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RESUMO

Avicennia schaueriana, conhecida popularmente como mangue preto ou siritiba, foi
selecionada para este estudo devido ao forte potencial antifingico e antioxidante detectado
nos extratos brutos de caules e folhas. O género Avicennia (Acanthaceae) ¢ caracterizado
quimicamente pela presenca de iridoides glicosilados, flavonoides, diterpenos e
naftoquinonas, porém ndo ha registro de estudos fitoquimicos com A. schaueriana. Sendo
assim, o presente trabalho teve como objetivo comparar o perfil quimico de A. schaueriana
coletada em dois diferentes locais, direcionando o estudo para a identificacdo dos compostos
e/ou das classes de compostos responsaveis pelas atividades antifingica e antioxidante. Para
tanto, folhas e caules de A. schaueriana coletados na Ilha do Cardoso (IC) e em Itanhaém (It)
foram moidos e extraidos com etanol sob pressao e temperatura. Os extratos etandlicos de
folhas e caules foram particionados com éter de petroleo, cloroformio e acetato de etila.
Posteriormente, os extratos e fragdes foram submetidos a analises em CLAE para verificacao
do perfil quimico. Para avaliacdo da atividade antioxidante, os extratos e fracdes foram
submetidos a ensaio qualitativo em cromatografia de camada delgada (CCD) com uma
solucdo do radical DPPH e ensaio quantitativo em microplaca com DPPH, e para a
identificacdo das classes de compostos responsaveis pela atividade, foram realizadas
revelagdes quimicas com Cloreto de Aluminio (5%) e NP-PEG, além da quantificacdo de
fendis totais. Para avaliacao da atividade antifiingica, os extratos e fragcdes foram submetidos a
ensaio qualitativo por bioautografia em CCD com os fungos filamentosos Cladosporium
sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides e Colletotrichum lagenarium, ensaio
quantitativo pelo método de diluigio em Agar com o fungo filamentoso Colletotrichum
gloeosporioides, e determinacao da Concentragdo Minima Inibitoéria (CMI) com os fungos C.
gloeosporioides e C. sphaerospermum. As fragdes ativas foram purificadas por cromatografia
em camada delgada preparativa e identificadas a partir de analises por Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM) e Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM). A comparacao do perfil quimico entre A. schaueriana
(IC) e (It) mostrou que existem diferencas quantitativas de acordo com o perfil
cromatografico, e qualitativas de acordo com a identificagdo de alguns compostos. A.
schaueriana (IC) se mostrou mais ativa em relagdo a A. schaueriana (It) para as duas
atividades bioldgicas testadas. Na atividade antioxidante, o maior teor de compostos fenolicos
detectado em A. schaueriana (IC) relaciona-se diretamente ao potencial de sequestro de
radicais livres, estando a atividade provavelmente relacionada a presenga de flavonoides
detectados por revelacdes quimicas. J4 a atividade antifingica provavelmente est4 relacionada
a presenca de naftoquinonas, dentre elas o lapachol, a ampla gama de ésteres metilicos de
acidos graxos, a presenga do lupeol, e também de derivados do acido cindmico, sendo que a
diferenca de potencial antifingico entre IC e It, provavelmente se deve a presenca mais
marcante das naftoquinonas em IC do que em It, na qual praticamente ndo foram detectadas.

Palavras chave: Avicennia schaueriana, metabolismo secundario, perfil quimico, potencial
antioxidante, potencial antifingico, naftoquinonas.



ABSTRACT

Avicennia schaueriana, popularly known as black mangrove or siriuba was selected for this
study due to the strong antifungal and antioxidant potential detected in crude extracts of stems
and leaves. The genus Avicennia (Acanthaceae) is chemically characterized by the presence of
iridoid glycosides, flavonoids, diterpenes and naphthoquinones, but there is no record of
phytochemical studies with A. schaueriana. Therefore, this study aims to compare the
chemical profile of A. schaueriana collected in two different locations, regarding the
identification of compounds and/or classes of compounds responsible for the antifungal and
antioxidant activities. For this purpose, leaves and stems of 4. schaueriana collected at Ilha
do Cardoso (IC) and Itanhaém (It) were ground and extracted with ethanol under pressure and
temperature. The ethanolic extracts of leaves and stems were partitioned with petroleum ether,
chloroform and ethyl acetate. Subsequently, the extracts and fractions were subjected to
HPLC analysis for verification of chemical profile. To evaluate the antioxidant activity, the
extracts and fractions were subjected to qualitative assay on thin layer chromatography (TLC)
with a solution of DPPH and quantitative microplate assay with DPPH. Aluminum chloride
(5%) and NP-PEG were used for the detection of flavonoids, and the phenolic content
was measured using the Folin-Ciocalteau reagent. To evaluate the antifungal activity, the
extracts and fractions were subjected to qualitative assay by bioautography TLC with
filamentous fungi Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides and C.
lagenarium, quantitative assay by agar dilution method with the filamentous
fungusColletotrichum gloeosporioides. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
determined for C. gloeosporioides and C. sphaerospermum. The active fractions were purified
by preparative thin layer chromatography and identified from the analysis on LC-MS and GC-
MS. A comparison of the chemical profile between A. schaueriana (IC) and (It) has shown
that there are quantitative and qualitative differences according to the chromatographic profile
and the identification of some compounds, respectively. 4. schaueriana (IC) was more active
in relation to 4. schaueriana (It) for the two tested biological activities. The higher content of
phenolic compounds ind. schaueriana (IC) seems to be directly related to the potential for
scavenging free radicals, and to the presence of flavonoids. The antifungal activity could
probably be related to the presence of naphthoquinones, lapachol among them, the wide range
of methyl esters of fatty acids, the presence of lupeol, and also derivatives of cinnamic acid.
The higher antifungal potential of IC is probably due to the presence of naphthoquinones.

Keywords: Avicennia schaueriana, secondary metabolism, chemical profile, antioxidant
activity, antifungal activity, naphthoquinones.
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Introducio

1. Introduciao

Do ponto de vista utilitarista a biodiversidade ¢ fonte de muitos recursos uteis, ou
potencialmente uteis para as populacdes humanas, tais como alimentos, farmacos e matérias
primas (Hanazaki, 2003). Deste modo, a pratica da utilizagdo de recursos naturais no
tratamento e cura de doengas esteve presente na espécie humana desde os primordios da
civilizagdo. O homem, preocupado com sua integridade fisica e o alivio da dor, observava
constantemente as caracteristicas da natureza e a partir da relacdo dos animais com as diversas
espécies vegetais, avaliava quais apresentavam potencialidade de uso para alivio de seus
problemas, utilizando-as como medicamento, alimento e até mesmo produzindo ferramentas
(Di Stasi, 1996).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Satde calcula que 80% da populagdo do
planeta utilizam de alguma maneira, plantas como medicamentos. Porém, o desconhecimento
sobre a biodiversidade das florestas tropicais torna o uso dos produtos naturais reduzido a um
pequeno numero de plantas conhecidas. Estima-se que no mundo, sejam utilizadas cerca de
25.000 espécies nas preparagdes da medicina tradicional (Garcia, 1995), sendo que sé no
Brasil sdo catalogadas mais de 55.000 espécies vegetais de um total estimado entre 350.000 e
550.000 (Guerra; Nodari, 2001).

A observagao da natureza pode ser valida na descoberta de novas substancias quimicas
com potenciais terapéuticos, sendo assim, os vegetais constituem uma rica fonte de novas
substancias com atividade bioldgica potencial (Di Stasi, 1996). No entanto, a diminui¢do das
coberturas vegetais implica na perda da diversidade, além de inviabilizar o conhecimento
aprofundado da mesma (Souza, 2007).

Como tentativa de direcionar esfor¢os na preservagdo da biodiversidade, Myers (1988)
criou o conceito “hotspot de biodiversidade”. Os hotspots sdo areas onde ha elevada
quantidade de espécies endémicas, porém com risco de perda de seu habitat (Myers et al.,
2000). Atualmente estima-se que a soma da area total dos 34 hotspots existentes, seja
equivalente a apenas 2,3% da superficie terrestre (Conservation International, 2011), sendo
que grande parte da populacdo mundial vive dentro destes hotspots, apresentando elevado
crescimento demografico (Hanazaki, 2003).

O Brasil possui biomas de grande diversidade genética (Souza, 2007), dentre eles a

Mata Atlantica, um dos 34 hotspots mundiais (Pinto et al., 2006; Lagos; Muller, 2007;



Introducio

Conservation International, 2011). A Mata Atlantica ¢ considerada o bioma mais rico em
biodiversidade do planeta (S.0.S. Mata Atlantica, 2010), além de possuir varias formagodes
associadas como manguezais, restingas, formacdes campestres de altitude e brejos (Tabarelli
et al., 2005). Sua extensdo original perfazia 1.300.000 Km?, o que correspondia a 15% do
territorio nacional, englobando 17 estados brasileiros, embora atualmente 93% dessa floresta
j& tenham sido devastados ou alterados de alguma maneira (S.0.S. Mata Atlantica, 2010).
Essa reducdo de area se deve ao fato de que cerca de 60% da populagdo brasileira vivem
nestas regides, exercendo pressoes por intermédio dos impactos de suas atividades, tais como
desmatamentos, exploragdo de recursos minerais, implantacdo de projetos agropecuarios,
queimadas criminosas, entre outros (Silva; Andrade, 2005; S.0.S. Mata Atlantica, 2010). Tais
fatores intensificam a perda da diversidade, levando a fragmentacdo do conhecimento sobre o
funcionamento do ecossistema (Pinto et al., 2006).

Somada a perda de diversidade, estima-se que menos de 1% da flora brasileira ¢
conhecida quimicamente (Souza, 2007). Portanto, a intensificagdo de investimentos nesta area
de estudo possibilitard o uso e o manejo sustentavel, além da preserva¢do das espécies

reconhecidamente importantes no aspecto farmacologico/medicinal.

1.1 Os metabdlitos secundarios ou especiais

Apesar da facilidade para sintetizar substancias em laboratério, as plantas continuam
sendo importantes fontes de farmacos, pois os produzem naturalmente, sem fornecimento
adicional de energia. Além disso, a estrutura de algumas moléculas ¢ tdo complexa, que os
métodos para a sintese em laboratorio sao muito onerosos (Raven; Evert; Eichhorn, 2007).

A variedade de substancias que as plantas produzem, deriva em grande parte do seu
metabolismo secundario (Raven; Evert; Eichhorn, 2007), ou também denominado por varios
autores como metabolismo especial (Monteiro et al., 2005; Furlan et al., 2010). No interior
das células de todas as plantas ocorrem reacdes enzimaticas pertencentes ao metabolismo
vegetal, que ¢ dividido, didaticamente, em duas partes: a sintese de metabolitos primdrios, € a
sintese de metabdlitos secundarios, formados a partir de vias metabodlicas alternativas, e
muitas vezes, dependentes do metabolismo primario (Favero; Pavan, 1997; Santos, 2001).

Durante a fotossintese as plantas utilizam a energia da luz solar para sintetizar os
compostos carbonados necessarios aos processos celulares essenciais a vida. Fazendo uso de
seis moléculas de géas carbonico (CO;) e seis moléculas de dgua (H,0), produzem glicose,

liberando oxigénio e energia na forma de ATP. Essa glicose produzida ¢é translocada pela
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planta, na maioria das vezes, na forma de sacarose, ou ainda armazenada, por exemplo, na
forma de amido (Pimentel, 1998; Taiz; Zeiger, 2009).

Durante a respiracao celular ocorre a oxidacao dos agticares produzidos na fotossintese
através da glicolise, do ciclo de krebs (ou ciclo do acido citrico) e da fosforilagao oxidativa,
produzindo ATP e liberando uma série de &acidos organicos. Os intermediarios desses
processos bioquimicos e os substratos gerados proporcionam o ponto de partida para inumeras
rotas biossintéticas na planta (Taiz; Zeiger, 2009).

Com a incorporacdo de nutrientes minerais absorvidos pelas raizes, associada aos
substratos e a liberacdo de energia gerados na respiracdo, a planta produz os compostos
necessarios ao seu crescimento e desenvolvimento, como os carboidratos, lipideos,
aminoacidos (proteinas) e 4cidos nucléicos. Tais compostos pertencem ao metabolismo
primario do carbono, ou metabolismo principal, sendo denominados, portanto, de metabdlitos
primarios, por serem indispensaveis a existéncia e manutencao da vida e ocorrerem em todos
os vegetais (Taiz; Zeiger, 2009).

Ja os demais compostos intermedidrios e produtos destes processos bioquimicos sido
precursores de rotas biossintéticas alternativas, que levam a formacdo dos metabdlitos
secundarios, ou especiais (Dewick, 2009; Taiz; Zeiger, 2009).

Estas substancias, apesar de ndo serem essenciais ao desenvolvimento da planta,
contribuem na defesa contra predadores e desenvolvimento de estratégias para permanéncia
em seu ecossistema, apresentando atividades bioldgicas interessantes, € sendo assim,
utilizadas principalmente na industria farmacéutica (Ferri, 1996; Santos, 2001).

Os metabolitos secundarios, ou especiais, podem ser divididos em trés grandes grupos
quimicamente distintos: terpenos, compostos nitrogenados e compostos fendlicos (Taiz;
Zeiger, 2009), dentro dos quais sdo encontradas diversas classes quimicas. O ciclo
biossintético geral dos metabolitos secundarios encontra-se ilustrado na Figura 1 a seguir.

Terpenos, terpendides ou isoprendides sdo compostos que derivam da unido de
unidades pentacarbonadas que apresentam um esqueleto ramificado de isopentano, elemento
estrutural basico dos terpenos, também denominado como unidade isoprénica (difosfato de
isopentenila — IPP) (Aharoni et al., 2006; Taiz; Zeiger, 2009). Os terpenos constituem o maior
grupo de produtos secundarios, sendo sintetizados pela via do 4cido mevaldnico ou via fosfato
de metileritritol (Simoes; Spitzer, 2003). Apesar de serem sintetizados a partir de poucas vias
bioquimicas, as varias formas de modificagdes enzimaticas tais como, hidroxilacdes,
acetilagdes e metilagdes, adicionam uma grande diversidade estrutural aos compostos

emitidos, aumentando a volatilidade dos mesmos no passo final de sua forma¢ao (Dudareva et
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al, 2004; Gang, 2005). Nas plantas, tais compostos desempenham fungdes fisioldgicas e
ecoldgicas especificas para sua sobrevivéncia e adaptagdo ao meio ambiente, atuando na
defesa contra herbivoria e ataque de patdgenos, atragdo e orientacdo de polinizadores, atragao
de dispersores de sementes e na transmissao de informagdes sobre o status fisiologico da

planta (Dudareva et al., 2011).

