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RESUMO

As plantas medicinais sempre foram e sdo de fundamental importancia para que o homem
possa aumentar sua expectativa de vida na terra. Contudo, a busca por plantas que oferecem
atividades biologicas, as quais se apresentem de forma mais ativa e com rea¢fes menos
rigorosas no organismo, estd cada vez maior. Na identificacdo destas plantas, estdo sendo
cada vez mais usadas técnicas rapidas, simples e baratas como é o caso do bioensaio com
Artemia salina Leach. Diante disso, o presente trabalho apresenta um estudo bioldgico
realizado com extratos e fracbes de duas espécies da familia Melastomataceae: Miconia
ferruginata e Tibouchina granulosa. No caso da espécie Tibouchina granulosa, das quatro
amostras testadas duas apresentaram atividade téxica com DLsy < 1000 pg mL™: fracio
diclorometanica (DLso = 633,817 pg mL™) e fracdo hidroalcodlica (DLs = 695,435 pg mL™).
Quanto a espécie Miconia ferruginata, tanto o extrato etandlico quanto as fragdes hexanica,
diclorometanica e em acetato de etila se mostraram ativas frente ao microcrustaceo com DLsg
= 328,425 pg mL™, 835,941 pg mL™, 571,153 pg mL ™ e 502,219 pg mL™, respectivamente.

Palavras-chave: Miconia ferruginata. Tibouchina granulosa. Artemia salina.
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1. INTRODUCAO

E inegavel o quanto o reino vegetal tem contribuido para o desenvolvimento da
humanidade. Uma das grandes contribui¢fes deste reino para 0 homem esta, sem davida, no
uso plantas como fontes terapéuticas. Estas plantas sdo utilizadas como agentes naturais de
farmacos e muitas vezes proporcionam a obtencdo de novas substéncias devido a variedade de
constituintes quimicos que apresentam®.

A aplicacdo de plantas na terapéutica é datada de milhares de anos e abrange
desde o combate ao cancer até os micro-organismos patogénicos?, sendo que a cada dia s&o
relatadas na literatura novas moléculas. Estudos revelam que das 250 a 500 mil espécies de
plantas existentes no planeta apenas 15% foi estudada do ponto de vista fitoquimico e uma
porcentagem ainda menor sob aspectos biolégicos®.

A maioria das drogas encontradas nos Gltimos 40 anos tem como foco principal a
prevencao e o tratamento contra o cancer. 1sso porque nos paises desenvolvidos e nos paises
em desenvolvimento o cancer esta entre as trés causas mais comuns de morte e morbidade®.

Uma das grandes contribuicdes que as plantas medicinais, principalmente as ditas
anticancer vem proporcionando, é quanto a citotoxicidade apresentada, onde esta se apresenta
baixa, diminuindo assim os sintomas colaterais".

Diante disso e de uma procura cada vez maior por produtos naturais
biologicamente ativos, estdo sendo cada vez mais utilizados bioensaios simples e rapidos, 0s
quais oferecem vantagens em relacdo a padronizacdo e controle de qualidade dos produtos
naturais®.

Estes bioensaios podem envolver desde organismos inferiores, como micro-
organismos e microcrustaceos até ensaios bioguimicos, com enzimas e receptores e cultura de
células animais e humanos. Deste modo, dentre 0s ensaios mais citados, estdo os que utilizam
organismos simples, como € o caso do microcrustaceo Artemia salina Leach. Este ensaio é
considerado um teste que antecede o estudo de extratos e metabolitos com potencial atividade
biolégica’.

O Brasil é considerado o pais da megadiversidade, j& que apresenta a maior
diversidade genética do mundo®. As plantas dos biomas que possui tém sido utilizadas como
farmacos naturais pelas populagdes locais no tratamento de varias doencas tropicais, tais

como: esquistossomose, leishmaniose, malaria e infecgdes fangicas e bacterianas®.
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Neste contexto o presente trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade de
extratos e fracbes de duas espécies da familia Melastomataceae (Miconia ferruginata e

Tibouchina Granulosa) frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Produtos Naturais

Desde tempos imemoridveis, 0s recursos naturais - principalmente os de origem
vegetal - vém sendo utilizadas pelos homens tanto para melhorarem suas condicGes de vida
guanto para aumentarem suas chances de sobrevivéncia: primeiro na forma de alimentos e
mais tarde na confeccdo de roupas e ferramentas além de combustivel para o fogo™. Através
da experiéncia e observacdo da natureza descobriram que vegetais diferentes apresentavam
efeitos diferentes e que quando ingeridos, muitas das vezes levaram ao sucesso Ou ao
fracasso, pois as vezes curavam, em outras matavam ou produziam efeitos colaterais
severos™.

Em relatos histéricos sobre plantas medicinais, verifica-se que elas vém sendo
utilizadas em praticamente todas as civilizacbes e que foram 0s primeiros recursos
terapéuticos utilizados pelos homens, antes mesmo do aparecimento da escrita. A primeira
referéncia escrita sobre o uso de plantas como agentes terapéuticos é encontrada na obra
chinesa Pen Ts’ao (“A Grande Fitoterapia™) escrita por volta de 2800 a.C. por Shen Nung™.

No Egito, cerca de 2000 a.C. muitos médicos utilizavam as plantas como
remédio®. No Papiro de Erbers, o qual é uma colecdo egipcia que contem 811 prescricdes e
data de cerca de 1500 a.C. foram mencionadas cerca de 700 drogas diferentes, dentre elas:
drogas vegetais, minerais e animais de varias procedéncias®.

