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Phytochemical Profile and Antioxidant activity of a Lecythis pisonis Cambess.
Specimen (Lecythidaceae)

Abstract: The species Lecythis pisonis (L. pisonis) popularly known as “sapucaia” or “cumbuca de macaco”, is a
plant belonging to the family Lecythidaceae. This family has interesting pharmacological activities that have
driven researchers to explore their species. Observing the biological potential of the species L. pisonis, this work
aimed to trace the chemical profile of its leaves and to evaluate the in vitro antioxidant (DPPH and ABTS*) and
cytotoxic activity against Artemia salina Leach larvae. Qualitative tests identified the presence of triterpenes,
steroids, saponins, flavonoids, and phenolics in general. The phytochemical investigation of the leaves resulted in
the identification of the mixture of triterpenes: epifriedelanol and friedelin (1+2), a-amyrin and B-amyrin (4+5),
squalene (3) and ursolic acid (16); the mixture of steroids: stigmasterol and B-sitosterol (6+7); a-tocopherol (8); of
the mixture of esters: methyl palmitate, ethyl palmitate, ethyl 9-octadecenoate, 9,12,15-methyl octadecanoate,
butyl palmitate, ethyl octadecanoate and butyl octadecanoate (9-15); the mixture of isoquercitrin and astragalin
flavonoids (20+21); gallic acid and methyl gallate (17+19); gallic acid (17) and ellagic acid (18). This the first report of
the identification of substances 8-15, 17-21 in the leaves of the species L. pisonis. The evaluation of the antioxidant
activity of polar extracts revealed a great antioxidant potential, which may be associated with high levels of phenols
and total flavonoids. The quantification of proanthocyanidin in the extract in MeOH showed a content of 8.65 mg
EC/g of crude extract. The bioassay carried out with A. salina MeOH and MeOH:H,0 extracts showed mild toxicity.
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Resumo

A espécie Lecythis pisonis (L. pisonis), conhecida popularmente como sapucaia ou cumbuca de macaco, é uma planta
pertencente a familia Lecythidaceae. Esta familia possui atividades farmacoldgicas interessantes que tém impulsionado
pesquisadores a explorar suas espécies. Observando o potencial biolégico da espécie L. pisonis, este trabalho teve como
objetivo tragar o perfil quimico de suas folhas, avaliar a atividade antioxidante in vitro (DPPH e ABTS™*) e citotdxica contra
larvas de Artemia salina Leach. Os testes qualitativos identificaram a presenca de triterpenos, esteroides, saponinas,
flavonoides e outros compostos fendlicos. A investigagdo fitoquimica das folhas resultou na identificagdo da mistura
de triterpenos: epifriedelanol e friedelina (1+2), a-amirina e B-amirina (4+5), esqualeno (3) e 4cido ursdlico (16); da
mistura dos esteroides: estigmasterol e B-sitosterol (6+7); a-tocoferol (8); da mistura dos ésteres: palmitato de metila,
palmitato de etila, 9-octadecenoato de etila, 9,12,15-octadecanoato de metila, palmitato de butila, octadecanoato de
etila e octadecanoato de butila (9-15); da mistura dos flavonoides isoquercitrina e astragalina (20+21); do acido gélico
e galato de metila (17+19); do acido galico (17) e 4cido elagico (18). Sendo este o primeiro relato da identificagdo das
substancias 8-15, 17-21 nas folhas da espécie L. pisonis. A avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos polares
revelou um grande potencial antioxidante, que pode estar associada aos altos teores de fendis e flavonoides totais.
A quantificagdo de proantocianidina no extrato em MeOH mostrou um teor de 8,65 mg EC/g de extrato bruto. Pelo
bioensaio realizado com A. salina os extratos MeOH e MeOH:H,0 mostraram leve toxicidade.

Palavras-chave: Lecythis pisonis; atividade antioxidante; perfil fitoquimico.
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1.Introdugao

A familia da castanha-do-Brasil (Lecythidaceae
A. Rich.) compreende cerca de 23 géneros e
um pouco mais de 350 espécies distribuidas
pantropicamente, atingindo sua maior diversidade
na regido neotropical.»® No Brasil, foi registrada
a presenca de aproximadamente 119 espécies,
pertencentes a 10 géneros (Allantoma Miers,
Asteranthos Desf., Bertholletia Bonpl., Cariniana
Casar., Corythophora R. Knuth, Couratari Aubl.,
Couroupita Aubl., Eschweilera Mart. ex DC.,
Gustavia L., Lecythis Loefl.).Y” Dentre esses, o
género Lecythis Loefl. apresenta a segunda maior
populacdo de espécies presentes em territério
brasileiro.

O género Lecythis Loefl. é constituido por 26
espécies, sendo a Lecythis pisonis Cambessedes
a mais conhecida.’* A espécie é popularmente
conhecida como sapucaia ou cumbuca-de-
macaco, podendo ser encontrada nas regides
Norte, Nordeste e Sudeste, principalmente na
Mata Atlantica e Floresta Amazonica.»®® E uma
arvore de grande porte, podendo alcancar de 20
- 30 m de altura; as folhas sao coridceas, glabras
e na época de floracdo adquirem coloragdo rosa
avermelhada; as flores sdo violaceas e o fruto se
assemelha a uma urna e pode possuir de 10 - 30
sementes (castanhas).®

Na medicina popular, as folhas, as cascas e
0 O6leo extraido das sementes sdo empregados
no tratamento de prurido (coceira), desinteria e
reducdo da dor muscular, respectivamente.l1?
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Pesquisas sobre a composi¢do quimica de L.
pisonis revelaram a presenca de triterpenos,
esteroides, saponinas triterpénicas, diterpenos,
acidos fendlicos, flavonoides, alcoois, aldeidos e
monoterpenos.#1°

Estudos atribuem a composicdo quimica da
espécie algumas atividades bioldgicas, tais como:
citotdxica, contratréslinhagens celulares de tumor
humano,* antipruriginosa,® antioxidante,'’1%2
antinociceptiva® e anti-inflamatoéria.?°

Observando o potencial biolégico de L. pisonis,
este trabalho teve como objetivo realizar a
prospeccao fitoquimica dos extratos brutos em
hexano, MeOH e MeOH:H,O das folhas de um
espécime de L. pisonis. Além disso, avaliou-se a
atividade antioxidante in vitro frente aos radicais
DPPH e ABTS, citotdxica contra larvas de Artemia
salina Leach e determinou-se o teor de fendis,
flavonoides e proantocianidinas dos extratos
polares.

2. Resultados e Discussao

2.1. Triagem fitoquimica

Na prospecgdo fitoquimica os resultados
dos testes para identificagdo de metabdlitos
secunddrios foram considerados positivos
mediante reagao corada, formacao de precipitado,
espuma persistente e desenvolvimento de
fluorescéncia. Na auséncia desses parametros
o teste foi considerado negativo, como mostra a
Tabela 1.