CO,

l Fotozsintese

| Metabolismo Primario do Carbono I

3-Fosfoglicerato
(3-PGA)

Entrose-4-Fosfato Piruvato

Fosfoenolpiruvato /

CiclodoAcido |« Acetil-CoA —|

Tncarboxilico

7 7 7 \
Aminoacidos L

Viado Acido Aiiféticos Viado Acido Viado Acido
Chiquimico Malénico Mevalonico | Viado Piruvato / 3-PGA
Aminodcidos

Ammaticos

- | Metabolismo Secundario do Carbono

Figura 1: Principais rotas biossintéticas do metabolismo secundario e suas associagdes ao metabolismo primario
(Taiz; Zeiger, 2009).

J& os compostos nitrogenados, englobam uma variedade de metabolitos secundarios
que contém nitrogénio em sua estrutura. Essa categoria inclui compostos bem conhecidos
como os glicosideos cianogénicos, os glicosinolatos e os alcaloides, os quais sao de grande
interesse devido ao seu efeito toxico e suas propriedades farmacologicas (Taiz; Zeiger, 2009).
Desde tempos antigos que o homem vem utilizando os alcaldides na forma de extratos
vegetais, como venenos, estimulantes, narcéticos e também na medicina. Para as plantas,
muitos destes compostos atuam como substancias de defesa contra animais e
microorganismos, por exemplo (Heldt, 2005).

Este grupo ¢ proveniente de aminoacidos alifaticos e aminoacidos aromaticos,

podendo ter em sua estrutura cadeias carbonicas provenientes de outras vias do metabolismo
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secundario. Todos os alcaldides t€ém em comum a presenca de um ou varios atomos de
nitrogénio normalmente em um anel heterociclico, o que lhes confere carater alcalino
(Buchanan, 2000). Tais compostos sdo armazenados sob a forma protonada, principalmente
no vacuolo (Heldt, 2005).

Outro grupo importante ¢ o dos compostos fendlicos. Eles sdo caracterizados pela
presenca de um grupo fenol, ou seja, um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico
(Taiz; Zeiger, 2009), e exibem uma grande diversidade de estruturas, com cerca de 10.000
substancias conhecidas (Simdes et al., 2003; Taiz; Zeiger, 2009).

Os fendlicos sdo normalmente encontrados como ésteres ou glicosideos, € em menor
escala, como compostos livres (Vermerris; Nicholson, 2006). Sua biossintese ocorre pela via
do 4cido chiquimico que ¢ a responsavel pela formacdo da maioria dos fendlicos. Algumas
estruturas sdo exclusivas desta via, como as encontradas nos acidos fenolicos (C6-C1) e nos
fenilpropanoides (C6-C3). Outras classes de fenolicos como os flavonoides (C6-C3-C6) sdo
provenientes de biossintese mista, na qual a via do 4cido chiquimico fornece um anel C6-C3
enquanto que a via do acetato malonato oferece o outro anel C6.

Existem varias classes destes compostos, incluindo os fenois simples, acidos fenoélicos,
fenilpropanoides, flavonoéides, taninos, ligninas e quinonas (Cseke et al., 2006).

A maior parte das substancias formadas por essa classe de compostos ¢ destinada a
producdo de constituintes de parede estrutural, as ligninas, sendo as mesmas essenciais para o
desenvolvimento vascular, possibilitando a capacidade de sustentagdao dos vegetais, a qual foi
de extrema importancia para a conquista do ambiente terrestre. Além disto, através dessa via €
formada uma vasta matriz de constituintes que assumem papé€is nao estruturais, mas que sao
de extrema importancia para defesa, desenvolvimento, sinalizagdo ao estresse, e atracdo de
polinizadores e dispersores de frutos ou repulsdo de insetos (Vermerris; Nicholson, 2006).

A variedade dos metabdlitos secundarios encontrados nas plantas pode ser explicada
pelo fato de que os vegetais estdo enraizados no solo e ndo podem se deslocar. Deste modo,
eles ndo podem responder ao meio ambiente pelas mesmas vias que 0os animais € por isso
criam artificios moleculares para garantir sua sobrevivéncia (Gottlieb, 1990; Harborne 1993;
Sandes; Di Biasi, 2000).

Como os produtos de origem natural sdao sintetizados por organismos vivos, ou seja, a
partir de seu metabolismo, espera-se que tais substancias tenham maior chance de apresentar
alguma atividade bioldgica (Sandes; Di Biasi, 2000).

Segundo Rouhi (1997), a selegdao de espécies com potencial farmacologico/medicinal

realizada através de bioensaios dirigidos para a detec¢do de substancias de interesse, viabiliza
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a protecdo ¢ promove a exploracdo racional da diversidade vegetal, disponibilizando uma
fonte de novos produtos para a humanidade. Neste contexto, durante a realizacdo do projeto
tematico “Conservagdo e Utiliza¢ao Sustentavel da Biodiversidade Vegetal do Cerrado e Mata
Atlantica: Diversidade Quimica e Prospeccao de Novos Farmacos — Fase II”, dentro do
programa BIOTA/FAPESP (Processo n° 03/02176-7), registrado no Instituto de Botanica de
Sao Paulo sob ntimero 03.03, nosso grupo se dedicou a bioprospec¢do de plantas nativas
detentoras de atividades biolodgicas, realizando triagens no estado de Sao Paulo em regides de
Cerrado ¢ Mata Atlantica. Estas triagens indicaram algumas espécies, dentre elas Avicennia
schaueriana, selecionada para este estudo devido ao forte potencial antifngico e antioxidante
detectado em extratos brutos obtidos de seus caules e folhas em testes preliminares realizados

pelo grupo.

1.2 Género Avicennia

O género Avicennia pertence a familia Acanthaceae, sendo representado por duas
espécies no Brasil: Avicennia schaueriana e Avicennia germinans (Profice, et al., 2010), as
quais constituem a vegetacdo dos mangues (Barroso, 1991). Estudos demonstraram que
Avicennia sp. pode se desenvolver em uma variedade de condic¢des, desde substratos arenosos
a argilosos (Bernini, et al., 2006), e dentro de seu ecossistema caracteristico, ¢ considerada a
mais tolerante ao estresse ambiental, podendo ser encontrada em substratos altamente salinos
ou em 4reas sujeitas a baixas temperaturas (Silva et al., 2005).

Os manguezais sdo ecossistemas tipicamente tropicais € estdo presentes em quatro
continentes e seis regides geograficas do planeta, sendo as de maior ocorréncia: América
Central e Caribe, India, Peninsula da Indochina, Brasil e Australia (Fonseca; Rocha, 2004).
Sdo ecossistemas costeiros de transicdo entre o ambiente marinho e terrestre, estando sujeitos
ao regime das marés. Ocorrem em regides protegidas como estuarios, baias e lagunas (Silva,
et al., 2005), planicies e praias lodosas e desembocaduras de rios, sendo compostos por
arvores e arbustos com grande tolerancia a &aguas salobras (Fonseca; Rocha, 2004). A
diversidade de espécies associadas aos manguezais depende das condigdes climaticas
regionais e da proximidade com outras formagdes vegetais (Lacerda, 1999).

O género Avicennia ¢ caracterizado quimicamente pela presenca de iriddides
glicosilados (Bousquet-M¢lou; Fauvel, 1998; Feng et al., 2006), flavonoides (Feng et al.,
20006), diterpenos (Subrahmanyam et al., 2006), naftoquinonas (Ito et al., 2000) — Figura 2, e
ja& foram listadas algumas atividades biologicas, como acdo anticolinesterasica em A.

officinalis (Suganthy et al., 2009), efeito antiviral (Zandi et al., 2009) e antioxidante
6
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(Ramadan et al., 2009) em 4. marina, além da sua utilizagdo no combate a fungos em raizes
de quiabo e feijao (Tariq et al., 2006), e da comprovagdo de potencial alelopatico (Chen et al.,
2009). Mais recentemente, estudos demonstraram potencial antibactericida nas cascas e raizes

de 4. schaueriana (Santos, et al., 2010).
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Figura 2: Compostos identificados no género Avicennia. 1 — 5: Iridoides glicosilados; 6 — 13: Diterpenos; 14 —
17: Flavonoides; 18 — 26: Naftoquinonas.

1.3 Avicennia schaueriana Stapf & Leech.

Avicennia schaueriana (Figura 3), conhecida popularmente como mangue preto ou
sirtuba (Ramos; Geraldo, 2007), possui raizes curtas e na posi¢ao vertical, proprias para solos
salinos, denominadas pneumatoforos (Silva, et al., 2005; Sérgio, et al., 2006). Suas folhas
apresentam-se brilhosas e com glandulas que expelem sal (Fonseca; Rocha, 2004). A espécie
encontra-se distribuida geograficamente nos estados do Par4a, Maranhao, Ceard, Sao Paulo,

Rio de Janeiro, Parana e Santa Catarina, mas ndo ¢ endémica do Brasil (Profice, et al., 2010).
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Figura 3: Avicennia schaueriana. A direita e acima — destaque para as folhas. A direita e abaixo — destaque para
os pneumatoforos. Foto: Kassia Fardin (2012).

Estudos recentes demonstraram que A. schaueriana teve respostas morfologicas
distintas em ambientes com diferente salinidade, indicando que, nos locais de maior
competitividade para a espécie (ambiente salobro), houve um aumento na assimetria foliar em
relacdo a plantas de ambiente salino, o que poderia estar relacionado ao aumento do gasto
energético implicado pela competicao (Santos, 2011). Em contrapartida, do ponto de vista
quimico, ndo ha referéncias quanto ao seu metabolismo secundario € os compostos
provenientes dele.

Levando-se em consideracdo a falta de estudos fitoquimicos com A. schaueriana,
torna-se importante a realizacdo de um estudo mais aprofundado, j4 que a mesma se mostra
promissora no isolamento de substancias com potencial antioxidante e antifingico.

Além disso, a ocorréncia da planta em diferentes manguezais, e em condig¢des distintas
de salinidade dentro do referido ecossistema, pode sugerir que haja diferenca no perfil do
metabolismo secundario em fung¢do do local, j4 que foram comprovadas alteragdes
morfologicas em plantas encontradas em locais de alta competitividade quando comparadas
aos mais habituais.

Desta forma, um estudo que possibilite a comparagao do perfil quimico em diferentes
locais de ocorréncia, pode colaborar para o melhor entendimento da espécie, contribuindo

ainda, neste caso, para a descoberta € o conhecimento de substancias de interesse medicinal.
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1.4 Antioxidantes

Recentemente, tem havido um interesse crescente na descoberta € conhecimento de
antioxidantes derivados de plantas. Antioxidante ¢ uma substancia que, em pequenas
quantidades, ¢ capaz de prevenir ou retardar, de forma significativa, a oxidagdo de materiais
facilmente oxidaveis, tais como as gorduras, podendo agir na neutralizagdo ou sequestro de
radicais livres e at¢é mesmo na quelagdo de metais de transi¢ao (Pietta, 2000; Liu, 2010;
Miguel, 2010).

Os radicais livres tém um papel importante nas reagdes bioquimicas/fisiologicas do
corpo humano, no entanto, se houver produgdo excessiva de radicais de oxigénio durante os
processos patofisiologicos ou devido a fatores ambientais adversos e nao existirem
antioxidantes disponiveis in vivo, podem ocorrer doencas e danos profundos em tecidos
(Molyneux, 2004; Huang, 2005). O processo de envelhecimento e patologias como o cancer,
enfisema, aterosclerose, artrites e outras doengas graves estao relacionadas com a oxidagao de
componentes bioldgicos como membranas celulares, proteinas ¢ o DNA (Liu 2010; Miguel
2010). Desta forma, a descoberta de substdncias com potencial antioxidante de origem
vegetal, pode proporcionar o desenvolvimento de técnicas mais brandas para o tratamento de

tais enfermidades.

1.5 Antifungicos

E importante a descoberta de substincias com potencial antifingico devido a evolugao
continua da resisténcia desses organismos tanto na medicina como na agricultura. A procura
por agrotdxicos mais seguros, com menos toxicidade sobre o ambiente e os animais ¢ uma
grande preocupacao (Oliva et al., 2003). Desta forma, estudos que visem o combate a fungos
fitopatogénicos sdao de grande interesse agricola, visto que os mesmos sao responsaveis por
grandes perdas e prejuizos de dmbito econdmico, além dos danos ecoldgicos proporcionados
pelo uso de pesticidas no seu combate.

Para estudar a atividade antiflingica, o presente trabalho realizou testes com fungos
dos géneros Cladosporium e Colletotrichum. Os fungos do género Cladosporium sao, de
maneira geral, saprofiticos do solo e de vegetais em decomposi¢do, seus esporos sdo dispersos
pelo ar, podendo causar alergias (Meng et al. 2012). Ja os fungos do género Colletotrichum,
sdo0 os responsaveis causadores de antracnose em diversas culturas, a qual ¢ caracterizada pela

desfolha precoce, podendo levar @ morte do hospedeiro. O patdégeno pode afetar qualquer
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parte da planta, ¢ quando a doenca atinge o fruto, inutiliza-o para o consumo e,
consequentemente para o comércio (Sussel, 2005).

O fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries, é considerado uma espécie
fitopatogénica em Anacardium occidentale L. (cajueiro), nos estados da Bahia, Ceara, Rio
Grande do Norte e Piaui, em Lycopersicon esculentum Mill. (tomateiro), no Pernambuco, e
também em Zea mays L. (milho), causando a podriddo de Cladosporium (Mendes, Urben,
2014). Enquanto que o fungo Cladosporium sphaerospermum Penzig, ¢ uma espécie comum
e cosmopolita, ocorrendo como invasor secundario em diversas partes de plantas, como a
rizosfera do feijdo, e sementes de arroz e milho. E encontrado em ambientes como ar, solo,
comidas e tinturas, € mostra-se sensivel a diversas substancias quimicas (Hoog, Garro 1995).
Em humanos, C. cladosporiodes e C. sphaerospermum podem causar feohifomicose
subcutanea (Gugnani et al. 2000, Vieira et al. 2001, Qiu-Xia et al. 2007, Sang et al. 2011) e
doencas do trato respiratorio (Yano et al. 2003).