Na Grécia antiga, 0 médico Hipdcrates (460-377 a.C.) denominado o “Pai da
Medicina” descreveu inUmeros medicamentos incluindo o uso de vegetais, vinhos e bolores
para tratamento e cura de doencas genitais**. Dioscorides no comeco da Era Cristd, ao
acompanhar os exércitos romanos na Peninsula Ibérica, no norte da Africa e na Siria coletou
importantes informacdes sobre as plantas dessas regides. Essas plantas, cerca de 600, foram
catalogadas, ilustradas e posteriormente publicadas em sua obra “De Matéria Médica ™.

Galeno (129-199 a.C.), considerado o fundador da farmacia, prescrevia produtos
de origem natural para dores de cabega, epilepsia, asma, célicas, febre e até mesmo para
estados melancélicos™.

A literatura revela que foram as grandes navegacdes que trouxeram ao mundo
moderno o grande arsenal terapéutico de origem vegetal até hoje indispensavel a medicina,

sendo que, o inicio do século XVIII foi um periodo importante para desenvolvimento dos
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estudos sobre as plantas medicinais, ja que nesta época houve o isolamento das primeiras
substancias puras do reino vegetal, como: morfina (1806), quinina e estriquinina (1820)"".

Em 2003, cerca de 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados
eram originarios de plantas e cerca de 120 compostos de origem natural, obtidos a partir de
cerca de 90 espécies de plantas, s&o utilizados na terapia moderna®. Cerca de 49% das drogas
desenvolvidas entre 1981 a 2002, foram obtidas a partir de produtos naturais, ou analogos
semissintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados em produtos naturais®.

Um dos grandes motivos que levam os consumidores a utilizarem plantas
medicinais nos dias atuais vai além da procura por uma melhor qualidade de vida®®, decorre
também pelo fato dos medicamentos industrializados apresentarem custos elevados, onde
devido a crise econdmica e a falta de assisténcia médica e farmacéutica os consumidores
procuram utilizar produtos naturais®®. A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que
80% da populacdo mundial ndo possuem acesso ao atendimento primério em sadde®. Na
América Latina, 50% da populacdo tém pouco ou nenhum acesso aos medicamentos®?. No
Brasil, por exemplo, ainda hoje nas regifes mais pobres e até mesmo nas grandes cidades do
pais, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais®.

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), o Brasil apresenta a maior
biodiversidade do planeta, a qual abrange as mais variadas espécies de flora, fauna e micro-
organismos®*. Em relacdo a flora, o Brasil apresenta a Floresta Amazonica, a Caatinga 0
Pantanal a Floresta Atlantica e o Cerrado, sendo que os dois Gltimos estdo entre 0s mais ricos
e mais ameacados reservatorios de vida animal e vegetal no planeta®. Neste contexto, é fato
que o Brasil se encontra em uma posi¢édo privilegiada, ja que os diversos ecossistemas que
apresenta produzem uma enorme variedade de estruturas quimicas que podem ser utilizadas
para diversos fins, representando uma das mais ricas fontes de novas substancias bioativas®.

No entanto, diferente dos animais, as plantas ndo possuem mobilidade, néo
podendo fugir quando atacadas por insetos ou predadores e nem utilizar o sistema
imunolégico quando infectadas por bactérias, fungos e virus?’. Por outro lado, a evolucao
dessas plantas resultou no desenvolvimento de diversas estratégias de sobrevivéncia incluindo
a producéo de substancias quimicas denominadas metabélitos secundérios®®. Diferentemente
dos metabolitos primarios, os quais exercem fungédo essencial para a manutencdo da vida dos

vegetais, ajudando na fotossintese, respiragdo e no transporte de solutos, os metabolitos
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secundarios atuam em defesa das plantas. Além disso, podem ser utilizados como importantes
fontes terapéuticas para o tratamento de varias doencas®.

Vale ressaltar que as taxas de producao desses metabdlitos podem ser alteradas de
acordo com o ambiente em que a planta se encontra. Alguns dos fatores que alteram a
producdo desses metabdlitos sdo: desenvolvimento e sazonalidade, indice pluviométrico,
temperatura, nutrientes, radiacdo ultravioleta e poluicio atmosférica®.

Dentre alguns casos de plantas com metabdlitos secundarios empregados na
terapéutica, podem ser citadas a vimblastina (1) e a vincristina (2) cujas estruturas estdo
representadas na Figura 2.1. Extraidos da Catharanthus roseus no final dos anos 60, séo

considerados moléculas importantes para o tratamento da leucemia®.

Figura 2.1. Estruturas das moléculas de vimblastina e vincristina

OCOCH;,
“COOCH;

1.R =CHs3 - vimblastina

0

2.R=C
\H

- vincristina

Outras importantes substancias extraidas de plantas sdo a salicilina e a saligenina
(Figura 2.2), isoladas das cascas de Salix alba e Filipendula ulmaria, respectivamente. Estas
substancias apresentam propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas reconhecidas, o que

levou & descoberta da aspirina, (acido acetilsalicilico)®.
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Figura 2.2. Estrutura das moléculas de salicilina, saligenina, acido salicilico e &cido
acetilsalicilico

CH,OH CH,OH COOH COOH
f _OGlc i ~OH ©/OH é/ OAc
salicilina saligelina acido salicilico acido acetilsalicilico

Diante dos dados apresentados anteriormente, observa-se que a natureza, através
das plantas representa uma farmacia a céu aberto e que nos Ultimos séculos vem trazendo a

humanidade enormes contribuicdes.
2.2. Familia Melastomataceae

Considerada umas das maiores representantes da flora neotropical, a familia
Melastomataceae, pertencente a ordem Myrtales, é formada por aproximadamente 166
géneros que incluem 4200-4500 espécies®’. Na América tropical, a familia est4 representada
por aproximadamente 3000 espécies, distribuidas em 100 géneros, sendo Miconia o maior
género da familia, com cerca de 1000 espécies®

No Brasil, essa familia pode ser encontrada desde a regido Amazdnica até o Rio
Grande do Sul. Grande diversidade de habitos, desde herbaceo até arbustivo, ocorrendo muito
comumente espécies arboreas, e mais raramente trepadeiras e epifitas, que permitem a
ocupacdo de ambientes distintos e diversificados. A familia encontra-se bem representada nas
formagdes rupestres do Brasil com alguns géneros restritos a determinadas regies. Os seus
representantes sdo prontamente reconhecidos, principalmente, pelas folhas decussadas com
nervagdo acrédroma, estames geralmente falciformes e anteras poricidas®. Quimicamente, a
familia Melastomataceae se destaca pela presenca de &cidos graxos, triterpendides,
flavondides e taninos **.

