AREA DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

Na area de Ciéncias Biolégicas e da Saude entre os 78 trabalhos apresentados no
evento, 70 foram de alunos bolsistas de Iniciacdo Cientifica da Universidade e 08 trabalhos
de alunos de Iniciacdo Cientifica vinculados a outras Instituicdes de Ensino do Estado do Rio
Grande do Sul. A maioria dos trabalhos nesta area foi de bolsistas do Programa UNISC de
Iniciacdo Cientifica — PUIC e de Programas de bolsas como o de verba externa para
pagamentos de bolsas em projetos de pesquisa. Também foram apresentados trabalhos
contemplados com bolsas de IC do CNPq e da FAPERGS. Importante destacar a participacao
de estudantes participantes dos Programas PIBIC-Ensino Médio do CNPq, PROBIC/FAPERGS e
PUIC voluntdrio. Na Figura 02 é possivel visualizar o nimero de trabalhos apresentados de
acordo com a modalidade de bolsa de iniciagdo cientifica.

Figura 02 — Modalidade de bolsas dos estudantes participantes do XVII Seminario de
Iniciacdo Cientifica na Area de Ciéncias Bioldgicas e da Saude.

Trabalhos apresentados na Area de Ciéncias Bioldgicas e da Salde no
XVII Seminario de Iniciagdo Cientifica da UNISC
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Tipode bolsa relaciorada aos trabalhos apresentados

Fonte: Coordenagdo de Pesquisa, UNISC, 2011.

Revista Jovens Pesquisadores, Santa Cruz do Sul, n. 1, p. 1-133, 2012



ANALISE DO PERFIL FITOQUIMICO DE Tripodanthus acutifolius
(RUIZ & PAVON) TIEGHEM, LORANTHACEAE

Juliana Maria Griiner®

Thais Klein de Souza®
Lisianne Brittes Benitez’
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RESUMO

As plantas medicinais constituem uma das principais fontes de substancias ativas com
potencial terapéutico sendo utilizadas para uma variedade de patologias. No entanto, seu
uso indiscriminado é preocupante, em fung¢do disto, tem sido alvo de iniumeros estudos
cientificos no intuito de investigar sua composi¢ao quimica, farmacolégica e toxicolégica.
Tripodanthus acutifolius ¢ uma planta hemiparasita pertencente a familia Loranthaceae,
conhecida popularmente como “erva-de-passarinho” e utilizada na medicina popular e
amplamente distribuida na América do Sul. Este trabalho tem como objetivo analisar a
composicao fitoquimica a partir dos extratos aquoso e metandlico das folhas de T.
acutifolius. As folhas foram coletadas no municipio de Santa Cruz do Sul, RS, sendo que, apds
identificacdo botanica, sofreram maceracdo, obtendo-se os extratos aquoso e metandlico
brutos. Uma triagem fitoquimica foi realizada para caracterizar as principais classes de
metabolitos secundarios presentes nestes extratos, utilizando-se de reacdes cromogénicas
de caracterizacdo e da cromatografia em camada delgada. Apds obtencdao dos extratos,
observou-se que o extrato aquoso obteve um rendimento de 30% e o extrato metandlico
20%. Na analise fitoquimica, foi possivel evidenciar a presenga de flavondides, taninos e
compostos antracénicos, sendo os dois primeiros ja relatados na literatura cientifica.

Palavras-chave: Erva-de-passarinho. Screening fitoquimico. Compostos polifenélicos.

ABSTRACT

The medicinal plants are the active substances major source with therapeutic potential, and
are used often to treat a variety of pathologies. The plant widespread use is worrying;
because of this has been the subject of numerous scientific studies that enable the
identification of phytochemical composition, pharmacological activity, toxicity, as well as the
different species identification. Tripodanthus acutifolius is a mistletoe plant included in the
Loranthaceae family, known popularly as "herb-of-bird". It is widely distributed in South
America, where grows on large amount of hosts. This work aims to analyze the
phytochemical composition from the aqueous and methanolic extracts of leaves of T.
acutifolius. The leaves were collected in the Santa Cruz doSul, RS. The extracts were made by
maceration with water or methanol. A phytochemical screening was carrying out to identify
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the secondary metabolites main classes present in this specie. The yield of the extracts
calculated was 30% and 20%, to aqueous and methanol extracts, respectively. The
phytochemical analyses showed that the both extracts have flavonoids, tannins and
anthracene compounds.