Tabela 1. Prospeccdo fitoquimica dos extratos brutos das folhas de L. pisonis

Metabolitos secundarios Reagoes de caracterizagdo Alteragoes observadas em resultados positivos EH EM EMH
Triterpenos e/ou esteroides Liebermann-Burchard Coloragdo verde + - -
Fendis em geral FeCl, Coloragdo e precipitado azul & + +
Flavonoides Shinoda Coloragdo laranja < + -
AICI, Fluorescéncia * + +
NaOH Intensificagdo da cor < + +
NP/PEG Fluorescéncia * + +
Saponinas Formagdo de espuma Espuma persistente e + +
Alcaloides Reagente de Dragendorff - * - -

Antraquinonas Reacdo de Borntraeger

(+) resultado positivo; (-) resultado negativo. *ndo foi possivel realizar esses testes devido a baixa polaridade do extrato.
EH = extrato bruto em hexano; EM = extrato bruto em MeOH; EMH = extrato bruto em MeOH:H,O; NP = difenilborato de

aminoetanol; PEG = polietilenoglicol 400
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A partir da triagem fitoquimica, foi possivel
verificar a presenca de triterpenos, esteroides,
fendis, flavonoides e saponinas nos extratos das
folhas de L. pisonis. Esses resultados estdo em
acordo com os dados fitoquimicos apresentados
na literatura para a espécie.’>*°

Somente no extrato hexdnico observou-se
a formacdao de coloracdao verde na reacdo de
Liebermann-Burchard, indicativo da presenca
de triterpenos e/ou esteroides. De acordo com
Burke e colaboradores,”® a mudanca na coloracdo é
devida a formacdo do carbocation 3,5-colestadieno
que absorve em torno de 410 nm.

Todos os extratos de polaridade alta (MeOH
e MeOH:H,0) em presenca de solugdo de FeCl,
apresentaram formacdo de coloracdao azul e
precipitado. A rea¢do com FeCl, é genericamente
utilizada para identificacdo de substancias
fendlicas.?* Devido ao resultado positivo obtido
para os extratos polares, procedeu-se a verificagao
da presenca de flavonoides nos mesmos.

Apenas o extrato em MeOH apresentou coloracdo
laranja na reacdao de Shinoda, que baseia-se na
reacdo do flavonoide em presenca de magnésio/
HCl. Essa reacdo é frequentemente utilizada para
a identificacdo de flavonoides como, flavanonas e
flavonas. O desenvolvimento da coloragdo alaranjada
¢ indicativo da presenca de flavonas.?*

Os extratos polares apresentaram resultados
positivos em presenca de AlCI, (fluorescéncia sob
luz UV), de NaOH (intensificacdo da cor) e de NP/
PEG (fluorescéncia sob luz UV). A reagdo com AICI,,
consiste naformacao de uma reagao de coordenagao
estavel entre os grupos hidroxilas livres do flavonoide
com o ion AP*. A formagdo da ligagdo provoca uma
intensificagdo da absor¢do e um desvio batocromico,
guando analisado por espectrofotometria de UV/
Vis, devido a extensdo do sistema conjugado.?*?® A
reagdo do flavonoide com NaOH resulta na ionizagdo
das hidroxilas fendlicas, promovendo um desvio
batocrémico e efeito hipercrémico.?* O reagente
difenilborato de aminoetanol (NP)/ polietilenoglicol
400 (PEG) é bastante utilizado para revelagio e/ou
identificacdo de flavonoides em cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA). A presenca de
saponinas espumidicas foi verificada em ambos os
extratos polares.?*?

2.2. Teor de fendlicos totais

Existem vdérios testes descritos na literatura
para a quantificacdo do teor de fendis totais, no
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entanto o método mais empregado é o que utiliza
o reagente de Folin-Ciocalteu. Esse reagente
apresenta coloragdo amarela que na presenga
de substancias fendlicas forma um complexo de
coloragdo azul %%

O teor de fendlicos totais verificado com o
reagente de Folin-Ciocalteu para os extratos em
MeOH e MeOH:H,0 foi de 120,33 + 0,58 e 154,30
+ 2,64 mg equivalente de acido galico (EAG)/g,
respectivamente. No presente trabalho o teor
de substancias fendlicas pode ser classificado
como alto para ambos os extratos, visto que o
resultado foi superior a 50 mg EAG/g.3° Os valores
obtidos nesse trabalho foram superiores aqueles
encontrados por Ferreira e colaboradores, que
verificaram um teor de 56,78 * 0,13 mg EAG/g
para o extrato em EtOH das folhas de L. pisonis.'”

A discrepancia no valor descrito na
literatura com o obtido nesse trabalho, pode
estar relacionada com o solvente/polaridade
empregado na extracdao, bem como as condicdes
ambientais e época de coleta da planta.3!

Resultados similares aos obtidos nesse estudo
foram encontrados em outras espécies da familia
Lecythidaceae. O extrato etandlico (70%) das
folhas de Careya sphaerica e o extrato aquoso das
folhas de Barringtonia racemosa apresentaram
valores de 121,27 + 0,05 e 159 + 0,95 mg EAG/g,
respectivamente.3%33

2.3. Teor de flavonoides totais

A prospecgao fitoquimica dos extratos polares
de L. pisonis (Tabela 1) indicou, entre outros, a
presenca de flavonoides. Desse modo procedeu-
se a quantificacdo desse metabdlito através do
método da reagdo com AICI,. Nesse trabalho,
encontrou-se um teor de flavonoides totais
de 15,19 + 0,18 e 15,23 + 0,01 mg equivalente
de quercetina (EQ)/g de material vegetal seco
para os extratos em MeOH e MeOH:H,(0,
respectivamente. Obafemi e colaboradores,
relataram resultado similar, 13,10 mg EQ/g,
para o extrato em MeOH das folhas da espécie
Napoleona vogelli (Lecythidaceae).®* Enquanto
Ronddn e colaboradores, descrevem um valor
de 0,79 £ 2,40 mg EQ/g para o extrato em EtOH
das folhas de Gustavia pubescens Ruiz & Pav. ex
Berg.®

Ferreira e colaboradores encontraram um teor
de 30,04 + 0,02 mg equivalente de rutina/g de
material vegetal seco (ER/g) para o extrato em
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EtOH de folhas L. pisonis, enquanto que Janovick
e colaboradores, descreveram um teor de 28,65
+ 0,09 mg ER/g de extrato etandlico das folhas de
Cariniana domestica (Lecythidaceae).t’:%

A discrepancia no resultado obtido no
presente trabalho com os relatados por Ferreira
e colaboradores e Janovick e colaboradores pode
estar relacionada com a diferenca do padrao de
flavonoide utilizado na dosagem.

2.4. Teor de proantocianidinas

Na determinacgao do teor de proantocianidinas
foi empregado o método da vanilina sulfurica.
Este é amplamente utilizado para quantificar essa
classe de substancias em material vegetal 3’3 O
método baseia-se na reacdo, em meio acido, da
vanilina com o anel do flavanol meta substituido,
resultando em uma coloragdo avermelhada.?”*°

No presente trabalho, o extrato em MeOH
mostrou um teor de proantocianidina de 8,65
+ 0,00 mg equivalente de catequina/ g de
extrato (ECAT/g). Os estudos sobre essa classe
de metabdlitos em L. pisonis sdo escassos. Em
um trabalho realizado com o extrato MeOH
de quatro diferentes amostras das cascas das
nozes de L. pisonis foram observados teores de
proantocianidinas de 91,99 + 1,59 - 123,81 +
1,74 mg ECAT/g.’® Até o momento, ndo ha relatos
sobre a quantificacdo de proantocianidinas nas
folhas de L. pisonis, dessa forma os resultados
obtidos neste trabalho podem servir de referéncia
para futuros estudos com as folhas da planta em
questao.

