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“Descobrir consiste em olhar para o
que todo mundo esta vendo e pensar
uma coisa diferente”.

(Roger Von Oech)
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RESUMO

INOUE, Flavia de Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2014.
Avaliacdo da atividade biologica e obtengao de lipossomos contendo extrato de
flores de Senna macranthera. Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz.
Coorientadores: Gaspar Diaz Mufioz e Virginia Ramos Pizziolo.

As plantas e os produtos naturais de diversas origens vém sendo utilizados com
finalidades diversas. Entre as plantas medicinais mais utilizadas pela populagao,
poucas tém acédo comprovada. Dentre os géneros de planta empregada na medicina
popular e encontrada na farmacopéia brasileira, o género Senna tem grande
importancia, com diferentes atividades que vao desde o uso como laxante ao de
atividade antibacteriana. Dentro deste género, a espécie Senna macranthera
(fedegoso) é ornamental quando em flor e considerada prépria para utilizagdao em
arborizagao urbana. O presente estudo teve como objetivo a avaliagdo das atividades
antimicrobiana, antioxidante e antitumoral dos extratos obtidos da flor de Senna
macranthera, a incorporacdo do extrato ativo em lipossomos, e o isolamento e
identificagao estrutural do mesmo. A atividade antibacteriana de isolados de mastite
bovina foi positiva para os extratos polares, com formacao de halo de inibicdo, sendo
que o extrato de acetato de etila apresentou a menor concentragio inibitéria minima
para as cepas de S. aureus e S. agalactiae. Os extratos de acetato de etila e de etanol
apresentaram atividade antioxidante significativa quando comparados ao padrao
sintético BHT a 5% de probabilidade com valores de agao antioxidante acima de 88%.
O teste antitumoral, por sua vez, nao apresentou boa atividade devido a necessidade
de se utilizar grandes concentragbes do extrato para causar danos as células
citotoxicas. Através da técnica de espalhamento dindmico de luz verificou-se a
formacédo de lipossomos, sugerindo a incorporagdo do extrato de acetato de etila
devido uma pequena variagdo do diametro (452 nm sem o extrato e 543 nm com) e
uma diminui¢gdo na intensidade de luz com extrato para um valor igual a 60% do valor
sem extrato. A prospecgao fitoquimica dos extratos polares sugeriu a presenga de
geninas e heterosideos antraquindénicos, nos extratos mais polares. O isolamento e
identificacdo do crisofanol no extrato de acetato de etila corroborou com a prospeccao

fitoquimica quanto a presenca de quinonas.
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ABSTRACT

INOUE, Flavia de Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April. 2014.
Evaluation of biological activity and acquisition of liposomes containing extract
of flowers of Senna macranthera. Advisor: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisors:
Gaspar Mufioz Diaz and Virginia Ramos Pizziolo.

Plants and natural products of several different origins have been utilized for different
goals. Among the most utilized medical plants, just a few have efficiency proved and
tested. Among the plant types used in the popular medicine and found in the Brazilian
pharmacopeia, the genus Senna is of great importance, with different activities that
range from laxative to antibacterial activity. Within this genus, the species Senna
macranthera (sicklepod) a tree frequently found in the woods but very used as
ornamental tree in urban forestry. The flowering season are from April to June, when it
becomes covered with large bright-yellow flowers The present study aimed to evaluate
the antimicrobial, antioxidant and antitumor activity from the crude extracts hexane,
dichloromethane ethyl acetate and ethanol obtained of the flower S. macranthera, the
incorporation of the active crude extract in liposomes, and the isolation and structural
identification of anthraquinones. The antibacterial activity against strains isolated from
animals with bovine mastitis manifestation was positive for polar crude extracts ethyl
acetate and ethanol. The crude extract ethyl acetate showed the lowest minimum
inhibitory concentration for S. aureus and S. agalactiae strains. The crude extracts
ethyl acetate and ethanol showed significant antioxidant activity when compared to
standard compound BHT a 5 % probability with antioxidant activity values above 88%.
The antitumor test, in turn, did not show good activity due to the necessity of using high
concentrations of the crude extract to cause damage to cytotoxic cells. Through the
technique of dynamic light scattering, we verified the formation of liposomes,
suggesting the incorporation of the crude extract ethyl acetate because of a small
variation in diameter (452 nm without the extract and 543 nm with it) and a decrease in
light intensity with extract in a value equal to 60% of the value without the extract. The
phytochemical screening of the crude extracts suggested the presence of aglucones
and anthraquinones glycosides, in the polar crude extracts. The isolation and
identification of chrysophanol in crude extract ethyl acetate corroborated with the

phytochemical screening for the presence of anthraquinones compounds.
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1. INTRODUGAO GERAL

A pesquisa etnobotanica, que consiste no estudo do papel tradicional de certas
plantas na vida e folclore de determinada raga ou povo, cresceu visivelmente na ultima
década em muitas partes do mundo, em especial na América Latina e,
particularmente, em paises como México, Coldmbia e Brasil. O enfoque dos trabalhos
etnobotanicos varia conforme a regido onde sao realizados. A realidade local de cada
pais, incluindo os tipos de ecossistemas que abrangem, apresenta forte influéncia no
direcionamento das pesquisas (HAMILTON et al. 2003).

A etnobotanica revela o uso histérico e presente da planta a fim de atender a
uma ampla variedade de necessidades humanas. Consequentemente, as abordagens
etnodirigidas tém recebido uma atencao significativa nos ultimos anos. Varios estudos
tém sido destinados a contribuir para o desenvolvimento desta ferramenta na busca
de substancias naturais com acao terapéutica (RIBEIRO et al., 2005).

A probabilidade de encontrar compostos uteis em plantas por selecao aleatdria
€ baixa (apenas 1 em cada 10.000 plantas exibem atividades promissoras de interesse
para os pesquisadores), particularmente em areas de alta biodiversidade, enquanto
levantamentos etnoboténicos contribuiram na descoberta de 74% de todos os
medicamentos derivados de plantas (CARVALHO et al., 2008).

As plantas medicinais tém um importante papel na saude mundial. Apesar dos
grandes avangos observados na medicina moderna nas ultimas décadas, elas
continuam sendo utilizadas e, estima-se que, cerca de 25% a 30% de todas as drogas
avaliadas como agentes terapéuticos sado derivadas de produtos naturais (CALIXTO,
2005; VEIGA-JUNIOR & MELLO, 2008).

O Brasil possui uma das maiores diversidades vegetais do mundo. No contexto
do uso de plantas medicinais, a pratica da fitoterapia vem recebendo amparo legal
significativo nos ultimos anos (SILVA et al., 2006; MARLIERE et al., 2008; VEIGA-
JUNIOR, 2008).

No Brasil, 0 uso das plantas medicinais foi disseminado, principalmente, pela
cultura indigena. E um pais rico em biodiversidade, cujo territdrio possui cinco
principais biomas continentais, sendo designados como floresta amazénica, cerrado,
mata atlantica, pantanal e caatinga, além de possuir inUmeras experiéncias vinculadas
ao conhecimento popular das plantas medicinais e tecnologia para correlacionar o
saber popular e cientifico (COUTINHO et al., 2004; ALBUQUERQUE & HANAZAKI,
2006). Portanto, é uma rica fonte de produtos terapéuticos. No entanto, este potencial
para a descoberta de plantas como fonte de novas drogas € pouco explorado ou
regulamentado, contrastando com o que ocorre em paises como Alemanha, Estados
Unidos e Canada (CALIXTO, 2000; RATES, 2006; VEIGA-JUNIOR, 2008).



Nos anos 60, ocorreu um interesse maior pela fitoterapia nos paises
desenvolvidos iniciando na Alemanha, Franga e Reino Unido, e posteriormente
difundindo-se para outros paises da Europa e América do Norte, e, ao invés de utilizar
a infusdo, cozimento ou tintura dos farmacos vegetais, passou-se a usar formas
farmacéuticas mais elaboradas, como os comprimidos, capsulas e geléias (CUNHA et
al., 2003). Este interesse surgiu, principalmente, devido as populagdes acreditarem
que os fitoterapicos s&o isentos ou possuem poucos efeitos colaterais, e que sdo
aparentemente eficazes nos casos onde a medicina tradicional nio alcangou
resultados esperados. O que nem sempre é confirmado pelas pesquisas cientificas
que avaliam a eficacia e a seguranga, assim também como a garantia de qualidade na
producao (CALIXTO, 2000; CARVALHO et al., 2008).

Por outro lado, para alguns usuarios dos servicos de saude, as plantas
medicinais s&o vistas, na maioria das vezes, apenas como uma alternativa aos
elevados custos dos medicamentos convencionais e nao como uma op¢ao terapéutica
devido as propriedades curativas das mesmas (NESS et al., 1999). Na perspectiva dos
profissionais de saude, o desconhecimento sobre as indicagbes e cuidados no uso de
plantas medicinais ainda € um problema (OLIVEIRA et al., 2007).

A busca da populagdo, de modo geral, por estas plantas incentivou os
pesquisadores e a industria farmacéutica a investirem mais nas pesquisas de novos
farmacos. Com o objetivo de minimizar a caréncia de informag¢des sobre plantas
medicinais, pesquisadores de varios campos de conhecimento se agruparam
formando equipes multidisciplinares de pesquisadores e, com o apoio da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) que realiza diversas reunibes internacionais, investigam
melhores condigdes para manter a qualidade, a eficacia e a seguranca desses
medicamentos (CUNHA et al., 2003; SOARES et al., 2006). As principais ciéncias
envolvidas sdo a boténica, a quimica e a farmacologia e, as que estao relacionadas
aos costumes, cultura e utilizagdo das plantas sao, respectivamente, a antropologia, a
agronomia e a biotecnologia (RATES, 2006; CUNHA et al., 2003).

A selecdo de uma planta para estudo farmacoldégico € um passo muito
importante. A escolha pode ser feita de varias maneiras através do uso tradicional, dos
componentes quimicos, da selecao randomizada ou da combinacdo de mais de um
critério. A estratégia mais comum é o uso das fontes naturais na medicina popular, que
€ conhecida como etnofarmacologia (RATES, 2006; CARLINI, 2003; ALBUQUERQUE
& HANAZAKI, 2006). Atualmente, muitas plantas que estdo sendo estudadas sao
capazes de atuar no comportamento, humor, pensamento e sensagoes, além de sua
acdo como agentes antibacterianos, antifungicos, antioxidantes e antitumorais e o

entendimento de seus mecanismos de agéo, seguranga e a eficacia, € um desafio



para os pesquisadores para a producao de fitofarmacos (CARLINI, 2003; CARLINI et
al., 2006).

A veiculagao dos farmacos constitui a forma mais moderna de administragdo por
proporcionarem protecao, liberacdo controlada e/ou direcionamento especifico. Os
farmacos veiculados representam novos medicamentos, por alterarem a
farmacocinética em relagdo aos mesmos farmacos na forma livre ou em formulagbes
convencionais (D'AQUINO et al., 2006; RAWAT et al., 2006).

Entre os sistemas inovadores para transporte de medicamentos atualmente
estudados e disponiveis comercialmente, tais como micro e nanoparticulas poliméricas
e hidrogéis, encontram-se os lipossomos que apresentam como principal caracteristica
a mimetizagdo da membrana celular (LASIC, 1993; FREZARD et al., 2005).

As propriedades terapéuticas das plantas medicinais devem-se a presenca de
substancias ativas, que precisam ser investigadas e posteriormente isoladas a fim de
se ter um conhecimento especifico das mesmas (DIAS et al., 2005). Os estudos sobre
a constituicdo quimica sdo importantes para estabelecer a identificacdo das espécies e
para estabelecer parametros de qualidade. Entretanto, muitas plantas ndo possuem
monografias farmacopéicas (ALVES et al., 2007).

Algumas espécies vegetais apresentam atividades bioldgicas comprovadas.
Porém, para a maioria, inexistem informagdes quanto ao desenvolvimento de produtos

medicamentosos. Um exemplo s&o as plantas do género Senna.



2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo o estudo etnodirigido da espécie Senna
macranthera afim de que fossem identificadas substancias ativas com acao
antibacteriana, antioxidante e/ou antitumoral, proporcionando a descoberta de novos
agentes terapéuticos para complementar ou até substituir as formulagdes
convencionais existentes. O estudo foi dividido em dois capitulos para melhor analise
dos resultados, sendo eles: Capitulo 1. Avaliar a atividade biolégica dos extratos de

Senna macrantehra; e, Capitulo 2. Realizar o estudo quimico do extrato ativo.
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CAPITULO 1

ATIVIDADE BIOLOGICA DOS EXTRATOS



1. INTRODUGAO
1.1. Reviséo de Literatura
1.1.1 Produtos naturais
Em razdo do desenvolvimento da quimica analitica, e da existéncia de uma
soélida medicina tradicional fundamentada em farmacopéias estabelecidas ao longo de
muito tempo, os farmacos sao obtidos fundamentalmente, de plantas medicinais.
Neste sentido, podemos indicar os seguintes produtos naturais que foram
isolados de plantas medicinais durante o século XIX: emetina (1817), colchicina
(1820), quinina (1820), salicina (1827), atropina (1831), morfina (1832), quinidina
(1833), codeina (1848), efedrina (1887) (YUNES & FILHO, 2007).
A Salix alba foi uma espécie cujas cascas eram usadas para combater a febre
e a dor. Em 1828, J. A. Buchner isolou a salicina, que é o glicosideo do alcool
salicilico, como o principal principio ativo desta planta. Posteriormente, em 1860,
Kolbe e Lauteman sintetizaram o acido salicilico a partir do fenol e seu sal sédico foi
usado como farmaco durante muitos anos. Em 1898, Hofman, consegue acetilando o
grupo hidroxila de acido salicilico, um acido mais fraco, o acido acetil salicilico (AAS),
comumente conhecido como aspirina, o qual se constitui no farmaco mais usado no
mundo (BARREIRO, 1991; BARREIRO & FRAGA, 2001)

Toda essa nova forma de obtengcdo de farmacos foi possibilitada pelo
desenvolvimento da quimica organica sintética, especialmente na Alemanha, onde a
necessidade de fabricagdo de corantes para tecidos deu um grande impulso a quimica
sintética. Podemos mencionar ainda a evolugdo e o desenvolvimento paralelo de
técnicas de estudos farmacolégicos (NIERO et al., 2003).