Ja os fungos Colletotrichum lagenarium (Pass.) Penz. & Sacc. e Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., sdo causadores de antracnose em diversas culturas
agricolas, principalmente em Averrhoa carambola L. (carambola) e Carica papaya L.
(mamoeiro), sendo os maiores responsaveis pelas perdas pos-colheita nas mesmas (Mendes,

Urben, 2014).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Comparar o perfil quimico de A. schaueriana coletada em dois diferentes locais,
direcionando o estudo para a identificacdo dos compostos e/ou das classes de compostos

responsaveis pelas atividades antifungica e antioxidante.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o potencial antifingico e antioxidante do extrato etanolico e das fracdes
obtidas de caules e folhas de 4. schaueriana, coletada nos dois locais.

2. Purificar as fragdes ativas e comparar o perfil quimico e atividades bioldgicas entre
as plantas dos dois locais.

3. Identificar as possiveis substincias ativas.

11
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3. Metodologia

3.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado em dois diferentes locais. Um deles foi o Parque
Estadual da Ilha do Cardoso (RSCabral 16 - SP), sendo este material denominado A.
schaueriana (IC) e o segundo local, o manguezal do municipio de Itanhaém (Cordeiro 3336),
sendo este material portanto, denominado 4. schaueriana (It). Apds a triagem, em ambas as
coletas, o material foi separado em folhas e caules, e colocado em estufa para secagem com
circulacao de ar a temperatura de 40° C. O material seco foi moido em moinho de facas para

obtencao do p6 (Moinho de facas TE 625 Tipo Créton, Marca TECNAL, Mesh 20).

3.2 Extracio

O material seco em pd, obtido de caules (1807g) e de folhas (965g) de 4. schaueriana
(IC), assim como o obtido de caules (695g) e folhas (445g) de A. schaueriana (It) foi
submetido, separadamente, a extragdo com alcool etilico hidratado (92,8° INPM), por meio do
aparelho ASE (Acelerated Solvent Extractor, ASE 300, marca DIONEX), colocando-se
aproximadamente 30g de material em cada cela. A extragdo por meio deste aparelho ocorre a
pressao, temperatura e tempo controlados, € as condigdes foram de 15 min. por cela, a 60°C.
ApoOs a obtengdo da solucdo etandlica, a mesma foi concentrada em evaporador rotatério

(BUCHI, Mod. R-114) e posteriormente liofilizada para obtencdo do extrato etandlico seco.

3.3 Particao dos extratos

Os extratos etandlicos (EE) obtidos tanto de A. schaueriana (IC) como de A.
schaueriana (It) foram submetidos a particdes liquido/liquido com solventes organicos de
polaridades crescentes: Eter de Petroleo, Cloroformio e Acetato de Etila. No inicio da parti¢io
os EE foram solubilizados em uma solucdo de metanol (MeOH) e 4gua (H,O) na propor¢ao
de 8:2 (v/v) e levados a um funil de separagdo no qual foram adicionados, por parti¢ao, 50 mL
de cada solvente, totalizando 5 filtracdes. A medida que os solventes foram trocados, a
propor¢ao de d4gua na mistura aumentou para 6:4 (v/v).

As fragdes e os residuos obtidos no processo de particdo foram concentrados em
evaporador rotatério (BUCHI) e, posteriormente, permaneceram em banho-maria a
temperatura de 50°C para a completa eliminagao do solvente.

12
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3.4 Analises cromatograficas

3.4.1 Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA)

Os extratos e fragdes foram analisados por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) utilizando placas de silica gel 60 Fys4 (0,2 mm, Merck). As placas foram eluidas em
sistema de solventes apropriados para cada ensaio biologico, da seguinte maneira:

e Cloroformio e metanol (95:05, v/v) para os ensaios antifingicos;
e A fase superior de BAW (n-butanol/acido acético/agua, 40:10:50) para os ensaios
antioxidantes.

Apds desenvolvimento da cromatografia, as placas foram observadas sob luz UV nos
comprimentos de onda (A) a 254 nm e 366 nm, em equipamento CAMAG ReproStar 3 e
fotogratadas em camera Epson PhotoPC 3000Z, posteriormente sendo submetidas a ensaios

de atividade bioldgica para a localizagao das fragdes ativas.

3.4.2 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

Considerando-se o forte potencial antifungico detectado nos extratos de folhas e de
caules de A. schaueriana proveniente dos dois locais de coleta, seguiu-se para a purificagdao
das fragdes ativas através de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).

A CCDP foi realizada em placas de vidro de 20 X 20cm cobertas com silica gel 60
PF;,s4 (Merck) na propor¢do de 6g de silica em 15 mL de 4gua destilada por placa, utilizando-
se equipamento automatico CAMAG para sua preparagdo com a espessura da camada de
silica ajustada para 0,5mm. O sistema de elui¢do utilizado foi CHCl;:MeOH (95:5 v/v). Apds
a eluigdo e analise sob luz UV a (L) 254 nm e 366 nm, as faixas de interesse foram marcadas,
separadas e, posteriormente a silica contendo material adsorvido foi submetida a filtragdo com
metanol em sistema sob vacuo. As sub-fragdes resultantes foram levadas ao banho-maria (50
°C) para completa eliminacdo do solvente e re-submetidas a ensaios bioldgicos para a

confirmagdo e sele¢do das mais ativas.

3.4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para verificacdo do perfil cromatografico dos extratos brutos, das fragdes e sub-
fragdes, as mesmas foram diluidas em metanol na concentragdo de 1mg/mL, e injetadas uma a
uma em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — High Performance

Liquid Chromatography) Varian Pro Star 310 (analitico) com loop de 20 pL. A coluna
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utilizada foi uma Restek Ultra C-18 (150mm X 4,6mm: 5um) com pré-coluna Polaris
(Varian) A 2000-MG2. As analises foram realizadas nas seguintes condicdes:
e Fluxo de 1,6 mL/min;
e Injegdo: 20 uL;
e Fase movel contendo metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e 4gua deionizada
(H,O Mili-Q) em sistema de gradiente:
- Tempo 0 min — [05:05:90],
- Tempo 35 min — [05:55:40],
- Tempo 40 min — [10:90:0];
e Detecgao:
- (A) 254nm;

e Tempo total: 40 minutos.

3.5 Identificacdo dos compostos presentes nas fracoes purificadas

Com o objetivo de obter dados substanciais a identificacdo dos compostos, as fragdes
e sub-fracdes de interesse foram analisadas por técnicas espectroscOpicas diferentes e
complementares, tais como: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometro de Massas (LC-MS — Liquid Chromatography and Mass Spectrometry) com
analisador do tipo quadrupolar de armadilha de ions (ESI), e Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometro de Massas (GC-MS — Gas Chromatography and Mass Spectrometry) com

analisador de massas quadrupolar.

3.5.1 Analise por LC-MS-MS/ESI(+)

As andlises em LC-MS-MS/ESI(+) foram realizadas pela Central Analitica do Instituto
de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP). O sistema utilizado foi composto por um
LC da marca Shimadzu, com bomba LC-10AD vp, detector UV-Vis SPD-M10A vp, injetor
automatico SIL-10AF, coluna Restek Ultra C-18 (150mm X 4,6mm: Sum) com pré-coluna
Polaris (Varian) A 2000-MG2, ¢ um MS modelo Amazon Speed ETD da marca Bruker
Daltonics, com ionizag@o e analisador do tipo quadrupolar de armadilha de ions (ion trap).
Todos os dados foram obtidos no modo positivo ESI(+).

As sub-fracdes foram preparadas na concentracdo de Img/mL de metanol, e as
analises foram realizadas nas seguintes condigdes:

e Fluxo de 1 mL/min;
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e Injecdo: 20 pL;

e Fase movel contendo acetonitrila (ACN — acidificada com 0,1% de acido férmico)
e agua deionizada (H>O Mili-Q — acidificada com 0,1% de acido férmico) em
sistema de gradiente:

- Tempo 0 min — [10:90],
- Tempo 35 min — [60:40],
- Tempo 40 min — [100:0].

e Detecgao:

- Os perfis foram registrados a (A) 254nm;

e Tempo total: 40 minutos.

3.5.2 Analise por CG-EM (GC-MS)

O sistema CG-EM ¢ composto por um cromatografo gasoso Agilent (série 6890)
Hewlett-Packard, acoplado a espectrometro de massas, com sistema quadrupolo (Agilent
5973 Network Mass Selective Detector), e energia de ionizagdo de 70eV. A coluna capilar
utilizada foi HP 5-MS (3m x 0,2mm de didmetro interno, com 0,25 cm de espessura). O Helio
foi utilizado como gas de arraste a uma pressao de 80 KPa e velocidade linear de 1 mL/min.

Levando-se em consideragdo os diferentes aspectos, em relacdo a volatilidade das
amostras a serem analisadas, foram utilizadas duas metodologias distintas:

Analise das fracoes apolares e sub-fracoes

As fragdes de éter de petrdleo e as sub-fragdes ativas foram diluidas em metanol na
concentragcdo de 8mg/mL e analisadas nas seguintes condigdes: injetor a 260°C, com volume
de injecdo de 1,5uL. Temperatura inicial de 75°C mantida por 10 minutos e aquecimento da
coluna em 10°C por minuto até¢ 280°C por 20 minutos (tempo total de analise de 51 min.).

Analise das fracoes de polaridade média a alta

Por serem amostras de maior polaridade, e consequentemente possuirem compostos de
mais dificil volatilizagdo, as fracdes cloroférmicas, fragdes de acetato de etila e os residuos
hidrometanoélicos foram submetidos ao processo de metilagdo para verificar a ocorréncia de
compostos acidos, segundo metodologia proposta por Shafaghat (2011), que consiste em
adicionar 2mL de hexano para cada 100mg de amostra (devidamente pesada e armazenada em
tubo pléstico) e agitar, adicionando posteriormente 200 pL. de uma solugdo metandlica de
hidréxido de potassio (KOH) 2Mol/L. Vedar o tubo com tampa PTFE, e agitar vigorosamente

(em aparelho Vortex) durante 60 segundos. Deixar em repouso até o sobrenadante clarear
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para coletd-lo em seguida, pois esta ¢ a fase que contém os ésteres metilicos. A solugdo pode
ser mantida em refrigerador até a andlise por no maximo 12 horas.

Apo6s a metilagdo das amostras, as mesmas foram analisadas nas seguintes condicdes:
injetor a 250°C, com volume de inje¢ao de 1,5uL. Temperatura inicial de 60°C mantida por 3
minutos e aquecimento da coluna em 5°C por minuto até 220°C por 5 minutos (totalizando 40
min. de analise).

A identificagdo dos compostos foi baseada na comparacdo dos espectros de massas
encontrados com os da biblioteca NIST 08 instalada no equipamento e com dados da literatura de
compostos ja identificados para o género Avicennia, bem como de outros géneros caracteristicos

de manguezal.

3.6 Quantificacao de Fenois Totais

A quantificacdo de fendis totais foi realizada pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu descrito por Marinova et al. (2005), com adaptagdes para microplaca.

Para realizar a quantifica¢do ¢ necessaria a comparacao das absorbancias das amostras
com as de uma curva padrdo, portanto, foi preparada uma curva de 4acido galico nas
concentragdes de 20ug/ml; 40pg/ml; 60pg/ml; 80pg/ml; 100pg/ml; 120ug/ml; e 140ug/ml.
Os extratos e fragdes foram diluidos na concentragao de S500ug/mL.

O ensaio, realizado em triplicata, consiste em adicionar em cada cavidade da
microplaca, na seguinte ordem: 90uL de 4gua destilada, 10uL de padrao ou amostra, 10pL do
reagente Folin-Ciocalteu e esperar 5 minutos. Logo apds, adicionar 100pL de carbonato de
sodio (NayCOs) 7% (em agua destilada), 40pL de agua destilada, misturar e incubar por 90
minutos. A leitura foi feita a 750nm em aparelho BIOTEK KC4 e os resultados foram

expressos em porcentagem de fendis em equivalentes de acido gélico.

3.7 Revelacdes quimicas

Para a deteccdo de flavonoides, foram realizadas duas revelacdes quimicas, sendo uma
com NP-PEG ¢ outra com Cloreto de Aluminio (AICl; - 5%).

Para tanto, aliquotas de 200 pg do extrato etandlico (EE) de caules e folhas, e
aliquotas de 100 pg das fragdes de ambas as amostras (It e IC), foram aplicadas em placas de
camada delgada (CCD) de silica gel 60 Fs4 (0,2 mm, Merck), e eluidas com a fase superior

de BAW (n-butanol/acido acético/agua, 40:10:50), usando como controle positivo a
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Quercetina (2,5 pg), dissolvida em metanol. Logo apds a eliminacdo do solvente, os

cromatogramas foram revelados com as solugdes dos reagentes, seguindo os protocolos:

NP-PEG:

Borrifar primeiro solucdo A (2-Aminoetil difenilborato — 1% em MeOH) e depois a
solugdo B (polietileno glicol 6000 — 5% em EtOH). Visualizar sob luz UV (366nm).

AICL; — 5%:

Borrifar na placa uma solu¢do de Cloreto de Aluminio (5% em EtOH) e visualizar sob

luz UV (366 nm).

3.8 Atividades Biologicas
3.8.1 Atividade Antioxidante (anti-radicalar)
3.8.1.1 Ensaio qualitativo por autografia em cromatografia de camada delgada

Aliquotas de 200 pg do extrato etandlico (EE) de caules e folhas, e aliquotas de 100
ug das fragdes de ambas as amostras (It e IC), foram aplicadas em placas de camada delgada
(CCD) de silica gel 60 Fys4 (0,2 mm, Merck), e eluidas com a fase superior de BAW (n-
butanol/acido acético/agua, 40:10:50), usando como controle positivo a Quercetina (2,5 pg),
diluida em metanol. Logo apos a eliminagdo do solvente, os cromatogramas foram revelados
com uma solu¢do metandlica do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (0,2%, DPPH, Sigma).
Apbs um periodo de 30 minutos, manchas brancas ou amarelas apareceram sob um fundo
roxo, as quais sao indicativas de atividade antioxidante (Cuendt et al. 1997). Os resultados

foram observados e fotografados em sistema CAMAG.