2.5. Atividade antioxidante in vitro

A andlise da atividade antioxidante in
vitro pode ser influenciada pela presenca de
interferentes, como por exemplo, ceras, gorduras
e clorofilas, que podem apresentar caracteristicas
pré-oxidantes ou antioxidantes, dependendo das
condi¢cBes experimentais empregadas.®®*’ Para
minimizar a presenca de interferentes, foi feita, a
priori, a extragdo com hexano e em seguida com
MeOH e MeOH:H,0.

A capacidade antioxidante in vitro dos extratos
em MeOH e MeOH:H,O foi avaliada através dos
métodos do 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) e
do 2,2-azino-bis-3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS™*). O método do DPPH é aplicavel
a sistemas hidrofébicos, enquanto o método do
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ABTS* permite avaliar o potencial antioxidante de
substancias de natureza hidrofilica e lipofilica.***

2.5.1. Método do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila
(DPPH)

O método do radical DPPH baseia-se no
principio de que o radical (violeta em solugdo) na
presenca de um doador de hidrogénio ou elétron
é reduzido, com isso a intensidade de absorcdo
diminui (efeito hipsocrémico) e a solugdo de DPPH
perde a coloracgdo inicial, tornando-se amarela.***

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo
método de DPPH foi expressa em concentragdo de
amostra necessaria para decrescer a concentragdo
inicial de DPPH em 50% (CE, ) e em porcentagem
de atividade antioxidante (% AA) (Figura 1a).

No método do radical DPPH o extrato
em MeOH:H,0 apresentou uma capacidade
antioxidante (CE, = 25,17 + 0,85 ug/mL) superior
a do extrato em MeOH (CE,, = 61,57 + 0,34 pg/
mL) e similar a do padrdo utilizado, quercetina
(CE50=23,24 +1,44 pg/mL). Segundo a literatura,
os extratos em MeOH e MeOH:H,0O apresentaram
moderada e elevada atividade antioxidante,
respectivamente.*® Um estudo cientifico com as
folhas de L. pisonis mostrou para o extrato em
EtOH uma CE, = 49,04 + 1,65 pg/mL."

Quanto a porcentagem de atividade
antioxidante, o extrato em MeOH e o MeOH:H,0
apresentaramuma%AAmaximade75,77+0,22%
e 92,11 + 0,33% respectivamente, enquanto o
padrdo quercetina de 93,02 + 0,17% (Figura 1a).
Ambos os extratos analisados apresentaram
capacidade de inibir ou sequestrar radicais
livres, podendo configurar como possiveis fontes
de substancias antioxidantes.

2.5.2.Método do 2,2 -azino- bis- 3 - etil-benzotiazolina
- 6 - acido sulfonico (ABTS?)

Ao contrario do DPPH que é um radical livre
estavel a temperatura ambiente, o radical ABTS*
é formado através da reacdo do sal ABTS com
perssulfato de potassio. O radical em solucdo
apresenta coloragdo azul-esverdeado e A__ em
734 nm. Na presencade um potencial antioxidante
0 ABTS™*é reduzido tornando a solugdo incolor.4>4

A capacidade antioxidante, utilizando o método
do radical ABTS, foi expressa como micromolar
equivalente de Trolox por grama de extrato seco
(UM ET/g) e em % AA (Figura 1b).
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Figura 1. Atividade antioxidante dos extratos MeOH e MeOH/H,O das folhas de L. pisonis pelo método
do (a) DPPH e (b) ABTS

No método do ABTS™ o extrato em MeOH:H,O
apresentou um potencial antioxidante (300,15 *
2,97 UM ET/g) superior ao do extrato em MeOH
(296,51 *+ 3,89 uM ET/g), comportamento este
similar aquele observado no método do DPPH.

Demoliner e colaboradores, trabalhando
com amostras do extrato aquoso das castanhas
e do extrato hidroalcodlico (8:2) das cascas
das castanhas de L. pisonis, observaram
valores de 34,15 + 0,18 - 48,13 + 0,27 uM
ET/g e 193,45 + 0,89 - 197,70 = 0,17 uM ET/g,
respectivamente.’® Outro trabalho utilizando o
Oleo das castanhas obtido por dois processos,
extracdo a quente com hexano em Soxhlet e o
método de extracdo Bligh e Dyer, mostrou valores
de 5,58 + 0,38 uM ET/g de 6leo e 8,71 £ 0,29 uM
ET/g de dleo, respectivamente.?!

No método do ABTS* ambos os extratos
apresentaram uma baixa % AA, quando
comparados com o padrdo Trolox (Figura 1b). Os
extratos em MeOH e MeOH:H,O apresentaram
uma % AA maxima de 25,07 + 0,90% e 25,78 +
0,11%, respectivamente, enquanto o padrao de
Trolox mostrou um valor de 89,57 + 0,01%.

Comparando a % AA obtida por ambos os
métodos utilizados verificou-se que o resultado
alcancado com o DPPH foi superior ao observado
com o ABTS™. De acordo com Yu e colaboradores,
o fato pode estar associado aos diferentes
mecanismos envolvidos nas rea¢des entre radical
e antioxidante, bem como a estereoseletividade
dos radicais e a solubilidade do extrato nos
solventes empregados.*

Comparando-se os resultados obtidos
para fendis totais, flavonoides totais e
proantocianidinas, observa-se que o aumento
das concentracdes destes nos extratos foi
acompanhado, como era de se esperar, pelo
aumento da capacidade antioxidante (Tabela 2).

2.6. Avaliagdo da atividade citotoxica frente
as larvas de Artemia salina Leach

O ensaio da citotoxicidade frente a larva
de A. salina, por sua simplicidade, é utilizado
preliminarmente a testes bioldgicos mais
especificos.”” Os extratos em MeOH e MeOH:H,O
apresentaram toxicidade com uma DL, igual a

Tabela 2. Conteludo de atividade antioxidante, flavonoides totais e fendlicos totais dos extratos

MeOH e MeOH/H,0

Teste EM EMH Quercetina
Fendis totais (FT) 120,33 + 0,58 154,30 + 2,64 -
Flavonoides totais (FLT) 15,19+0,18 15,23 + 0,01 -
Proantocianidinas 8,65+ 0,00 - -
DPPH (CEso) 61,57 +0,34 25,17 £ 0,85 23,24 +1,44
ABTS 296,51 + 3,89 300,15 + 2,97 -

FT (mg de EAG/g de extrato seco), FLT (mg de EQ/g de extrato seco), Proantocianidina (mg de ECAT/g de extrato seco),
CE,,(ug/mL), ABTS (UM equivalente de Trolox/g de extrato seco). EM = extrato bruto em MeOH; EMH = extrato bruto em