Durante o periodo entre 1900 e 1940, os produtos naturais foram ignorados e até
considerados sem muito valor para a quimica medicinal. No entanto, a partir de 1940,
os produtos naturais reapareceram com grande forga na produgao dos antibidticos.
Em 1939 ¢é produzida a penicilina, em 1942 a actinomicina, em 1943 a estreptomicina,
em 1947 o cloranfenicol, em 1949 a neomicina e a eritromicina A em 1950 (YUNES &
FILHO, 2007).

Em todo este periodo (1940-1970), a quimica sintética conseguiu multiplos
farmacos para os mais diversos processos patolégicos (CECHINEL et al., 1998;
YUNES, 2006). Posteriormente, muitos outros farmacos imprescindiveis foram
produzidos, incluindo os importantes agentes anticAncer, como o taxol e alguns
derivados (PINTO et al.,2002).

Os fitoterapicos que estdo no mercado, apresentariam, segundo evidéncias da
medicina popular, interagbes sinérgicas de seu efeito terapéutico. Existe, no entanto,

poucos estudos clinicos que comprovem este efeito. Mas a combinacao de farmacos é
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comum em muitos casos, como no tratamento da hipertensao arterial, de infecgdes,
entre outras patologias. O mecanismo de agado de alguns fitoterapicos, que, muitas
vezes, dao melhores resultados do que a dose similar de uma substancia pura isolada
desse € algo ainda nao muito bem compreendido pela comunidade cientifica. Este fato
pode ser causado por sinergia, por aumento da biodisponibilidade ou por efeitos
somados de varias substancias, através de interagdes quimicas (YUNES & FILHO,
2007).

1.1.2. Género Senna

O género Senna pertence a subtribo Cassiinae, que inclui, ainda, os géneros
Cassia e Chamaecrista, sendo os trés, anteriormente, reunidos no género Cassia
sensu Bentham (IRWIN & BARNEBY 1982). Nas Américas, 0 género Senna possui
grande diversidade e ampla distribuicao, com cerca de 350 espécies. Nas espécies da
subtribo Cassiinae, de maneira geral, € no género Senna em particular, as flores
apresentam anteras heteromorfas e de deiscéncia poricida. As flores ndo secretam
néctar e a polinizagao, geralmente, ocorre por abelhas capazes de vibrar os estames
para a liberacao do pdlen, o que caracteriza polinizagao vibratil ou “buzz pollination”
(BUCHMANN 1983, GOTTSBERGER & SILBERBAUER-GOTTSBERGER 1988).
Estes polinizadores sao abelhas grandes que conseguem “abragar” as pegas florais e
realizar vibragdes (GOTTSBERGER & SILBERBAUER-GOTTSBERGER 1988).

Nos ecossistemas brasileiros, particularmente na Mata Atlantica, o género
Senna é muito frequente, sendo que na regido sudeste algumas espécies sao
bastante apreciadas devido a beleza de suas flores e, por consequéncia, muito
utilizadas como plantas ornamentais e na arborizagcdo como, por exemplo, Senna
macranthera, Casia leptophylla, Senna multijuga. Algumas espécies como Cassia
acutifolia, Cassia angustifolia e Cassia fistula sao bastante usadas na medicina
tradicional como purgativos; outras sdo usadas na recuperac¢ao de areas degradadas,
como é o caso da S. macranthera e S. multijuga, espécies que propiciam relagdes
ecoldgicas interespecificas importantes (LORENZI, 2002).

Segundo Gupta & Singh (1991), espécies do género Senna séo ricas em
flavondides, antraquinonas e polissacarideos. Também ja foram relatados para esse
género esteroides, alcaloides piperidinicos, isoquinolinas, cromonas, lactonas,
estilbenos e triterpenos (ALEMAYEHU & ABEGAZ, 1996; ALEMAYEHU et al., 1998;
VALENCIA et al., 2000).



1.1.3. Senna macranthera

Esta planta, nativa do Brasil (Figura 1), € muito utilizada na arborizagéo de
ruas da regido sul, devido ao pequeno porte e suas caracteristicas ornamentais,
principalmente devido as flores amarelas.

Essa espécie & vulgarmente conhecida como "manduirana, boldo-de-ouro,
chuva-de-ouro, fedegoso, pau-de-ovelha". Cultivada como ornamental e tem sua
madeira empregada na carpintaria e como lenha (LORENZI 2002). Ocorre na
Venezuela, Equador, Peru e no Brasil desde o Piaui até Sdo Paulo (IRWIN &
BARNEBY 1982), sendo cultivada de Sdo Paulo até Rio Grande do Sul.

Apds extensa revisao bibliografica em busca de informagdes sobre seu
potencial farmacoldgico e caracterizagdo quimica, verificou-se que ja foi isolado de seu
endosperma, um polissacarideo galactomanano constituido de manose e galactose,
cujo derivado sulfatado apresentou atividade anticoagulante (PIRES et al., 2001).
Também ja foi isolada a rubrofusarina, um policetideo inibidor da topoisomerase |l-a
humana, importante enzima na replicacdo do DNA (BRANCO et al., 2008).

A escassez de estudos de Senna macranthera instigou a busca de novas
acdes terapéuticas uma vez que o género Senna é conhecido pela presenca de
flavondides, e antraquinonas, metabdlitos secundarios, que podem apresentar

atividades bioldgicas.
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Figura 1. Fotos de Senna macranthera. A: arbusto. B: folhas. C: flores. D: frutos. E:
tronco. Fonte: (http://plantas-ornamentais.blogspot.com.br/2012/02/pau-fava-aleluia-
senna-macranthera.html)
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1.1.4. Uso de extratos vegetais na terapéutica de micro-organismos
patogénicos

Os antibidticos se tornaram disponiveis ha mais de meio século, e a sua
popularidade rapidamente levou a excesso de uso. Durante a ultima década, tornou-se
claro que os antibidticos estdo perdendo sua eficacia com o desenvolvimento da
resisténcia dos patégenos contra eles, um problema agravado pelo fato de que os
novos medicamentos demoram a chegar no mercado. Além disso, as bactérias podem
adquirir resisténcia aos medicamentos em uma infinidade de formas, de modo que
ficar em torno do problema da resisténcia nao € uma questdo simples (AMABILE-
CUEVAS, 2003).

Para resolver estas questbes, as empresas farmacéuticas tém renovado os
esforgos para o desenvolvimento de novos antibiéticos, que agora € uma questao de
urgéncia, devido ao surgimento de cepas resistentes como Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) (AMABILE-CUEVAS, 2003).

Os produtos naturais sdo componentes integrais do compéndio farmacéutico de
hoje e fontes fundamentais de diversidade quimica. Metabdlitos secundarios
assemelham-se estruturalmente aos metabdlitos enddgenos, podendo ligar-se aos
horménios, moléculas de transducdo de sinal ou neurotransmissores e, assim,
produzir efeitos medicinais benéficos em seres humanos devido ao seu potencial
reconhecimento de locais alvos (PAREKH et al., 2005).

O uso de extratos vegetais e fitoquimicos pode ser de grande importancia em
tratamentos terapéuticos e pode ajudar a reduzir o problema destes organismos
multirresistentes aos medicamentos. Em um estudo feito com Pseudomonas
aeruginosa, resistente a varios antibiéticos, o seu crescimento foi inibido em extratos
de cravo (Caryophilos aromaticus), jamboléao (Syzygium jambolanum), roma (Punica
granatum) e tomilho (Thymus vulgaris) (NASCIMENTO et al., 2000).

Além disso, os efeitos sinérgicos de extratos com atividade antimicrobiana, em
associacdo com antibiéticos, pode proporcionar uma terapia eficaz contra as bactérias
resistentes a drogas. Estas combinacdes sinérgicas representam uma fonte, em
grande parte inexplorada, de novos produtos farmacéuticos, com novos mecanismos
de multiplas acbes que pode superar a resisténcia microbiana.

Dentre as patologias causadas por micro-organismos, a mastite & considerada
economicamente a doenga mais implacavel do gado leiteiro por provocar redugédo na
producao de leite e gastos com medicamentos, principalmente, os antibidticos
(HEBERT et al.,, 2000). Em medicina veterinaria, o género Staphylococcus é o
principal agente causador de mastites. Houve um grande emprego de antibiéticos no
tratamento da mastite, resultando em selecdo de cepas resistentes aos mesmos,

aumentando o numero de casos provocados por outros germes ndo habitualmente
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ligados a esses processos (COSTA et al., 2006). O Staphylococcus aureus é
comumente associado a infecgbes crénicas (HEBERT et al., 2000), apresenta alta
resisténcia as condicbes ambientais adversas, o que o torna um patégeno muito
importante. Muitas infecgdes cronicas estdo associadas com o crescimento bacteriano
sob a forma de coldnias aderentes envolvidas por uma matriz de exopolissacarideo,
constituindo um biofilme (CUCARELLA et al., 2004). Devido a sua forma agregada, os
biofimes ndo s&o susceptiveis a fagocitose e tornam-se resistentes a alguns
antibioticos (MONZON et al., 2002).

A terapéutica convencional da mastite bovina € geralmente baseada em
antibioticos que ndo sao sempre eficazes devido a resisténcia bacteriana e demandam
investimentos de altos custos com o tratamento. Além disso, seus residuos podem
afetar a saude humana e interferir nos processos de fermentacao na industria de leite
0 que tem motivado a busca de novos agentes antimicrobianos e o estudo de produtos
naturais de plantas como substitutos de agentes quimicos antimicrobianos (PANDIAN
et al., 2006).

Neste contexto, os recentes desenvolvimentos no campo da biotecnologia
vegetal criaram as ferramentas para a produc¢ao de misturas botanicas a um nivel de
acao terapéutica comparavel ao dos compostos da droga pura (GIBBONS, 2003), e
por meio da biossintese e bioengenharia a dependéncia de grande quantidade de
material de planta é reduzida, limitando o esgotamento dos recursos biogenéticos, em
florestas (IWU et al., 1994).

1.1.5. Produtos naturais e seu potencial antioxidante

O mercado global de comércio relacionado com plantas medicinais é estimado
em torno de 60 bilhdes de ddlares por ano e esta crescendo a uma taxa de 7% ao ano
com agdes variadas de paises desenvolvidos e em desenvolvimento (MUKHERJEE,
2006; QUETTIER-DELEU et al, 2000;. BAO -NING et al., 2004). A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 80% da populagéo que vive nos paises
em desenvolvimento depende da medicina tradicional para as suas necessidades
basicas de saude (WINSTON, 1999). Em quase todos os sistemas tradicionais da
medicina, as plantas medicinais desempenham um papel importante. Recentemente, o
potencial antioxidante de extratos vegetais tem sido relatado (KRISHNAIAH et al,,
2011).

Nos ultimos anos, evidéncias substanciais tém acumulado e indicado papéis
essenciais para espécies reativas de oxigénio e de outros oxidantes que causam
numerosas desordens e doencgas. As evidéncias tém chamado a atengao de cientistas

e do publico, em geral, a uma valorizacdo dos antioxidantes para a prevencgéo e
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tratamento de doengas, como por exemplo, o cancer e a manutengdao da saude
humana (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Os antioxidantes estabilizam ou desativam os radicais livres, inibindo ou
retardando a oxidagédo de outras moléculas, limitando tanto o inicio ou a propagacéo
de reagdes em cadeia de oxidagdo muitas vezes antes de atacar alvos em células
biolégicas. Embora quase todos os organismos possuam sistemas de defesa
antioxidante e de reparo para proteger contra os danos oxidativos, eles ndo podem
impedir completamente a lesdo. O interesse em antioxidantes naturais aumentou
consideravelmente seu uso em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos,
substituindo antioxidantes sintéticos que sdo muitas vezes limitados devido a efeitos
carcinogénicos (DJERIDANE et al., 2006).

De um modo geral, os antioxidantes s&o substancias presentes em
concentragdes baixas (em comparagdo com o substrato oxidavel), que
significativamente retardam ou inibem a oxidacao.

Os radicais formados a partir de antioxidantes n&o propagam a reacgao
oxidativa em cadeia, mas sdo neutralizados por reagdo com outros radicais, para
formar produtos estaveis ou reciclados por outros antioxidantes.

Dentre os antioxidantes naturais mais conhecidos estdo os compostos fendlicos
(tocoferdis, flavonoides, acidos fendlicos), compostos de azoto (alcaldides e derivados
de clorofila, aminoacidos e aminas), carotenoides e o acido ascérbico (WANNES et al.,
2010).