3.8.1.2 Ensaio quantitativo em microplaca

Os extratos etanolicos e as fragdes obtidas através da parti¢ao liquido/liquido de ambas
as amostras (It e IC), foram submetidos inicialmente, a quantificagdo do potencial
antioxidante em microplaca para a determinagdo da porcentagem de sequestro do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloragdo purpura que absorve a 518nm. Por ag¢ao de
um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPH ¢ reduzido formando difenil-
picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absorcdo,
podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia.

Para isso, nas 96 cavidades da microplaca foram adicionados 71,4 puL de solucdo

metandlica de DPPH (0,3 mM) juntamente com 178,5 plL das amostras dos extratos
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etanolicos (concentracdo de 200 pg/mL/cavidade da microplaca) e das fragdes (concentragao
de 100 pg/mL/cavidade da microplaca). O controle negativo foi realizado com 71,4 uL de
solucao metanodlica de DPPH (0,3 mM) e 178,5 uL de metanol. Como controle positivo foi
utilizado a Quercetina (4 ug/mL). A microplaca foi mantida em temperatura ambiente, na
auséncia de luz, e a absorbancia foi medida aos 15 ¢ 30 minutos de reagdo, a 518 nm, em
aparelho BIOTEK KC4.

O célculo da porcentagem de inibi¢dao ¢ realizado comparando-se as velocidades de

rea¢ao das amostras em relacao ao branco.

3.8.2 Atividade Antifiingica
3.8.2.1 Ensaio qualitativo por bioautografia em cromatografia de camada delgada

Os fungos filamentosos Cladosporium sphaerospermum Penzing (CCIBt 491),
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) de Vries (CCIBt140) e Colletotrichum lagenarium
(Pass.) Penz. & Sacc. (MMBF 994) foram utilizados como reveladores nos bioensaios de
deteccao de substancias fungitoxicas.

Para a obtencdo das culturas, os fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum
foram mantidos em placas com meio BDA (batata — dextrose — agar) e Colletotrichum
lagenarium, em placas contendo meio aveia — agar, incubadas a 27°C, no escuro, por 14 dias.
As suspensdes de conidios dos fungos foram obtidas em solucdo de sais e glicose 30% na
propor¢do 6:1 e armazenadas em freezer.

Para a avaliagdo da atividade antifungica, aliquotas de 400 pg do extrato etanolico
(EE) de caules e folhas, 200 pg das fragdes, e 100 pug das sub-fracdes de ambas as amostras
(It e IC), foram aplicadas em placas de camada delgada (CCD) de silica gel 60 Fs4 (0,2 mm,
Merck), e eluidas no sistema de solventes CHCIl;:MeOH (95:05, v/v), usando como controle
positivo a Nistatina (I pg). Apds a eliminagdo completa dos solventes, as cromatoplacas
foram borrifadas com a suspensdo de conidios dos fungos (>2x10° conidios/mL) e incubadas
em camara umida a 27°C, por 48 horas, no escuro (Homans & Fuchs, 1970). Apos este
periodo, a presenga de zonas claras de inibicdo indicou a ocorréncia de compostos com
atividade antifungica. Os resultados foram observados, registrados em sistema CAMAG e os

valores de Rf calculados.
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3.8.2.2 Ensaio quantitativo pelo método de diluicio em Agar

O ensaio quantitativo foi realizado com o fungo filamentoso Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (MMBF 03/99) em razdo de sua alta
fitopatogenicidade para diversas plantas de interesse agrondmico, porém com baixa producao
de conidios para utilizagao em bioautografia direta em CCD.

Para a obtencdo da cultura do fungo C. gloeosporioides, o mesmo foi mantido em
placas com meio BDA, as quais foram incubadas a 27°C, no escuro, por 14 dias. A suspensao
de conidios foi obtida por meio da raspagem do micélio, deposi¢cdo em tubo contendo dgua
destilada estéril e em seguida agitagdo em vortex para liberacdo dos conidios presentes no
micélio. Posteriormente, a suspensao foi filtrada com gaze.

Os extratos e fragdes ativas detectadas pelo bioensaio de atividade antifingica por
CCD foram submetidos a quantificacdo do potencial antifungico em placas de Petri. Para isso,
amostras de extratos (2mg/mL) e de fra¢des (0,5mg/mL) diluidas em metanol, foram
adicionadas ao meio de cultura BDA. Como controles foram utilizados o meio BDA sem
adi¢do de amostra (controle negativo) e com adi¢do de metanol (controle do solvente). Apos a
solidificagdo dos meios, foram depositados discos blanque estéreis no centro das placas.
Aliquotas de 10pL da suspensdo de conidios (2,5x10°conidios/mL) foram inoculadas sobre os
discos, e as placas de Petri foram vedadas com parafilme e incubadas a 27°C, no escuro. Os
ensaios foram realizados em triplicatas para cada amostra, e o didmetro do crescimento do
micélio do fungo foi medido diariamente por um periodo de cinco dias, onde a porcentagem
de inibicao foi determinada pela comparagdo do controle negativo com os tratamentos.

Os valores do diametro de crescimento foram utilizados para determinar o IVCM
(Indice de Velocidade de Crescimento Micelial), expresso em cm/dia (Abreu et al., 2008) de

acordo com a equagao:

IVCM =2 (D-D.A)
N

Onde, D: Diametro médio atual; D.A: Diametro médio anterior; N: Numero de dias
apos a inoculagao.

Com os valores de IVCM foi realizada a comparacdo através do teste estatistico
ANOVA One-Way seguido do pos-teste de Tukey e Teste t de Students quando necessario,

sendo considerados como valores significantes p<0,05.
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3.8.2.3 Concentraciao Minima Inibitoria (CMI) por meio de microdiluicao

Os extratos e fracdes ativas detectadas pelo bioensaio de atividade antifungica por
CCD foram submetidos a determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) com os
fungos C. gloeosporioides ¢ C. sphaerospermum. A CMI foi realizada seguindo a mesma
metodologia do ensaio quantitativo de dilui¢io em Agar, porém reduzida para microplaca.

Para isso, amostras de extratos e fragdes foram diluidas em metanol em diferentes
concentragdes (iniciando com 10mg/mL até¢ 500pg/mL) e adicionadas ao meio de cultura
BDA ainda quente (100uL/cavidade). Como controles foram utilizados o meio BDA sem
adicao de amostra (controle negativo) e com adicao de metanol (controle do solvente). Apos a
solidificacdo dos meios, aliquotas de Spul. da suspensdo de conidios (2,5x10500nidios/mL,
tanto no teste com C. gloeosporioides como com C. sphaerospermum), foram inoculadas. As
microplacas foram vedadas com filme plastico e incubadas a 27°C no escuro. Os ensaios
foram realizados em triplicatas para cada amostra, e apos um periodo de dois dias foi possivel
observar a presenca ou auséncia de crescimento dos fungos, sendo as concentracdes presentes
nas cavidades ausentes de crescimento fungico, consideradas como concentracdes minimas

inibitorias.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Obtenc¢do, rendimento e perfil cromatografico do Extrato Etanoélico (EE)

Apo6s o processo de extragdo do material em pd e posterior liofilizagdo, foi possivel
comparar os rendimentos entre os 6rgaos vegetais estudados, bem como entre os individuos
provenientes dos dois locais. No total, foram obtidos quatro extratos etanolicos (EE): EE-
Folhas (IC), EE-Caules (IC), EE-Folhas (It) ¢ EE-Caules (It). Os rendimentos obtidos nas

extracoes estdo descritos na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1: Rendimento dos extratos etandlicos.

I1ha do Cardoso Itanhaém
Folhas Caules Folhas Caules
Material seco (g) 964,7 1807 445 695
Extrato etanoélico (g) 32,75 52,11 23,59 29,54
RENDIMENTO 3,39% 2,88% 5,30% 4,25%

Em ambos os materiais (IC e It), as folhas apresentaram maior rendimento em relagado
aos caules, o que ja era esperado, pois € nas folhas que se encontra a maior parte da matéria
organica vegetal distribuida em diversos compartimentos celulares, como por exemplo, o
vacuolo, que apresenta acumulo ativo de solutos, tais como, ions inorganicos dissolvidos,
acidos organicos, acucares, enzimas ¢ grande parte dos metabolitos secundarios (Taiz &
Zeiger, 2010).

Analisando a Tabela 1 acima, observa-se ainda que de maneira geral, o rendimento do
material de Itanhaém foi superior ao da Ilha do Cardoso. Quanto a isso, Falkenberg et al.
(1999), apontam que o teor de metabolitos secundarios pode ser influenciado por varios
fatores que vao além da parte anatomica utilizada, como por exemplo, o local e época de
coleta. Gobo-Neto e Lopes (2007), explicam que diversos fatores, como os fisiologicos
(nutri¢do, fenologia, genética), os climaticos (precipitacdo, temperatura, radiacdo solar),
geograficos (altitude, poluicao atmosférica) e ecoldgicos (competigdo, herbivoria) atuando em
conjunto podem alterar a taxa de producdo e acumulo dos metabolitos secundarios. Desta
forma, ¢ possivel inferir que ao menos o teor de compostos produzidos por 4. schaueriana
apresenta-se variavel entre os dois individuos estudados no presente trabalho, pois ao analisar

o perfil cromatografico obtido através de HPLC analitico dos extratos etandlicos, apresentado
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nas Figuras 4 e 5 a seguir, observa-se clara diferenca de abundancia entre os picos

majoritarios dos extratos quando comparados entre si.
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Figura 4: Perfil cromatografico obtido por HPLC analitico dos extratos de folhas em (A) 254nm. Em vermelho —
perfil cromatografico do extrato etandlico de folhas da Ilha do Cardoso. Em azul - perfil cromatografico do
extrato etandlico de folhas de Itanhaém.
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Figura 5: Perfil cromatografico obtido por HPLC analitico dos extratos de caule em (A) 254nm. Em vermelho — perfil
cromatografico do extrato etandlico de caule da Ilha do Cardoso. Em azul - perfil cromatografico do extrato etandlico de
caule de Itanhaém.

4.2 Obtencao, rendimento e perfil cromatografico das Fracoes

Durante o processo de parti¢ao liquido/liquido com os solventes de polaridade
crescente, formaram-se algumas emulsdes que também foram separadas para os testes

biologicos, por este motivo a quantidade de residuos obtida foi diferente entre os extratos:
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para A. schaueriana (IC), foram obtidos 4 residuos de folhas e 6 residuos de caules (sendo
dois deles, emulsdes), e para 4. schaueriana (It), foram obtidos 5 residuos de folhas e 5
residuos de caules (com uma fase de emulsdo em cada um). A Tabela 2 a seguir, apresenta as
massas de cada fragdo acompanhadas de seu rendimento (em porcentagem) em relacdo ao

extrato etanolico.

Tabela 2: Fracdes obtidas ap6s particao liquido/liquido, com suas respectivas massas e rendimentos.

. I1ha do Cardoso Itanhaém
Fracoes
Folhas Caules Folhas Caules
Eter de Petréleo 4,646g - 169% 5657g - 11,6%  2352g - 11,6% 2.852g - 10,8%
Eter de Petroleo - emulsdo - 7,329¢ - 15% 0,754g - 3,7% 2,582g - 9,8%
Cloroférmio 2,689g - 93% 9258z - 189%  3,899g - 192% 6399 - 24.4%
Acetato de Etila 2297g - 7,9% 4,028z - 82%  2445g - 12,1% 1480g - 56%
Acetato de Etila - emulsdo - 0,085g - 0,17% - -

Residuo hidrometandlico  10,313g - 35,5% 16,83g - 34,5%  7,048g - 34,7% 7,859g - 29,9%

Mais uma vez, € possivel notar diferencas ao fazer a comparagao entre os rendimentos
das fragdes de IC e It, sendo que as fragdes de Eter de Petroleo (EP) da Ilha do Cardoso
apresentaram maior rendimento em relagdo as mesmas fragdes de Itanhaém, enquanto que as
fragdes Cloroformicas (CHCls) tiveram rendimento menor. Ja para as Fracdes de Acetato de
Etila (AcOEt), as folhas apresentaram maior rendimento quando particionadas do extrato de
Itanhaém, enquanto os caules foram mais rendosos quando provenientes do extrato da Ilha do
Cardoso.

Ao analisar o perfil cromatografico das fragdes, obtido por meio de CCD analitico e
visualizado sob luz ultravioleta de (A) 254nm e 366nm, apresentado na Figura 6 a seguir, as
diferencas detectadas no rendimento se confirmam através da disparidade nas intensidades das
manchas escuras sob visualizagdo de (A) 254nm, principalmente nas fracdes de EP, que sdo
muito mais intensas em IC do que em It, e na presenca de mais manchas avermelhadas sob
visualizagado de (A) 366nm nas fracdes de Itanhaém, além da deteccdo de manchas
esverdeadas no EE-Caules e CHCI;-Caules que ndo se fizeram presentes nas fragdes

correspondentes da Ilha do Cardoso.
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Figura 6: Placas de CCD analitica (de silica gel F,s4 eluidas em CHCl;/MeOH 95:5) das fragdes de A.
schaueriana (IC e It). Ilha do Cardoso (IC): 1- EE-F, 2- EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-C emulsdo, 6- CHCI;-F,
7- CHCI;-C, 8- AcOEt-F, 9- AcOEt-C, 10- AcOEt-C emulsdo, 11- MeOH/H,O-F, 12- MeOH/H,0-C. Itanhaém
(It): 1- EE-F, 2- EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-F emulsdo, 6- EP-C emulsdo, 7- CHCI;-F, 8- CHCI;-C, 9-
AcOEt-F, 10- AcOEt-C, 11- MeOH/H,0-F, 12- MeOH/H,0O-C.

