tripodanthus acutifolius depositada no Instituto de
Ciéncias Naturais (ICN) da UFRGS
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Herb. Depto. Bot. da UFRGS - Porte Alegre

Lisi Boims

Nome: Tripedanthus acutifolivs (Ruiz e Pawdn) Thieghem

Fam.: Loranthaceae ICN: 167796
Noma pop.: Erva-de-passannho

Cal.: CM. da Silva

Dat.: CM. da Silva

Loc. Brasil: RS, Santa Cruz do Sul, rua Gaspar Silveira Martins
esquina Coronel Oscar Jost

Data: 25.01,2011 Alt.:
Hibitat:

Biologia: Hemiparasita
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ANEXO C — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO ATRAVES DO
METODO DE DPPH DE Tripodanthus acutifolius (RUIZ & PAV.) TIEGH. EM
DIFERENTES HOSPEDEIROS
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Abstract

EVALUATION IN VITRO OF ANTIOXIDANT ACTIVITY BY DPPH METHOD OF
Tripodanthus acutifolius (RUIZ & PAV.) TIEGH. ON DIFFERENT HOSTS

The present study analyzed the antioxidant activity of five samples of Tripodanthus
acutifolius and their respective hosts, aiming to establish a correlation between the activity of
hemiparasitics and their hosts. The antioxidant activity of extracts was evaluated using the
DPPH assay system in 30 minutes, at concentrations of 500, 250, 125, 50, 25, 10 and 5
ug.mL", using as the positive control ascorbic acid. T. acutifolius presented satisfactory
antioxidant activity with 1Cs, values near to the positive control, with no influences of the
activity attributed to the hosts.

Keywords: Tripodanthus acutifolius, DPPH, antioxidant activity, hosts
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1 INTRODUGAO

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que perderam um elétron de sua camada
mais externa, conferindo a estes uma caracteristica de alta reatividade." As espécies
reativas de oxigénio (EROs) sao formadas a partir da reducéao incompleta do oxigénio até a
formacdo de agua, podendo ocasionar danos as macromoléculas biolégicas devido a sua
redugdo incompleta.>® Os antioxidantes sdo substancias que, presentes em baixas
concentragdes, possuem a fungao de inibir ou atrasar a oxidagéo de substratos oxidaveis.*

Podem ser de origem enddgena, onde as enzimas superdxido-dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) agem de forma preventiva, impedindo ou
controlando a formagéo de radicais livres.*® Além dos antioxidantes enzimaticos, participam
do sistema de defesa os antioxidantes exdgenos, que sdo produtos naturais ou sintéticos
incorporados & dieta, como as vitaminas C e E, os flavondides e carotendides.* Um dos
métodos mais utilizados para avaliar a atividade antioxidante é através do método de
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Quando em contato com um agente
antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH (coloragao violeta) é reduzido, formando
difenil-picril-hidrazila (coloragdo amarela), com consequente desaparecimento da absor¢ao,
sendo monitorado pelo decréscimo da absorvancia.®’

Tripodanthus acutifolius, familia Loranthaceae, € uma espécie popularmente
conhecida como “Erva-de-passarinho”, por ter os passaros como principal agente
disseminador de suas sementes.® E uma planta hemiparasita, ou seja, possui folhas normais
com estdbmatos e clorofila, capaz de realizar fotossintese e metabolizar as substancias
organicas necessarias para o seu desenvolvimento; além de absorver os elementos
minerais da planta hospedeira, utilizando-se da seiva bruta desta, por meio de seus
haustérios.® Os passaros utilizam os frutos para sua alimentacdo e apés regurgitacdo ou
defecacdo, a semente liberada adere-se a planta hospedeira por possuir uma camada de
substancia mucilaginosa, denominada vicina, germinando imediatamente e emitindo uma

radicula que se transformara nos haustorios.*'*"

A infestacdo intensa da “Erva-de-
passarinho” causa ao seu hospedeiro perda da qualidade, baixa producdo de frutos,
podendo ocasionar a morte prematura, sendo que a Unica forma de controle sem grandes
prejuizos ao hospedeiro é através de sua poda.'"'?'® Apesar dos efeitos danosos
ocasionados aos seus hospedeiros T.acutifolius € muito utilizada na cultura popular para o
tratamento de diferentes enfermidades. Com base nesta utilizagdo popular, diferentes
grupos de pesquisa intensificaram os estudos com esta planta, atribuindo-lhe até o
momento, as propriedades  diurética, antimicrobiana, anti-inflamatéria e

antiOXidante_14’15’16’17’18’19’20’21
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Quanto aos seus constituintes quimicos, quatro glicoflavonoides (rutina, nicotiflorina,
hiperosideo e isoquercetrina), juntamente com uma raro fenilbutandide glicosilado
(tripodantosideo) foram isolados e purificados a partir desta espécie, sendo estes os
provaveis compostos ativos relacionados as suas propriedades.®