1.1.6. Incidéncia do cancer e produtos naturais

O cancer é a principal causa de morte nos paises desenvolvidos
economicamente e a segunda principal causa de morte nos paises em
desenvolvimento. Nos ultimos anos, o aumento no numero de casos de cancer
motivou o crescimento do numero de pesquisas relacionadas a esse tema
(LINDEQUIST et al., 2005).

No Brasil, estima-se que houve mais de 489.270 novos casos de cancer no ano
de 2011 (BRASIL, 2009). Também conhecidos como tumores neoplasicos, os tumores
malignos sao caracterizados pelo crescimento descontrolado de células transformadas
(ALMEIDA et al., 2005), a qual pode romper a membrana basal, atacar e invadir os
tecidos circundantes, podendo metastizar (SURESH, 2007). Ha algumas limitagdes no
tratamento do cancer com quimioterapia, que em geral provocam varios efeitos toxicos
(SANTOS & ELISABETSKY, 1999). Além disso, os tumores sdlidos sdo geralmente
resistentes a quimioterapia, devido a incapacidade de as drogas acessarem as células
hipoxicas (OLIVEIRA & ALVES, 2002) e muitos agentes antineoplasicos ndo serem

especificos para células cancerosas, podendo também danificar as células saudaveis,
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especialmente aquelas com rotacao rapida, tais como células do trato gastrointestinal
e imunitario (ALMEIDA et al., 2005).

Os tipos mais comuns de cancer sao os de pele, os de mama feminina, préstata,
pulmdo e estbmago, sendo o primeiro, o de maior incidéncia no Brasil e que
representa menor letalidade com excecdo do melanoma, enquanto os ultimos quatro
apresentam maiores taxas de letalidade na populacdo brasileira (SIMPLICIO et al.,
2001).

Devido aos efeitos colaterais toxicos e adversos de medicamentos sintéticos
observados no mundo a fitoterapia ressurge para melhorar o atendimento das
necessidades de saude presentes e futuras (HARUN-UR-RASHID et al., 2002). O
potencial antitumoral de muitos produtos naturais tem sido recentemente investigado
utilizando testes in vitro e in vivo (LINDEQUIST et al., 2005) e varios compostos
derivados de plantas ja foram aprovados como drogas anticAncer como vinblastina,
vincristina, etoposido, teniposido, taxol, taxotere, topotecano e irinotecano. Hoje, mais
de 60% dos agentes anticancerigenos utilizados s&o derivados, direta ou
indiretamente, a partir de fontes naturais (CRAGG et al.; 1997).

Dessa forma, muitos pacientes com cancer em todo o mundo tém recorrido a
terapias alternativas e complementares como tratamento adjuvante em relagdo ao
oficial (radioterapia, quimioterapia e cirurgia), como por exemplo o uso de plantas
(CASSILETH & DENG, 2004).

Embora a industria farmacéutica seja bem sucedida no descobrimento de
novos farmacos citotoxicos que sido candidatos em potencial para o tratamento do
cancer, esta doenca causa mais de seis milhdes de mortes por ano em todo o mundo
e este numero continua crescendo (ANDRESEN et al., 2005). A terapia com farmacos
antineoplasicos causa toxicidade sistémica, resultando em citotoxidade para as células
normais. Parte das células cancerigenas tem caracteristicas muito comuns com as
células normais, das quais foram originadas. Deste modo, torna-se dificil encontrar um
alvo Unico contra o qual os farmacos possam ser direcionados. Os efeitos colaterais
associados a quimioterapia limitam a dose ou doses cumulativas administradas aos
pacientes que podem, entretanto, levar a metastases do tumor e, muitas vezes, o
desenvolvimento de resisténcia contra os farmacos (SAPRA & ALLEN, 2003).

Uma estratégia alternativa para estes inconvenientes é o uso de lipossomos
como carreadores de farmacos antineoplasicos, para alcangar a acumulagio seletiva
do farmaco no tecido, onde se encontra o tumor ou nas células tumorais. Carreadores
lipossémicos tém sido aceitos clinicamente no tratamento do cancer, visto que eles
alteram a farmacocinética e biodistribuicdo dos farmacos antineoplasicos (MAMOT et
al., 2003).
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1.1.7. Lipossomos

A micro e nanotecnologia vém contribuindo a partir do fornecimento de varios
tipos de particulas para a veiculagdo de farmacos e a promocgdo da penetragao
cutdnea. Os lipossomos, uma classe de nanoferramenta utilizada para o
encapsulamento de compostos ativos a serem utilizados como terapia antitumoral sdo
vesiculas microscopicas compostas de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas,
separadas por um meio aquoso. Eles podem encapsular substancias hidrofilicas e/ou
lipofilicas, sendo que as primeiras ficam no compartimento aquoso e as lipofilicas
inseridas ou adsorvidas na membrana. Por serem biodegradaveis, biocompativeis e
nao imunogénicos sao altamente versateis para pesquisa, terapéutica e aplicacbes
analiticas (PUISIEUX et al., 1995; EDWARDS & BAEMNER, 2006). Os lipossomas
sdo reconhecidos por terem habilidade facilitadora na permeacdo de compostos
através da pele (KIM et al., 2002).

Nas aplicacbes topicas, os lipossomas sao capazes de interagir com os lipidios
da pele humana, liberando os compostos veiculados na sua estrutura. Em formulagdes
cosméticas, os préprios lipossomos também propiciam o suprimento dos lipidios
perdidos da pele e reduzem a perda transepidermal de agua (CEVC & BLUME, 1992;
KIM et al., 2002). Para o desenvolvimento de formulagdes de farmacos mais eficazes
e estaveis, é preciso que o carreador atravesse a barreira epitelial e seja permeado
desde a camada mais superficial até as camadas mais profundas da pele. Dentre
esses promotores estdo os tensoativos, que interagindo com os lipidios da pele
facilitam o transporte intercelular dos compostos através dos poros da pele (CEVEC et
al., 1996).

Andrade e colaboradores (2004) constataram que a encapsulagao da lectina de
Cratylia mollis em lipossomas produziu um aumento da atividade antitumoral in vivo
contra Sarcoma 180 comparando-se com o tratamento com C. mollis em solugéo.
Além disso, a analise histopatologica revelou que a encapsulagdao da C. mollis
produziu uma reducéao no efeito hepatotoxico.

A tendéncia dos lipossomos de serem capturados pelo sistema fagocitario
mononuclear (SFM) pode ser uma vantagem no tratamento de variedade de doencgas
infecciosas intracelulares. Labana e colaboradores (2002) avaliaram a eficacia de
lipossomas contendo isoniazida e rifampicina contra a tuberculose com doses de 12 e
10 mg/kg, respectivamente, administrados uma vez por semana em camundongos
infectados com Mycobacterium tuberculosis. Os resultados mostraram que a
formulagao exibiu liberagdo controlada dos farmacos no plasma durante 5 dias, sendo
verificada a presenca de farmacos no pulméo, figado e bago 7 dias apods

administragdo. Os resultados mostraram ainda que a formulagdo diminuiu
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significativamente a carga micobacteriana no pulmao, figado e baco de ratos
infectados, comparados com os animais nao tratados.

A liberagao local de farmacos em doengas cardiovasculares consiste em grande
potencial terapéutico. Lestini e colaboradores (2002) modificaram a superficie de
lipossomos com peptideo de acido aspartico-arginina-glicina para direcionamento para
as integrinas GPIllb-llla de plaquetas ativadas envolvidas na doenga cardiovascular
restenose. Os resultados indicaram que os peptideos foram capazes de direcionar os
lipossomos para os receptores expressados nas plaquetas ativadas evitando a
agregacao plaquetaria. Zhang e colaboradores (2010) investigaram a atividade da
insulina encapsulada em lipossomos modificados com lectina conjugada na superficie
e constataram um efeito hipoglicemiante em camundongos diabéticos apds
administracao oral dos lipossomas contendo insulina (350 1U/kg).

A multidisciplinaridade associada a nanotecnologia farmacéutica (fisica, quimica,
biologia e farmacologia) resultou no desenvolvimento de lipossomos como sistemas de
liberagdo de farmacos eficazes na terapéutica do cancer e de infecgbes. A utilidade
dos lipossomos foi melhorada seguindo pesquisas basicas que permitiram o aumento
da estabilidade e a compreensao das caracteristicas fisicoquimicas e interagdo com
fluidos bioldgicos.

Devido a sua versatilidade estrutural em termos de tamanho, composigéo, carga
da superficie, fluidez da membrana e habilidade para incorporar farmacos hidrofilicos
el/ou lipofilicos, lipossomas se tornaram potentes carreadores de drogas para varios
tipos de terapias, aumentando a eficacia e reduzindo os efeitos toxicos dos farmacos.
Inumeros trabalhos de desenvolvimento de formulagdes com objetivo terapéutico para
varias doengas relatam a eficacia e a seguranga dos tratamentos realizados com
formulagdes lipossbmicas, constatando uma grande vantagem em relagdo aos
tratamentos convencionais. Ja sdo comercializadas formulagdes contendo lipossomos
para o tratamento do cancer e infecgbes sistémicas por fungos. O aprofundamento das
pesquisas ira possibilitar a consolidagdo de seu uso na terapia génica e em vacinas
(MAMOT et al., 2003).

Os lipossomos representam, também, uma alternativa a terapia convencional
baseada no uso de antibidticos para o tratamento da mastite bovina e de drogas
antineoplasicas para pacientes que contrairam o cancer do tipo melanoma. O
encapsulamento das substancias ativas presentes nos produtos naturais, neste caso,
a Senna macranthera, possibilitaria o uso tépico da formulagido no ubere do gado
leiteiro infectado, bem como o experimento em murinos contendo melanomas. Dessa
forma, fez-se necessario o estudo biolégico e o estudo quimico da espécie Senna

macranthera.

17



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Analisar o potencial antioxidante, antibacteriano e antitumoral de cinco extratos

de flores de Senna macranthera.

2.2. Objetivos especificos

v" Obtencao de extratos de diferentes polaridades de flores de S. Macranthera;

v'Avaliar in vitro a atividade antioxidante dos extratos vegetais pelo método da

peroxidacdo em lipossomos (TBA);

v' Avaliagdo da atividade antibacteriana pela técnica de difusdo em agar pelo

método hole plate;

v' Determinacao da concentragéo inibitéria minima (CIM);

v' Avaliacao da atividade antitumoral pelo ensaio do MTT;

v" Obtencao e avaliagéo de lipossomos do extrato ativo.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Material vegetal
O material botanico foi coletado no campus da Universidade Federal de Vigosa
no més de margo de 2011 e identificado pela Prof.2 Dr.2 Flavia Cristina Pinto Garcia,
do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, estando
depositada uma exsicata de n° 39644 no Herbario VIC, da Universidade Federal de

Vigosa.

3.2. Obtencgao dos extratos de Senna macranthera

As flores coletadas foram separadas e secas em estufa ventilada escura a
temperatura de 37°C por 72 horas.

As flores secas (329,6284¢) foram adicionadas a frascos de vidro ambar de 1L
sendo submetidas a uma série de maceracdo empregando-se solventes de
polaridades crescentes: diclorometano, hexano, acetato de etila e etanol 98%. O
solvente extrator foi mantido em contato com as flores por 72 horas sem agitacao,
ap6s o qual foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo sob baixa pressao,
obtendo-se, respectivamente, os extratos: ESD, ESH, ESA e ESE. Dessa forma, foi
calculado o rendimento em percentagem do extrato seco em relagdo ao peso da
amostra vegetal utilizada para obtengdo do extrato. A metodologia de trabalho foi

baseada segundo o fluxograma abaixo.

S, arapcpgimelhen

Litrata 5L

Atrndade Bsologea

Figura 2. Fluxograma para obteng&o dos extratos vegetais.
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3.3. Bioensaio para atividade antibacteriana
3.3.1. Micro-organismo indicador
Como micro-organismos indicadores para atividade antibacteriana, foram
utilizadas cepas de Staphylococcus aureus e uma cepa de Streptococcus agalactiae,
gentilmente cedidas pela Embrapa/CNPGL, Juiz de Fora — MG (ATCC 33591), sendo

isoladas de mastite bovina

3.3.2. Preparo dos micro-organismos indicadores

As bactérias a serem testadas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3-
4 mL de meio LB liquido, previamente esterilizado, e cresceram em estufa overnight a
37°C. Simultaneamente, foi preparado o branco para leitura em espectrofotémetro.
Apos ativacdo das bactérias, verificou-se se a eficacia do crescimento com a turvagao
do meio quando comparado ao branco.

Foram transferidos 1 mL do inéculo de cada bactéria e 1 mL do branco para
eppendorfs distintos. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro em comprimento de
onda de 595 nm. O branco foi utilizado para calibrar o aparelho e prosseguir com a
leitura da absor¢ao dos meios contendo as bactérias. As amostras que nao
apresentaram absorbancia entre 0,100 a 0,190 foram diluidas em série, até obter a
leitura mencionada. Obtida a absorgdo desejada, realizaram-se duas diluigdes
seriadas 1:10, afim de se obter a concentracdo de 10° bactérias/mL para o

plagueamento das bactérias.

3.3.3. Preparo das solugoes de extratos e do controle positivo
Os extratos obtidos, conforme item 3.2, foram pesados com auxilio de uma
espatula, em balanca analitica e, transferidos para um eppendorf contendo DMSO a
uma concentragao final de 50 mg/mL. A amostra foi sonicada por 20 minutos para
garantir melhor diluicdo do extrato. Para o controle positivo, solugbes do antibiético
ampicilina foram preparadas a uma concentracdo de 5 mg/mL e armazenadas a -20
°C.