MeOH:H,0.
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665,7 pg/mL e 889,0 mg/mL respectivamente, pois
segundo Meyer e colaboradores extratos brutos
com DL, < 10° ug/mL sdo considerados tdxicos.*®
Ambos o0s extratos podem ser considerados
levemente tdéxicos, uma vez que apresentaram
valores de DL  entre 500 pg/mL e 1000 pg/mL.*
De fato, algumas substdncias presentes nesses
extratos foram relatadas previamente como
agentes citotdxicos, como por exemplo, a mistura
dos triterpenos acido ursdlico e oleandico.®™

2.7. Determinacao estrutural das substancias

A investigacdo fitoquimica dos extratos
de baixa polaridade das folhas secas de L.
pisonis, resultou na identificacdo da mistura
dos triterpenos: epifriedelanol e friedelina
(1+2), a-amirina e B-amirina (4+5) e esqualeno
(3), da mistura dos esteroides: estigmasterol e
B-sitosterol (6+7); a-tocoferol (8); e da mistura
dos seguintes ésteres de cadeia longa: palmitato
de metila, palmitato de etila, 9-octadecenoato
de etila, 9,12,15-octadecanoato de metila,
palmitato de butila, octadecanoato de etila e
octadecanoato de butila (9-15). O fracionamento
dos extratos de alta polaridade possibilitou a
identificacdo do acido ursélico (16), quercetina-
3-0-B-D-glicopiranosideo (20), kaempferol-3-
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O-B-D-glicopiranosideo (21), acido galico (17) e
do galato de metila (19). Do hidrolato resultante
da extracdo das folhas frescas em destilador
tipo Clevenger, foram identificados o acido
galico (17) e o acido elagico (18). Segundo a
busca na literatura, este é o primeiro relato da
identificacdo das substancias 8 - 15, 17 - 21 nas
folhas da espécie L. pisonis.

A identificacdo estrutural das substancias
1 -2 e 4 - 7 foi realizada através de andlise por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massas (CG/EM), compara¢do dos tempos
de retencdo e razdo massa/carga (m/z) dos
fragmentos com os dados da biblioteca NIST do
equipamento de CG/EM (Tabela 3), informac&es
obtidas nos espectros de RMN de 'H e *C e dados
da literatura.’*® A identificacdo do triterpeno
16 foi realizada por meio das técnicas de EM
(insercdo direta) e RMN de *H e 3C e comparacdo
com dados da literatura.” A mistura de 3, 8 e 9
— 15 foi identificada pela analise dos espectros
de massas, comparac¢ao com dados da biblioteca
NIST do equipamento de CG/EM e/ou dados da
literatura.>>3 Para as substancias 17 - 21 além dos
dados obtidos nos espectros de RMN de 'H e 3C
foram utilizadas informacgGes obtidas na analise
dos dados de UV, LC/MS, EM e/ou comparacido
com dados da literatura.>*>®

Tabela 3. Constituintes quimicos 1- 16 identificados nas folhas de L. pisonis

Substancia Nome da substancia icll\:(:\ttti)f‘ijcoa::o M+ m/z 1.S. (%)
1 Epifriedelanol CG/EM e RMN 428 413, 275, 231 96,7
2 Friedelina CG/EM e RMN 426 411, 302, 274, 273 97,8
3 Esqualeno CG/EM 410 81, 69 99,2
4 B-amirina CG/EM e RMN 426 218, 208, 203, 189 99,0
5 a-amirina CG/EM e RMN 426 218, 208, 203, 189 98,4
6 Estigmasterol CG/EM e RMN 412 394, 351, 273, 255, 231, 213 96,7
7 B-Sitosterol CG/EM e RMN 414 399, 381, 329, 273, 255, 231, 213 96,5
8 a-Tocoferol CG/EM 430 205, 165 99,3
9 Palmitato de metila CG/EM 270 227,143,129, 87, 74 99,4
10 Palmitato de etila CG/EM 284 239, 149, 101, 88 98,9
11 9-Octadecenoato de etila CG/EM 310 264,222,180, 123 97,0
12 Octadecanoato de metila CG/EM 298 269, 255, 199, 143, 87, 74 89,1
13 Palmitato de butila CG/EM 312 257, 239, 129 98,0
14 Octadecanoato de etila CG/EM 312 269, 157 97,8
15 Octadecanoato de butila CG/EM 340 285, 267, 129 92,7
16 Acido ursélico EM e RMN 456 438, 411, 248, 203, 133 89,0

.S. = indice de similaridade com a biblioteca NIST
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A substancia 17 (54,30 mg) foi obtida como um
sélido cristalino e solivel em MeOH. O espectro
de massas, obtido via insercao direta e ionizagao
por impacto de elétron a 70 eV apresentou pico
do ion molecular a M* = 170 Daltons, compativel
com a férmula molecular C,H.O.. Os fragmentos
de massa, foram: m/z = 153 (M*-17) relativo a
perda de HO e a m/z = 125 (M*—17-28) relativo
a perda concomitante de HO e de um fragmento
neutro de CO.

O espectro de RMN de 'H de 17 apresentou um
sinal simples ad, 7,07 (s, H-2/ H-6). O espectro de
RMN 23C apresentou quatro sinais entre d. 110,46
— 146,46 e um sinal a d_ 170,57 (C-7) relativo a
um substituinte carbonila. Os dados observados
no espectro de correlagdo heteronuclear (HMQC),
relativos a correlagdo existente entre os sinais d,,
7,07 e d_ 110,46 (C-2/ C-6) e também a maior
intensidade dos sinais a d_ 110,46 e 146,46
(C-3/C-5), sugerem uma molécula simétrica. Essas
observacdes puderam ser confirmadas a partir da
analise do espectro de correlacdo heteronuclear
a longa distdncia (HMBC), no qual se verifica a
existéncia de correlagdo entre os cinco carbonos
da molécula com o sinal d, 7,07. O conjunto de
dados espectrais obtidos para a substancia 17,
associados aqueles observados na literatura
possibilitaram a identificacdo da substancia como
sendo o acido gélico.>*

Asubstancia 18 (4,40 mg) apresentou-se como
um sdélido amarelo soltvel em DMSO. O espectro
de massas, obtido via insercao direta e ioniza¢cao
por impacto de elétron a 70 eV apresentou o pico
do ion molecular a m/z 302 (M*), compativel
com a férmula molecular C HO,. O espectro
de RMN de *H apresentou um sinal simples a d,,
7,40 (H-5/ H-5’). Enquanto o espectro de RMN
de 3C apresentou seis sinais entre d. 106,85
— 148,30 e um sinal a d_159,32 atribuido a
carbonila da lactona. O espectro de HMQC,
mostrou correlagdo entre d, 7,40 (H-5/ H-5") e d_
109,86 (C-5/ C-5’). O espectro de HMBC mostrou
a existéncia de correlacdo de d, 7,40 com
todos os carbonos da molécula, sugerindo uma
molécula simétrica com dois carbonos metinicos
equivalentes (C-5/ C-5”) e seis pares de carbonos
ndo hidrogenados equivalentes (C1/ C1’; C-2/
C-2’;C-3/C-3’;C-4/C-4;C-6/C-6'eC-7/C-7').0
conjunto desses dados associados com aqueles
comparados com os dados da literatura permitiu
identificar a substancia 18 como sendo o acido
elagico.>®
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O fracionamento cromatografico da fragdo
etérea do extrato em MeOH:H,0O resultou no
isolamento da mistura de 17+19. A andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrOmetro de massas com ionizacdo por
electrospray (LC/EM-ESI) da mistura revelou a
presenca de dois picos majoritarios. A analise
forneceu, informagGes sobre o ion molecular
e fragmentos caracteristicos das substancias.
A substancia 17 exibiu ion quasimolecular em
[M+H]* = 171,03, compativel com a férmula
molecular CH.O,, tipica do dcido galico,
identificado anteriormente. O espectro de
massas de 19, substdncia majoritaria, mostrou
[M+H]* = 185,04 (C,0.H,) e fragmentos a m/z
= 153 [M — 31 — H]* (perda da metoxila), m/z =
126 [M - 59 — H]* (perda de COOCH,) e m/z = 107
[M —46 — H]* (perda de H,CO,).