O presente estudo visou avaliar e comparar o potencial antioxidante das amostras de
Tripodanthus acutifolius, bem como de seus cinco diferentes hospedeiros através do método
de sequestro do radical DPPH, para verificar uma possivel relagdo do potencial antioxidante

dos hospedeiros para com esta planta hemiparasita.
2 PARTE EXPERIMENTAL
2.2 Obtencao dos extratos

Os extratos metandlicos brutos (EMB) das cinco amostras de Tripodanthus acutifolius
e de seus respectivos hospedeiros (Tabela 1) foram obtidos através da técnica de
maceragao na concentracado de 1:10 (droga:solvente) por um periodo de cinco dias. Apds,
os liquidos extrativos foram filtrados, concentrados em evaporador rotatério (Marconi®
MA120) e em seguida liofilizados (Eduards® Modulyo 4K).

Tabela 1. Classificacao das amostras de T. acutifolius e de seus respectivos hospedeiros

N2 Hemiparasita Hospedeiro

01 T.acutifolius Citrus sinensis (L.) Osbeck
02 T.acutifolius Citrus aurantium L.

03 T.acutifolius Ligustrum lucidum W.T.Ainton
04 T.acutifolius Pyrus communis L

05 T.acutifolius Melia azedarach L.

2.3 Preparo das amostras

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante foi determinada seguindo a

metodologia descrita na literatura,”??

com pequenas modificagbes. Primeiramente, foram
preparados 250 mL de solugdo estoque de DPPH em metanol na concentracdo de 40
pHg/mL, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram realizadas solugbes estoques
dos EMBs de T. acutifolius e de seus hospedeiros na concentracao de 500 pg/mL, sendo
diluidas nas concentragées de 250 ug/mL, 125 ug/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL e 5

pg/mL.
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As medidas das absorvancias das misturas reacionais (0,6 mL de cada extrato nas
diferentes concentracdes e 5,4 mL da solucao estoque de DPPH) foram lidas em duplicata
em espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu® UV-1601) a 515 nm, no tempo 30 minutos apés o
acréscimo do reagente, sendo que, durante este periodo as amostras foram mantidas ao
abrigo da luz. O branco especifico das amostras foi determinado usando-se da mistura de
metanol (5,4 mL) e dos extratos (0,6 mL) em todas as concentragdes analisadas. Como
controle negativo foi utilizado 5,4 mL de DPPH em 0,6 mL de metanol, e como controle
positivo foi utilizado a vitamina C nas mesmas concentragdes (0,6 mL de Vit. C e 5,4 mL de
DPPH).

2.4 Analise da atividade antioxidante

Os valores de absorvancia das amostras registrados em todas as concentracoes
testadas no tempo de 30 minutos foram convertidos em porcentagem de atividade
antioxidante (AA%) determinada pela seguinte equacao:

AAOA:; =100 - {[(AbS amostra — AbS branco) X 100] / AbS controle}

A concentracao inibitéria, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracao inicial de DPPH em 50% (Clsy) foi determinada a partir de uma curva
exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se na abscissa as concentragbes das
amostras (ug/mL) ou do controle positivo, e na ordenada a atividade antioxidante (%).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Atividade antioxidante de Tripodanthus acutifolius

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante dos EMBs das cinco amostras de
T. acutifolius nas diferentes concentragdes determinada pelo ensaio do DPPH, atribuiu a
esta hemiparasita um importante potencial antioxidante com valores superiores a 94% na
concentracao de 500 pg/mL (Figura 1). Tanto para as amostras de T. acutifolius como para
o controle positivo (Vit. C) foi possivel observar um acréscimo da atividade proporcional a
concentragao caracterizando-as como DPPH dose-dependente, ou seja, um aumento da

protecédo antioxidante com o aumento da concentragdo da amostra.
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Figura 1. Potencial antioxidante (AA%) do extrato metandlico bruto das amostras de T.
acutifolius

Legenda: 1) T. acutifolius de Citrus sinensis; 2) T. acutifolius de Citrus aurantium; 3) T. acutifolius de
Ligustrum lucidum; 4) T. acutifolius de Pyrus communis; 5) T. acutifolius de Melia azedarach

Sendo o DPPH um radical préton com caracteristica de absor¢cdo diminuindo
significativamente quando exposto a um composto que sequestre este radical, a
porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade do radical consumida pela
amostra. 2 Desta forma, os resultados apresentados na Figura 1 mostram que os extratos
de T.acutifolius possuem atividade sequestradora do radical DPPH, pois quando
comparados com a vitamina C apresentaram boa capacidade de reducao do mesmo, com
valores que variaram de 94,5% a 95,4% entre os cinco extratos versus 96,7% da vitamina C
na concentracao de 500 ug/mL.