Dentre 0 uso terapéutico desta familia encontra-se, principalmente: acdo contra
erisipela, vermes intestinais, leucorréia, ulceracbes, palpitacbes, males dos rins e bexiga,
escabiose, dermatoses, eupepsia, reumatismo, resfriado, febre, infec¢des vaginais, hematuria,

insdnia, dores de garganta, dores de cabeca®™, dor de dente®* e também indicada como
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cicatrizante e antiséptica®’. In vitro foram observadas as atividades: antibacteriana®®, efeito
antinociceptivo®, tripanocidal e analgésica®, antiviral e citotéxica®, anticolinesterasica®?,

anti-inflamatéria*®, mutagénica**, protetora da mucosa géstrica °.

2.3. Género Miconia

O género Miconia € um dos maiores representantes da familia Melastomataceae,
contando com aproximadamente 1000 espécies, as quais se distribuem ao longo da América
tropical. No Brasil este género é representado por cerca de 250 espécies®®.

Apesar do género ainda ser pouco conhecido em relagdo ao seu potencial quimico,
estudos mostram que suas espéecies apresentam possibilidades para o isolamento de
substancias com potencial biolégico.

Estudos realizados com Miconia albicans permitiram o isolamento e a
identificacdo estrutural de dois triterpenos: acido ursolico e oleandlico (Figura 2.3), os quais
estavam presentes no extrato bruto. Estes dois triterpenos apresentaram atividade bioldgica

contra as formas de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi®’.

Figura 2.3. Estruturas quimicas do &cido oleandlico e ursélico isolados de Miconia albicans

COOCH

acido oleandlico acido ursolico

Estudos realizados com o &cido ursolico relatam que este triterpeno tem
apresentado atividades antioxidantes “.

Na China, em 1995, foi realizado um estudo acerca do emprego do acido
oleandlico para o tratamento de doencas hepaticas, incluindo hepatite aguda e cronica, dentre

outras. O estudo revelou que este acido apresentou atividade hepatoprotetora, diminuindo a
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necrose de células parenquimatosas do figado, fibrose, prevencdo da cirrose cronica e
intensificacdo da regeneragéo do figado™.

Também foram descritas atividades antiparasitarias contra espécies de
Plasmodium falciparum®, Trypanosoma sp®, Leishmania®, atividade biolégica contra
Mycobacterium tuberculosis®® potencial atividade antiviral contra HIV*® e antifertilidade>*.

Estes dois triterpenos acidos podem atuar em varios estagios no desenvolvimento
de tumores, sendo: inibicdo da tumorigénese, inibicdo na producdo do tumor e inducdo da
diferenciacéo da célula tumoral, inibicdo efetiva da invasio de células tumorais e metastase®.
Podem induzir a apoptose em células tumorais além de prevenirem a transformacdo maligna
das células normais®>,

Além das inimeras atividades bioldgicas citadas anteriormente, um estudo
realizado com o acido ursélico demonstrou ainda que este triterpeno contribui de forma
significativa para a formacdo do tecido ¢sseo. 1sso ocorre porque este acido possui potencial
anabolico, o que acaba por estimular a diferenciacdo de osteoblastos, contribuindo assim para
a formagao 6ssea™.

Recentemente, um estudo fitoquimico realizado com Miconia ferruginata (Figura

2.4) levou ao isolamento e identificagdo de sete metabolitos secundarios.

Figura 2.4. Foto de Miconia Ferruginata
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Das substancias encontradas nesta espécie, dois sdo triterpenos: acido ursélico e
acido oleandlico (Figura 2.3), dois esteroides (B-sitosterol e estigmasterol) e trés flavonoides
(5,7,4’-trihidroxi-6,8-dimetilflavona, 5,6,7’- trihidroxi-4’-metoxiflavona e 5- hidroxi-7,4’-
dimetoxi-8-metilflavona) (Figura 2.5)°’

Figura 2.5. Estruturas quimicas das substancias isoladas de Miconia ferruginata

OH O OH ©

5-hidroxi-7, 4'-dimetoxi-8-metilflavona B-sitosterol

estigmasterol

Algumas das substancias isoladas de Miconia ferruginata foram testadas frente as
catepsinas B e K. Também foram realizados testes de citotoxidade in vitro frente a trés
linhagens cancerigenas: MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon) e SF-295 (SNC). Quanto
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as catepsinas B e K, estas estdo relacionadas aos processos cancerigenos e as doengas 6sseas,
respectivamente”’.

De Miconia lepidota foram isolados duas benzoquinonas®® (Figura 2.6).