3.3.4. Avaliagao da atividade antibacteriana
A atividade antibacteriana foi avaliada segundo a técnica de difusdo em agar
pelo método hole plate. O meio Mieller Hinton previamente autoclavado foi vertido nas
placas até a formacido de um filme continuo sobre o fundo de cada placa. Apds
solidificagao do meio foi adicionado o micro-organismo indicador (134 uL de bactérias
para cada 20 mL de meio). Furos de aproximadamente 5 mm de didmetro e 3 mm de

altura foram feitos no agar, e 8-10 pL de extrato vegetal, DMSO (controle negativo) e
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ampicilina (5 mg/mL diluido em DMSO, controle positivo) foram adicionados em cada
pogo separadamente.

As placas foram colocadas em estufa de crescimento a 37 °C, overnight. Apos
esse periodo, os halos de inibicao foram medidos em milimetros. O teste foi realizado
em triplicata.

A percentagem da agéo antibacteriana dos extratos foi realizada usando-se o
diametro do halo de inibicdo de crescimento bacteriano das doses de extratos
avaliadas e o didmetro do halo de inibicdo de crescimento bacteriano do controle

positivo (ampicilina), conforme a equagao abaixo:

% Acao Antibacteriana = Halo de Inibicdo Dose Testada x 100

Halo de Inibicao Controle Positivo

3.3.5. Determinagao da concentragao inibitéria minima

A determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada por
diluicdo em microplaca de 96 pocgos. Os pogos foram preenchidos com 87,5 uL de
meio BHI, 10 puL da suspensdo bacteriana ajustada para concentracdo final de 10°
UFC/mL e 2,5 pL de extrato ESE e ESA que apresentaram atividade biologica a
concentragdes crescentes (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0; 2,0 e 3,0 pg/
pL). Para controle positivo foram adicionados 2,5 yL de ampicilina e ao controle
negativo foram adicionados 2,5 yL de DMSO. A microplaca foi mantida em estufa de
crescimento a 37 °C por 24 h. Apds incubacdo por 24 horas, foram adicionados 4 pL
do sal MTT (3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolium bromido) (2 mg/mL). As
microplacas foram incubadas por mais 2 horas. Os testes foram realizados em

triplicata.

3.4. Bioensaio de Peroxidagao em Lipossomos- TBA

A metodologia utilizada para avaliar o efeito antiperoxidativo das plantas foi
descrita por Conforti e colaboradores (2002), com algumas modificagdes. A cada tubo
de ensaio, contendo 0,5 mL da solugdo de lipossomos (10 mM), 2,5 mL de agua
destilada e 1 mL de acido ascorbico foram adicionados separadamente: 100 uL dos
extratos (0,2 mg/mL) dissolvidos em DMSO, 100 uL de BHT (di-terc-butilmetilfenol)
como controle positivo, 100 uyL de agua como branco e 100 uyL de DMSO como
controle negativo. A peroxidacao lipidica foi induzida adicionando-se 125 uL de cloreto
férrico FeCl; (0,2 mM) em todos os tubos de ensaio, sendo posteriormente incubados
em shaker durante 60 minutos a 40 °C. A reacgéo foi interrompida adicionando 1 mL de
acido tiobarbiturico TBA (0,375%) em todos os tubos de ensaio sob aquecimento em

banho termostatico a 80 °C por 15 minutos. Apds essa etapa, os tubos foram
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centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos, e em seguida foi realizada a leitura do
sobrenadante de todas as espécies em espectrofotdbmetro UV/visivel a 532 nm, contra
o branco (agua, cloreto férrico, acido ascoérbico e TBA). O padréo antioxidante sintético
BHT foi testado na mesma concentragao das amostras vegetais a fim de ser utilizada
como controle positivo para agao antioxidante. Todas as analises foram realizadas em
triplicata, sendo utilizada a média das triplicatas para calculo dos resultados. O indice
de peroxidagdo em TBA foi expresso em termos da porcentagem de inibigdo de
peroxidagao de cada extrato.

A porcentagem de inibigdo na oxidagao lipidica foi calculada utilizando a
absorvancia do controle negativo e a absorvancia da amostra de acordo com a

expressao algébrica:

% inibicao= (_abs. do controle negativo - abs. da amostra) x 100
abs. do controle negativo

3.5. Bioensaio para Atividade Antitumoral

Os teste para determinacdo da atividade antitumoral foi realizado com células
de melanoma murino B16F10.

As seguintes concentragdes de extrato foram utilizadas: 10 ug/mL, 20 pg/mL,
40 pg/mL, 80 pg/mL, 160 pug/mL, 320 pg/mL, 640 ug/mL, 1280 pug/mL, 2560 pg/mL. Os
antitumorais sintéticos (Arac e VP16) foram usados como controle positivo nas
seguintes concentrag¢des: 0,0009 mMolar; 0,002 mMolar; 0,009 mMolar; 0,02 mMolar;
0,09 mMolar; 0,2 mMolar; 0,9 mMolar, para que também fosse determinado o ICsq
deles para este experimento. O controle positivo VP16 foi utilizado neste estudo por
ele ja ter sido utilizado por Munari e colaboradores (2014) no estudo da atividade
antitumoral de um alcaldide de Solanum lycocarpum em B16F10. O agente 1-3-D-
arabinofuranosilctosina (Arac) foi escolhido por apresentar boa atividade antitumoral
contra varias células tumorais humanas (MATSUDA & SASAKI, 2003). Como controle
negativo foi utilizado apenas o meio de cultura com as céllulas. A leitura foi feita com

MTT em aparelho de ELISA no comprimento de onda de 450 nm.

3.5.1. Cultivo celular
As linhagens celulares normais (CHO — ovario de hamster chinés) e tumorais
(Mewo — melanoma humano) foram cultivadas em RPMI 1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS) em frascos de cultivo, a 37°C em estufa umidificada com

injegédo de CO, a 3%. Antes das culturas atingirem a confluéncia as células foram

subcultivadas para ampliagdo da cultura, sendo lavadas com PBS/EDTA e
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tripsinizadas, seguindo a adicdo de meio + 10% FBS. Logo apds, aliquotas desta

suspenséo foram transferidas para novos frascos.

3.5.2. Teste de concentracao de células por pogo
Foi determinada, primeiramente, a quantidade ideal de células por poco a ser
utilizada no ensaio do MTT (item 3.4.4, pag. 22). Foram colocadas as seguintes
concentragdes celulares: 3 x 10°, 6 x 10%, 4 x 10*, 8 x 10%, 5 x10°, 8 x 10° com meio de
cultura incompleto juntamente com 1% de soro fetal bovino. O microscopio invertido foi
utilizado para a observagao do crescimento celular de 24 a 112 horas. Os testes foram

feitos com 4 repeticoes.

3.5.3. Teste com DMSO

Foi utilizada uma placa de 96 pogos preenchidos com células em uma
concentracao pré-estabelecida, conforme descrito no item 3.4.2 (pag. 21), com meio
de cultura incompleto adicionado de 1% de soro fetal bovino. Foram testadas as
seguintes concentragdes de DMSO: 0,25%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,8%, 1,0%, 1,2%,
1,4%, 1,6%, 1,8%, 2,0%. Todas as concentragbes foram avaliadas em quadruplicata.
A leitura foi realizada apés adigdo do MTT nos seguintes intervalos de tempo 24, 48,
72 h.

3.5.4. Atividade citotoxica medida pelo ensaio do MTT
As células em crescimento exponencial foram tripsinizadas e plaqueadas em
microplacas de 96 pogos em uma concentragao pré-estabelecida segundo o teste de
concentragao de células por pogo (item 3.4.2, pag. 21). Apés 48 h o meio foi
substituido por meio incompleto e adicionado do extrato de acetato de etila dissolvido
em DMSO a uma concentracdo estabelecida conforme item 3.4.3 (pag. 22), formando
uma concentragdo mae de 200 mg/mL, em concentragdes crescentes de 0,01 mg/mL;
0,02 mg/mL; 0,04 mg/mL; 0,08 mg/mL ; 0,16 mg/mL; 0,32 mg/mL; 0,64 mg/mL; 1,28
mg/mL; 2,56 mg/mL sendo as células incubadas em uma atmosfera de 5% de CO, a
37 °C. Como controle positivo foram utilizados VP16 e Arac, como controle negativo
foi utilizado o meio de cultura com as células. A leitura foi feita com MTT em aparelho
de ELISA no comprimento de onda de 450 nm. Apés este procedimento 50 yL m de
sal de tetrazolium (MTT, 3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolium bromido:
0,5mg/mL) foi adicionado as células por 4 h, apds intervalos de cultivo de 24, 48 e 72
h. Apés as 4h de exposig¢ao das células ao MTT, foram adicionados 100 yL de DMSO
a cada pogo, e as placas foram incubadas por mais 2h. A leitura foi realizada em leitor
ELISA a 570 nm e fornecendo os dados para o calculo da concentragdo inibitéria de
50% (ICsp).
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3.6. Obtencao dos Lipossomos do Extrato de Acetato de Etila
3.6.1. Preparo dos lipossomos

O extrato de acetato de etila (ESA) (180 mg) foi solubilizado em 5 mL de
cloroférmio P.A. e, em seguida, adicionado a um baldo de fundo redondo de 50 mL
que continha uma mistura de fosfatidilcolina (542,5 mg) e colesterol (77,5 mg). O balao
foi agitado até completa solubilizagédo dos componentes, sendo posteriormente levado
ao rotaevaporador, a temperatura de aproximadamente 40 °C por 2 horas. O balao foi
colocado no dessecador a vacuo por 24 horas para garantir a completa evaporag¢ao do
solvente. Apds a completa remogao do solvente foram adicionados 2,5 mL de tampéo
acetato de sddio 0,1 M a pH 5, constituindo assim a fase aquosa. Em seguida algumas
pérolas de vidro foram adicionadas ao baldao contendo a mistura, sendo levados ao
vortex até o completo desprendimento do filme lipidico aderido as paredes do balao.
As pérolas de vidro foram retiras com o auxilio de uma pinga e o balao foi colocado em

repouso por 96 horas sob refrigeragao (4°C).

3.6.2. Avaliagao dos lipossomos
A avaliacdo da formacao das vesiculas de lipossomo contendo o extrato ativo
acetato de etila (ESA) foi realizada no Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), utilizando-se o aparelho de Espalhamento de Luz Dinédmico
e Estatico (Brookhaven) com correlacionador Turbocorr de 522 canais.
A solucao que continha os lipossomos, 10 L, foram diluidos em cerca de 10
mL de tampéo acetato 0,1 M, pH 5,5, sendo posteriormente filtrados em filtro de 0,45

pMm e submetidos ao aparelho de Espalhamento Dindmico de Luz.

3.6.2.1. Técnica de espalhamento de luz
Os resultados foram analisados segundo o modelo de cumulantes de 22 ordem
para ajustar a fungdo de auto-correlagdo temporal da intensidade espalhada C(7) =
(I(0).I(1)), onde I & o valor da intensidade espalhada e o simbolo (...) é usado para

indicar o valor médio. O modelo de cumulantes de 2* ordem é dado por:

C(r) = e~2Da v+

Onde:

T = intervalo de tempo;

g = médulo do vetor de espalhamento;
D = coeficiente de difusio;

0 = termo de polidispersao, que mede o grau da dispersdo de tamanhos.
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Sendo que:

Onde:

k;; = constante de Boltzmann (1,381 x 10?® J/K);
T = temperatura;

n = viscosidade do meio;

R, = raio hidrodinamico.

E:

Onde:
n = indice de refracdo do solvente;
A = comprimento de onda da luz (32,8 nm)

# = angulo de espalhamento.

No presente estudo, n e n utilizados foram da agua pura, o angulo de

espalhamento # foi fixado em 90° e temperatura foi de 25,0 £ 0,5°C.

3.7. Estudo estatistico

Os dados obtidos foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e teste de

meédias (teste de Tukey) p <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Obtengao dos extratos

Os rendimentos dos extratos obtidos estdo contidos na tabela abaixo.

Tabela 1: Rendimento em percentagem dos extratos de flores de Senna macranthera.

Solvente Organico *Sigla Rendimento (%)
Hexano ESH 2,13
Cloroférmico ESC 2,64
Diclorometano ESD 2,14
Acetato de etila ESA 2,53
Etanol ESE 20,2

*Nota: ESE - Extrato Etandlico, ESA — Extrato Acetato de Etila, ESD — Extrato Diclorometanico,
ESC — Extrato Vloroformico, ESH — Extrato Hexanico.

A técnica da maceracdo seguida pela filtragdo permite a separacao dos
componentes estruturais da planta e a extragdo dos compostos organicos presentes
nas flores de Senna macranthera resultando em um baixo rendimento. Os compostos
organicos de interesse no presente estudo sdo os metabdlitos secundarios, que
conferem diversas fungdes no vegetal, tais como: odor, coloragio, sabor, defesa de
insetos, entre outros.

O extrato de etanol por apresentar alta polaridade permite a extragdo dos
glicosideos presentes nas flores, enquanto os solventes extratores de menor
polaridade realizam a extracdo das geninas, resultando em um maior rendimento para

o extrato etandlico quando comparado aos demais.

4.2. Avaliagcao da atividade antibacteriana

Para avaliar o potencial antibacteriano dos extratos vegetais, foi utilizado o
método de difusdo em &gar e concentracdo inibitéria minima (CIM), contra doze
bactérias isoladas de mastite bovina.