4.3 Atividades biolégicas
4.3.1 Avaliacao do potencial antioxidante e quantificacao de fenoéis totais

Apos a realizacdo da autografia em CCD foi possivel verificar a localizacdo dos
compostos com atividade antioxidante. As Figuras 7 e 8 a seguir apresentam as autografias
dos extratos e fragoes de A. schaueriana (1C) e A. schaueriana (It) respectivamente, reveladas

com o radical livre DPPH.
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Figura 7: Autografia (CCD, em silica gel F ,54 eluida em BAW, e revelada com DPPH) de A. schaueriana (IC). 1- EE-F, 2-
EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-C emulsdo, 6- CHCI;-F, 7- CHCI;-C, 8- AcOEt-F, 9- AcOEt-C, 10- AcOEt-C emulsao, 11-
MeOH/H,0-F, 12- MeOH/H,0-C, 13- Quercetina.
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Figura 8: Autografia (CCD, em silica gel F ,s, eluida em BAW, e revelada com DPPH) de 4. schaueriana (It). 1- EE-F, 2-
EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-F emulsdo, 6- EP-C emulsdo, 7- CHCL;-F, 8- CHCI;-C, 9- AcOEt-F, 10- AcOEt-C, 11-
MeOH/H,0-F, 12- MeOH/H,0-C, 13- Quercetina.

Devido a formagao de rastros, ndo foi possivel calcular os Rfs. A partir da anélise das
figuras é possivel detectar que o perfil de atividade das fracdes ¢ semelhante, porém a
intensidade ¢ distinta. As manchas de atividade das fracdes de A. schaueriana (It) sdo
menores € apresentam coloragdo amarelada menos intensa quando comparadas as manchas
das fragdes de A. schaueriana (IC), sugerindo maior potencial antioxidante nesta ultima,
informagao esta, que se comprova na quantificagdo do potencial antioxidante realizada através

de microplaca, a qual se encontra exposta no grafico da Figura 9 a seguir.
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Figura 9: Grafico de porcentagem do sequestro do radical livie DPPH pelos extratos e fragdes de A. schaueriana (IC e It).
Barras vermelhas — Extratos ¢ fragdes de 4. schaueriana (IC); Barras azuis — Extratos e fragdes de A. schaueriana (It).
Extratos brutos na concentragdo de 200 ug/mL, e fragdes na concentragdo de 100 pg/mL.

Comparando-se o percentual de sequestro dos extratos e fracdes de ambos os locais
coletados, ¢ possivel afirmar que A. schaueriana (IC) apresenta maior potencial antioxidante
em relagdo a A. schaueriana (It), sendo que o EE-F e C (IC) apresentaram 94% de sequestro,
enquanto que o EE-F e C (It) apresentaram 60% e 71% de sequestro respectivamente. Dentre
as fragdes da Ilha do Cardoso todas, exceto as de EP, apresentaram sequestro superior a 60%.
Ja para as fragdes de Itanhaém apenas CHCI;-C, AcOEt-F e C apresentaram percentual
superior a 60%, as demais exibiram sequestro inferior a 40%.

Dentre as diversas substancias antioxidantes de ocorréncia natural, podem ser citadas
como principais as vitaminas C e E, os carotenoides, ¢ em maior destaque os compostos
fenolicos, os quais tém recebido muita atengcdo nos ultimos anos devido a propriedades
redutoras relacionadas a sua estrutura quimica, a qual possui caracteristicas que desempenham
um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e quela¢do de metais de
transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo
(Haslam, 1996; Chum et al., 2005; Sousa et al., 2007; Podsedek, 2007, Silva et al., 2010). Por
este motivo, foi feita a quantificacdo de fendis totais presentes nos extratos e fragdes, € os

resultados encontram-se expressos do grafico da Figura 10 a seguir.
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Figura 10: Grafico do percentual de fenois totais nos extratos e fracdes de A. schaueriana (IC e It). Barras vermelhas —
Extratos e fra¢des de 4. schaueriana (1C); Barras azuis — Extratos e fragdes de A. schaueriana (It).
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Como observado no grafico, os extratos da Ilha do Cardoso apresentaram percentual
maior de compostos fenolicos em relagdo aos de Itanhaém, com 2,5% em EE-F (IC), 5,7% em
EE-C (IC) e 1,6% em EE-F e C (It). Para as fra¢des, a quantificagdo de compostos fendlicos
apresentou relacdo direta com o percentual de sequestro dos radicais livres, sendo as amostras
com maiores quantidades de fenois, as que também apresentaram maior percentual de
sequestro do radical, sugerindo desta forma, que haja uma estreita relagdo entre os compostos
fendlicos produzidos por A. schaueriana e sua capacidade antioxidante. Observa-se ainda que
o percentual de fenodis totais ¢ superior nos extratos e fracdes da Ilha do Cardoso em
comparacao aos de Itanhaém. Os valores exatos do percentual de fenois totais quantificado

nas amostras estdo presentes na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3: Percentual de fenois totais nos extratos e fragdes de 4. schaueriana (IC e It).

Fenois Totais (%)

Amostras

IC It
EE-F 2,51 1,69
EE-C 5,73 1,69
EP-F 0,24 0,32
EP-C 0,85 0,20
CHCI3-F 4,52 2,46
CHCI3-C 6,01 3,32
AcOEt-F 10,33 4,96
AcOEt-C 7,98 4,83
MeOH/H20-F 3,93 1,49
MeOH/H20-C 2,60 0,98

Os compostos fenolicos exibem uma grande diversidade de estruturas das quais pelo
menos um hidrogénio do anel aromatico ¢ substituido por um grupo hidroxila. Nesta classe
sdo encontradas estruturas tdo variadas quanto a dos acidos fenolicos, dos derivados da
cumarina, os pigmentos hidrossoluveis (das flores, dos frutos e das folhas), polimeros como
as ligninas e os taninos (Simdes et al., 2003) e os flavonoides que representam um dos grupos
fendlicos mais importantes, diversos e amplamente distribuidos em plantas. Estes compostos
atuam como antioxidantes (Harborne, 1989; Harborne & Williams, 2000), devido a presenca
dos atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes, das duplas ligagdes dos anéis
benzénicos e da dupla ligacdo da fungdo oxo (-C=0) de algumas moléculas de flavonoides,

que garantem a esses compostos tal atividade (Silva et al., 2010).
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Portanto, para verificar se a atividade antioxidante em A. schaueriana esta relacionada
a presenca de flavonoides, foram realizadas duas revelagdes quimicas com as fragdes de
atividade mais intensa, sendo uma com NP-PEG ¢ outra com Cloreto de Aluminio (AICI; —
5%). A comparacdo das revelacdes quimicas com o perfil de atividade antioxidante entre os

extratos e fragdes da Ilha do Cardoso e Itanhaém encontra-se exibida na Figura 11 a seguir.
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Figura 11: Comparagio das revela¢des quimicas (NP-PEG e AICl; — 5%) com o perfil de atividade antioxidante em CCD
analitica dos extratos e fragdes de A. schaueriana (IC e It). Placas de silica gel Fys4 eluidas com BAW, e reveladas com: Duas
placas superiores — NP-PEG; Duas placas do meio — AICl; — 5%; Duas placas inferiores — DPPH. IC e It - 1- EE-F, 2- EE-C,
3- CHCI;-F, 4- CHCI;-C, 5- AcOEt-F, 6- AcOEt-C, 7- MeOH/H,0-F, 8- MeOH/H,0-C, 9- Quercetina.
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As manchas indicativas da presenca de flavonoides nas revelagdes quimicas (coloridas
no NP-PEG, e azul e verde no AICl; — 5%), coincidem com o perfil de atividade antioxidante
revelado com DPPH. No entanto, existe uma diferenga qualitativa na fragdo de numero 6
(AcOEt-C) detectada na revelagdo com NP-PEG, onde ela se mostra com uma variedade de
coloragoes em IC que ndao ¢ aparente em It, sendo que esta ultima apresenta perfil de
coloracdo esverdeada. Observa-se ainda que esta mesma coloragdo esverdeada também ¢é mais
intensa nos extratos etanolicos de It em relacao aos de IC.

Levando-se em consideragao que a quantidade de compostos fenolicos nas amostras
esta diretamente relacionada ao percentual de sequestro do radical livre, bem como a
localiza¢dao dos flavonoides detectados nas revelagdes quimicas, coincide com os focos de
atividade antioxidante observados em CCD, ¢é possivel sugerir que parte da atividade
antioxidante em A. schaueriana esta relacionada a esta classe de compostos do metabolismo
secundario.

O potencial antioxidante detectado em A. schaueriana, pode estar ligado as estratégias
de sobrevivéncia da planta em seu meio caracteristico, pois por estarem sujeitos ao regime das
marés, 0s manguezais sao ecossistemas de alta salinidade e, portanto ambientes com elevado
grau de estresse abidtico. Os ions de sodio em solos salinos sdo toxicos, desfavorecendo a
nutricdo potéssica, a atividade das enzimas citosodlicas, a fotossintese e o metabolismo de
maneira geral. Desta forma, espécies tipicas de manguezal possuem caracteristicas que
auxiliam a suportar a alta salinidade, como a presenca de glandulas que expelem sal, aliadas a
um eficiente sistema antioxidante (Parida; Jha, 2010). Sendo assim, ¢ completamente
plausivel que ocorram diferencas no potencial desse sistema antioxidante, ja que as condigdes

do meio abidtico podem variar de local para local.

4.3.2 Avaliacdo do potencial antifungico e purificacio das fracdes ativas

Apo6s a realizacao da bioautografia em CCD foi possivel verificar a localizacdo dos
compostos com atividade antifungica. A Figura 12 a seguir apresenta as bioautografias dos
extratos e fracdes de 4. schaueriana (IC e It) reveladas com os fungos C. sphaerospermum,
C. cladosporioides e C. lagenarium respectivamente.

Analisando as bioautografias, nota-se que para os extratos e fragdes provenientes do
mesmo local, o perfil de atividade ¢ praticamente o mesmo para os trés fungos testados. Além
disso, a presenca de valores iguais de Rf entre diferentes fragdes pode indicar que a variedade
de compostos com atividade antifingica ndo seja muito grande, e que tais compostos estejam

apenas distribuidos em quantidades distintas entre as fragdes.
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A determinagdo do Rf (fator de retencdo) ¢ importante na identificagdo das substancias
(Mariano, et al., 2010), sendo portanto um dos fatores mais significantes em CCD, ele se da
pela razdo entre a distancia percorrida pela substancia em questdo e a distancia percorrida pela
fase movel (Degani, et al., 1998). Tendo os seus valores definidos, torna-se possivel fazer a

comparagao com valores de Rf de substancias conhecidas, ou padrao (Mariano, et al., 2010).
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Figura 12: Bioautografias (CCD, em silica gel F ,54 eluidas em CHCl;/MeOH 95:5) dos extratos e fragdes de 4.
schaueriana (IC e It), reveladas com: A — C. sphaerospermum; B — C. cladosporioides; C — C. lagenarium. 1lha
do Cardoso — 1- EE-F, 2- EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-C emulsdo, 6- CHCI;-F, 7- CHCI;-C, 8- AcOEt-F, 9-
AcOEt-C, 10- AcOEt-C emulsdo, 11- MeOH/H,O-F, 12- MeOH/H,0-C, 13- Nistatina. Itanhaém — 1- EE-F, 2-
EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-F emulsdo, 6- EP-C emulsdo, 7- CHCI;-F, 8- CHCI;-C, 9- AcOEt-F, 10- AcOEt-
C, 11- MeOH/H,0-F, 12- MeOH/H,0-C, 13- Nistatina.
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Enquanto o perfil de atividade antifungica ¢ semelhante entre os trés fungos testados
para os extratos e fragdes de um mesmo local, comparando-se as bioautografias entre IC e It,
¢ possivel inferir que haja compostos ativos diferentes sendo produzidos, e também que os
mesmos estejam presentes em concentragoes distintas em cada planta.

Dentre os extratos e fragdes da Ilha do Cardoso e Itanhaém testados, os que
apresentaram maior potencial antifingico foram EE-F e C, EP-F e C e CHCL:-F e C, sendo
que AcOEt-C (IC) também apresentou atividade, porém um pouco mais fraca. Desta forma,
estes foram os extratos e fracdes selecionados para o teste contra o fungo C. gloeosporioides
pelo método de dilui¢io em Agar. As Figuras 13 e 14 retratam o experimento apos cinco dias
de cultivo com as amostras da Ilha do Cardoso e Itanhaém, respectivamente, e as
porcentagens de inibicio bem como os valores do IVCM (indice de Velocidade de
Crescimento Micelial) calculados para cada amostra encontram-se expressos na Tabela 4 a

seguir, e ilustrados na Figura 15.

Tabela 4: IVCM e porcentagem de inibi¢do de C. gloeosporioides calculados a partir do ensaio de diluigdo em
Agar, realizado com extratos e fragdes de 4. schaueriana (IC e It).

I1ha do Cardoso Itanhaém
Amostras rvem  Porcemtagem -y, Porcentagem
cm/dia de inibicao cm/dia de inibicao

(%) (%)
EE-F 0,83 + 0,06" 16,7 0,79 + 0,08" 21,3
EE-C 0,15 +0,13"* 85,3 0,69 +0,01"* 30,7
EP-F 0,93 £0,03 7,3 0,88 +0,10 12,0
EP-C 0,38 + 0,02"* 62,0 0,88 + 0,03™* 12,0
CHCL;-F 0,69 + 0,03"* 30,7 0,80 + 0,04"* 20,0
CHCL-C 0,37 + 0,04"* 62,7 0,67 +0,04™* 33,3
AcOEt-C 0,86 £ 0,10 14,0 - -
Controle negativo 1,00 £+ 0,00 - 1,00 £+ 0,00 -
Controle Metanol 1,00 + 0,04 - 1,00 + 0,04 -

Valores de média + desvio padrdo da média. * p<0,05 na comparagdo com o controle negativo e controle metanol
para amostras da IC (ANOVA e pos-teste —Tukey). * p<0,05 na comparagdo com o controle negativo e controle
metanol para amostras de It (ANOVA e pos-teste —Tukey). * p<0,05 na comparagdo entre amostras iguais de
diferentes locais (Teste t).
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Figura 13: Ensaio de diluigdo em Agar, realizado com extratos e fragdes de 4. schaueriana (IC), apos cinco dias
de cultivo com o fungo C. gloeosporioides. Extratos etandlicos na concentracdo de 2mg/mL; fracdes na
concentragdo de 0,5mg/mL; controle metanol feito com 40uL do solvente.