A potencial agdo antioxidante de T.acutifolius pode ser atribuida aos compostos
fendlicos descritos para a espécie, sendo estes, quatro flavondides (rutina, nicotiflorina,
hiperosideo, isoquercetrina) e um raro fenilbutanéide glicosilado (tripodantosideo). '°2%#
Estes polifendis sdo compostos oriundos do metabolismo secundario das plantas,
biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides, sendo quimicamente doadores de
elétrons, por apresentarem estruturas quimicas conjugadas em anéis, ricos em grupos
hidroxila, capazes de reagirem ou inativarem os radicais livres através da doagao de H*.**

Algumas variagfes dos valores da atividade antioxidante (AA%) apresentados nas
concentracdes de 125 ug/mL e de 250 yg/mL podem dever-se ao fato de que estas espécies
vegetais foram coletadas em lugares e periodos do ano diferentes, e fatores como
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sazonalidade, periodo de desenvolvimento, disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta,
dentre outros esta intimamente relacionada a produgdo de metabdlitos secundarios, o que
possivelmente originou tais variagées.?

A quantidade de extrato das diferentes amostras de T.acutifolius necessarias para
inibir a atividade do radical DPPH em 50% (Cls) (Tabela 2), variou de 4,1 a 4,6 ug/mL, com
um valor de 3,9 pg/mL para a vitamina C. Em um estudo anterior foram registrados valores
de Clso que variaram de 2,7 a 6,3 ug/mL para os diferentes compostos fendlicos isolados de
T. acutifolius.?

Tabela 2. Valores de Cls;o do extrato metandlico bruto das amostras de T. acutifolius

Amostras Eq. Reta Cls
(ng/mL)
01 y = 17,057x - 21,629 4.2
Rz =0,9042
02 y = 17,304x - 29,929 4.6
R2 = 0,862
03 y = 17,018x - 22,771 4,3
R2 = 0,9089
04 y = 16,732x - 18,857 4.1
R2 =0,9214
05 y = 15957x - 17,443 4,2
R2 = 0,9322
Vitamina C y = 18,064x - 19,714 3,9
R®=0,8829

Legenda: 1) T. acutifolius de Citrus sinensis; 2) T. acutifolius de Citrus aurantium; 3) T. acutifolius de

Ligustrum lucidum; 4) T. acutifolius de Pyrus communis; 5) T. acutifolius de Melia azedarach.

3.2 Atividade antioxidante dos hospedeiros

A partir da avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante dos EMBs dos cinco
respectivos hospedeiros de T. acutifolius (C. sinensis, C. aurantium, L. lucidum, P.
communis e M. azedarach), foi possivel detectar atividade sequestradora do radical DPPH
nas amostras 03 (L. lucidum) e 04 (P. communis), principalmente na concentragcao de 500
pg/mL, ndo sendo possivel observar os mesmos resultados nas amostras 01 (C. sinensis),
02 (C. aurantium) e 05 (M. azedarach) (Figura 2). Ja nas subsequentes concentracdes das
amostras 03 e 04, houve um decréscimo significativo desta atividade nao compativel com o
da vitamina C; apesar deste declinio, estas amostras também puderam ser classificadas
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como DPPH dose-dependente, pois obtiveram um aumento da atividade proporcional a

concentragao.

B C sinensis B C qurantium M T Jucidum
B P rommunis &\ g=edarach @it C
120
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300 250 12

[
[
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Figura 2. Potencial antioxidante (AA%) do extrato metandlico bruto dos hospedeiros de T.
acutifolius

A potencial agdo antioxidante de P.communis pode ser atribuida a vitamina C, aos
flavonéides e &cidos fendlicos presentes na espécie. 2® Ja L. lucidum é muito utilizada como
cha terapéutico na cultura popular chinesa, e estudos farmacolégicos atribuiram a diferentes
espécies de Ligustrum as atividades antioxidante, antimutagénica, hepatoprotetora e
neuroprotetora; atividades estas atribuidas principalmente aos fenilpropandides e
flavonéides presentes.”’

A quantidade de extrato dos diferentes hospedeiros necessaria para inibir a atividade
do radical DPPH em 50% (Clso) apresentou-se mais elevada do que a Clsy dos extratos de
T. acutifolius, apresentando valores superiores a 14,0 pug/mL (Tabela 3), caracterizando-os
com uma baixa capacidade sequestradora do radical DPPH. A excegdo deve-se as
amostras de L.lucidum com 6,2 pug/mL, e P.communis com 5,2 ug/mL que obtiveram os
melhores valores frente aos demais hospedeiros, mas quando comparado com a vitamina C

e com os EMBs de T.acutifolius, ainda apresentaram um baixo potencial antioxidante.