O espectro de RMN de 'H da mistura revelou
sinais simples em d_ 7,05 (s, H-2/ H-6) atribuidos
a substancia 17 e d, 7,03 (s, H-2/ H-6) e d,
3,81(s), caracteristico de grupo metoxila, para
a 19. O espectro de RMN de 3C exibiu onze
sinais de carbono, sendo um sinal de carbono
metilico (d_52,42; -OCH,), dois sinais de carbonos
metinicos (d. 110,46 e d_. 110,18) e seis sinais
de carbonos ndo hidrogenados entre d_ 170,53
- 121,58. O espectro de HMQC mostrou que os
sinais d_ 52,42 (-OCH,) e d_ 110,18 (C-2 e C-6)
apresentam correlagdo direta com os sinaisemd,,
3,81 (s) ed, 7,03 (s), respectivamente; e o sinal d,
7,05 (s) com d_ 110,46 (C-2 e C-6) sugerindo uma
mistura de substancias com estrutura molecular
aromatica simétrica com anel tetrasubstituido.>* A
andlise do espectrode HMBC mostrou a correlacdo
entre d, 3,81 (s) e d_. 169,18 (C-7) indicando a
presenca de funcdo éster em uma das substancias
da mistura.>* Com base nas informacdes obtidas
com os espectros de LC/EM-ESI, RMN de 'H e 3C,
aliada a comparac¢do com dados espectrométricos
descritos na literatura, foi possivel identificar as
substancias como o acido galico (17) e galato de
metila (19) na propor¢do 1:2.%*

A mistura de flavonoides (20 + 21) se
apresentou como um pdé amorfo amarelado,
solivel em MeOH, que ao ser analisado por
CCDA apresentou-se como duas manchas com Rf
distintos de colora¢cdao amarelada e verde escuro
quando revelada com vanilina sulfurica e FeCl,,
respectivamente. Ndo foi possivel purificar a
amostra devido a pouca massa obtida da mesma
(3,4 mg).
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O espectro de UV da mistura apresentou duas
bandas em A_. 264 e 353 nm, caracteristicos da
banda Il (anel A - benzoila) e da banda | (anel
B - cinamoila), respectivamente.”’” A adicdo
de AICI, a solugdo de 20 + 21 provocou um
deslocamento batocrémico nas bandas | e Il
Por outro lado, a adi¢do de HCI:H,0 (15%) na
mistura de flavonoides/MeOH/AICI, resultou
em deslocamento hipsocromico da banda I. A
banda Il ndo sofreu alteragdo. Essas observacdes
sugerem a presenga de uma mistura de flavonois
com grupos hidroxilas nas posicdes 3’ e 4’ do anel
B (Figura 2).

A analise do espectro de RMN de 'H da mistura
20 + 21 revelou sinais na regido de hidrogénios
aromaticos, d,, 6,40 (d, J = 1,95 Hz, H-8) e 6,20
(d, J = 1,80 Hz, H-6), caracteristicos do anel A dos
flavonoides. Para o anel B foram observados sinais
emd,7,58(m,H-2"/H-6')ed, 6,85(dl,J=8,85Hz,H-5)
atribuidos a isoquercitrina e sinais em d,, 8,03 (m,
H-2’/H6’) e 6,85 (dI, /= 8,85 Hz, H-3’/H-5’) atribuidos
a astragalina. Também foram observados sinais
na regido caracteristica de residuo de agucar (d,
3,22 - 5,45) e os sinais em d, 5,45 (d, J = 7,65 Hz)
e d, 533 (d, J = 7,15 Hz) que foram atribuidos
aos hidrogénios anoméricos da isoquercetina e
astraglina, respectivamente.

Os espectros de RMN de 3C desacoplado
de hidrogénio e APT exibiram 22 sinais, sendo
dez sinais relativos a carbonos quartenarios,
11 sinais referentes a carbonos metinicos e
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um sinal de carbono metilénico. A localizacdo
dos residuos de acucar foi determinada pela
diferenca de deslocamento quimico, observado
em C-2 e C-3, em relacdo aos valores verificados
na literatura para os flavonoides quercetina e
kaempferol. A presenca do residuo de aglcar na
posicao C-3 provoca um efeito de desprotecdo
no C-2, promovendo um deslocamento quimico
para maiores frequéncias.®® A quercetina e
kaempferol apresentam valores de deslocamento
quimico para os carbonos C-2 e C-3 em torno
de d_148,0 e 127,2, respectivamente, enquanto
os seus derivados glicosilados (isoquercitrina e
astragalina) apresentam deslocamentos quimicos
para os carbonos C-2 e C-3 emd_156,26 e 133,22,
respectivamente.

A associacdo dos dados fornecidos pelos
espectros de UV e RMN de 'H e *C e a comparacio
com a literatura, possibilitou a identificacdo da
mistura de substancias como quercetina-3-0-B-D-
glicopiranosideo (isoquercetina - 20) e kaempferol-
3-0-B-D-glicopiranosideo (astragalina - 21).54°¢

3. Experimental

3.1. Material vegetal

As folhas de um espécime de L. pisonis foram
coletadas em maio e junho de 2015 no campus da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy

1.38
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4000 S17.0

nm.

Figura 2. Espectros de absor¢do no UV da mistura das substancias 20 + 21: Preto (MeOH); Vermelho
(MeOH + AICL,); Azul (MeOH + AICI,+ HCl)
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Figura 3. Estruturas das substancias identificadas nas folhas de L. pisonis

Ribeiro (UENF) (21° 45’ 41.7” Sul 41° 17’ 38.3”
Oeste), no municipio de Campos dos Goytacazes,
RJ. O material foi identificado pela bidloga Tatiane
Pereira de Souza e a exsicata (HUENF 5707) esta
depositada no herbario da Universidade Estadual
do Norte Fluminense (UENF), localizado no Centro
de Biociéncias e Biotecnologia.

3.2. Processos de extragao

Foram utilizados dois métodos para preparagao
dos extratos brutos: extracdo exaustiva a
temperatura ambiente (folhas secas a temperatura
ambiente) e hidrodestilagdo pela extragdo com
aparelho tipo Clevenger (folhas frescas).

3.2.1.
ambiente

Extragdo exaustiva a temperatura

As folhas secas e trituradas (1381,0 g) foram
submetidas a sucessivas extracGes com o0s
solventes hexano, MeOH e MeOH:H,0 (1:1). Apds
remocgao do solvente sob pressao reduzida foram
obtidos 128,86 g de extrato bruto em hexano
(EH), 365,57 g de extrato em MeOH (EM) e 140,81
g de extrato em MeOH:H,0 (EMH).