Figura 2.6. Estruturas quimicas das substancias isoladas de Miconia lepidota

O
O O
)
2-metoxi-6-pentil-1,4-benzoquinona 2-metoxi-6-heptil-1,4-benzoquinona

A partir da espécie de Miconia rubiginosa foram isolados quatro triterpenos: o
acido oleandlico e o acido ursolico, os quais estdo representados na Figura 2.3 , a a-amirina e
a B-amirina representados na Figura 2.7. Também foram isoladas a epicatequina, o acido
galico, o lupeol (Figura 2.7) e o - sitosterol® representado na (Figura 2.5). Desta espécie
isolou-se também seis flavondides glicosilados: quercetina-3-O-a-ramnopiranosideo,
quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo, quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo, quercetina-3-O-
[-arabinopiranosideo, quercetina-3-O-p-galactopiranosideo e quercetina-3-O-a-

ramnopiranosideo-(1 —4)-0-B-galactopiranosideo®.
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Figura 2.7. Estruturas quimicas das substancias isoladas de Miconia rubiginosa
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Os extratos hexanico, diclorometanico e etanolico desta espécie mostraram efeitos
analgesicos significativos. Além disso, a avaliagdo da atividade antimicrobiana utilizando a
técnica de difusdo de poco realizada frente aos micro-organismos Staphylococus aureus,
Staphylococus saprophyticus, Shigella flexneri, Klebsiella pneuminiae, Streptococcus
agalactine e Candida albicans mostrou que os extratos etandlicos foram os mais ativos®. O
fracionamento do extrato diclorometénico levou ao isolamento dos &cidos ursélico e
oleandlico (Figura 2.3) como componentes majoritarios.

De Miconia stenostachya foram isolados dois triterpenos®’, cujas estruturas
guimicas estdo representadas na Figura 2.8. Os extratos hexanico, diclorometanico e etandlico
de Miconia stenostachya também foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana frente
aos micro-organismos Staphylococus aureus, Staphylococus saprophyticus, Shigella flexneri,
Klebsiella pneuminiae, Streptococcus agalactine e Candida albicans. No entanto, os extratos

demonstraram atividade apenas frente ao micro-organismo Candida albicans®*.
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Figura 2.8. Estruturas quimicas das substancias isoladas de Miconia stenostachya

COOH

HO ™"

acido sumaresinolico acido 3-epi-sumaresinélico

2.4. Género Tibouchina

O género Tibouchina esta distribuido em regibes tropicais e subtropicais das
Américas e conta com cerca de 350 espécies®’. E um género neotropical concentrado
especialmente no sudeste do Brasil estendendo-se desde o México e as Antilhas até o norte da
Argentina®®. Apresenta espécies arbdreas e arbustivas que sdo popularmente conhecidas como
quaresmeiras ou manacas e geralmente apresentam como Unico recurso para seus Visitantes, 0
polen®. Algumas espécies, no entanto, produzem néctar®™ sendo visitados por abelhas,
passaros, morcegos e roedores®®.

O género Tibouchina apresenta valor econdmico ja que suas espécies possuem
flores elegantes e com coloragdes chamativas, podendo ser utilizadas na ornamentagéo de
pracas e parques. A Figura 2.9 apresenta a foto de uma espécie pertencente ao género

Tibouchina.
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Figura 2.9. Foto de Tibouchina granulosa

Os poucos estudos realizados com as algumas espécies de Tibouchina mostram
que ja foi possivel isolar algumas substancias. Estes estudos evidenciam a presenca de
taninos®” ®® ¢ flavonsides’® ™, benzoquinonas’’, e de antocianinas”™ *. Além disso, os

compostos isolados dos extratos brutos de Tibouchina tém apresentado atividade

75,76 70, 77

antifangica’®, antioxidante™ ° e antimicrobiana

Em 2011, um estudo fitoquimico realizado pela primeira vez com Tibouchina
candolleana permitiu a identificacdo de sete substéncias, das quais apenas quatro foram
isoladas. Do extrato n-hexanico foi possivel identificar trés substancias: B-sistosterol (Figura
2.5), B-amirina e o-amirina (Figura 2.7). O fracionamento do extrato etandlico levou ao
isolamento e identificacdo de dois flavonodides: a luteolina e a genisteina (Figura 2.10). O
extrato em cloreto de metileno revelou a presenca de uma mistura entre dois acidos: acido
ursoélico e &cido oleandlico (Figura 2.3). Posteriormente, as substancias isoladas e os extratos
n-hexanico, cloreto de metileno e etandlico foram submetidos a testes antimicrobianos
utilizando bactérias endoddnticas. Os &cidos ursélico e oleandlico foram 0s que mostraram

maior atividade frente as bactérias’®.
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Figura 2.10. Estruturas quimicas das substancias isoladas de Tibouchina candolleana

luteolina genisteina

Os extratos n-hexanico, diclorometanico e etandlico da especie vegetal
Tibouchina stenoscarpa foram avaliados quanto a atividades antimicrobianas frente a alguns
micro-organismos bucais. Os micro-organismos utilizados no estudo da atividade
antimicrobiana foram: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus salivarius
(ATCC 25975), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus mitis (ATCC 49456),
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Enterococcus faecalis (ATCC 4082) e Lactobacillus
casei (ATCC 11578). O extrato em diclorometano foi o que demonstrou maior inibicao frente
aos micro-organismos testados’’.

Um estudo realizado com Tibouchina grandifolia, a qual é popularmente
conhecida como “orelha de onga” e cujo cha é usado para a cicatrizacdo de feridas, levou ao
isolamento de nove substancias (Figura 2.11). As substancias isoladas foram: (1) &cido
protocatéurico, (2) acido galico, (3) quercetina-3-O-B-D-glicuronideo, (4) quercetina-3-O-f-
D-glicopiranosideo, (5) quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo, (6) quercetina-3-O-a-L-
ramnopiranosideo, (7) quercetina-3-O-p-L-arapiranosideo, (8) quercetina-3-O-f-D-(6”-E-p-

cumaroil)-glicopiranosideo e a quercetina (9)"*.
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Figura 2.11. Estruturas quimicas das substancias isoladas de Tibouchina grandifolia
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As substancias isoladas foram investigadas quanto a atividade antiflngica frente
ao fungo Cladosporium cucumerinum. O bioensaio demonstrou que as substancias 6 e 8 se
mostraram ativas em concentragdes de 100ug e 50pg™.