Contrde negativo

EE-F EE-C

Figura 14: Ensaio de dilui¢io em Agar, realizado com extratos e fragdes de A. schaueriana (It), apés cinco dias
de cultivo com o fungo C. gloeosporioides. Extratos etandlicos na concentracdo de 2mg/mL; fracdes na
concentragdo de 0,5mg/mL; controle metanol feito com 40uL do solvente.
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Figura 15: Grafico do IVCM de C. gloeosporioides quando inoculado com extratos e fracdes de 4. schaueriana
(IC e It). * p<0,05 na comparacio com o controle negativo e controle metanol para amostras da IC — barras
vermelhas (ANOVA e pés-teste —Tukey). ~ p<0,05 na comparagio com o controle negativo e controle metanol
para amostras de It — barras azuis (ANOVA e pos-teste —Tukey). * p<0,05 na comparag@o entre amostras iguais
de diferentes locais (Teste t).

Apo6s o calculo do IVCM ¢ possivel destacar que, dentre os extratos e fragdes da Ilha
do Cardoso testadas, todas exceto EP-F e AcOEt-C, diferiram estatisticamente dos controles,
apresentando consequentemente as maiores porcentagens de inibi¢do de C. gloeosporioides,
sendo EE-C, EP-C e CHCl;:-C as mais efetivas. Ja para as amostras de Itanhaém, todas exceto
EP-F diferiram dos controles, sendo o EE-C e CHCI;-C as que apresentaram menor IVCM e
portanto, maior porcentagem de inibicdo. Desta forma, constata-se que as fragdes
provenientes dos caules, tanto em IC como em It, sdo mais efetivas no retardo da velocidade
de crescimento do fungo, porém, quando comparados entre si, os Extratos Etandlicos de
Caules (EE-C), as fragdes de Eter de Petroleo de Caules (EP-C), Cloroformicas de Folhas
(CHCIs-F) e Cloroférmicas de Caules (CHCI;-C) apresentaram diferengas estatisticas, sendo
que em todos os casos, as fragdes da Ilha do Cardoso proporcionaram menor IVCM em
relacdo as de Itanhaém.

Os mesmos extratos e fragdes foram posteriormente submetidos a quantificagdo da
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) com os fungos C. gloeosporioides e C.

sphaerospermum, € os resultados encontram-se nas Tabelas 5 e 6 a seguir.
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Tabela 5: Concentragdo Minima Inibitoria dos extratos e fragdes de IC e It contra C. gloeosporioides.

CMI (mg/mL) - C. gloeosporioides

Amostra
Ilha do Cardoso Itanhaém

EE-F 7,5 6,0
EE-C 1,5 5,0
EP-F 8,0 9,0
EP-C 1,0 6,0
CHCI;-F 1,5 1,5
CHCI3-C 1,0 1,5
AcOEt-C 6,0 -

Tabela 6: Concentragdo Minima Inibitoria dos extratos e fragdes de IC e It contra C. sphaerospermum.

CMI (mg/mL) - C. sphaerospermum

Amostra
Ilha do Cardoso Itanhaém

EE-F 5,0 6,0
EE-C 3,0 6,0
EP-F 8,0 9,0
EP-C 1,0 5,0
CHCI;-F 2,0 1,0
CHCl5-C 2,0 2,0
AcOEt-C 7,5 -

Os resultados coincidem com os obtidos no ensaio de diluicio em Agar, pois as
amostras que apresentam menor CMI também foram as que apresentam menor IVCM,
destacando-se, portanto EE-C, EP-C, CHCI;-F e CHCI;-C da Ilha do Cardoso, ¢ CHCIs-F e
CHCI;-C de Itanhaém.

Ainda que as menores CMIs tenham sido encontradas para as mesmas amostras nos
ensaios com ambos os fungos, C. gloeosporioides se mostrou mais sensivel do que C.
sphaerospermum, j4 que concentragdes menores foram capazes de inibi-lo por completo.

Apos a verificagdo das fragdes de maior potencial antifingico — EP-C (IC), CHCI;-F
(IC), CHCI5-C (IC), CHCI;-F (It) e CHCI5-C (It), as mesmas, juntamente com suas emulsoes
(quando houve), foram submetidas a purificagdio por meio de refracionamento em CCD
Preparativa, conforme ilustrado na Figura 16 a seguir, onde as sub-fracdes foram adquiridas
pela raspagem das faixas (visualizadas a A 254nm) correspondentes as manchas de atividade

antifiingica no teste em CCD Analitica.
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Figura 16: Representacdo da localizacdo das faixas raspadas em cada fragdo para a obtengdo das sub-fragoes.
Figuras da esquerda mostram a localizagdo das manchas de atividade antifiingica contra C. sphaerospermum, ¢
as figuras da direita mostram a visualizagdo da cromatoplaca sob luz UV (A 254nm).

Ao todo foram obtidas 26 sub-fracdes (s.f) de interesse, sendo 4 de EP-F (IC), 4 de
EP-C (IC), 1 da emulsdo de EP-C (IC), 2 da fragdo CHCI;-F (IC), 3 de CHCI;-C (IC), 1 de
EP-F (It) e 1 de sua emulsdo, 2 de EP-C (It) e 1 de sua emulsdo, 3 de CHCI;-F (It) e 3 da
fragdo CHCI;-C (It). As massas de cada sub-fracdo encontram-se na Tabela 7. Todas as sub-
bracdes obtidas foram submetidas a nova bioautografia em CCD para a confirmagao e selecao

das mais ativas, e a Figura 17 a seguir ilustra os resultados.

Figura 17: Superior - Bioautografia (CCD, em silica gel F 554 eluida em CHCI;/MeOH 95:5) das sub-fragdes
obtidas por CCD Preparativa, revelada com C. sphaerospermum. A — EP-F (IC), B — EP-C (IC), C — EP-C
emulsdo (IC), D— CHCI;-F (IC), E — CHCI;-C (IC), F — AcOEt-C (IC), G — EP-F (It), H — EP-C (It), I — EP-F
emulsdo (It), J- EP-C emulsdo (It), K — CHCl;-F (It), L — CHCI;-C (It). Inferior — Visualizagdo sob UV (A
256nm).
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Tabela 7: Sub-fragdes obtidas apdés CCD Preparativa com suas respectivas massas.

Sub-fracoes Ilha do Cardoso Itanhaém
s.f. 1 s.f.2 s.f.3 s.f. 4 s.f. 1 s.f. 2 s.f.3
EP-F 10,2mg 8,7mg 23,8mg 17mg 8,7mg - -
EP-C 9,2mg 7,8mg 7,7mg 5/4mg  9,2mg 7,8mg -
EP-F (emulsao) - - - - 26,4mg - -
EP-C (emulsao) 24,6mg - - - 8,2mg - -
CHCI3-F 38,7mg  15,5mg - - 11,3mg 17,5mg  17,9mg
CHCI3-C 15,Img 7,9mg Tmg - 122mg  20,6mg  12,3mg
AcOEt-C 29mg - - - - - -

As sub-fragdes mais ativas foram retiradas das fragdes: B = EP-C (IC); D = CHCI;-F
(IC); E = CHCI3-C (IC); G = EP-F (It); K = CHCI;-F (It) e L= CHCI;-C (It), e todas elas

tiveram seus perfis cromatograficos obtidos por HPLC analitico, os quais estao representados

nas Figuras 18 a 27 a seguir, exceto a sub-fragdo 1 de CHCI;-C (IC), sub-fragdo 1 de EP-F

(It), e as sub-fracdes 1 e 2 de CHCI;-F (It), que ndo apresentaram boa resolugdo. Nas figuras,

encontram-se indicados por setas, os provaveis picos representativos dos compostos

responsaveis pela atividade antifungica.

Tais sub-fragcdes foram posteriormente submetidas a anélises espectroscopicas, como

GC-MS e LC-MS-MS/ESI(+), para a identificacdo dos compostos.
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Figura 18: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fragdo 2 de EP-C (IC). Detecgdo sob luz ultravioleta a (A) 254nm.
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Figura 19: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fragdo 3 de EP-C (IC). Detecgdo sob luz ultravioleta a (A) 254nm.
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Figura 20: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fragcdo 4 de EP-C (IC). Detecgdo sob luz ultravioleta a (A) 254nm.
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Figura 21: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fragdo 2 de CHCI;-F (IC). Detecgdo sob luz ultravioleta a (A) 254nm.
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Figura 22: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fracdo 2 de CHCI;-C (IC). Detecgdo sob luz ultravioleta a (A) 254nm.
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Figura 23: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fragdo 3 de CHCI;-C (IC). Detecgdo sob luz ultravioleta a (A) 254nm.
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Figura 24: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fracdo 2 de CHCI;-F (It). Deteccdo sob luz ultravioleta a (A) 254nm.
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Figura 26: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fragdo 2 de CHCI;-C (It). Detecgéo sob luz ultravioleta a (L) 254nm.
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Figura 27: Perfil cromatografico por HPLC analitico da sub-fracdo 3 de CHCI;-C (It). Detecgdo sob luz ultravioleta a (A) 254nm.
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4.4 Identificacdo dos compostos

As sub-fracdes ativas (EP-C (IC) s.f. 2, 3 e 4; CHCI;-F (IC) s.f. 2; CHCI;-C (IC) s.f. 2
e 3; CHCI;-F (It) s.f. 2; CHCI;-C (It) s.f. 1, 2 e 3), foram submetidas a analise em LC-MS
ESI(+) para verificar as massas moleculares (m/z) dos compostos correspondentes aos picos
indicados nas figuras 17 a 27 exibidas anteriormente.

Para que fosse possivel a identificacao desses compostos, os dados de LC-MS foram
confrontados, posteriormente, com os obtidos por GC-MS, comparando-se, para cada
amostra, a existéncia de compostos de mesma massa em ambas as analises.

As Figuras 28 a 37 a seguir, apresentam os cromatogramas de contagem de ions totais
(TIC — Total fons Count) obtidos por LC-MS, com a sinalizagdo por meio de setas dos picos
correspondentes a visualizagdo em UV (L) 254nm, seguidos de seus espectros por MS/ESI(+).
O espectro de massas gerado pela andlise em LC-MS utiliza um sistema de ionizagdo por
eletrospray que ¢ mais brando, podendo formar na maioria das vezes, aductos com hidrogénio
([M+H]"), os quais encontram-se indicados nas figuras para aqueles espectros dentre os quais
foi possivel encontrar correspondentes na analise por GC-MS, ou através de consulta na
literatura.

Observando as figuras, € possivel perceber que alguns compostos ocorrem
exclusivamente em uma Unica sub-fra¢do, enquanto outros estdo presentes em mais de uma
sub-fracdo proveniente de um mesmo 6rgao vegetal (folhas ou caules), como é o caso do
composto de massa 239 [M+H]", que foi detectado na sub-fragio 4 de EP-C (IC) e nas sub-
fragdes 2 e 3 de CHCI;-C (IC). Ha outros compostos, detectados apenas nos caules, que estdo
presentes em ambos os individuos estudados (IC e It), como ¢ o caso do composto de massa
289 [M+H]", que foi detectado nas sub-fragdes 2 ¢ 3 de EP-C (IC) e na sub-fragio 1 de
CHCI5-C (It), e o composto de massa 271 [M+H]", detectado na sub-fragdo 3 de EP-C (IC) e
na sub-fragdo 1 de CHCIs-C (It). Ja o composto de massa 257 [M+H]", foi detectado nas sub-
fragdes 2, 3 ¢ 4 de EP-C (IC), sub-fragdes 2 e 3 de CHCI;3-C (IC) e também na sub-fragao 2 de
CHCIs-F (It).
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Figura 28: Analise em LC-MS ESI(+) da sub-fracdo 2 de EP-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem de
ions totais (TIC — Total Ions Count), com a sinalizagdo por meio de setas dos picos correspondentes a
visualizacdo em UV (L) 254nm. Abaixo, 1 e 2 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas.
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Figura 29: Analise em LC-MS ESI(+) da sub-fracao 3 de EP-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem de
ifons totais (TIC — Total Tons Count), com a sinalizacdo por meio de setas dos picos correspondentes a
visualizacdo em UV (X) 254nm. Abaixo, 1, 2 e 3 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas.
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Figura 30: Analise em LC-MS ESI(+) da sub-fracdo 4 de EP-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem de
ions totais (TIC — Total Ions Count), com a sinalizagdo por meio de seta do pico correspondente a visualizagao
em UV (A) 254nm. Abaixo, 1 - Espectro em MS/ESI(+) do pico indicado pela seta.
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Figura 31: Anélise em LC-MS ESI(+) da sub-fragdo 2 de CHCI3-F (IC). Acima - Cromatograma de contagem
de ions totais (TIC — Total Tons Count), com a sinalizacdo por meio de setas dos picos correspondentes a
visualizagdo em UV (X) 254nm. Abaixo, 1 e 2 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas.
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Figura 32: Analise em LC-MS ESI(+) da sub-fracao 2 de CHCI;-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem
de ions totais (TIC — Total Ions Count), com a sinalizacdo por meio de seta do pico correspondente a

visualizacdo em UV (1) 254nm. Abaixo, 1 - Espectro em MS/ESI(+) do pico indicado pela seta.