3.2.2. Hidrodestilagdo com aparelho tipo
Clevenger

Na tentativa de obten¢do de dleo essencial,
as folhas frescas de L. pisonis (47,20 g) foram
trituradas e adicionadas a um baldo de fundo
redondo com 500 mL de agua destilada. Ao baldo
foi acoplado um hidrodestilador tipo Clevenger,
refrigerado com banho ultratermostatico (10°C)
por 2 h. Esse procedimento ndo produziu éleo
essencial. Por outro lado, o residuo aquoso foi
submetido a extracdo com AcOEt, e a fragdo
organica apds um periodo de repouso resultou na
formagdo de um precipitado amarelo palido (18,
4,40 mg). O sobrenadante da fragdo em AcOEt foi
submetida a precipita¢do forgada por adigdo de
hexano. O precipitado (separado do sobrenadante
por centrifuga¢do) resultou na substancia 17
(54,30 mg).

3.3. Triagem fitoquimica

Apds a obtencdo dos extratos brutos, os
mesmos foram submetidos a testes quimicos
gualitativos para identificacdo de metabdlitos
secunddrios: triterpenos e esteroides, flavonoides
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e fendlicos em geral, alcaloides,
espumidicas e antraquinonas.?* %’

saponinas

3.4. Determinacdo do teor de fendlicos e
flavonoides totais

3.4.1. Teor de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado
pelo método de Folin-Ciocalteu, adaptando
a metodologia descrita por Sousa e
colaboradores.®® Uma aliquota (100 mL) da
solugdo em MeOH dos extratos (150 ug/mL) foi
misturada e agitada com 500 puL do reagente de
Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada por 1
min. Posteriormente, acrescentou-se solu¢do de
carbonato de sédio (2 mL, 15% m/v) e agitou-se
a mistura por 30 segundos. O volume da solugao
foi acertado para 10 mL, com dagua destilada.
Apés 2 horas de incubagdo, em ambiente escuro,
as leituras das absorbancias foram feitas a 750
nm, utilizando como branco metanol e todos os
reagentes, com exce¢do dos extratos. A curva
de calibragdo foi preparada com cinco pontos
utilizando solug¢des padrdo de acido gdlico, em
MeOH, nas concentracdes de 100 a 700 pg/mL
(y = 0,001x — 0,0703, R*= 0,998). Os resultados
foram expressos em miligramas de equivalentes
de 4dacido galico por grama de extrato seco
(mg EAG/g) e todas as analises foram realizadas
em triplicata.

3.4.2. Teor de flavonoides totais

A determinagdo do teor de flavonoides totais
foi realizada pelo método do AICI, com base na
metodologia descrita por Rio (adaptado).®® Em
um baldo volumétrico (50 mL), uma aliquota de
15 mL da solugdo hidroalcodlica (MeOH/HZO 70%)
dos extratos (1 mg/mL) foi misturada com 1,0
mL de solugdo metandlica de AICI, (5% m/v) e
acertou-se o volume com MeOH/HZO 70%. Apds
repouso de 30 minutos a temperatura ambiente,
a absorbancia foi medida a 425 nm. A curva
de calibragdao foi construida com treze pontos
utilizando-se solu¢des padrao de quercetina nas
concentragdes de 3,0 a 15 pg/mL (y = 0,0637x +
0,0487, R?= 0,995). Como branco foi utilizada a
solucdo de MeOH/HZO 70%. Os resultados foram
expressos em miligrama de equivalentes de
quercetina por grama de extrato seco (mg EQ/g) e
as andlises realizadas em triplicata.
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3.5.Determinagao doteorde proantocinidinas

O teor de proantocinidinas foi determinado
pelo método da vanilina sulfurica, adaptando
a metodologia descrita por Queiroz e
colaboradores.®® Uma aliquota de 1,0 mL
da solucdo aquosa do extrato (2 mg/mL) foi
misturada com 2,0 mL da solug¢do de vanilina a 2%
em acido sulfurico (70% v/v). Apds incubagdo por
15 minutos, em banho-maria a 50°C, as leituras
das absorbancias foram realizadas a 500 nm. O
branco foi preparado substituindo a solucdao de
vanilina na mistura de reacdo por agua destilada.
A curva de calibracdo foi construida com sete
pontos utilizando solu¢des padrao de catequina
nas concentracdes de 10,20 a 25,50 pg/mL
(y = 0,0297x + 0,201, R? = 0,996). O resultado
foi expresso em miligrama de equivalente de
catequina por grama de extrato seco (mg ECAT/g)
e as andlises realizadas em triplicata.

3.6. Determinagao da atividade antioxidante
in vitro
2,2-difenil-1-

3.6.1. Método do radical

picrilidrazila (DPPH)

A avaliagdo da capacidade sequestradora
do radical DPPH foi realizada com base na
metodologia descrita por Sousa e colaboradores.*
Construiu-se uma curva de calibragdo com nove
pontos utilizando solu¢des padrdo do radical DPPH
nas concentracdes de 1 a 40 pg/mL, em MeOH
(y = 0,0227x + 0,0124, R* = 0,999). Utilizou-se o
MeOH como branco. As leituras das absorbancias
foram realizadas, em triplicata, no comprimento
de onda de 515 nm.

3.6.2. Leitura das absorbancias dos extratos e
padrdo quercetina

Foram preparadas seis solugdes dos extratos e
quercetina nas concentragdes de 25 a 250 pg/mL
em MeOH. Uma aliquota (0,3 mL) dessas solugdes
foi misturada com 2,7 mL da solugdo de DPPH a 40
ug/mL. Apds 30 minutos de incubacdo, ao abrigo
da luz e a temperatura ambiente, as leituras das
absorbancias foram realizadas a 515 nm. Como
branco foi utilizado a mistura de MeOH (2,7 mL)
e solucdo do extrato (0,3 mL). Os resultados
foram expressos como porcentagem de atividade
antioxidante (% AA), determinada pela equagao 1,
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e CE,, (ug/mL), que corresponde a concentragdo
necessdria da amostra para decrescer a
absorbancia inicial da solugdo do radical DPPH em
50%. As andlises foram realizadas em triplicata.

% AA = {[A ] x 100}/Acontro|e (1)

controle (Aamostra - Abranco)

Onde: A é a absorbancia da solucdo do
controle

radical DPPH a 40 ug/mL, A .. ¢ aabsorbancia
da mistura da solucdo do radical DPPH com a
amostra e A__ € a absorbancia da mistura da

solucdo do extrato com solvente MeOH.

3.6.3. Método do 2,2-azino-bis-3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS™)

O ensaio foi desenvolvido seguindo a
metodologia descrita por Rufino e colaboradores.®?
Inicialmente, uma aliquota (5,0 mL) da solucdo
aquosa de ABTS* (7,0 mM) foi misturada com
88 uL de uma solucdo aquosa de persulfato de
potdssio (2,45 mM) e armazenadas ao abrigo
da luz, a temperatura ambiente, por 16 h. Em
seguida, o produto da reacdo (radical ABTS*) foi
diluido em etanol até atingir uma absorbancia de
0,70 no comprimento de onda de 734 nm.