Na busca por agentes anticancerigenos naturais, foi identificado, no tronco de
Tibouchina pulchra a 2,6-dimetoxibenzoquinona’ cuja estrutura esta demonstrada na Figura
2.12.

Figura 2.12. Estrutura quimica da substancia isolada de Tibouchina pulchra

H3CO OCHjs

o)

2,6-dimetoxibenzoquinona
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Tibouchina semidecandra é um arbusto que apresenta flores roxas escuras e
cresce em areas geladas ao redor do mundo. Esta espécie apresenta potencial para extracao de
corantes naturais e € tradicionalmente usada tanto para fins medicinais quanto para fins
alimentares’. O principal pigmento da flor é a antocianina, que é solGvel em agua e néo
toxica. Ha relatos que evidenciam o uso seguro dessa substancia como suplementos
alimentares’.

Esta espécie é rica em taninos, principalmente em taninos oligoméricos
hidrolisaveis. Um estudo fotoquimico realizado com folhas de Tibouchina semidecandra
COGN levou a elucidacao da estrutura e ao isolamento de alguns taninos hidrolisaveis. Foram
isolados os dimeros nobotaninos A e F, o mondmero nobotanino D e a casuarictina, cujas

estruturas estdo representadas nas figuras 2.13 e 2.14, respectivamente®.

Figura 2.13. Estruturas quimicas dos nobotaninos A, D e F isolados de Tibouchina
semidecandra COGN
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Figura 2.14. Estrutura quimica da casuaractina isolada de Tibouchina semidecandra COGN
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Uma andlise mais aprofundada do extrato das folhas desta planta resultou no
isolamento de um dimero chamado de nobotanino B (Figura 2.15) e de um trimero de
estrutura relacionada, o nobotanino E® o qual esta representado na Figura 2.16.



28

Figura 2.15. Estrutura quimica do nobotanino B isolado de Tibouchina semidecandra COGN
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Figura 2.16. Estrutura quimica do nobotanino E isolado de Tibouchina semidecandra COGN
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Em outro estudo, realizado como extrato aquoso acetdnico das folhas de

Tibouchina semidecandra, novos taninos chamados de nobotanino L, M e N (Figura 2.17)
foram isolados®’
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Figura 2.17. Estruturas quimicas dos nobotaninos L, M e N isolados de Tibouchina
semidecandra
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Em 2010 foi realizado estudo fitoquimico com as folhas secas e as cascas do caule
de Tibouchina semidecandra L e pela primeira vez avaliou-se a bioatividade desta planta. A
partir do extrato em acetato de etila das folhas foi possivel identificar quatro flavonoides: a
quercetina, a qual ja foi identificada nos extratos de Tibouchina grandifolia (Figura 2.11),
aquercetina3-0O-a-L-(2”-O-acetil) arabinofuranosida, aviculariana e a quercitrina (Figura
2.18). Dos extratos da casca do caule foi isolado o acido elagico3,3’-O-dimetil-4-O-a- L-

ramnopiranosideo (Figura 2.18)%. Sendo que este Gltimo, juntamente com quercetina 3-O-a-
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L-(2”-O-acetil) arabinofuranosida e a quercitrina foram isolados pela vez a partir desta

espécie’.

Figura 2.18. Estruturas quimicas das substancias isoladas de Tibouchina semidecandra L

quercitina 3-O-0-L(2"-O-acetil) arabinofurasanida avicularina
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quercitrina acido elagico 3,3'-O-dimetil-4-O-o-L-ramnopiranoideo

Os ensaios biologicos mostraram que os polifendis isolados e o extrato de acetato
de etila possuem fortes capacidades antioxidantes, indicando que a quercetina foi a que
apresentou maior capacidade antioxidante™.

De Tibouchina multiflora foram isolados dois taninos hidrolisaveis: o0 nobotanino

O e 0 nobotanino P®8, os quais estdo representados nas Figuras 2.19 e 2.20, respectivamente.



Figura 2.19. Estrutura quimica do no botanino O isolado de Tibouchina multiflora
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Figura 2.20. Estrutura quimica do nobotanino P isolado de Tibouchina multiflora
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2.5. Ensaio de Letalidade com Artemia salina Leach

Artemia salina é um microcrustdceo da ordem Anostraca que vive em &gua
salgada e serve como alimento vivo para peixes’®. Esta espécie tem a habilidade de produzir
cistos e nduplios. Os cistos apresentam didmetro médio de 250 pum, podem ser armazenados a
seco, suportando o vacuo. Os nauplios recém-eclodidos possuem 450 um de comprimento e
uma artémia adulta possui corpo alongado, medindo cerca de 10 mm de comprimento®.

Os ovos de A. salina Leach sdo comercializados em lojas de animais a um baixo
custo e quando colocados em &gua marinha eclodem dentro de 48h gerando quantidade de

larvas para o uso experimental®.

Figura 2.21. Foto do microcrustaceo de 4gua salgada Artemia salina®™

Em geral, os compostos bioativos sdo toxicos as larvas de A. salina. Assim, a
letalidade a este microcrustaceo pode ser utilizada como um teste preliminar rapido e simples
durante o isolamento de produtos naturais®.

Ha& na literatura diversos trabalhos que apresentam uma boa correla¢do entre os
ensaios de toxicidade a esta espécie e distintas atividades bioldgicas, tais como, antiflngica,

antiviral, antimicrobiana, parasiticida, antitumoral, tripanossomicida, dentre outras .
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Uma das principais metodologias empregadas nos testes de Artemia salina para
avaliacdo de extratos e fracdes de produtos naturais € a que foi proposta por Meyer em 1982.
Esta metodologia € avaliada tanto como uma das mais citadas e usadas quanto a mais utilizada
para adaptacGes. Pode ser considerada uma referéncia para estabelecer uma correlacéo entre a
atividade toxica sobre a Artemia salina e o ensaio de atividade antitumoral .