Keywords: Herb-of-bird. Phytochemical screening. Polyphenolic compounds.

1 INTRODUCAO

Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pavén) Tieghem, cuja sinonimia é conhecida como
Phrygilanthus acutifolius (Ruiz & Pavén) Eichler (Loranthaceae), é uma planta hemiparasita
amplamente distribuida na América do Sul. E popularmente conhecida como “erva-de-
passarinho”, devido a dependéncia das aves para dispersdo de suas sementes. A infestacdo
nos mais variados tipos de hospedeiros ocorre através de pdssaros que se utilizam dos frutos
desta erva para alimentacdo e, apos regurgitacdo ou defecacdo, as sementes liberadas
aderem-se as plantas hospedeiras por possuirem uma camada de substdncia mucilaginosa
aderente, chamada viscina. Estas germinam emitindo imediatamente uma radicula que se
transforma em raizes especiais (haustoérios), penetrando no caule e desenvolvendo uma
unido complexa com o tecido vascular deste (BARCIK et al., 2002; CAZETTA; GALETTI, 2003),
modificando o crescimento de arvores ornamentais e influenciando na perda da produgdo de
varias arvores frutiferas (HARRIS, 1992; TAINTER, 2002; LEAL et al., 2006; RICCO et al., 2008).

Tradicionalmente, T. acutifolius é empregada no tratamento das mais diversas
patologias. Soberdn e colaboradores (2006) demonstraram que as tinturas vegetais obtidas
por extracdo aquosa apresentam atividade antibacteriana. J4 os extratos aquoso e etandlico
das flores apresentaram efeitos anti-inflamatério, analgésico, antipirético (DAUD; HABIB;
RIERA, 2006) e diurético (INTERSIMONE; THOENE; RIERA, 2005).

Quanto a sua composicdo fitoquimica, alguns estudos ja vém sendo realizados, no
intuito de identificar os principais compostos responsaveis pelas diversas propriedades
farmacoldgicas relatadas para esta espécie através do conhecimento tradicional (SOBERON et
al., 2010a). Dentre os metabdlitos secundarios ja identificados, pode-se citar os compostos
polifendlicos, que envolvem os flavondides, taninos condensados, proantocianidinas e
catequinas (DAUD; HABIB; RIERA, 2006; RICCO et al., 2008; SOBERON et al., 2010b).

Considerando sua vasta infestacdao em arvores frutiferas e ornamentais, bem como sua
ampla utilizacdo na medicina popular, aliada ao fato de que pouco se conhece sobre as
caracteristicas fisico-quimicas dos compostos presentes nesta espécie, este trabalho tem
como objetivo analisar a composicao fitoquimica a partir dos extratos aquoso e metandlico
das folhas de T. acutifolius.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

A familia Loranthaceae compreende cerca de 70 géneros, onde se encontram
distribuidas 950 espécies que ocorrem predominantemente nas regides tropicais (RIBEIRO et
al., 1999; AMICO; VIDAL-RUSSEL; NICKRENT, 2007). Esta entre as maiores familias que
possuem hemiparasitas, atacando uma grande variedade de hospedeiros (HARRIS, 1992;
TAINTER, 2002, LEAL, BUJOKAS, BIONDI, 2006). Os hemiparasitas ou semiparasitas sao
organismos que se utilizam da seiva bruta do hospedeiro para seu desenvolvimento e
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sobrevivéncia. Esta seiva fornece-lhes dgua e sais minerais, entretanto, ndo sao
completamente dependentes deste hospedeiro, pois possuem clorofila, realizam
fotossintese e produzem seus préprios compostos organicos, podendo mesmo em alguns
casos viver sem ele (TATTAR, 1978; ROTTA, 2001; TAINTER, 2002).

A distribuicdo destes hemiparasitas em seus hospedeiros pode ser determinada por
uma série de fatores, sendo os mais frequentes a especificidade do mesmo, a distancia entre
hospedeiros, condi¢cdes ambientais, luminosidade, arquitetura da planta hospedeira,
comportamento alimentar e selecido do habitat pelo agente dispersor (NORTON;
CARPENTER, 1998; ARRUDA; CARVALHO; DEL-CLARO, 2006).