Foram preparadas cinco solugdes dos
extratos nas concentra¢cdes de 25 a 500 pg/
mL, em etanol. Uma aliquota de 30 pL dos
extratos foi misturado com 3,0 mL da solugao
do radical ABTS*. Apds 6 minutos de incubagdo
ao abrigo da luz, a temperatura ambiente, as
leituras das absorbancias foram realizadas a 734
nm, utilizando como branco o solvente EtOH.
A curva de calibracdo foi construida com cinco
pontos utilizando solugdes padrdao de Trolox nas
concentracdes de 100 a 2.000 uM, em etanol
(y =-0,0003x + 0,7042, R? = 0,993). Os resultados
foram expressos como equivalente micromolar de
Trolox por grama de extrato seco (UM ET/g) e por
% AA (equacgdo 1). As andlises foram realizadas em
triplicata.

3.7. Ensaio de citotoxicidade frente a larvas
de Artemia salina Leach

A andlise de citotoxicidade frente a larvas
de Artemia salina L. (A. . Salina) foi realizada
conforme metodologia proposta por Meyer e
colaboradores.® Foram preparadas cinco solugdes
dos extratos e controle positivo (dicromato de
potdssio) nas concentracbes de 100 a 1000 pg/
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mL. As amostras foram solubilizadas no sistema
agua marinha/DMSO 1% na proporgdo 3:2 (v/v).
Foram colocadas, aproximadamente, 15 larvas
de A. salina em contado com cada solugdo pelo
periodo de 24 horas, sob iluminacdo artificial e
a temperatura ambiente. Apds esse tempo, foi
realizada a contagem dos individuos vivos e mortos.
Os resultados foram expressos em DL, (ug/mL),
qgue corresponde a dose necessaria da amostra
para matar 50% dos individuos em teste. Os dados
foram tratados estatisticamente pelo método log-
Probit e a analise realizada em triplicata.

3.8. Analises cromatograficas

A cromatografia em coluna foi realizada
utilizando silica gel 60 (Merck®, 70-230 e 230-400
mesh); Sephadex LH-20 da marca Pharmacia e
resina XAD-2 da marca Amberlite. Para as analises
por cromatografia de camada delgada analitica
(CCDA) foram usadas cromatoplacas de silica gel 60
F,., da Merck®.

As andlises cromatograficas a gas e os espectros
de massa de baixa resolucdo foram realizadas
em um espectrémetro de massas Agilent 5975C
acopladoaocromatdgrafoagas 7890A. Foiutilizado
uma coluna HP-5ms (30 m, 0,25 mm, 0,25 um). O
volume injetado foi de 1 uL em modo de divisao
(split) 1: 10 em um injetor a 280°C. O forno foi
programado para uma temperatura inicial de 80°C
com taxa de aquecimento de 10°C/min até 280°C
(20 min.). O gas de arraste hélio (5.0 analitico)
manteve o fluxo constante de 1,0 mL/min. O
detector de massa operou nas seguintes condi¢bes:
temperatura da interface, da fonte de ionizacao
e do analisador quadrupolo foram de 280, 230
e 150 °C respectivamente; modo de ionizacao
por impacto de elétrons (El) a 70 eV. Os dados
obtidos foram analisados utilizando o software
MSD Chemstation acoplado com a biblioteca de
espectros de massa NIST/EPA/NIH, versdo 2.0 g de
19 de maio de 2011.

O espectro de massa de baixa resolugdo
da substdncia 16 foi realizado em um
espectrOmetro QP 5050 Shimadzu com um
dispositivo para insercao direta com uma rampa
de aquecimento com uma temperatura inicial
de 100°C (5 min.) até 280°C (20 min).

A identificacdo das substancias foi realizada
por comparagdo dos espectros de massas com
0 banco de dados da biblioteca NIST e dados
disponiveis na literatura.
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A andlise de cromatografia liquida e os
espectros de alta resolugdao foram obtidos no
equipamento LCMS-IT-TOF, equipado com fonte
de ionizacdo por electrospray, Shimadzu. A
separacao foi realizada em uma coluna Shimadzu
XR-ODS C18 (75 mm x 2,0 mm x 2,2 um). As fases
moveis foram agua deionizada (solvente A) e
MeOH (solvente B), ambos acidificados com acido
férmico (0,1%), utilizando o seguinte gradiente de
elui¢cdo: 0—3 min, 5% B; 3—-18 min, 50% B; 18 — 20
min, 50% B; 20 — 25 min, 5% B. A temperatura do
forno foi de 40°C, a taxa de fluxo da fase mével foi
de 0,3 mL/min e o volume de inje¢do da amostra
de 50 pL.

A cromatografia liquida de média pressdo
(MPLC) foi realizada em um cromatdgrafo de
média pressdo Biichi equipado com uma unidade
controlada (C-620), 2 bombas (C-605), coletor de
fragdes (C-660), monitor UV (C - 630), injetor e um
loop de 5 mL.

3.9. Espectros UV-Vis, de RMN de 'H e de *C

As medidas de absorgdo foram feitas usando
espectrofotometro UV-Vis Bel Photonics, modelo
1105. Os espectros de absor¢do na regidao do UV-
Vis foram obtidos por varredura no intervalo de |
200 - 500 nm em um espectrofotémetro UV-1800
Shimadzu, com faixa espectral entre 200 e 1000 nm.

Os espectros de RMN de 'H e de 3C, foram
obtidos em um espectrofotometro Bruker
Avance Ill 500 MHz (500 MHz para 'H e 125
MHz para **C), utilizando CDCl,, MeOD ou
DMSO como solventes e TMS como padrdo de
referéncia interna. Os deslocamentos quimicos
(d) foram fornecidos em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

3.10. Isolamento de compostos e misturas

O extrato bruto em hexano (EH, 32 g) foi
submetido a filtragdo utilizando como material
filtrante uma mistura de silica gel 60 (70-230
mesh), celite e carvdao ativo. Como eluente
foram empregados os solventes hexano,
diclorometano (CH,Cl,), acetato de etila (AcOEt)
e MeOH. As fragbes obtidas foram analisadas
por cromatografia de camada delgada analitica
(CCDA) e reunidas de acordo com a semelhanga
do fator de retencdo (Rf), resultando em oito
grupos distintos (EH1 — EH8). Os grupos EH3 (4,87
g) e EH4 (3,45 g) apresentaram a formacgdo de
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um material cristalino (EHMC) que foi separado
por meio de filtracdo simples em papel de filtro
e lavado com hexano. Os solventes utilizados na
extragdo, fracionamento cromatografico e nas
andlises qualitativas e quantitativas foram da
Synth® e Vetec. Os reagentes utilizados foram
adquiridos da Sigma Aldrich e Synth®.

A partir da anélise em CG/EM, o EHMC (660,60
mg), resultante da filtra¢do, foi reunido e forneceu
a mistura dos triterpenos 1—2. O filtrado do grupo
EH3 (4,52 g) indicou uma mistura dos triterpenos
2,4 -5 e do tocoferol 8.