Meyer e seus colaboradores estabeleceram uma relacdo entre o grau de toxicidade
e a dose letal média, DLsp apresentada por extratos de plantas sobre larvas de Artemia salina.
Desde ent#o, considera-se que quando sdo verificados valores acima de 1000 pg mL™, estas
sd0 consideradas atoxicas e quando menor que 1000 pg mL™ sdo consideradas toxicas™.

Estudo realizado no litoral catarinense com 19 espécies de algas marinhas
pertencentes aos filos Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta mostrou que 25 dos 26 extratos
etanolicos testados frente a Artemia salina apresentaram toxicidade em pelo menos uma das
concentracdes testadas®®.

O teste de letalidade em Artemia salina L. também foi utilizado para avaliar a
citotoxicidade do extrato hidroalcoolico obtido das folhas de Turnera ulmifolia L.
(Turneraceae), a qual é uma erva nativa da América Tropical. O ensaio mostrou que o extrato
testado apresentou atividade quando testados frente as larvas, sendo a DLsg igual a 224,56 pg
mL-l 87.

Além de correlacionar a atividade toxica sobre o microcrustdceo e o ensaio de
atividade antitumoral, esta metodologia ainda tem sido empregada como bioindicadora e
biomonitora da qualidade da 4gua, como por exemplo, na determinacdo da citotoxicidade de
pesticidas organofosforados®®.

Portanto, o0 ensaio de letalidade em Artemia salina mostra-se como uma
ferramenta atil e versatil. Primeiro porque pode ser utilizada na avaliacdo e fracionamento
monitorado para bioatividades, podendo levar ao isolamento de diversos produtos naturais,
incluindo varias classes, tais como flavonoides, triterpenos, esterois e compostos aromaticos
simples, poupado a necessidade de ensaios antitumorais caros ou em animais. Segundo,
porque este ensaio, segundo a literatura, esta sendo utilizado em vérias outras atividades

bioldgicas confirmando assim a sua sensibilidade e versatilidade em estudos de toxicidade®*.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Coleta do material botanico

As folhas de Miconia ferruginata e de Tibouchina granulosa foram coletadas,
respectivamente, nos meses de janeiro e fevereiro de 2013. Sendo que as folhas de Tibouchina
granulosa foram coletadas na zona urbana da cidade de Anapolis-GO e as folhas de Miconia
ferruginata foram coletadas no campus da Universidade Estadual de Goias (UEG) também

localizado na cidade de Anapolis.

3.2. Obtencao dos extratos brutos

O material vegetal foi seco em temperatura ambiente e pulverizado em moinho
Willey. A extracdo do material moido foi realizada por percolacdo em etanol a temperatura
ambiente, seguida pela evaporacdo do solvente em banho-maria a 60°C, obtendo-se os

extratos brutos, conforme representado na Figura 3.1.

Figura 3.1. Obtencéo dos extratos de M. ferruginata e T. granulosa

Material vegetal Percolacdo com

»

seco e moido solvente por 5 dias
/ v

“Torta” |« Filtracdo

A\ 4
Concentragédo

do solvente

A\ 4

EXTRATO

3.3. Fracionamento dos extratos e obtencéo das fragdes

Os extratos etanolicos de Miconia ferruginata e Tibouchina granulosa foram

fracionados atraves de parti¢éo liquido-liquido, utilizando-se solventes em ordem crescente de
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polaridade: hexano, diclorometano e acetato de etila. Apds o fracionamento, os solventes

foram evaporados em temperatura de aproximadamente 50°C, originando as fracgdes

hexanicas, diclorometanicas, acetato de etila e hidroalcodlica, conforme representado na

Figura 3.2.

Figura 3.2. Metodologia utilizada no fracionamento dos extratos.

EXTRATO (15g)

1) Suspensdo em 100 mL de EtOH:H,0 (1:3)

2) Extragdo com hexano

ACETATO DE ETILA

FRACAO FRACAO
HEXANICA HIDROALCOOLICA
Extracdo com CH,CI,
FRACAO FRACAO
DICLOROMETANICA HIDROALCOOLICA
Extragdo com AcOEt
FRACAO FRACAO

HIDROALCOOLICA

3.4. Preparacdo das amostras e ensaio de Letalidade em Artemia salina Leach.

O ensaio de letalilidade em Artemia salina Leach foi realizado de acordo com a

metologia descrita po Meyer (1982), com algumas modificacdes.

A execucdo deste teste se deu conforme a Figura 4.2. Os cistos de Artemia salina

foram colocados para eclodir em uma solucdo de &gua e sal marinhoa uma concentracao de 40

g/L.A solucéosalina (pH 8-9) foi filtrada, sendo que 1L foi utilizado para a eclosédo dos ovos

(100 mg) e o restante utilizada para preparo das diluicbes das amostras a serem testadas. A

ecloséo dos ovos se deu em temperatura ambiente e sob luz de 100 W por um periodo de 48h.

No preparo das solucBes a serem testadas foram utilizados 40 mg de todas as
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amostras, os quais foram transferidos para baldes de 10 mL. Devido a baixa solubilidade em
agua salina, foram adicionados em cada amostra 1,5 mL de DMSO e 3 mL de Tween 80 a
5%. A partir da solucdo preparada anteriormente (40 mg mL™) foram realizadas diluicdes para
tubos de ensaio de 10 mL de forma a obter as seguites concentracdes: 1040 pg mL™, 520 pg
mL?, 260 ug mLte 130 pg mL™. O controle negativo (0 mg mL™) foi preparado utilizando
apenas agua salina e os reagentes utlizados na solubilizacdo das amostras. Vale lembrar que o
teste foi realizado em triplicata.