O género Tripodanthus é um dos 16 géneros pertencentes a familia Loranthaceae
encontrado na América do Sul, do qual fazem parte trés espécies: T. acutifolius (Ruiz &
Pavon) Tieghem, T. flagellaris (Chamisso & Schlechtendal) Tieghem e T. belmirensis (Roldan
& Kuijt), esta ultima recentemente descrita. Dentre estas, a espécie T. acutifolius possui uma
distribuicdo maior, sendo encontrada na Venezuela, Equador, Argentina, Bolivia, Paraguai,
Uruguai e Brasil, parasitando troncos, copas dos hospedeiros, mas também pode parasitar
raizes (AMICO; VIDAL-RUSSEL; NICKRENT, 2007). A espécie arbdrea mais parasitada por T.
acutifolius é Ligustrum lucidum, demonstrando haver uma alta especificidade entre essas
espécies (Figura 1) (LEAL; BUJOKAS; BIONDI, 2006).

A maioria dos estudos realizados com a espécie T. acutifolius esta baseado no
conhecimento da medicina popular. Neste sentido, alguns ensaios tém sido feitos, bem
como a identificacdo de constituintes quimicos com potencial farmacoldgico para comprovar
estas propriedades (SOBERON et al., 2010a).

Figura 1 - Aspecto geral de Tripodanthus acutifolius

Fonte: Registro fotografico das autoras.

Seus principais constituintes descritos até o presente momento sdo os compostos
polifendlicos, que envolvem flavonadides (rutina, nicotiflorina, hiperosideo e isoquercetrina),
taninos condensados, proantocianidinas e catequinas (catequina, epicatequina e catequina-
4-B-ol) (FERNANDEZ et al., 1998; DAUD; HABIB; RIERA, 2006; RICCO et al., 2008; SOBERON et
al., 2010b), além de um raro fenilbutandide glicosilado chamado tripodantosideo (SOBERON
et al.,, 2010b) entre outros metabdlitos, tais como taninos, lighanas e monoterpenos
glicosilados, além de lectinas, viscotoxinas, proteinas, peptideos, oligossacarideos e
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alcaldides, que vem despertando a curiosidade de pesquisadores por investigacoes
fitoquimicas devido a esta diversidade de compostos (PISSINATE, 2006).

De maneira geral, estes compostos fendlicos, exercem diversas fungdes, como protecdo
contra incidéncia de raios ultravioleta e visivel, protecao contra insetos, fungos, virus, bactérias e
agentes oxidantes, acdo antifungica e antibacteriana, além da atracdo de polinizadores
(ZUANAZZI, 2002). Ensaios bioldgicos utilizando compostos isolados revelaram que os
flavonodides sdo conhecidos pelas suas propriedades antimicrobiana, antiviral, antiulcerogénica,
citotoxica, antineopldsica, mutagénica, antioxidante, anti-hepatotdxica, hipolipemiante, anti-
hipertensiva, antiagregante plaquetdria, antialérgica e anti-inflamatdria (PELZER et al., 1998).

3 METODOLOGIA
3.1 Coleta e identificacdao do material vegetal

As folhas de Tripodanthus acutifolius foram coletadas no municipio de Santa Cruz do
Sul, Rio Grande do Sul, no més de setembro de 2010, no periodo da manh3, tendo como seu
hospedeiro o Ligustrum lucidum (Oleaceae). A espécie foi identificada e depositada no
Herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande Sul (UFRGS), sob
o numero ICN 167796.

3.2 Preparo e rendimento dos extratos aquoso e metandlico

As folhas frescas foram selecionadas, lavadas em agua corrente e secas em uma estufa
de ar circulante a temperatura de 402C por um periodo de 48 horas. Em seguida, moidas em
moinho de facas para preparacdo dos extratos aquoso (EA) e metandlico (EB), obtidos
através da técnica de maceragao, por um periodo minimo de 24 horas, sendo os solventes
renovados por 5 dias consecutivos. Os liquidos extrativos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotatério e posteriormente liofilizados. A determinacdo do rendimento dos
extratos obtidos foi realizada partindo-se da massa inicial da planta seca.