Uma aliquota do filtrado do grupo EH4
(1,50 g) foi submetido a cromatografia em coluna
(CC) empacotada com silica gel (230-400 mesh)
e eluida com o sistema de solventes organicos
hexano:AcOEt (85:15), seguido por AcOEt e,
posteriormente MeOH. Esse procedimento
deu origem a 123 fra¢des, que foram reunidas,
ap6s andlise em CCDA, em 12 subfracOes
(EH4.1 — EH4.12). A subfracdo EH4.3 (369,30 mg)
forneceu a mistura dos triterpenos 4 - 5 e a EH4.6
(51,70 mg) a mistura dos esteroides 6 - 7.

A andlise por CG-EM do grupo EH1 (15,70
g) revelou a presen¢a do triterpeno 3, como
componente majoritario. No grupo EH2 (3,01 g)
foi identificada uma mistura de 3, 8 e dos ésteres
de cadeia longa 9 - 15.

Uma aliqguota do extrato bruto em MeOH
(EM, 40,30 g) foi particionada com AcOEt. Apds
remocao do solvente, sob pressao reduzida,
foram obtidos 12,30 g da fase em AcOEt
(EMFAE). Uma por¢do da EMFAE (4,00 g) foi
submetida a cromatografia de adsor¢do em
coluna empacotada com resina XAD-2, eluida
com agua destilada acidificada com 4cido
cloridrico (pH = 2), seguido de agua destilada
e por fim MeOH:H,0 (5:95 a 100:0). As fragdes
coletadas foram analisadas em CCDA e reunidas
em dez subfracbes (CX1 — CX10). A subfracdo
CX2 (320,50 mg) foi submetida a sucessivas
cromatografias de exclusdo em Sephadex LH-
20, eluidas com MeOH, e forneceu a mistura
(3,40 mg) dos flavonoides 20 - 21.

A subfracdo CX7 (3,21 g) foi submetida a
precipitagdo forcada por adigdo de CH,CL. O
sobrenadante (1,40 g), separado por meio de
filtracdo, foi submetido a cromatografia liquida
de média pressdo (MPLC) sobre silica gel (230-
400 mesh) em coluna de vidro Biichi (15 mm x
230 mm), eluida com o sistema hexano:AcOEt
(9:0,5), seguido por AcOEt e MeOH. Foram
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recolhidas 141 fracGes de 10 mL, que, apds analise
em CCDA, foram reunidas em 23 subfracdes
(CX700 — CX723). A subfracdo CX713 (56,50 mg)
foi submetida a precipitacdao forcada por adicao
de CH,CI,, resultando em um precipitado branco
(3,20 mg, 16).

Uma porcdo do extrato EMH (8,80 g) foi
submetida a particdo entre agua e o solvente
organico éter etilico. A fase organica foi separada
e evaporada para obter a fracdo em éter etilico
(EMHFET, 143,40 mg). A fracdo EMHFET foi
submetida a cromatografia de exclusdo em
Sephadex LH-20, eluida com MeOH. Foram
recolhidas 42 fragcdes, que foram reunidas em 7
subfragdes (D1- D7), com base no comportamento
em CCDA. A subfracdo D3 (13,70 mg) forneceu
uma mistura de 17 - 19.

O fluxograma do processo de obtencdo das
substancias identificadas nas folhas de L. pisonis
pode ser visualizado na Figura 4.

3.11. Andlise estatistica

Os resultados obtidos neste trabalho foram
apresentados como a média de trés repeti¢Oes
(n=3) £ desvio padrdo da média.

Barreto, K. G. et al.

4. Conclusao

A prospecgao fitoquimica dos extratos em
hexano, MeOH e MeOH:H,O, obtidos das folhas
de L. pisonis, mostrou resultado positivo para a
presenca de triterpenos, esteroides, saponinas,
flavonoides e fendis em geral. Essas classes de
metabdlitos secundarios podem estar associadas
as propriedades farmacoldgicas relatadas para a

espécie.
Esses resultados foram respaldados pelo
fracionamento dos extratos, no qual foram

identificados seis triterpenos: epifriedelanol
(1), friedelina (2), esqualeno (3), B-amirina (4),
a-amirina (5) e acido ursélico (16); dois esteroides:
estigmasterol (6) e B-sitosterol (7); um tocoferol,
a-tocoferol (8); sete ésteres: palmitato de metila
(9), palmitato de etila (10), 9-octadecenoato
de etila (11), 9,12,15-octadecanoato de metila
(12), palmitato de butila (13), octadecanoato de
etila (14) e octadecanoato de butila (15); dois
flavonoides: quercetina-3-0-B-D-glicopiranosideo
(20) e kaempferol-3-O-B-D-glicopiranosideo
(21); um acido fendlico: acido galico (17) e dois
derivados de 4cido fendlico: galato de metila

( Folhas de Lecythis pisonis ]

| Processo de extragéo

Extragédo exaustiva a
temperatura ambiente

Hexano
Extrag&do exaustivay MeOH

MeOH:H,0 (1:1)

]
Hidrodestilagdo com
aparelho tipo Clevenger

[

EM
(365,57 g)

Filtragdo com silica, carvéo ativo e celite
Solvente: hexano, CH,Cly, AcOEt e MeOH
Andlise por CCDA

EH1 EH2 (EH5-EH8
CC resina XAD-2
3 3,8,9-15 Analise por CCDA
(579 _(3019)

Extragéo com AcOEt

(Fragao AcOEt) ( Fracéo aquosa)

EMH
(140,81 g)

18 Sobrenadante
(4,4 mg) Adigé_o de hexano
CC em sephadex LH-20 ontrilogcel
Anélise por CCDA
nalise por 17 Sobrenadante
(54,3 mg)
D3 17 -19
(13,7 mg)

Filtrag&o simples
Lavagem com hexano

Filtragéo simples
Lavagem com hexano

por CG/EM
(4,52 9) 1-2 CC de silica gel
(660,6 mg Andlise por CCDA

6-7
(51,7 mg)

4-5
(369,3 mg)

Sucessivas CC
em sephadex LH-20

Fr. Solavel 16

Figura 4. Fluxograma do processo de obtencdo das substancias identificadas nas folhas de L. pisonis
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(19) e acido elagico (18). Pelo melhor do nosso
conhecimento as substancias 8 - 15, 17 - 21 estdo
sendo reportadas pela primeira vez nas folhas da
espécie.

Destaca-se ainda que o presente estudo
verificou um expressivo potencial antioxidante
dos extratos em MeOH e MeOH:H,0 das folhas.
Com base nos resultados obtidos, verifica-se que
dentre esses extratos, o hidroalcodlico apresentou
a melhor atividade antioxidante frente o radical
DPPH e ABTS, que pode estar associada aos
maiores teores de fendis e flavonoides totais
observados para este extrato. Na investigacao
fitoquimica foram identificadas substancias que
corroboram a atividade antioxidante verificada
nos extratos.

O bioensaio realizado com A. salina revelou
que ambos os extratos testados, MeOH e
MeOH:H,O, sdo levemente toxicos. Por fim,
pode-se concluir que os resultados obtidos neste
trabalho sdo promissores e podem servir de base
para investigacdes futuras que busquem novas
fontes naturais de substancias com propriedades
bioativas.
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