As Figuras 3, 4 e 5 apresentam os resultados dos testes antibacterianos por
difusdo em agar para os extratos vegetais ESE - Extrato Etandlico; ESA — Extrato
Acetato de Etila; ESD — Extrato Diclorometanico; ESC — Extrato Cloroférmico, ESH —
Extrato Hexanico. Somente os extratos ESE e ESA mostraram atividade antibacteriana
frente a todas as cepas de Staphylococcus aureus 582, 680, 681, 2221, 3828, 4006,
4075, 4125, 4163, 4182, 4652 e Streptococcus agalactiae 3849 utilizadas.
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Figura 3. Resultados do teste antibacteriano dos extratos ESE - Extrato Etandlico,
ESA — Extrato Acetato de Etila, ESD — Extrato Diclorometanico, ESC — Extrato
Cloroférmico, ESH — Extrato Hexanico frente as cepas de S. aures 582 (A), 680 (B),
681(C) e 2221 (D). O teste foi realizado em triplicata. Nota: C+: controle positivo
(Ampicilina). C-: controle negativo (DMSO).

Figura 4. Resultados do teste antibacteriano dos extratos ESE - Extrato Etandlico,
ESA — Extrato Acetato de Etila, ESD — Extrato Diclorometanico, ESC — Extrato
Cloroférmico, ESH — Extrato Hexanico frente as cepas de S. aures 3828 (A), 4006
(B), 4075 (C) e 4125 (D). O teste foi realizado em ftriplicata. Nota: C+: controle
positivo (Ampicilina). C-: controle negativo (DMSO).
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Figura 5. Resultados do teste antibacteriano dos extratos ESE - Extrato Etandlico,
ESA — Extrato Acetato de Etila, ESD — Extrato Diclorometanico, ESC — Extrato
Cloroférmico, ESH — Extrato Hexanico frente as cepas de S. aures 4163 (A), 4182
(B), 4652 (C) e S. agalactiae 3849 (D). O teste foi realizado em triplicata. Nota: C+:
controle positivo (Ampicilina). C-: controle negativo (DMSO).

Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentados o didmetro do halo de inibicdo
bacteriana dos extratos ESA e ESE, uma vez que os demais extratos nao
apresentaram halo de inibi¢gdo, os controles positivo (AMP) e negativo (DMSO) e, a
percentagem de acgdo antibacteriana dos extratos comparada a agéo antibacteriana do
controle positivo (ampicilina) ao qual foi atribuido 100% de atividade. As tabelas 2 e 3
apresentam, também, a comparacdo entre as médias obtidas pela percentagem de

inibicdo bacteriana pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Resultado da atividade antibacteriana extratos de flores de Senna macranthera frente as cepas de Staphylococcus aureus 582,
680, 681, 2221, 3828, 4006 expressa pela média em milimetros do halo de inibicdo + desvio padrdo, percentagem de agao
antibacteriana + desvio padrao em relagdo ao controle positivo ampicilina (valor entre parénteses) e comparagéo entre as meédias
obtidas pela percentagem de inibicdo bacteriana pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tratamento S. aureus 582 S. aureus 680 S. aureus 681 S. aureus 2221 S. aureus 3828 S. aureus 4006
ESA 11,7+ 0,6 8,7+0,6 13,0+ 1,0 11,3+ 0,6 11,7423 12,3+ 1,1
(70,1 + 5,2° (56,84 + 7,1°) (73,8 £3,4") (84,4 +13,9°) (86,8 +11,97) (75,9 +9,5°)
ESE 9,0+1,0 8,7+0,6 10,7 + 1,1 80+17 8,0 +0,5 10,0 +0,5
(54,2 + 7,8° (56,84 +7,1°) (60,4 + 1,9 (58,2 + 3,1°) (59,14 6,9 (61,6 + 5,6°)
AMP 16,7 £ 0,6 15,3+ 1,1 17,7 £ 2,1 13,7423 13,7+ 1,5 16,3+ 1,5
(100,0 + 0,0°) (100,0 + 0,0°) (100,0+0,0%)  (100,0 + 0,0?) (100,0 + 0,0°) (100,0 + 0,0°)
DMSO 0,0+0,5 0,0+0,5 0,0+0,5 0,0+£0,5 0,0+0,5 0,0+0,5
(0,0+0,0% (0,0 £ 0,09 (0,0£0,0% (0,0+0,0% (0,0 £0,0°) (0,0+0,0%

Nota: Letras minusculas: Médias de percentagem de agdo antibacteriana com letras iguais n&do diferem entre si pelo teste de tukey a p<0,05. AMP:
Ampicilina (controle positivo). DMSO: Dimetilsulféxido (controle negativo). ESE - Extrato Etandlico, ESA — Extrato Acetato de Etila, ESD —
Extrato Diclorometanico, ESC — Extrato Cloroférmico, ESH — Extrato Hexanico. Cada medida individual tem um erro de 0,5 mm. Os erros
apresentados na tabela estdo considerando apenas o desvio padrao das trés repeticoes.
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Tabela 3. Resultado da atividade antibacteriana extratos de flores de Senna macranthera frente as cepas de Staphylococcus aureus
4075, 4125, 4163, 4182, 4652 e Streptococcus agalactiae 3849, expressa pela média em milimetros do halo de inibigdo + desvio
padrao, percentagem de agdo antibacteriana + desvio padrédo em relagéo ao controle positivo ampicilina (valor entre parénteses) e
comparagao entre as médias obtidas pela percentagem de inibigao bacteriana pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

S. agalactiae

Tratamento S.aureus 4075 S.aureus 4125 S.aureus 4163 S.aureus 4182 S.aureus 4652 3849

ESA 11,7+ 1,1 14,0+ 0,5 11,7+ 0,6 12,3+ 0,6 13,0+0,5 13,3+ 0,6
(69,97 + 5,9°) (91,4 +3,4%) (71,4 £13,9°) (90,8 +7,97) (79,7 £2,8") (85,14 + 3,4°)

ESE 8,3+0,6 12,7+1,5 8,0+ 1,0 10,3+ 0,6 8,7+0,6 12,3+ 0,6
(50,0 + 2,9°) (82,6 + 10,1°) (49,4 + 13,9°) (76,0 £ 6,4°) (53,1 +3,1°% (78,7 +3,3°%

AMP 16,7+ 0,6 15,3+ 0,6 16,7+ 2,5 13,7+1,5 16,3+0,6 15,7+ 0,6
(100,0 + 0,07) (100,0 £ 0,0°) (100,0 + 0,0°) (100,0 + 0,0°) (100,0 £ 0,0°) (100,0 £ 0,0°)

DMSO 0,0+0,5 0,0+0,5 0,0+0,5 0,0+0,5 0,0+0,5 0,0+0,5
(0,0+£0,0% (0,0 £0,0° (0,0+0,0% (0,0 £0,0° (0,0+£0,0% (0,0+£0,0%

Nota: Letras minusculas: Médias de percentagem de agdo antibacteriana com letras iguais n&do diferem entre si pelo teste de tukey a p<0,05. AMP:
Ampicilina (controle positivo). DMSO: Dimetilsulféxido (controle negativo). ESE - Extrato Etandlico, ESA — Extrato Acetato de Etila, ESD —
Extrato Diclorometanico, ESC — Extrato Cloroférmico, ESH — Extrato Hexanico. Cada medida individual tem um erro de 0,5 mm. Os erros
apresentados na tabela estdo considerando apenas o desvio padrao das trés repeticoes.
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Segundo Oliveira et al. (2008) zonas de inibicdo menores que 1 mm néo
apresentam atividade antibacteriana, zonas de inibicdo entre 2-3 mm apresentam
atividade antibacteriana pequena, zona de inibigdo entre 4-5 mm apresentam atividade
antibacteriana moderada, zona de inibicdo entre 6-9 mm apresentam atividade
antimicrobiana alta e zonas de inibicdo maiores a 9 mm apresentam forte inibicao
antibacteriana. No presente estudo, os extratos que apresentaram halo de inibicdo
maior que 9 mm foram considerados com potencial acdo antibacteriana, sendo
avaliada posteriormente a concentragao inibitéria minima (CIM) para as cepas que
apresentaram atividade.

Dos cinco extratos testados, apenas dois apresentaram halos de inibigdo de
crescimento para as bactérias S. aureus e S. agalactiae. Nesse sentido, cabe salientar
que o diametro do halo de inibicdo esta primariamente relacionado a polaridade da
substancia inibidora. Compostos apolares tendem a difundir menos a partir do ponto
de aplicacdo para o meio de cultura do que compostos polares. Assim, substancias
apolares com grande efeito antibacteriano podem originar halos de inibicado pequenos
em funcao da dificuldade encontrada na difusdo das moléculas (VANDEN BERGHE &
VLIETINCK, 1991). Esse fator pode ser reduzido pela diluicdo dos extratos em DMSO,
pois é esperado que tanto o DMSO, quanto os produtos naturais se difundam para o
agar.

Outro fator importante que deve ser sempre lembrado quando se trabalha com
extratos brutos € a concentragdo da substancia ativa. Sabe-se que os extratos e as
fragbes sao misturas complexas de varios compostos, sendo a concentragdo de cada
um dos compostos presentes nessa mistura variavel. O composto que apresenta
atividade antibacteriana pode ser aquele presente em altas concentracdes no extrato,
ou, pode ser aquele presente em concentragdo muito pequena. Assim sendo, uma
grande zona de inibicdo pode ser causado por uma substéncia altamente ativa
presente em pequena quantidade ou por uma substancia com baixa atividade, mas
presente em alta concentracao no extrato (VANDEN BERGHE E VLIETINCK, 1991).
Conforme pode ser observado nas Tabelas 2 e 3, das 12 bactérias testadas pelo
método de difusdo em agar empregado neste trabalho, onze (91,7%) tiveram seu
crescimento inibido pelo extrato ESA (Extrato Acetato de Etila) com halos de inibicao
de crescimento das bactérias maiores que 9 mm, enquanto o extrato ESE (Extrato
Etandlico) apresentou halo de inibicdo superior a 9 mm contra seis (50%) bactérias.

Podemos afirmar que os resultados encontrados sugerem que o teste
apresentou uma boa precisdo. Em quase todos os extratos testados os valores obtidos
para o halo de inibicdo, das doze bactérias, foi similar nas trés repeticdes realizadas.

O desvio padrdao da média dos halos de inibigao calculado para cada extrato vegetal
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individualmente, na maior concentracdo empregada, atingiu o valor maximo de 2,5,
mostrando que os testes geram valores que sdo reprodutiveis.

No estudo estatistico foram usados os resultados obtidos com o calculo da
percentagem de inibigdo, considerando o halo de inibigdo do controle positivo como
100% a 5% de significancia. Dos cinco extratos testados, trés (ESC, ESH, ESD) nao
apresentaram diferengas significativas entre o controle negativo para o grau de
significancia adotado. Da mesma forma, dois extratos (ESA e ESE) dos cinco
testados, demonstraram diferengas significativas entre si e entre o controle positivo
nas medidas dos halos de inibicdo das bactérias utilizadas.

Nas Figuras 6 e 7 estdo apresentadas as diferencas encontradas entre as
percentagens das médias dos didmetros dos halos de inibicdo dos isolados de mastite

bovina para os extratos testados.
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Figura 6. Percentagem da acéo antibacteriana para ESE, ESA, ESC, ESD e ESH e os
controles positivo (AMP) e negativo (DMSO). Médias com letras iguais nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a p<0,05. ESE - Extrato Etandlico, ESA — Extrato
Acetato de Etila, ESD — Extrato Diclorometanico, ESC — Extrato Cloroférmico, ESH
— Extrato Hexanico.
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Figura 7. Percentagem da agao antibacteriana para ESE, ESA, ESC, ESD e ESH e os
controles positivo (AMP) e negativo (DMSO). Médias com letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a p<0,05. ESE - Extrato Etanodlico, ESA — Extrato
Acetato de Etila, ESD — Extrato Diclorometanico, ESC — Extrato Cloroférmico, ESH
— Extrato Hexanico.




Os resultados obtidos mostram maior atividade antibacteriana para os extratos
etandlico (ESE) e de acetato de etila (ESA), sendo que, em algumas cepas, o extrato
de acetato de etila apresentou resultados estatisticamente semelhantes ao controle
positivo. Varios estudos apontam os compostos fendlicos como importantes
metabdlitos promotores de atividade antibacteriana (SCALBERT, 1991, DIDRY et al.,
1996, HELANDER et al., 1998)

4.2.1. Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

Os testes de concentragao inibitéria minima foram realizados somente com os
extratos que apresentaram potencial acdo antibacteriana pelo teste de difusdo em
agar. Esse teste baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima
do ciclo de Krebs ativa em mitocondrias viaveis, de converter o sal de tetrazolium
(MTT), que é hidrossoluvel e de cor amarela, em cristais de formazan, que sao
insoliveis em agua e de cor azul-escura. Essa conversdo indica a atividade
mitocondrial que somente as células viaveis possuem.

De acordo com Aligiannis et al. (2001) sdo considerados como de forte
atividade antimicrobiana extratos que apresentaram CIM em concentragbes até 0,5
mg/mL; de atividade moderada, os que apresentaram CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL; e de
fraca atividade os que apresentaram CIM acima de 1,6 mg/mL. Os resultados
mostraram que os extratos ESE e ESA (Extrato Acetato de Etila e Extrato Etandlico)
foram eficiente no controle de S. aureus e S. agalactiae, com CIM de 0,1 mg/mL para
o extrato acetato de etila e 0,3 mg/mL para o extrato etandlico e 0,1 mg/mL para o
extatro ESA e 0,4 mg/mL para o extrato ESE, respectivamente. De acordo com os
valores encontrados e com os dados de Aligiannis e colaboradores (2001) os extratos

podem ser considerados como tendo forte atividade antimicrobiana. (Tabela 4).