52




Resultados e Discussio

| CHCLC(C)sf3 |

Intens. ] |
®1007 7
5
4
3
2
] 1 —
1 ] 2—
] i, Iy i JL i P
T T T T T T _
u] a2 10 15 20 25 a0 35 Titne [min]
itz S, 16 5 17.5min A 240 2507
Y10 214.9 in # )
1 *
1264
1.004
075 -
050
025 -
912
1678 a2s PR g w60 I 4800
i —L L . A —h PR Y IL .y . - . syl P P . i
100 160 200 260 200 360 400 460 &00 S0 me
hiteis. T, 22 7 23 O 00 T
e 357 0[M+HJ* (M- 256) in #( )
1.0 : ! &
0.8
0
0.4
[M+HF (M-238) 238.9
0.2
1578 435.1
1068 y49q L 17849 069 274000 A L 421 0970 5151
on [ PRI TN bt bl PPV, AT PP TR "
100 140 200 250 00 260 400 450 A0 A50 Bi0miE

Figura 33: Analise em LC-MS ESI(+) da sub-fracao 3 de CHCI;-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem
de ions totais (TIC — Total Tons Count), com a sinalizacdo por meio de setas dos picos correspondentes a
visualizagdo em UV (X) 254nm. Abaixo, 1 e 2 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas.
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Figura 34: Analise em LC-MS ESI(+) da sub-fracdo 2 de CHCI;-F (It). Acima - Cromatograma de contagem de
ions totais (TIC — Total Ions Count), com a sinalizagdo por meio de setas dos picos correspondentes a
visualizagdo em UV (X) 254nm. Abaixo, 1, 2 e 3 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas.
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Figura 35: Analise em LC-MS ESI(+) da sub-fracdo 1 de CHCI;-C (It). Acima - Cromatograma de contagem de
ifons totais (TIC — Total Tons Count), com a sinalizacdo por meio de setas dos picos correspondentes a
visualizacdo em UV (L) 254nm. Abaixo, 1, 2 e 3 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas.
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Figura 36: Analisec em LC-MS ESI(+) da sub-fracdo 2 de CHCI;-C (It). Acima - Cromatograma de contagem de
jons totais (TIC — Total fons Count), com a sinalizagio por meio de setas dos picos correspondentes a
visualizagdo em UV (X) 254nm. Abaixo, 2 e 3 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas. Obs:
Nao foi detectado o espectro do pico 1.
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Figura 37: Analise em LC-MS ESI(+) da sub-fracdo 3 de CHCI;-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem
de fons totais (TIC — Total fons Count), com a sinalizagio por meio de seta do pico correspondente a
visualizagdo em UV (X) 254nm. Abaixo, 1 - Espectro em MS/ESI(+) do pico indicado pela seta.

Ap6s a andlise em LC-MS ESI(+), os ions mais intensos dentre os quais foram
encontrados correspondentes na analise por GC-MS e/ou busca na literatura, principalmente
aqueles que foram recorrentes em mais de uma sub-fragdo, também foram analisados por
ESI(+)-MS/MS para observar seus padrdes de fragmentagdo. Sendo assim, as Figuras 38 a 45
a seguir, apresentam os espectros em ESI(+)-MS/MS obtidos por cromatografia liquida,
seguidos dos espectros de massas correspondentes obtidos por GC-MS, com posterior

identificacao.
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Figura 38: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do ion m/z 289 [M+H]" e espectro GC-MS (abaixo) do composto
de massa (M ") 288, identificado como Avicenol-C a partir da literatura.

O composto de massa (M) 288 (Figura 38), que foi detectado nas sub-fragdes 2 e 3 de
EP-C (IC) e na sub-fracdo 1 de CHCI;-C (It) na analise em LC-MS, e também na sub-fragdo 4
de EP-C (IC), sub-fracao 2 de CHCIl;-C (IC) e sub-fracdo 2 de CHCIL;-C (It) no GC-MS
(Tabela 8), ndo foi identificado a partir da biblioteca NIST. No entanto, consultando a
literatura a respeito do género, o composto foi identificado como Avicenol-C, o qual foi
isolado pela primeira vez de Avicennia alba e caracterizado por Ito et al. (2000).

O Avicenol-C ¢ uma naftoquinona, que possui um cromoéforo 1,4-naftoquinol, e
apresenta a formula molecular C;7H,0O4. O espectro descrito por Ito et al. (2000), — EI-MS
m/z (%): 288 (M, 100), 273 (19), 255 (16), 229 (7), 215 (18), 213 (32), 201 (27), 199 (17),
195 (11), 187 (13), 183 (10), 173 (63), 171 (12), 157 (16), 143 (23) — ¢ muito semelhante ao
encontrado nas amostras analisadas, desta forma ¢ possivel sugerir que este composto também

ocorre em A. schaueriana.
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Figura 39: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do ion m/z 257 [M+H]" e espectro GC-MS (abaixo) do composto
de massa (M") 256.

O composto de massa (M) 256 (Figura 39), que foi detectado nas sub-fragdes 2, 3 e 4
de EP-C (IC), na sub-fragao 2 ¢ 3 de CHCI;-C (IC) e na sub-fragdo 2 de CHCIs-F (It) na
analise em LC-MS, e somente na sub-fracdo 3 de CHCI;-C (IC) no GC-MS (Tabela 8), ndo
pode ser identificado a partir da biblioteca NIST. No entanto, Ito et al. (2000), descreveram
outro composto, também isolado pela primeira vez de Avicennia alba, de massa (M) 256,

denominado Avicequinona-C, ilustrado na Figura 40 a seguir.
0

0
OH

0

Figura 40: Avicequinona-C.

A Avicequinona-C ¢ uma naftoquinona que apresenta formula molecular C;5H;,04. O
espectro descrito por Ito et al. (2000), — EI-MS m/z (%): 256 (M",12), 241 (100), 214 (18),
199 (10), 129 (10), 115 (17), 105 (22) — difere do encontrado na analise das amostras por GC-
MS, mas levando-se em consideragdo que a Avicequinona-C ¢ uma naftoquinona analoga ao

Avicenol-C, que ambas ocorrem em A. alba, e que esta ultima foi encontrada nas amostras de
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A. schaueriana analisadas, é possivel que o composto de massa (M") 256 tenha uma estrutura

relacionada a Avicequinona-C.
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Figura 41: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do ion m/z 271 [M+H]" e espectro GC-MS (abaixo) do composto
de massa (M") 270, identificado como éster metilico do Acido Palmitico a partir da biblioteca NIST.

O composto de massa (M") 270 (Figura 41), que foi detectado na sub-fragdo 3 de EP-
C (IC) e na sub-fragdo 1 de CHCI;-C (It) na analise em LC-MS, e em todas as sub-fragdes
pelo GC-MS (Tabela 8), foi identificado a partir da biblioteca NIST como o ester metilico do
Acido hexadecanodico, também denominado éster metilico do Acido Palmitico. O espectro de
massas da biblioteca — 74 (M',100), 87 (72), 43 (32), 55 (31), 41 (23), 143 (21), 75 (19), 57
(18), 69 (13), 227 (11) — ¢ muito semelhante ao encontrado nas amostras, portanto ¢ possivel

sugerir que este composto esteja presente em A. schaueriana.
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Figura 42: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do ion m/z 191 [M+H]" e espectro GC-MS (abaixo) do composto
de massa (M") 190, identificado como Megaestigmatrienona a partir da biblioteca NIST.

O composto de massa (M") 190 (Figura 42), que foi detectado na sub-fragdo 2 de
CHCI;-F (It) nas analises em LC-MS e GC-MS (Tabela 8), foi identificado a partir da
biblioteca NIST como Megastigmatrienona. O espectro de massas da biblioteca — 190
(M",100), 148 (93), 175 (87), 133 (84), 147 (75), 91 (63), 119 (55), 41 (52), 105 (44), 39 (41)
— ¢ muito semelhante ao encontrado nas amostras, portanto, também ¢ possivel sugerir que

este composto esteja presente em A. schaueriana.
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Figura 43: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do ion m/z 239 [M+H]" e espectro GC-MS (abaixo) do composto
de massa (M") 238.

O composto de massa (M") 238 (Figura 43), foi detectado na sub-fragio 4 de EP-C
(IC), e nas sub-fragdes 2 ¢ 3 de CHCI;-C (IC) nas analises em LC-MS e GC-MS (Tabela 8).

Apesar de nao ter sido identificado pela biblioteca, e também de ndo ter sido
encontrado um padrao de fragmentacdo igual ao obtido na literatura, Singh et al. (2008),
identificaram um composto de massa (M") 238, denominado como 2-isopropenilnafto[2,3-

b]furan-4,9-quinona, o qual encontra-se ilustrado na Figura 44.

Figura 44: 2-isopropenilnafto[2,3-b]furan-4,9-quinona.

O artigo nao traz a fragmentacdo do mesmo, mas levando em consideracao que foram
identificadas outras naftoquinonas semelhantes, e que o ion 239 presente no espectro em
ESI(+)-MS-MS, ¢ o ion 100% do composto de massa [M+H]" 257 (sugerido como algo
semelhante a Avicequinona-C), ¢ plausivel, que ao perder uma molécula de agua, a
Avicequinona-C venha a se transformar neste composto, portanto existe a possibilidade de

que 0 mesmo esteja presente na amostra analisada.
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Figura 45: Espectro MS-MS/ESI(+) do ion m/z 229 [M+H]" sem espectro correspondente em GC-MS e ndo
identificado.

O composto de massa (M) 228 (Figura 45), foi detectado somente na sub-fragio 2 de
EP-C (IC), e apenas na analise por LC-MS.

Apesar de ndo ter espectro de massas correspondente no banco de dados do GC-MS,
Ito et al. (2000), identificaram um composto, também isolado pela primeira vez de Avicennia
alba, de massa (M') 228, denominado como Avicenol-B, o qual encontra-se ilustrado na

Figura 46 a seguir.
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Figura 46: Avicenol-B.

O Avicenol-B ¢ outra naftoquinona que possui um cromoforo 1,4-naftoquinol,
apresenta a formula molecular C4H;,03 e espectro de massas em EI-MS m/z (%): 228 (M+,
13), 213 (28), 167 (63), 149 (100), 135 (6). Esta naftoquinona ¢ analoga a Avicequinona-B —
(M") 198 —, a qual foi encontrada na sub-fragio 2 de EP-C (IC) quando analisada por GC-MS
(dados apresentados na Tabela 8).

Portando, levando-se em consideragao que nas amostras estudadas foram identificadas
outras naftoquinonas semelhantes, e que através do GC-MS foi encontrado, na mesma fragao,
um composto analogo ao Avicenol-B, ¢ aceitdvel a sugestdo de que seja esse, ou algum
composto semelhante ao Avicenol-B de massa (M) 228, que esteja presente na amostra

analisada.
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Como observado, naftoquinonas se fazem presentes nas amostras analisadas,
principalmente nas fragdes e sub-fragdes provenientes da Ilha do Cardoso. As naftoquinonas
pertencem ao grupo das quinonas, uma classe estruturalmente diversa de compostos fendlicos
com ampla gama de propriedades farmacologicas (Martinez, Benito, 2005).

Quinonas s3o encontradas em bactérias, fungos, liquens, gimnospermas e
angiospermas nas mais diversas formas, sendo que em plantas ocorrem como benzoquinonas,
antraquinonas e naftoquinonas (Martinez, Benito, 2005).

Numa revisao realizada por Wu et al. (2008), sobre os produtos naturais de plantas de
mangue, constatou-se que dentre todas as espécies desse ecossitema, a presenga de
naftoquinonas se restringe apenas as do género Avicemnia, ja tendo sido relatadas 15
diferentes naftoquinonas a partir de estudos com A. marina, A. alba e A. officinalis,
mostrando que esta classe de compostos € bem marcante e caracteristica no género.

Os mesmos autores mencionam que estudos de atividade biologica realizados com
naftoquinoas isoladas de espécies de Avicennia, tais como Avicequinona-A e C,
Estenocarpoquinona-B e a mistura das Avicenonas-E e F, exibiram atividade antimicrobiana
significativa contra Candida albicans, além de forte atividade antiproliferativa contra
linhagens celulares relacionadas a leucemia mieloide cronica humana.

Quinonas estio fortemente associadas a atividade antifungica, sendo que neste aspecto
as naftoquinonas recebem grande destaque, apresentando eficiéncia comprovada no combate a
C. albicans, Fusarium spp. € at¢ mesmo contra o basidiomiceto Pleurotiis sajor, causador da
podridao branca no cajueiro (Martinez, Benito, 2005).

Além de atividade antifiingica, as naftoquinonas também estdo relacionadas a diversas
outras atividades biologicas, como atividade antineoplasica, ou anti-cancer, atividade anti-
inflamatoéria, antioxidante, antiviral, antibacteriana, antiprotozoaria e moluscicida (Martinez,
Benito, 2005). Segundo Lucas et al. (2013), o mecanismo de ag¢do dessas quinonas esta
relacionado a sua capacidade redox, a qual pode conduzir a formagado de espécies reativas de
oxigeénio responsaveis por danificar macromoléculas celulares.

Levando-se em consideracao a amplitude de atividades bioldgicas das naftoquinonas,
principalmente com relagdo a inibi¢do do crescimento de fungos patogénicos, e relacionando
esse fato a presenca marcante das mesmas em plantas do género Avicennia, ¢ possivel afirmar
que as naftoquinonas recorrentes em A. schaueriana possuem estreita relacdo com o forte
potencial antifingico detectado nos testes com seus extratos, sendo provavelmente as

principais responsaveis pela atividade, ja que as fragcdes e sub-fracdes mais ativas, ou seja,
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aquelas provenientes da Ilha do Cardoso foram as que apresentaram maior teor e variedade de
naftoquinonas.

Além das substincias mencionadas até o momento, que foram identificadas através da
unido de técnicas espectroscopicas, varias outras foram identificadas a partir da analise por
GC-MS. As Tabelas 8 € 9 a seguir, apresentam as substancias identificadas nas sub-fragdes e
nas fragdes metiladas, respectivamente. Quando ndo foi possivel identificar os compostos
através da biblioteca do equipamento, os espectros de massas foram comparados com dados

da literatura citados para o género.

Observando os compostos descritos na Tabela 8, além das naftoquinonas ja
mencionadas (as quais também foram detectadas através de LC-MS) a andlise por GC-MS
proporcionou a deteccao da Avicequinona-B, identificada a partir da literatura, o Lapachol e
a-Lapachona, presentes no EP-C (IC), e a Nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2-isopropil, sendo que
esta ultima representa o pico mais abundante da sub-fracao 4 do EP-C (IC) e das sub-fracdes
de CHCL-C (IC), reforgcando a discussdo anterior a respeito da forte presenca de

naftoquinonas em A. schaueriana. A Figura 47 a seguir ilustra essas naftoquinonas.

i \ﬂ: % i
O
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Figura 47: Naftoquinonas detectadas por GC-MS. 1- Avicequinona-B. 2— Lapachol. 3— o-Lapachona.
4— Nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2-isopropil.

A Avicequinona-B foi isolada pela primeira vez de Avicennia alba e caracterizada por
Ito et al. (2000). Como ja mencionado, ¢ um composto andlogo ao Avicenol-B, também
detectado no presente trabalho, e apresenta formula molecular C;,HgOs.