186

Tabela 3. Valores do Cl5, do extrato metandlico bruto dos hospedeiros de T. acutifolius

Amostras Eq. Reta Cl 5
(ng/mL)
01 y = 4,0321x - 9 14,6
R2=0,6772
02 y = 345x - 6,1 16,3
R2 = 0,8295
03 y = 11,886x - 23,629 6,2
R2=0,7611
04 y = 14618x - 26,314 5,2
R2 =0,8398
05 y = 2,7643x - 6,9143 20,6
R2 = 0,8128
Vitamina C y = 18,064x - 19,714 3,9

R%=0,8829

Legenda: 1) Citrus sinensis; 2) Citrus aurantium; 3) Ligustrum lucidum; 4) Pyrus communis; 5) Melia

azedarach.

3.3 Relacao Hemiparasita X Hospedeiro

Apesar da relacdo ecoldgica estabelecida entre T. acutifolius e seus hospedeiros, a

partir dos resultados do potencial antioxidante das amostras (Figura 3), observou-se que tal

atividade é um fator intrinseco a hemiparasita, ou seja, o incremento da atividade do

hospedeiro, e por consequéncia, a maior concentracao de compostos antioxidantes destes,

nao influenciou diretamente na quantidade dos constituintes quimicos da planta

hemiparasita.
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Figura 3. Comparacao do potencial antioxidante (AA%) de T. acutifolius com seus respectivos

hospedeiros e a vitamina C
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CONCLUSAO

Os diferentes extratos metandlicos brutos de Tripodanthus acutifolius apresentaram
uma importante capacidade sequestradora do radical DPPH, atingindo valores de atividade
superiores a 94% e com valores de Clso proximos aos da vitamina C.

Entre os hospedeiros de T.acutifolius, somente as amostras 03 (L./lucidum) e 04
(P.communis) apresentaram consideraveis valores de atividade antioxidante na
concentracdo de 500 pg/mL. Ja as amostras 01(C.sinensis), 02 (C.aurantium) e 05
(M.azedarach) nao obtiveram valores satisfatérios em nenhuma das concentragoes
analisadas, concluindo-se, portanto que o potencial antioxidante da hemiparasita T.
acutifolius nao sofreu influéncia de seus hospedeiros.

A partir dos resultados obtidos, fica evidente a necessidade de estudos adicionais e
in vivo para confirmar a potencial acdo antioxidante dos constituintes de T.acutifolius, bem
como definicbes de doses efetivas, afim de que esta espécie possa ser utilizada como futuro
medicamento para uso na terapéutica em seres humanos. Ainda, sugerem-se estudos para
avaliar a atividade antioxidante em diferentes estagbes do ano, para observar possiveis
interferéncias do fator sazonalidade nos constituintes ativos da planta.
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ANEXO D - Protocolo das atividades anti-inflamatéria e genotdxica de
Tripodanthus acutifolius aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais

e2:UNISC

b s

UNIVERSIDADE DE SANTA CRUZ DO SUL — UNISC
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO - PROPPG
COMISSAO DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISC

PARECER DA CEUA - UNISC

Prezado Professor,

Apos analise da atividade académica submetida como projeto de pesquisa, intitulada
“Analise do Perfil Fitoquimico e das Atividades Anti-inflamatorias e Genotoxica de Tripodanthus
acutifolius” e protocolada sob o nimero 03/2011, a Comissio de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UNISC considera o protocolo aprovado no que se refere o cumprimento do disposto na

legislagdo nacional aplicdvel 4 utilizagdo de animais para o ensino e a pesquisa.

Atenciosamente,

M /3 Lo e

‘Goord. Comité de Etica no Uso de Animais
UNISC

Santa Cruz do Sul, 18 de maio de 2011.
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ANEXO E - Protocolo da atividade antiulcera gastrica de Tripodanthus
acutifolius aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais

2:UNISC

NIVERSIDADE DE SANTA CRUZ DO SUL - UNISC
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO - PROPPG
COMISSAO DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISC

PARECER DA CEUA - UNISC

Prezado Professor,

Apos andlise da atividade académica submetida como projeto de pesquisa, intitulada
“Avaliagdo da atividade antitlcera gastrica de Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pavén) Tieghem
em ratos” e protocolada sob o numero 11/2012, a Comissio de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UNISC considera o protocolo aprovado no que se refere o cumprimento do disposto na

legislag@o nacional aplicdvel a utilizag@o de animais para o ensino e a pesquisa.

Atenciosamente,

¥ il
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Coord. Comité de Etica no Uso de Animais
UNISC

Santa Cruz do Sul, 06 de Dezembro de 2012.