Tabela 4. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para os extratos ativos acetato de etila
(ESA) e extrato etandlico (ESE) frente as cepas de Staphilococcus aureus e
Streptococcus agalactiae (mg/mL).

Extrato de acetato Extrato de Controle positivo
de etila (ESA) etanol (ESE) (Ampicilina)

S. aureus 4125 0,1 0,3 0,05

S. agalactiae 3849 0,1 0,4 0,05

4.3. Acao antioxidante na peroxidacao lipidica
O uso de lipossomos é mais um método promissor para avaliar propriedades
antioxidantes de amostras, uma vez que este sistema permite a investigacdo da

protecdo de um substrato por um antioxidante em um modelo de membrana bioldgica
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ou uma lipoproteina. A avaliacdo dos antioxidantes pela sua capacidade de inibir a
oxidagdo de lipideos € relevante para analisar os efeitos fisiologicos de extratos
vegetais (HUNT, 2001).

Neste experimento, o dano peroxidativo induzido na matriz lipidica pelos
extratos vegetais foi medido através da quantificagdo da formagado de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico, em comprimento de onda de 535 nm (RIEMERSMA et
al., 2000). Com a metodologia adotada, o dano do controle negativo foi claramente
diferenciado da condicao do tratamento do controle positivo, possibilitando a adequada
avaliagao do comportamento protetor das amostras frente a peroxidagao. A Figura 8
apresenta o grafico com os resultados das percentagens de acgao antioxidante pelo
método de peroxidacdo lipidica para ESE, ESA, ESC, ESD, ESH, o padrao BHT
(controle positivo) e DMSO (controle negativo) apds analise da Variancia e aplicagao

do Teste de Tukey.
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Figura 8. Resultado da percentagem da acgido antioxidante pelo método de
peroxidagao lipidica para ESE, ESA, ESC, ESD, ESH, BHT (controle positivo), e
DMSO (controle negativo) usado no teste. Médias com letras iguais nao diferem
entre si pelo teste de tukey a p<0,05. DMSO - Dimetilsulfoxido (controle negativo),
BHT - butil hidroxitolueno (controle positivo), ESE - Extrato Etandlico, ESA —
Extrato Acetato de Etila, ESD - Extrato Diclorometanico, ESC - Extrato
Cloroférmico, ESH — Extrato Hexanico.

Ao utilizar esse método, verificou-se que os extratos ESE e ESA foram efetivos
em inibir a oxidacao dos lipideos presentes nos lipossomos, com exceg¢ao dos extratos
apolares ESH, ESD e ESC, que ndo apresentaram atividade antioxidante, exibindo
perfil estatisticamente semelhante ao controle negativo a uma probabilidade de 5 %
(Figura 8).
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O teste peroxidativo ndo pode ser dado como conclusivo para a auséncia de
atividade antioxidante dos extratos ESC, ESD e ESH, devido a complexidade dos
processos de agdo antioxidante, sendo importante o emprego de diferentes
metodologias para avaliar essa atividade, ndo sendo rara a obtencdo de resultados
distintos na avaliagcao de antioxidantes utilizando diferentes sistemas in vitro (CARPES
et al., 2008).

A Tabela 5 apresenta os valores das médias da percentagem de inibicao
antioxidante dos extratos ESE e ESA comparados ao controle negativo e o controle

positivo BHT, pelo ensaio da peroxidacgao lipidica.

Tabela 5. Resultado da acgado antioxidante por peroxidagao lipidica dos extratos
vegetais de diferentes polaridades de flores de Senna macranthera.

Peroxidagao Lipidica

Amostras (% Acdo Antioxidante)
BHT 99,0 + 0,52
ESA 95,3+ 1,5°
ESSE 88,9 + 0,05°
DMSO 0,0 +0,0°

*Nota: Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a p<0,05. DMSO —
controle negativo, BHT — controle positivo, ESE - Extrato Etandlico, ESA — Extrato
Acetato de Etila, ESD — Extrato Diclorometanico, ESC — Extrato Cloroférmico, ESH —
Extrato Hexanico.

Apenas dois extratos, ESE e ESA, foram capazes de reduzir em
aproximadamente 95,3 e 88,9 %, respectivamente, o dano induzido aos lipossomos. A
analise dos resultados mostrou, como esperado, maior atividade antioxidante para o
padrao BHT utilizado como controle positivo (99 %), e embora ESE e ESA tenham
apresentado alta acdo antioxidante tais extratos nao foram estatisticamente
semelhantes ao controle positivo. O desvio padrdo da média da percentagem de
inibicdo calculado para cada extrato vegetal individualmente atingiu o valor maximo de
1,5 mostrando que o teste pode ser considerado reprodutivel.

Dessa forma, os extratos ESE e ESA se mostraram efetivos, sendo
possivelmente as substancias mais polares responsaveis pela atividade antioxidante,
particularmente as substancias fendlicas. Os fendis interferem na oxidacdo dos
lipideos e de outras moléculas por uma rapida doacdo de um atomo de hidrogénio aos
radicais livres. Os radicais fenoxidos formados sao intermediarios estaveis e
dificilmente iniciam uma nova reagdo em cadeia em fungdo da falta de sitios ativos
para o ataque do oxigénio molecular. Estes radicais intermediarios fendxidos atuam

reagindo com outros radicais livres, culminando com a terminacdo das reagdes de
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oxidacdo (SANCHEZ-MORENO, 2002). Além dessa atuagao, os flavonoides podem
atuar como agentes redutores, estabilizadores de elétrons desemparelhados ou
quelantes de ions metalicos (RICE-EVANS, et al., 1997).

4.4. Avaliagao da atividade antitumoral

Para realizar a avaliagdo da atividade antitumoral verificou-se, primeiramente, a
concentracdo ideal de células, por pogo, a ser utilizada e a concentracdo maxima de
DMSO presente no meio reacional sem alterar a viabilidade celular.

De acordo com o teste de concentracdo de células por pogo, a melhor
concentragdo encontrada foi a de 3 x 10° células /poco, pois nesta concentragéo o
crescimento celular ao final das 112 horas nao foi suficiente para se ter uma super
populacgéo celular em que ocorresse a morte celular.

O teste com DMSO foi realizado com o intuito de determinar qual a
concentracao maxima de DMSO que as células suportariam Apds as primeiras 48
horas de adaptacdo das células ao ambiente e verificou-se que a maxima
concentracado suportada foi 0,4% de DMSO no pogo. A partir deste ensaio as
concentragdes dos extratos no pogo foram calculadas para conterem no maximo 0,4%
de DMSO no pocgo. Na Figura 9 pode-se observar a viabilidade celular em diferentes

concentragoes de DMSO.
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Figura 9. Atividade citotéxica do DMSO

A Tabela 6 apresenta o resultado da atividade antitumoral para céluas BF16 de
melanoma murino para o extrato acetato de etila apds 48 h de crescimento. De acordo
com a literatura (ITHARAT et al., 2004), admite-se como droga neoplasica efetiva
aquelas que apresentaram IC5, < 30 yg/mL, o que nao foi o caso do extrato acetato de

etila cujo ICsp 184 ug/mL e nao se encaixa com os parametros utilizados.
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Tabela 6. Resultado da atividade antitumoral do extrato acetato de etila de flores de
Senna macranthera.

Amostra IC50 pg/mL
Extrato de Acetato de Etila 184,0+ 2,0
1-B-D arabinofuranosylcytosine (AraC) 21 £1,28
VP16 1,55+ 1,55

Portanto o extrato testado neste estudo ndo apresenta atividade antitumoral
pois, substancias que apresentam ICsy elevados indicam pouca especificidade contra
as células testadas. Isso indica também que serdo necessarias elevadas doses para
que sua atividade antitumoral aconteca. Além disso, devem ser levados em conta que
a dose para estudos in vivo pode conter no maximo 300 vezes a dose utilizada em in
vitro. (LOTZE et al., 2001).

4.5. Avaliagao dos Lipossomos
4.5.1. Espalhamento Dindmico de Luz (Vesicula de Lecitina)

De acordo com a analise do aparelho de Espalhamento Dindmico de Luz,
verificou-se a existéncia de um sistema formado por estruturas néo interagentes e de
baixa dispersdo de tamanhos (Figura 10), sendo ajustada satisfatoriamente ao modelo
de cumulantes de segunda ordem (linha continua em azul na Figura 10). Foi testado o
efeito da adicdo do surfactante SDS (dodecil-sulfato de sédio) que tem o efeito de
desestabilizar (destruir) as vesiculas dos lipossomos.

Para a solugao sem SDS (curva azul-clara) no grafico, o ajuste com o modelo
tedrico mostrou que existem uma distribuicdo de estruturas cujo valor do didmetro
meédio foi de 452 nm. A intensidade espalhada foi de 152 kcps (quilo contagens por

segundo).
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Lecitina de soja + Buffer (acetato) + SDS
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Figura 10. Resultado da andlise de amostras contendo lipossomos apds adicdo de
SDS

Adicionando-se SDS (20 puL a 200 pL de uma solugcdo 10%) observaram-se
dois efeitos: o tamanho diminui demonstrado pelo deslocamento horizontal do grafico
(Figura 10) para tempos menores (a esquerda do grafico), e também por uma
diminuicao na intensidade de luz espalhada (brilho do laser ao passar pelas solugdes).
Essa diminuicdo de intensidade tem o efeito de aumentar a dispersao dos pontos no
grafico (Figura 10). Analisando os valores de didmetro e intensidade vs concentracao
de SDS temos a Figura 11. Os dados parecem indicar uma diminuicao abrupta perto
de 60 uL de SDS, podendo indicar uma transi¢ao de fase (vesiculas <« lecitina ndo-

agregada).
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Figura 11. Resultado do comportamento de uma amostra contendo lipossomos apés
adicao de SDS.

A Figura 11 demonstra desestabilizagdo total do sistema a partir de cerca de
60 uL de solugéo de SDS a 10%. A linha vermelha representa a intensidade média
espalhada e a linha azul representa o didmetro dos lipossomos. Apesar do didmetro
hidrodindmico diminuir gradativamente, a intensidade média espalhada apresenta uma
queda abrupta até 60 puL de solucdo de SDS adicionada, nao variando

consideravelmente para volumes maiores.

4.5.2 Espalhamento Dinamico de Luz (Vesicula do Extrato Acetato de Etila)

Repetindo 0 mesmo experimento para verificagdo da existéncia do sistema
contendo o extrato observou-se uma variagcao consideravel do didmetro (452 nm sem
o extrato e 543 nm com — Figura 11) e uma variagao na intensidade de 151 kcps (sem
extrato) para 93,4 kcps (com extrato). Uma vez que a intensidade da luz esta
relacionada ao tamanho, numero e contraste 6tico da particula, acredita-se que a
diminuicdo da intensidade da luz observada para as vesiculas com extrato tenha
ocorrido devido a solubilidade do extrato Acetato de Etila no meio contendo os
lipossomos, diminuindo o contraste otico entre as vesiculas e o solvente e,
consequentemente, diminuindo a intensidade de luz espalhada. O tamanho
aproximado dos dois sistemas é evidenciado pela proximidade das curvas de

correlagao na Figura 12.
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Lecitina de soja + Buffer (acetato)
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Figura 12. Resultado da analise de amostras contendo lipossomos.

Através do espalhamento dindmico da luz pode-se medir o tamanho médio
das particulas. Neste caso, o diametro médio foi de 543 nm ocorrendo uma variagao
de 91 nm em relagédo a vesicula sem o extrato. Dessa forma supbe-se que o extrato
esteja encapsulado na vesicula de.

Analisando a depolarizagao da luz espalhada (componente horizontal da luz
espalhada) é possivel obter informagdes sobre a anisotropia das estruturas, ou seja,
se elas sado esféricas ou alongadas em uma diregao preferencial. Normalmente
estruturas esféricas, ou de simetria esférica, ndo mostra nenhum sinal nessa condigéo.
As vesiculas mostraram um sinal estavel mostrando o contrario: que as estruturas séo
alongadas, ou elipsoidais (Figura 13). Devido a pequena amplitude, por outro lado, os

resultados sugerem que as vesiculas tém formato ligeiramente alongado.
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Figura 13. Resultado da analise das estruturas dos lipossomos.

De acordo com o observado pode-se dizer que o lipossomo contendo o
extrato ativo Acetato de Etila foi formado e que este apresenta vesiculas ligeiramente
alongadas.

Dessa forma, os lipossomos representam uma estratégia alternativa para o
tratamento da mastite bovina para o gado leiteiro, uma vez que o tratamento vigente
envolve o uso de antibioticos. Os antibidticos além de serem dispendiosos promovem
a contaminagao dos seres humanos através da bioacumulagédo e magnificagao trofica.

O uso dos lipossomos na forma de géis seria adequado, uma vez que, 0
tratamento ocorreria de forma intramamaria, aumentando a biodisponibilidade do

principio ativo no local da infec¢ao e reduzindo sua acao sistémica.



5. CONCLUSOES

Os extratos Acetato de Etila (ESA) e Etandlico (ESE) de flores de Senna
macranthera apresentaram atividade antioxidante porém, nao significativa quando
comparados ao padrao sintético BHT a 5% de probabilidade, enquanto os extratos

de Diclorometano (ESD), Hexanico (ESH) ndo apresentaram atividade antioxidante.