3.3 Caracterizagao fitoquimica dos extratos

Foram realizadas reac¢des de caracterizacdao fitoquimica, em tubos de ensaio e por
cromatografia em camada delgada (CCD) para identificacdo das principais classes de
metabolitos secunddrios presentes nesta espécie. Os testes fitoquimicos foram realizados
utilizando as metodologias descritas por Wagner e Bladt (1995), Costa (2001), Farias (2002) e
Biavatti e Leite (2005). As reacbes de caracterizacdo foram realizadas partindo-se da droga
pulverizada (DP) e dos extratos brutos liofilizados, aquoso (EA) ou metandlico (EM), os quais
foram ressuspendidos em agua destilada ou metanol, sendo que para cada uma das reagdes,
utilizou-se um determinado extrato, conforme sua descricdo na literatura.

Para a identificagao de flavondides foram realizadas as reagdes de Shinoda, Taubouk,
com hidroxidos alcalinos e oxalo-bdrica. Para taninos as reagdes com acetato de chumbo,
gelatina e com sais de ferro. Ja para a pesquisa de compostos antracénicos foram realizadas
as reacdes de Borntrdger Direta, Borntrager com extrato metandlico e com hidrélise acida
do extrato metandlico. A pesquisa de saponinas foi feita pelo método qualitativo por
agitacao; e a identificacdo de alcaldides, com os reativos de Mayer e Dragendorff.
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Na deteccdao dos compostos por CCD, os extratos foram aplicados a cromatoplaca de
gel de silica, utilizando rutina, quercetina, acido galico, acido pirogalico, catequina e
epicatequina como substancias de referéncia. A fase movel, utilizada foi acetato de
etila:metanol:dgua (100:13,5:10). Apds migracdo e secagem, a placa foi visualizada sob luz
UV e em seguida, revelada com uma solucdo de anisaldeido sulfurico e aquecida por 10
minutos em estufa a 100°C, para posterior visualizagdo em luz visivel e UV.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimento dos extratos

O rendimento dos extratos foi realizado partindo-se de 100 g de planta seca. Apds
liofilizacdo, foram obtidos 30,016 g de extrato aquoso bruto (rendimento de 30%), e 20,021
g de extrato metandlico bruto (rendimento de 20%). A 4dgua, por ser um solvente de amplo
espectro é capaz de extrair um maior nimero de compostos do que o metanol. Isto se
evidencia nos rendimentos de ambos os extratos.
4.2 Analise fitoquimica

Através da analise fitoquimica realizada a partir dos extratos aquoso e metandlico de
T. acutifolius, foi possivel detectar a presenca de flavondides, taninos e compostos

antracénicos, ndo se evidenciando a presenca de saponinas e alcaldides (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultado das analises fitoquimicas dos extratos de T. acutifolius

Coloragdo, formagao

Ensaio Reacgdo realizada EA | EM | DP Dados na Literatura
de ppt ou espuma
Shinoda Castanho-
avermelhado + +
Fluorescéncia
Taubouk Isoquercetrina, Rutina,
.. amarelo-esverdeado + + . . .
Flavondides Hidroxidos Quercetina e Hiperosideo
. Castanho-amarelado (SOBERON et al., 2010)
alcalinos + +

Fluorescéncia

Oxalo-borica
amarelo-esverdeado + +

Acetato de Formagao de
chumbo precipitado amarelo + . . .
Formacio de Catequina, Epicatequina,
Taninos Gelatina . g Catequina-4-B-ol (RICCO et al.,
precipitado +
- 2008)
Sais de ferro
Castanho-esverdeado
(condensados) +
. . Castanho-
Borntrager direta +
.. avermelhado
Antracénicos " NE
Borntrager Castanho-amarelado +
Hidrolise acida Avermelhado +
Saponinas Agitacdo Formagao de espuma - NE
. Mayer/ Precipitado branco
Alcalbides Dragendorff ou turvagdo NE

Legenda: Resultado Positivo (++), Fracamente positivo (+), Negativo (-), Extrato aquoso (EA), Extrato
metandlico (EM), Droga pulverizada (DP), Ndo encontrado (NE).
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De acordo com os dados obtidos na triagem fitoquimica realizada, é possivel afirmar
gue os mesmos estdo em concordancia com os descritos por Soberdn e colaboradores
(2010b), uma vez que estes ja haviam caracterizado os flavondides (rutina, isoquercetrina,
nicotiflorina e hiperosideo) como principais constituintes para a espécie. A partir do
resultado da reacdo de Shinoda, que apresentou coloracdo castanho-avermelhado (Figura
2), conclui-se que ha a presenca de flavondides do tipo flavondis em T. acutifolius.