Ja o Lapachol foi isolado pela primeira vez no ano de 1882 a partir de Tabebuia
avellanedae (Bignoniaceae), sendo encontrado mais tarde em varias outras espécies e
familias. Dentre as muitas naftoquinonas biologicamente ativas, o lapachol pode ser
considerado como a mais versatil delas, pois apresenta diversas atividades bioldgicas tais
como atividade antiviral, anti-inflamatéria, antiparasitiria e moluscicida, mas ficou
amplamente conhecido a partir de 1968 quando testes demonstraram atividade altamente

significativa contra tumores cancerigenos, porém seu uso para este tratamento ndo ganhou
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Tabela 8: Compostos detectados por CG-EM em fragdes de Eter de Petroleo (IC ¢ It) e sub-fragdes ativas.

Area relativa (%)

T.R. Ilha do Cardoso Itanhaém
. Composto
(min) EP-F EP-C EP-C CHCI;-F CHC-C = o0 o pp.c _CHCL-F CHCI;-C
sf.2 sf.3 sf.4 s.f.2 sf.2 sf3 s.f.2 sf.1 sf2 sf3
20,79 Megastigmatrienona - - - - - - - - - - 3,89 - - -
22,68 Acido tetradecanoico, éster metilico - - 4,66 - - - - - - - - - - -
23,89 Avicequinona-B * - - 7,13 - - - - - - - - - - -
24,81 Acido Palmitico, éster metilico 9,45 1,45 2,01 0,52 542 4,54 1,94 45 8,56 8,79 4,35 3,10 3,92 9,18
25,30 Naftaleno - 1,00 - - - - - - - - - - - -
25,51 Acido oleico, éster metilico - 0,47 080 023 7,55 2,15 - 7,4 - - - - - -
25,91 Lapachol - 2,22 - - - - - - - - - - - -
26,06 1,1'-Bifenil]-2-ol, 5-(1,1-dimetiletil) - 7,34 - 0,53 - - - - - - - - - -
26,46 Acido linoleico, éster metilico - 1,66 1,98 0,27 3,12 - - 2,71 0,11 9,60 - - - -
26,53 Acido 11-Octadecenoico, éster metilico - - - - - - - - 12,40 9,77 - - - -
26,60 Fitol 6,56 - - - - - - - 4,74 1,16 - - - -
26,65 Nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2-isopropil - - - - 28,57 - 81,21 50,96 - - - - 27,01 -
26,75 Acido estedrico, éster metilico - - - - 7,81 2,16 - 2,95 - 2,75 - - - 8,21
26,78 a-Lapachona - 2,37 - - - - - - - - - - - -
26,82 N.I. (Semelhante & Avicequinona-C) * - - - - - - - 4,20 - - - - - -
27,23 2-isopropenilnafto[2,3-b]furan-4,9-quinona * - - - - 7,32 - 8,03 - - - - - - -
28,54 Acido eicosandico, éster metilico - - - - - - - - - 2,12 - - - -
28,58 Avicenol-C * - 8,16 1,48 20,61 1542 - 7,56 - - - - 56,47 6,3 -
32,75 Trans-Esqualeno 9,54 - - - - - - - - 2,33 - - - -
40,13 Estigmasterol 2,79 - - - - - - - - 495 - - - -
42,26 y-Sitosterol 4,37 - - 11,84 - - - - 7,99 17,65 - - - -
43,03 B-Amirina 16,61 2,85 7,13 3,73 - - - - 9,09 1,85 - - - -
43,56 Lupenona - 14,70 7,15 2,07 - - - - - 0,69 - - - -
44,96 Lupeol 4298 23,37 61,06 26,22 18,94 - - - 37,78 23,97 - - - -
46,38 Estigmastenona - 343 5,80 6,46 - - - - - - - - - -

T.R (min): Tempo de Retengio em minutos; Area (%): porcentagem de 4rea relativa dos compostos identificados. N.I.: Compostos nio identificados. Compostos marcados com *

foram identificados a partir de consultas na literatura referente ao género.
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Tabela 9: Compostos detectados por GC-MS nas fragdes Cloroférmicas, fragdes de Acetado de Etila e residuos Hidrometandlicos apos metilagao.

Area (%)
T.R. Ilha do Cardoso Itanhaém
. Composto
(min) CHCl;- CHCI3- AcOEt- AcOEt- MeOH/ MeOH/  CHCl;- CHCI3- AcOEt- AcOEt- MeOH/ MeOH/
F C F C H,O-F H,0-C F C F C H,O-F H,0-C

19,775 Acido cindmico, éster metilico 10,85 1,18 56,34 5,82 1,47 - 50,16 36,73 78,39 74,79 57,76 9,07

24,699 ‘xcido 3.4-dimetoxi benzoico, - 1,28 . 1,01 - - . 1,53 - . . 1,19
éster metilico
1,2,3,4-Tetrahidronaftaleno-1-

25,533 acido carboxilico, 2-amino-, éster - - - - - - 4,84 3,59 2,51 1,50 - -
metilico

27.845 Ac1(.i(.) tetradecanoico, éster 0.88 ) i i ) ) i ) i i i
metilico

32,159 Acido Palmitico, éster metilico 6,37 3,03 3,33 - - - 9,79 14,03 1,56 2,92 - 2,93

35,197 Acido linoleico, éster metilico 1,79 2,64 - - - - 2,26 9,33 - - - -

35313 Ac1(.1(.) 10-octadecenoico, éster ) 3.85 i i ) ) i i ) i i i
metilico

35,340 Acido linolenico, éster metilico 10,99 - - - - - 10,33 - - - - -

35.367 Acu’i(.) 9-Octadecendico, éster ) ) i i ) ) i 12,17 ) i i i
metilico

35,943 Acido estearico, éster metilico 0,74 - - - - - 2,01 2,34 - - - -

T.R (min): Tempo de Retengdo em minutos; Area (%): porcentagem de area relativa dos picos identificados

. N.I.: Composto ndo identificado.
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forga ja que os efeitos toxicos e colaterais sao igualmente expressivos. O lapachol também
apresenta atividade antimicrobiana e antifingica, e apesar de ndo se saber ao certo o
mecanismo exato de a¢do, acredita-se que ele esteja relacionado a sua capacidade, assim
como de outras naftoquinonas, em interferir no sistema de transporte de elétrons e inibir o
mecanismo respiratdrio celular (Hussain, et al., 2007).

Recentemente, o lapachol vem sendo estudado sob a dtica do combate a fitopatogenos
e pragas, desta forma, Sousa, et al. (2008), realizaram testes contra o fungo Fusarium
oxysporum, obtendo 92,8% de inibi¢ao no crescimento do mesmo quando inoculado com
lapachol comercial isolado a partir de madeira de ipé.

A analise em GC-MS também proporcionou a detec¢do de varios ésteres metilicos de
acidos graxos, sendo que alguns deles encontram-se presentes com discreta representatividade
nas amostras, como ¢ o caso dos ésteres metilicos do Acido Palmitico, do Acido Oleico, do
Acido Linoleico e Acido 11-Octadecenoico, encontrados em varias fracdes, e representados

na Figura 48 a seguir.
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Figura 48: Acidos graxos metilados detectados por GC-MS. 1- Acido Palmitico, éster metilico. 2— Acido
Oleico, éster metilico. 3— Acido Linoleico, éster metilico. 4— Acido 11-Octadecenoico, éster metilico.

Os acidos graxos sdo constituintes de todas as células vegetais, funcionando como
compostos de membrana, produtos de armazenamento e fonte de energia, podendo também
mediar defesas quimicas contra microorganismos (Chandrasekaran et al., 2011). Alguns
autores destacam que acidos graxos apresentam potencial antifingico, como foi o caso de
Abdelillah et al. (2013), que ao avaliar a atividade antifiingica da fragdo de ésteres metilicos
de acidos graxos isolados das sementes de Linum usitatissimum contra os fungos Aspergillus
flavus e Aspergillus ochraceus, detectaram inibigdo no crescimento micelial de 54,19 e
40,48% respectivamente. J4 Shafaghat (2012), detectou inibicdo de 72% no crescimento de
Saccharomyces cerevisiae no teste com o extrato hexanico das folhas de Hypericum scabrum,
o qual ¢ rico em acidos graxos, tendo como principais constituintes o acido linoleico (6mega-
6) e o 4cido linolénico (6mega-3).

Em plantas de manguezal, os &cidos graxos sdo encontrados em abundancia.

Chandrasekaran et al. (2010) caracterizaram acidos graxos presentes em 8 espécies de
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manguezal, incluindo uma do género Avicennia (A. officinalis), onde o acido palmitico foi o
composto mais abundante em todas elas, e o acido oleico foi o segundo mais abundante em A.
officinalis. Chandrasekaran et al. (2011) ainda afirmaram que ndo s6 as plantas de manguezal,
mas as halofitas de maneira geral apresentam forte atividade antifiingica relacionada aos
acidos graxos, comprovando sua afirmacgdo através de ensaios realizados com a fracao de
ésteres metilicos de 4cidos graxos isolados das folhas de Sesuvium portulacastrum contra os
fungos patogénicos Aspergillus flavus e Aspergillus niger, chegando ao valor de CMI
(concentragao minima inibitéria) de 4 e 8mg/mL respectivamente.

Além das naftoquinonas e dos acidos graxos, o Lupeol, um triterpeno ilustrado na
Figura 49, foi outro composto com grande representatividade nas fracdes de folhas e caules de
Eter de Petroleo (IC) e sub-fragdes deste Gltimo. Em estudos realizados por Gallo e Sarachine
(2009), Lupeol apresentou zonas moderadas de inibi¢do contra o crescimento dos fungos
Aspergillus Niger, Aspergillus flavus, Rhizoctonia phaseoli e Penicillium chrysogenum, sendo
este um indicio de que, além dos demais compostos, o Lupeol também possa estar relacionado
a atividade antifungica em A. shaueriana, agindo como um intensificador, ja que o mesmo foi
detectado apenas em fragdes provenientes da Ilha do Cardoso, as quais sdo mais ativas em

relacdo as fracdes de Itanhaém.

Figura 49: Lupeol.

Na Tabela 9, onde estdo descritos os compostos identificados nas fragdes apods o
processo de metilagdo, infelizmente nenhum composto da fragado MeOH/H,O-C (IC) foi
identificado, no entanto para as demais, além da forte presenca de acidos graxos, foram
detectados: o éster metilico do acido cindmico e o éster metilico do acido 3,4-dimetoxi
benzoico, ilustrados na Figura 50 a seguir, sendo que o primeiro representa o pico mais

abundante em quase todas as amostras em que foi localizado.

69



Resultados e Discussio

D:\,_.\_ﬂ_(__,D o

P

|
o ~F

1 2

Figura 50: Estruturas do éster metilico do Acido cindmico (1) e do éster metilico do &cido 3,4-
dimetoxibenzoico (2).

Muitas atividades biologicas tem sido atribuidas ao acido cindmico e seus derivados,
tais como a inibi¢do do Plasmodium falciparum, causador da malaria (Kanaani, Ginsburg,
1992) e potencial anti-inflamatério (Fernandez et al., 1998) e antimicrobiano contra bactérias,
e fungos do género Pytium sp. (Tawata et al., 1996). Em um experimento realizado por Said
et al. (2004), com o fungo filamentoso Neurospora crassa, apds 24 horas de inoculacdo numa
concentragdo de 200pg/mL, o &cido cinanimo foi capaz de inibir 94% de seu crescimento em
relacdo ao controle, além de causar mudangas no padrao de ramificagdo das hifas. Desta
forma, o acido cindmico ¢ outro composto que pode auxiliar na intensificacdo da atividade
antifingica em A. schaueriana.

Apo6s a deteccdo destes compostos e classes de compostos relacionados a atividade
antifingica, ¢ possivel afirmar que A. schaueriana nao possui apenas um unico artificio para
se proteger contra fungos, mas sim um arsenal, pois a auséncia de naftoquinonas em fragdes e
sub-fragdes provenientes de Itanhaém, e em algumas provenientes da Ilha do Cardoso, nao
impediu que as mesmas apresentassem atividade, ainda que menos intensa. Desta forma,
acredita-se que os acidos graxos e o acido cindmico, comuns a todas as amostras analisadas,
cumprem um papel basal na defesa antifiingica, a qual ¢ intensificada pela presenga das
naftoquinoas, classe reconhecida na literatura como biologicamente muito ativa.

O forte potencial antifingico detectado em A. schaueriana, assim como o potencial
antioxidante, deve estar provavelmente relacionado, as estratégias de sobrevivéncia da planta
em seu meio caracteristico, ja que os manguezais sdo ambientes demasiadamente umidos,
condicdo esta, altamente favoravel ao desenvolvimento de fungos, levando a acreditar que nao
apenas A. schaueriana, como também as demais espécies de manguezal venham a ser
promissoras no isolamento de compostos antifingicos para uso na medicina e agricultura.

Desta forma, sugere-se que estudos futuros se comprometam com o isolamento dos
compostos antifingicos e antioxidantes presentes em A. schaueriana, almejando a

identificagdo ndo apenas de compostos conhecidos, como também de outros inéditos.
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5. Conclusoes

A comparagdo do perfil quimico entre 4. schaueriana coletada na Ilha do Cardoso e
Itanhém por meio da purificagdo das fracdes ativas mostrou que existem diferengas
quantitativas de acordo com o perfil cromatografico, e qualitativas de acordo com a
identificacdo dos compostos que provavelmente estio relacionados a atividade antifungica.

A. schaueriana proveniente da Ilha do Cardoso se mostrou mais ativa em relacao
aquela coletada em Itanhaém para as duas atividades bioldgicas testadas. No que se refere a
atividade antioxidante, o maior teor de compostos fendlicos detectado nos extratos e fragdes
de A. schaueriana (IC) relaciona-se diretamente ao potencial de sequestro de radicais livres
para as mesmas amostras, estando a atividade provavelmente relacionada a presenca de
flavonoides detectados a partir de revelagdes quimicas.

J& a atividade antifingica provavelmente esta relacionada a presenca de naftoquinonas
variadas dentre as quais se encontra o lapachol, a ampla gama de ésteres metilicos de acidos
graxos, a presenca do lupeol, e também de 4cidos como o cindmico. A diferenca de potencial
antifngico entre os individuos coletados nos dois locais, provavelmente se deve a presenca
mais marcante das naftoquinonas em A4. schaueriana proveniente da Ilha do Cardoso do que

na proveniente de Itanhaém, na qual quase ndo foram detectadas.
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