Os extratos Acetato de Etila (ESA) e Etandlico (ESE) apresentaram agéo
antibacteriana sobre os isolados de mastite bovina. ESA apresentou a menor
concentracao inibitéria minima para agao antibacteriana para as cepas de S. aureus
e S. agalactiae. Neste sentido, foi demonstrado que os extratos ESE e ESA

apresentam potencial para serem testados para o tratamento de mastite bovina.

O extrato de acetato de etila ndo apresenta atividade antitumoral por apresentar

ICso elevado indicando pouca especificidade contra as células testadas.

Foi possivel evidenciar a formagdo dos lipossomos, através do espalhamento
dinAmico de luz, bem como -caracterizar as vesiculas como alongadas, ou
elipsoidais, de diametro hidrodindmico de 452 nm. Os resultados ainda sugerem a
incorporacdo do Extrato de Acetato de Etila (ESA) as vesiculas formadas
provocando o aumento das vesiculas para 543 nm, sendo necessarios testes

adicionais para comprovar essa incorporagao.
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CAPITULO 2

ESTUDO QUIMICO DO EXTRATO ATIVO
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1. INTRODUCAO

Ao se trabalhar com extratos vegetais, uma fonte promissora de novas
moléculas bioativas, o grande objetivo é a separagao e a identificagdo de seus
constituintes (WOLFENDER et al., 1997). O interesse nestes extratos se baseia na
diversidade e variabilidade estrutural de seus componentes, contudo estas
caracteristicas tornam as amostras complexas e de dificil elucidacdo (EXARCHOU et
al., 2005). Visando diminuir essas limitagdes, o avango da pesquisa na area de
produtos naturais esta intimamente ligado com o desenvolvimento de técnicas
aprimoradas de separagao, analise e identificagdo destas moléculas (PHILLIPSON,
2003). A elucidagao estrutural de substancia € uma atividade muito antiga e tem sua
origem registrada no século XVIII, época em que o homem ainda nem possuia o
devido conhecimento tedrico sobre estrutura molecular (DUNN et al.,, 2005). Dentre
elas, a elucidacao estrutural de substancias naturais diretamente em extratos vegetais
apresenta uma série de desafios, e difere da elucidacado estrutural de substancias
sintéticas, entre outros, porque nao ha material de partida que possibilite a dedugao de
uma estrutura natural (STEINBECCK, 2003). As substancias naturais, presentes em
um extrato ou fracdo, dotados de certa atividade biolégica, sdo inesperadas,
principalmente se forem oriundas de uma espécie ou género pouco investigado
quimicamente. Nesse caso ha apenas informagéo sobre algumas propriedades fisico-
quimicas verificadas durante o processo cromatografico, como polaridade, absorgéo
de radiacao UV, entre outras (BROS-WALSH et al.,2005).

E premente a necessidade econdmica, cientifica e técnica de acelerar o
processo de descoberta e desenvolvimento de fitofarmacos, bem como da
caracterizacdo de componentes de extratos bioativos, por meio da identificacdo de
substancia em mistura (PAVIA et al., 2010). Adquirir a capacidade de identificar, de
forma rapida e segura, as substancias presentes em matrizes complexas, como
extratos e fragdes semipurificadas € um grande diferencial para a descoberta e o
desenvolvimento de fitofarmacos e também para a padronizagdo de extratos bioativos
(REYNOLDS et al., 2002). Mesmo porque, ha vastas evidéncias apontando para as
propriedades farmacoldgicas emergentes, exibidas por uma dada fragdo ou extrato em
detrimento da atividade das substancias isoladas (ZHANG et al., 2010).

Desde entdo, as estratégias empregadas por um especialista para elucidar a
estrutura de uma substancia desconhecida pouco mudaram, pois elas envolvem
fundamentos basicos em que sado geradas e testadas hipoteses com o intuito de se
chegar a solugcao de um problema (KOOY et al., 2009). Entretanto, de la pra ca houve
um enorme avango nas etapas de aquisicdo, processamento e manipulacdo de dados
espectrais, incluindo o desenvolvimento de espectrobmetros e softwares (STEFANI et

al., 2007).
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Diversas técnicas ja estdo consolidadas e sdao amplamente utilizadas no
processo de caracterizagao de extratos vegetais (CROTTI et al., 2008). InUmeras
publicacbes podem ser encontradas na literatura a respeito das técnicas tradicionais
de fracionamento dos extratos, em que os constituintes sdo separados e isolados e,
posteriormente, caracterizados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas
(EXARCHOWU et al., 2003).

Dentre as técnicas espectroscopicas que possibilitam a elucidacao estrutural
completa de moléculas, a ressonancia magnética nuclear (RMN) é a mais importante,
principalmente para identificagcdo de substancias desconhecidas (HICKS, 2001;
HARVEY, 2005), por fornecer um grande numero de informagdes estruturais, tais
como diferencas entre substdncias com mesma massa ou férmula molecular,
deslocamentos quimicos caracteristicos, multiplicidade (a interagdo entre os nucleos
vizinhos) e integrais, além de ser uma técnica nao destrutiva (CORCORAN et
al.,2003). A analise classica por RNM exige prévia separacdo de seus componentes,
normalmente realizada pela demorada técnica de coluna cromatografica classica
(CCC) (ALBERT, 2002).

A Espectrometria de massas é também uma técnica analitica poderosa
utilizada para identificar compostos desconhecidos, quantificar materiais conhecidos e
elucidar as propriedades quimicas e estruturais de moléculas, podendo ser realizada
com quantidades bem pequenas de amostras (ao nivel do picograma) e a
concentracdes bem baixas em misturas quimicamente complexas (ppt) (STAERK et
al., 2009).

1.1. Quinonas
As quinonas (Figura 1) sdo compostos orgénicos naturais que podem ser
considerados como produtos da oxidacado de fendis. Caracteriza-se pela presenca de
dois grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado com pelo menos duas
ligacdes duplas C-C (FALKENBERG, 1999).

O

O

1,4 benzoquinona

Figura 1. Nucleo fundamental de uma quinona
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A classificagao dos derivados dessa classe de produtos naturais é definida pelo
esqueleto do anel aromatico, estabelecendo-se dois grupos carbonilicos na molécula.
Tém-se trés grupos principais de quinonas, nos quais se enquadra a maioria dos
compostos conhecidos atualmente: benzo-, nafto-, antraquinonas. Também s&o
encontradas na natureza quinonas terpénicas e policiclicas de estruturas mais
complexas (FALKENBERG, 1999).

Esses produtos do metabolismo secundario sdo sintetizados em plantas
superiores através de varias rotas metabdlicas. Os derivados antracénicos podem ser
formados a partir de unidades provenientes de acetil - ou malonilcoenzima A ou a
partir do acido o-succinilbenzdico, como sio sintetizadas algumas naftoquinonas.
Enquanto que outras naftoquinonas sao formadas a partir do acido p-hidroxibenzoico
(FALKENBERG, 1999).

Desde a antiguidade, as plantas contendo quinonas s&o utilizadas por suas
atividades biolégicas ou como fontes de corantes naturais e, mais recentemente,
substancias com potencial atividade biolégica (FALKENBERG, 1999), que levaram ao
isolamento e identificacdo estrutural de moléculas com essas atividades, resultando
em patentes (KOYAMA, 2005).

A estrutura quindide condiciona alta reatividade quimica e as quinonas sao
agentes fortemente oxidantes. Essas reagbes de oxirredugédo sao responsaveis pelo
papel importante das quinonas como carreadores de elétrons nos processos
metabdlicos das células. Assim, as atividades e propriedades das quinonas baseiam-
se primariamente na capacidade de interagirem com sistemas redox ou de transferir
elétrons em ambientes fisico ou bioldgico (FALKENBERG, 1999).

Sao conhecidas mais de 1500 quinonas e derivados, encontradas em diversos
tipos de organismos, como bactérias, fungos, liquens, plantas superiores e até mesmo
em animais (THOMSON, 1987).

Quinonas formam a segunda maior classe de agentes antitumoral aprovado para
uso clinico nos E.U.A. Véarios medicamentos antitumorais derivados de quinonas estao
em diferentes estagios de analise pré-clinica e clinica. A atividade farmacolégica
antitumoral das quinonas € acreditada pela capacidade dessas de reducdo a
semiquinona (ALEGRIA et al., 2009).

Outra atividade importante é a atividade anti-HIV da naftoquinona trimérica
conocurvona, isolada de plantas do género Conospermum que apresenta atividade
inibitéria da replicacéo do virus HIV (KOYAMA, 2005).
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1.2. Antraquinonas

Compostos antraquindnicos estdo presentes em diversas drogas vegetais
utilizadas na fitoterapia e suas estruturas sdo exemplos de derivados da rota do
acetato. Esteres de enxofre de poli-B-cetometilenos, formados apds uma série de
condensacgdes intramoleculares, sédo intermediarios de varios compostos aromaticos
oxigenados, como as antraquinonas (Figura 02).

Glicosideos antraquindnicos, também chamados de antracénicos, sao
compostos quindnicos presentes nas plantas frequentemente na forma de mistura.
Nos vegetais, grande parte das estruturas antraquindnicas encontra-se glicosilada. As
antraquinonas sao formas oxidadas, ocorrendo, também, formas reduzidas, como as

antronas, antranois e outras (LEITE, 2009).

Emodina Fisiona

Figura 2: Antraquinonas isoladas da raiz de Senna macranthera.

Varias espécies vegetais como Cassia spp., Rhamnus purshiana e Rheum
palmatum apresentam uma mistura de antraquinonas com importante agao laxativa
(LEITE, 2009).

A absorgdo de antraquinonas no organismo humano ocorre no trato
gastrointestinal, sendo as agliconas liberadas durante o metabolismo e liberadas para
o interior do colon estimulando, dessa forma, o aumento do peristaltismo. Apds a
hidrélise dos heterosideos antraquindnicos, as geninas liberadas se difundem para o
interior das células epiteliais que recobrem a superficie intestinal, chegando ao
sistema linfatico, de onde passam para a corrente sanguinea. Estudos tém indicado
que a acgéao laxativa das plantas contendo esse grupo de metabdlitos se deva a acao
da microbiota intestinal sobre os heterosideos, liberando as formas ativas (LEITE,
2009).

Dessa forma, o capitulo 2 pretende identificar as classes fitoquimicas e elucidar
a estrutura ativa contida no extrato de flor de Senna macranthera, permitindo a
padronizagdo do extrato bioativo e posterior desenvolvimento de uma formulagao

contendo o fitofarmaco.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Determinar, através do isolamento, a substancia ativa do extrato de flor de
Senna macranthera, responsavel pela agao antibacteriana e antioxidante, e identificar

sua estrutura quimica.
2.2. Objetivos Especificos
v Identificacdo das classes fitoquimicas dos extratos através da prospeccgao

fitoquimica por cromatografia em camada delgada (CCD);

v Fracionamento biomonitorado do extrato bruto visando fragdes com atividade

antibacteriana;

v Purificacao dos extratos em cromatografia preparativa;

v Identificacdo das substancias ativas pela técnica espectroscépica de

ressonancia nuclear magnética (RNM) e espectrometria de massas.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os espectros de massas foram obtidos por cromatografia gasosa em um
instrumento de série GC-17A (Shimadzu, Japao) equipado com um detector de
ionizacdo de chama (FID). Condi¢cdes cromatograficas foram: coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0,22 mm), com uma fase ligada DB-5 (0,25 um de espessura de filme);
gas de arraste, N, com um fluxo de 1,8 mL/min, a temperatura do injector 220 °C,
temperatura do detector 240 °C.

Os espectros de RMN 'H e ®C, DEPT, foram obtidos em espectrémetros
Mercury-300. Os solventes utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCl;) usando-se
como referéncia interna tetrametilsilano (TMS) para espectros de RMN "H.

As colunas de cromatografia (CC) foram recheadas com silica-gel 60 (70-230
mesh) Merck.

As cromatografias em camada preparativa (CCP) (20 x 20 cm) foram feitas
em silica-gel G e silica-gel GF,54 Merck na proporg¢do de 2:1, sobre suporte de vidro
(espessura de 0,25 mm).

As cromatografias em camada delgada foram feitas em cromatofolhas de
aluminio silica-gel G Fys4 0,2 nm Art. 1.05554 Merck

Os reveladores foram lampada de UV nos comprimentos de onda 254 e 366
nm e solugédo de acido fosfomolibidico (Reativos Merck, 1971), por nebulizagdo em

placa seguida de aquecimento.

3.1. Prospeccao fitoquimica

Foi investigada a presenca de metabdlitos secundarios das seguintes classes:
cumarinas, alcaldides, triterpenos/esterdides, polifendis, geninas e heterosideos
flavonbnicos e antraquindnicos, para os extratos vegetais obtidos. As cromatografias
em camada delgada foram realizadas seguindo as metodologias descritas por Wagner
(1996) e Harbone (1984) com adaptacgbes, utilizando cromatofolhas com fase
estacionaria silica-gel Fjs4, diferentes fases moveis, empregando reveladores
especificos para cada grupo de metabdlito secundario. Para visualizacao da formacao
de bandas na cromatograma foram empregado luzes de comprimento de onda nas
regioes de 254 e 365 nm. Os resultados obtidos pela cromatografia foram
confrontados com padrbes de referéncia especificos para cada classe fitoquimica

analisada (Tabela 1).
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Tabela 1. Prospeccao fitoquimica dos extratos de Senna macranthera.