Apbs o preparo das solugdes, 10 nauplios foram coletados com uma micropipeta e
transferidos para os tubos nos quais estavam presentes os extratos e fracdes nas diferentes
concentragdes. Os tubos foram deixados em temperatura ambiente por 24 horas. Passado este
periodo, estes foram analisados para registrar a quantidade de larvas vivas. O numero de
larvas vivas em relacdo ao aumento da concentracdo dos extratos e fragdes foram utilizados

para calcular os valores da DLsg.

Figura 3.3. Esquema de preparacdo e execucdo do teste de Letalidade em Artemia salina
Leach (adaptado)®.
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3.5. Célculo dos valores de DLsg

A obtencdo da dose que causa letalidade de 50% dos nauplios (DLsg) foi feita por

calculos do método PROBIT de andlise, através do software estatistico com 95% de

confianca.

“O probit é um método que estima com eficiéncia a dose letal de um individuo a
50% (DLsg) [...] Estima doses criticas em ensaios de dose-resposta, onde uma
determinada droga é administrada em k diferentes doses (niveis), di, dy, . . ., dx em,
respectivamente, mg,m,,. . ., my individuos, obtendo-se como resposta, apds um
periodo especificado, yi, Yo, . . .,Yk individuos que mudam de estado (ocorréncia de
um sucesso, por exemplo, morte).Neste tipo de ensaio uma amostra com individuos
de uma mesma espécie € selecionada. Tal amostra é dividida em k grupos, cada um
com mi individuos, i =1, 2, ..., k. Cada dose ¢ aplicada a cada grupo e o nimero
de sucessos por grupo (morte do individuo, por exemplo) é contado.Uma
informagdo que é de interesse pratico em experimentos de dose-resposta é a medida
de Susceptibilidade ou Tolerancia de uma unidade experimental ao tratamento a que
ela foi submetida.Esta tolerdncia pode ser entendida como o valor critico que o
tratamento assume no limiar entre sucesso ou fracasso do ensaio, por exemplo, nos
experimentos de dose-resposta, ela pode ser entendida como a menor dose possivel
para matar um determinado individuo, ou seja, a dose letal (lethal dose - DL) do
individuo.Esta Tolerncia é uma varidvel aleatoria continua que ndo pode ser
medida diretamente. O que pesquisador tem em mé&os sdo as proporcdes de sucessos

(ou fracassos) para cada grupo do qual foi submetido o tratamento”®.

Sendo assim, diante dos valores da DLsy obtidos através deste método, as

substancias testadas em diferentes concentragdes serdo classificadas toxicas quando a DLs, for

menor que 1000 pg mL™ e ndo téxicas quando a DLs for maior que 1000 ug m

L-l 85.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados da extragdo

Os extratos brutos etandlicos das folhas de M. ferruginata e T. granulosa foram

obtidos conforme o procedimento 3.1 descrito na pagina 36. A Tabela 4.1 apresenta as

quantidades de extratos brutos obtidos.

Tabela 4.1. Massa de material vegetal e quantidade de extrato obtido das folhas M.
ferruginata e T. granulosa

Material Vegetal

Massa de extrato Massa de extrato

Seco () Solvente  \ tida (q) obtida (%) Cadigo
M. ferruginata (935,22) Etanol 23,41 2,5 MFFE
T. granulosa (870,65) Etanol 23,89 2.7 TGFE

M = Miconia; F = ferruginata; T = Tibouchina; G = granulosa; F = folha; E = etanol.
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4.2. Resultados do fracionamento dos extratos brutos através da parti¢do liquido-liquido

A tabela 4.2 descreve a quantidade inicial dos extratos brutos etanolicos das
folhas de M. ferruginata e T. granulosa utilizados na particao liquido-liquido, bem como o
rendimento das fragcGes hexanicas, diclorometanicas, em acetato de etila e das fragdes
hidroalcoolicas apds a particéo.

Tabela 4.2. Massas obtidas da particdo liquido-liquido dos extratos brutos de Miconia
ferruginata e Tibouchina granulosa.

Massa das fragdes Massa das fracdes

Extrato () Solvente obtidas (q) obtidas (%) Cadigo
Hexano 0,5128 3,4 MFFE-H

M. ferruginata (15) Diclorometano 0, 6163 4,1 MFFE-D
Acetato de etila  0,4569 3,0 MFFE-A
Residuo aquoso 0,738 4,9 MFFEW
Hexano 0, 6839 4,5 TGFE-H

T. granulosa (15) Diclorometano 1, 00 6,6 TGFE-D
Acetato de etila 1, 4742 9,8 TGFE-A
Residuo aquoso 2, 1661 14,4 TGFE-W

M = Miconia; F = ferruginata; T = Tibouchina; G = granulosa F = folha; E = etanol; H = hexano;
D = diclorometano; A = acetato de etila; W = agua

4.3 Avaliacdo da atividade tdxica de extratos e fracdes de Miconia ferruginata.

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo A. salina foi realizado com
quatro amostras da espécie Miconia ferruginata: MFFE, MFFE-H, MFFE-D e MFFE-A.
Conforme demonstrado na Tabela 4.3, observa-se que tanto o extrato bruto quanto

as fracBes de Miconia ferruginata apresentaram DLso< 1000 pg mL™.

Tabela 4.3. Avaliacdo da toxicidade em A. salina Leach (DLsp) de extratos e fragOes obtidos
de Miconia ferruginata e seus respectivos limites do intervalo de confianca de 95%.