Do ponto de vista farmacoldgico, estes sdao particularmente atraentes por exibirem
uma ampla gama de efeitos sobre os sistemas bioldgicos, tais como: atividades
antimicrobiana, antiviral, antiulcerogénica, citotdxica, antineoplasica, mutagénica,
antioxidante, anti-hepatotoxica, hipolipemiante, anti-hipertensiva,
antiagreganteplaquetdria, antialérgica e anti-inflamatdria (PELZER et al., 1998; ZUANAZZI,
2003).

Figura 2 - Coloracdo da reacdo de Shinoda para caracterizacdo de flavondides nos
extratos de T. acutifolius
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Legenda: EA (Extrato Aquoso); EM (Extrato Metandlico)

Nos testes de caracterizacdo de taninos, identificou-se a presenca de taninos
condensados, também designados de proantocianidinas, pelo desenvolvimento da coloracao
castanho-esverdeado via rea¢do com sais de ferro e de precipitacdo com a gelatina (Figura
3). Tais resultados estdo de acordo com Ricco e colaboradores (2008) que relataram a
existéncia de proantocianidinas nas folhas de T. acutifolius.

Figura 3 - Coloracdo das reacdes para caracterizacao de taninos no extrato aquoso de
T. acutifolius

Legenda: A) Reagdes com sais de ferro; B) ReagBes de precipitacdo com gelatina

Os taninos além de serem usados tradicionalmente contra moléstias do tipo diarréia,
hipertensdao, reumatismo, hemorragia, também ajudam no processo de cura de feridas,
gueimaduras e em processos inflamatérios, por intermédio da formacdo de uma camada
protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou mucosa
danificada. Possuem outras atividades comprovadas, tais como: bactericida, fungicida,
antiviral, moluscida e antitumoral. Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos
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sdo devidas a trés caracteristicas: complexa¢do com ions metdlicos, atividade antioxidante e
sequliestradora de radicais livres e ainda a habilidade de complexagdao com outras moléculas
incluindo macromoléculas tais como proteinas e polissacarideos (MARTINS et al., 2003;
PANSERA et al., 2003; SANTOS; MELLO, 2003).

Estes resultados foram confirmados pela cromatografia em camada delgada (CCD),
onde foi possivel sugerir a presenca de rutina (Rf=0,23), quercetina (Rf=0,78), catequina e
epicatequina (Rf=0,63), no extrato metandlico e quercetina (Rf=0,78) no extrato aquoso,
cujos valores de Rf ficaram muito semelhantes aos dos padrdes aplicados (Figura 4).

Figura 4 - Cromatoplaca dos extratos de T. acutifolius com seus rescpectivos padroes

AcG AcP R Q ¢ E EA EM AcG AcP R Q C Ep ‘ ﬁ J

Legenda: a) visualizagdo sob luz UV, em comprimento de ondas de 366 nm; b) apds revelagdo com
anisaldeido sulfurico. Eluente: Acetato de etila:metanol:dgua (100:13,5:10); EA (Extrato Aquoso); EM (Extrato
Metandlico). Padrdes: AcG (acido galico), AcP (acido pirogalico), R (rutina), Q (quercetina), C (catequina) e Ep
(epicatequina).

Quanto as reagbes de caracterizacdo dos compostos antracénicos, evidenciou-se
resultados positivos para T. acutifolius. Tanto a reacdao de hidrdlise bdasica, conhecida por
Reacdo de Borntrager, como a de hidrélise acida, agem através de reac¢des de oxi-reducao,
onde os derivados antracénicos se oxidam, adquirindo intensas coloragdes de purpura a
violeta (FALKENBERG, 2003). Este resultado indica a provavel presenca destes metabdlitos
secundarios, entretanto, outros constituintes do extrato também podem estar reagindo e se
oxidando, indicando um falso positivo.

5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que os extratos das folhas de T. acutifolius apresentam em sua
composicao flavondides, taninos e antracénicos de acordo com o que ja havia sido descrito
para esta espécie de planta. Embora os extratos tenham apresentado um perfil de
compostos polifendlicos semelhantes, como neste trabalho sdo apresentados apenas dados
qualitativos, ha necessidade de quantificacdo destes metabdlitos, o que provavelmente
resulte em valores diferentes entre os extratos, justificando, dessa forma, atividades
bioldgicas diferentes.
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