Metabo!ﬂ_o S Mistura Eluente Revelador AmosEra c_le
Secundarios Referéncia
Alcalsides Acetato de etila/Metanol/Agua Reagente de Quinina
(100/14/10) Drangendorff
Cumarinas Tolueno/Eter (1:2) HldrO:(IdO de potassio Psoraleno
5% em etanol
Geninas Cloroférmio/Acetato de dseo:lf;?n%eacgg/reé?n Quercetina
Flavonicas etila/Acido formico (60:40:1) °
etanol
Antrgeurzlnnc“?rﬁias e Tolueno/Acetona/Cloroférmio  Hidroxido de potassio 1,8-
quinonic (60:20:20) 5% em etanol diidroxiantraquinona
Naftoquinonicas
Heterosideos Acetato de etila/Metanol/Agua Hidréxido de potassio Aloina
Antraquindnicos (81/11/8) 5% em etanol
Heterosideos Acetato de etila/ Acicjo Solugao de Cloreto
Flavénicos férmico/Acido acético/Agua de alumino a 5% em Rutina
(100/11/11/27) etanol
Polifendis Tolueno/Butanol/Agua (50:25:5) K Eeo(lgcf‘\lé\)o ?"e/ e Acido galico
(Taninos) 9 e 3 6" 9

FeCl; 2% (1:1)

Triterpenos e

Reagente de
esteroides

Hexano/Acetato de etila (1:1) Liebermann-Burchard

B-sistosterol

3.2. Purificagao do extrato de Acetato de Etila
Apo6s a evaporagao do solvente, o extrato (1g) foi cromatografado em cinco
placas preparativas de 200 mg de silica-gel cada. As fragdes obtidas foram analisadas

e reagrupadas de acordo com a quantidade de material contido e complexidade da
mistura (Figura 3).

Extrato de Acetato de Etila
(1g)

Hexano/ Acetato de Etila 8:2

Placa 1 Placa 2 Flaca 3 Placa 4 Placas

Figura 3. Purificacdo do extrato de Acetato de Etila.

58



3.3. Elucidagao estrutural do composto ativo
A elucidagao estrutural foi realizada através da Ressonéncia Nuclear

Magnética e Espectrometria de Massas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Prospeccao fitoquimica
A prospecgao fitoquimica teve como objetivo o conhecimento dos constituintes
quimicos presentes em extratos vegetais de S. macranthera. Os resultados da

prospeccao fitoquimica realizada para os extratos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 2. Resultados da prospeccao fitoquimica por CCD.

Metabolitos

Y ESE ESA ESD ESH
Secundarios
Alcaldides - - - -
Cumarinas + + - -
Geninas Flavobnicas + + - -
Geninnas
Antraquindnicas e + + - -
Naftoquinonicas
Heterosideos
PSP + + - -
Antraquindnicos
Heterosideos Flavonicos + + - -
Polifendis (Taninos) + + - -
Triterpenos e esterodides + + - -

Nota: +: presenca, -: auséncia. ESE — Extrato Etandlico de Senna, ESA — Extrato em Acetato
de etila de Senna, ESD — Extrato Diclorometanico de Senna, ESH — Extrato Hexanico
de Senna.

A prospecgéo fitoquimica tem como objetivo o conhecimento dos constituintes
quimicos presentes em extratos vegetais e se torna bastante importante quando nao
se dispbe de estudos quimicos sobre a espécie de interesse.

O género Senna possui espécies com perfil quimico bastante diversificado,
apresentam flavonoides, antraquinonas, estilbenoides, dentre outros, como
constituintes quimicos de maior ocorréncia, associados as atividades antibacteriana,
citotoxica, antifungica, antioxidante e hepatoprotetora relatadas (VIEGAS et al., 2006)

No estudo fitoquimico dos extratos em acetato de etila e etanol, que
apresentam maior polaridade, pode-se verificar a presenga de polifendis, geninas e
heterosideos flavonicos, geninas e heterosideos antraquindnicos, cumarinas,
triterpenos e esteroides.

As espécies do género Senna sao notoriamente conhecidas por possuirem
compostos antracénicos, como antraquinonas, antronas, antrandis, diantronas e

outros. As antraquinonas constituem o grupo mais numeroso das quinonas naturais,
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apresentam significativas atividades bioldgicas e sua ocorréncia tem sido relatada em
quase todas as espécies de Senna estudadas. Apresentam-se geralmente como
substancias cristalinas de cor amarela, vermelha ou laranja e estdo distribuidas
largamente no reino vegetal, desde as plantas superiores até os fungos e liquens
(VAN GORDON et al., 1999).

Das raizes de S. macranthera ja foram isolados as antraquinonas emodina e
fisiona (Figura 2, pag. 57).

O género Senna também se diferencia quimicamente pela ocorréncia de
alcaloides piperidinicos tipo alcaloides 2,6-dialquil-piperidin-3-0is, raros na natureza
(VIEGAS et al., 2006). No estudo realizado porem, nao foi identificado presenca de
alcaléides embora isso nao signifique a auséncia desse grupo de metabdlito nas
demais partes da planta.

4.2. Purificagao do extrato de Acetato de Etila
O extrato acetato de etila foi escolhido para isolamento, pois foi ligeiramente
mais ativo que o extrato etandlico.
Foram obtidas cinco fragdes das cinco placas preparativas analisadas,

conforme representado na Figura 4.

I —— ---—1 -2 Fragao ]

smeeede=e=>  Fracdo 2
wcede-> Fracdo 3
——t——-2 Fracio 4

-~ Fracos

Figura 4. Obtencao das fragdes do extrato de Acetato de Etila por cromatografia em

camada preparativa.

As fragcdes de complexidade semelhante, de cada placa, foram coletadas e
reunidas em béqueres distintos. A Fragcao 4 por apresentar menor complexidade foi
recromatografada em placa preparativa usando-se como eluente hexano/acetato de
etila 7:3 (Figura 5).

61



Figura 5. Purificacao da Fragao 4 do extrato de acetato de etila

Fracao 4
100 mg

Hexano/ Acetato de Etila 7:3

Fis
40 mg

Ea

5.0me

a4

35 mg

A fracao F,, devido sua baixa complexidade foi analisada por analise
espectral de RMN de 'H.

As fragbes F,4 1 e F43 foram reunidas e recromatografadas em coluna de silica-

gel de 70-230 mesh (50 g), coletando-se 100 fragbes de 10 mL, utilizando-se como

eluentes hexano, cloroférmio e metanol em polaridade crescente conforme mostrado

na Tabela 2.

Tabela 3. Relagao entre fragdo eluida/concentragao do eluente do Extrato

de Acetato de Etila

Fracoes Eluentes

1a10 Hexano

11a20 Hexano/CH,Cl, (95:5,0 v/v)
21a30 Hexano/CH,Cl; (90:10 v/v)
31a40 Hexano/CH,Cl, (80:20 v/v)
41 a 50 Hexano/CH,Cl, (70:30 v/v)
51 a 60 Hexano/CH,Cl, (50:50 v/v)
61a70 Hexano/CH,Cl, (10:90 v/v)
71a80 CH,CI, (100)
81a90 CH,CI,/MeOH (95: 5 v/v)
91 a 100 CH,CI,/MeOH (95: 5 v/v)

As fragdes coletadas foram analisadas por cromatografia em camada delgada

e reunidas em 5 amostras de acordo com a complexidade da mistura (Figura 6).
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Fiq®Fay

73 mg
Amostra 1 Amaostra 2 Amostra 3 “Amastra 4 ‘Amastra 5
3.5mg 23.0mg 15mg 14.0 mg 16,0 mg

Figura 6.Purificacdo da fracao F,1 e F43 do extrato de Acetato de Etila

4.3. Elucidacao estrutural
Analisando a prospeccao fitoquimica verificamos a provavel presenca de
antraquinonas na forma de genina e heterosideo fato que corrobora com as
antraquinonas ja isoladas desse extrato.
A Tabela 4 mostra o resultado do isolamento das fragbes obtidas do extrato

de acetato de etila.

Tabela 4. Relacdo entre fragcdo/substancia isolada de flores de Senna

macranthera.
~ Quantidade Substancia Quantidade
Fragao usada (mg) Isoladas (mg) Classe
Fao 50 mg 1 5,0 quinona
Amostra 4 75 mg 1 14 degradou
Amotra 5 75 mg 1 16 degradou

4.3.1. Fracao F,,
A estrutura da fragao F,, foi elucidada pela espectrometria de massas e analise
espectral de RMN de 'H e *C.

i 1,199 Hal Inten [T ]

Figura 7. Espectro de massas do composto F,..
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No espectro de massas (Figura 7) o ion molecular € M* 254 e os principais
fragmentos sdo m/z 197 (100%) pico base, m/z 212 (43%), m/z 155 (30%) e m/z 43

(70%). As possiveis fragmentagdes estéo representadas na Figura 8.

m'z 212 (43%) i E 9T (100% )
Figura 8. Possiveis fragmentacdes da fragao F..

A analise espectral de RMN de 'H (Figura 9) mostra sinais de hidrogénios acidos
0 12,03 (1H, s) e 12.14 (1H, s) relativos aos hidrogénios H-1 e H-8 respectivamnte,
hidrogénios aromaticos em d 7,10 (1H, d, J 1,1Hz) e 8 7,67 (1H, d, J 1,1Hz) indicando
acoplamento meta e com integracao para um hidrogénio, relativos aos hidrogénios H-2
e H-4 respectivamente. Dois outros duplos dubletos centrados em & 7,85 (1H, dd, J
7,52Hz e 1,4Hz) e 7.31 (1H, dd, J 7,62Hz e 1,4Hz) indicando acoplamento meta
relativo aos hidrogénios H-5 e H-7. 6 7,70 (1H, t J 8,0Hz) indicando acoplamento orto
entre o hidrogénio H-6 e os hidrogénios H-5 e H-2 respectivamente. Por outro lado,
podemos observar um sinal singleto intenso em 2,47 ppm integrando para trés

hidrogénios referentes a metila na posigao 3.
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Figura 9. Espectro de Ressonancia Nuclear Magnética de 'H da fragao F..

A Tabela 5 apresenta os sinais de H' e C'® para o composto F,,comparando

com os dados da literatura (CHOI et al., 2005)
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos para H' e C"™ correspondente ao crisofanol
presente em flores de S. macranthera.

Deslocamento Quimico (ppm)

1H 13C
Posicao  Exp Lit' Exp Lit"
1 C-OH 162,4  167,2 12,03 (s) 12,03
2C-H 1245  124,3 7,10 (1H, d, J 1,1 Hz) 7,21 (m)
3C 149,3  149,8 - -
4 C-H
121,4  120,9 7,67 (1H, d, J 1,1 Hz) 7,65 (m)
5C-H 7,85(1H,dd, J7,52 Hze  7,85(1H, dd, J8,0Hz e
119,9  119,6 1.4 Hz) 1 5H2)
6 C-H 136,9 1375 7,70 (1 H, t J 8,0Hz) 7,83
7 C-H 7.31(1H,dd, J7,62 Hze 7,37 (1H,dd, J8,0Hz e
124,4  124,6 1.4 Hz) 1.5H17)
8 C-OH 162,7 1627 12,14 (s) 12,14 (s)
9 C=0 192,5  192,9
10 C=0 182,0 181,9
11C 1336 1341
12C 1159  116,2
13C 113,7 1142
14 C 133,3  133,8
CH, 22.4 21,4 2,47 (s) 2,42 (s)
" CHOI et al., 2005

No espectro de carbono 13 (Figura 10), obtido conforme analise espectral de

RMN foi possivel observar sinais caracteristicos relativos aos carbonosreferentes as

carbonilas C-9 e C-10 em ©& 192,5 e 182,0 respectivamente, oscarbonosligados a

hidroxila, C-1 e C-8, em & 162,4 e 162,7,respectivamente, e o carbono quaternario
referente a C-3 em & 149,3.
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Figura 10. Espectral de Ressonéncia Nuclear Magnética de 3C da fracdo F,.,.

De acordo com os dados espectrais (RMN '"H *C e massas) obtidos e apos
uma analise minuciosa a partir de dados da literatura (MEHTA, 2011) podemos inferir
que a substancia F,, trata-se do 1,8-diidroxi-3-metilantraquinona também conhecido

como crisofanol (Figura 11).

Figura 11. Estrutura do crisofanol.

O crisofanol é um derivado de antraquinona conhecido por possuir atividade
antifungica e antibacteriana (SURESH et al., 2003) o que, em parte, pode justificar a

atividade antimicrobiana observada no extrato de acetato de etila..
4.3.2. Amostras 4e 5

As amostras 4 e 5 ndo puderam ser identificadas devido a degradagao dessas

substancias pelo aparelho durante sua analise.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O estudo cromatografico respaldado pela prospecgao fitoquimica evidenciou a
presencga de quinonas no extrato ativo de Acetato de Etila (ESA), identificado como
o crisofanol. Novas analises sdo necessarias para isolar os demais compostos

desse extrato.

De acordo com os dados da literatura, o crisofanol apresenta atividade

antimicrobiana, o que poderia justificar a atividade desse extrato.

A identificagdo do crisofanol no extrato de Acetato de Etila permite que estudos
adicionais padronizem a quantidade desse principio ativo no extrato, afim de que,
sejam desenvolvidas formulagbes fitoterapicas com atividade antimicrobiana na

prevencao da mastite bovina do gado leiteiro.
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