Intervalo de confianca 95%

DLso (ug mL™)

Amostras Limite inferior  Limite superior
MFFE 328, 425 225 920 430, 924
MFFE-H 835, 941 712, 773 959, 1095
MFFE-D 571, 153 360, 937 781, 370
MFFE-A 502, 219 376, 825 627, 612

M = Miconia; F = ferruginata; F = folha; E = etanol; H = hexano; D = diclorometano; A = acetato de etila.
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Meyer e seus colaboradores (1982) estabeleceram uma classificagdo na qual,
amostras que apresentam DLso > 1000 pg mL™ s&o consideradas atéxicas e amostras que DLsg
< 1000 ug mL™ sdo considerados toxicas frente ao microcrustaceo A. salina. Também
descreveram que o bioensaio com A. salina ndo é um ensaio especifico para esta ou aquela
atividade biologica. Outras correlagdes utilizando o microcrustdceo A. salina ja foram
determinadas, como é o caso de bioensaios para determinacio de atividades inseticidas® e
para determinagéo anti-tripanossoma °.

De acordo com Mclaughlin (1998), existe uma correlacdo entre a toxicidade sobre
0s microcrustaceos A. salina e células tumorais humanas®

Assim, os resultados obtidos para os extratos e fracbes de M. ferruginata
demonstraram que além da atividade antitumoral as substancias isoladas a partir desta espécie
possam também apresentar outras atividades bioldgicas, ja que os valores da DLsg evidenciam
que todas as amostras testadas apresentaram toxicidade sobre as larvas de Artemia salina.

Diante disso, vale ressaltar que na literatura consultada ndo foram encontrados
estudos que tenham verificado a toxicidade da espécie Miconia ferruginata em A. salina. No
entanto, um estudo realizado com a espécie Miconia ferruginata o extrato bruto etandlico e as
fracOes hexanica, diclorometanica e acetato de etila foram submetidos a ensaios de inibigdo
enzimatica (in vitro) das catepsinas B e K. Os resultados mostraram que todas as amostras,
exeto a fracdo hexanica, inibiram mais de 75% das enzimas®’.

No mesmo estudo foi avaliada a citotoxicidade in vitro da mistura isomérica dos
acidos ursolico e oleandlico, isolada da fracdo hexanica de M. ferruginata, bem como da
mistura dos derivados semi-sintéticos ursolato e oleanolato de metila. A citoxicidade das
amostras frente a trés linhagens MDA-MB-435 (melanoma), HCT- 8 (c6lon) e SF-295

(sistema nervoso central) estdo representadas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Porcentagem de inibigdo dos triterpenos nas formas acida e metilada.

Amostra Linhagem celular
MDA-MB-435 HCT- 8 SF-295

Acido ursélico e 4cido oleandlico 15,08% 40,59% 32,98%

Ursolato e oleanolato de metila 98,10% 98,57% 69,89%

Fonte: >’
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Levando em consideragdo que valores maiores que 90% sdo relevantes quanto a
inibicdo do crescimento tumoral, pode-se concluir que a forma metilada apresentou maior

citotoxicidade frente as linhagens testadas do que a forma acida.
4.4 Avaliacdo da atividade toxica de extratos e fragdes de Tibouchina granulosa.

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo A. salina foi realizado com
guatro amostras da espécie Tibouchina granulosa: TGFE, TGFE-D, TGFE-A e TGFE-W.

Conforme a Tabela 4.5, observa-se que das quatro amostras testadas duas
apresentaram resultados significativos, DLsy < 1000 pg mL™, e duas apresentaram alta

toxicidade frente a A. salina.

Tabela 4.5. Avaliacéo da toxicidade em A. salina Leach (DLsp) de extratos e fragfes obtidos
de Tibouchina granulosa e seus respectivos intervalos de confianca de 95%.

Intervalo de confianca 95%

Amostras DLso (ug mL™) . — )
Limite inferior  Limite superior

TGFE 1096, 515 972,551 1220, 479

TGFE-D 633, 817 488, 202 779, 432

TGFE-A 1331, 549 763, 104 1899,99

TGFE - W 695, 435 583, 671 807, 180

T = Tibouchina; G = granulosa; F = folha; E = etanol; D = diclorometano; A = acetato de etila; W = agua

Também ndo foram encontrados na literatura estudos realizados com a espécie
Tibouchina granulosa frente & microcrustaceos de Artemia salina Leach. No entanto, estudos
realizados com algumas espécies deste género tém demonstrado atividades biologicas tais
como: antimicrobiana, como é caso de Tibouchina stenoscarpa’’, antif(ingica, como é o caso
de Tibouchina grandifolia™ e antioxidantes como é o0 caso da espécie Tibouchina

semidecandra L.



43

5. CONCLUSAO

A avaliacdo da atividade tdxica das espécies M. ferruginata e T. granulosa frente
ao microcrustaceo Artemia salina Leach corroboraram para o fato de que esta é realmente
uma técnica muito sensivel.

O teste demonstrou que o extrato etandlico e as fragdes hexanica, diclorometanica
e em acetato de etila da espécie M. ferruginata se mostraram ativas frente ao microcrustaceo
A. salina Leach j& que apresentaram DLsp< 1000 pg mL™.

Quanto a espécie Tibouchina granulosa foi observado que das quatro amostras
testadas, duas apresentaram toxicidade frente ao microcrustaceo, como foi o caso da fracdo
diclorometanica e da fracdo hidroalcodlica. As outras duas amostras, extrato etandlico e a
fracdo em acetato de etila ndo apresentaram toxicidade frente a0 microscrustaceo A. salina
Leach.

Sendo assim, torna-se possivel a realizacdo de estudos mais aprofundados em
relacdo as espécies estudadas, ja que apresentaram toxicidade frente ao microcrustaceo A.

salina Leach.
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