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CHEMICAL CONSTITUENTS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Byrsonima gardneriana (Malpighiaceae). The
phytochemical investigation of Byrsonima gardneriana led to the isolation of five triterpenes and one flavonoid: D:B-Friedoolean-
5-en-3-one (1), friedoolean-14-en-3-one (2), friedelan-3-one (3), lup-20(29)-en-3-ol (4), 3B-hydroxiolean-12-ene (5) and
3,3',4'5,7-pentahydroxyflavan (6). Their structures were assigned based on spectroscopic analyses, including two-dimensional NMR
techniques and comparison with published spectral data. Antioxidant activities of ethanol extract and phases were measured using
the 1,2-diphenyl- 2-picryl-hydrazyl (DPPH) free radical scavenging assay, evaluation of total phenolic content and trolox equivalent

antioxidant capacity (TEAC).
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INTRODUCAO

Malpighiaceae ¢ uma familia constituida por ervas, arbustos,
arvores ou lianas que compreendem cerca de 75 géneros, com
aproximadamente 1300 espécies.! Estes sdo predominantes nas
regides tropicais e subtropicais, especialmente no continente
americano.>? No Brasil ocorrem 45 géneros e aproximadamente
300 espécies.! Plantas pertencentes a familia Malpighiaceae sido
ricas em substincias antioxidantes como os taninos e flavonoides.*
Estudos realizados a partir do extrato cloroférmico de Byrsonima
microphylla A. Juss levaram ao isolamento de duas naftoquinonas,
que pela primeira vez foram relatadas em Malpighiaceae, além de
flavanol e triterpenos (lupenona, B-amirina, betulina e lupeol).” Ha
ainda relatos de estudos que evidenciaram a composicdo quimica
do dleo floral de Byrsonima intermedia. Este 6leo floral € rico em
acidos graxos livres e o principal constituinte identificado foi o
dcido birsonico.®

O género Byrsonima é composto por cerca de 150 espécies e
encontrado principalmente a partir do México, difundindo-se por
toda América do Sul.> No Brasil sdo encontradas no norte, nordeste e
regido central, podendo também ser encontradas em regides serranas
do Sudeste. Sdo empregadas ndo apenas na medicina tradicional,
mas também no preparo de alimentos como sucos, geleias e lico-
res, principalmente nas regiodes norte e nordeste do pais.” Espécies
deste género sdo comumente empregadas pela medicina tradicional
como antiasmaticas, antitérmicas e no tratamento de infec¢des da
pele.”® No Nordeste brasileiro, ocorrem diversas espécies do género
Byrsonima, havendo na literatura relatos que reportam a presenga
de triterpenos em Byrsonima verbascifolia e Byrsonima micro-
phylla, e flavonoides e esteroides em Byrsonima variabilis.’ Vérios

*e-mail: emidio @Itf.ufpb.br

estudos relatam a quimica de Byrsonima crassifolia, da qual foram
isolados compostos volateis dos frutos, glicolipideos, triterpenos,
dcidos triterpénicos, catequinas e flavonoides das folhas'®!! e do
tronco, proantocianidinas e taninos.!'? Alguns estudos relatam ainda
o isolamento de uma mistura de dcido gdlico e galato de metila,
quercetina-3-0-o-L-piranosideo e a mistura de quercetina-3-0-f-D-
glucopiranosideo e quercetina-3-0O-B-D-galactopiranosideo de
Byrsonima crassa.” A investigagdo quimica de outras espécies de
Byrsonima relata o isolamento de esteroides, triterpenos, flavonoides
e proantocianidinas.” 1316

Os radicais livres, na forma de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), sdo uma parte
integrante da fisiologia normal.'” No entanto, as EROs exercem um
papel importante nos processos degenerativos ou patolégicos em
vdrias doencas humanas, como o envelhecimento,'® cancer, doencas
coronarianas, doenga de Alzheimer,'" desordens neurodegenerativas,
aterosclerose e inflamagdo.?’ Substincias antioxidantes em sistemas
biolégicos tém multiplas fungdes, que incluem protecéo contra danos
oxidativos e preven¢ao dos danos causados pelas EROs.?! As plantas
podem ser uma fonte de ampla variedade de moléculas sequestrado-
ras de radicais livres, como compostos fendlicos (ex.: flavonoides,
cumarinas, quinonas etc.), compostos nitrogenados (alcaloides),
terpenoides e alguns outros metabdlitos.?>%

A literatura reporta atividade antioxidante ao extrato metandlico
de Byrsonima gardneriana A. Juss;'® no entanto, nao hd relatos sobre
o teor de fendlicos totais e atividade antioxidante do extrato etandlico
bruto e das fases desta espécie. !” A referida espécie ndo apresenta
estudos sobre seus constituintes quimicos descritos na literatura,
destacando-se a importancia de um estudo fitoquimico criterioso
da mesma. Neste artigo reportamos o isolamento e a caracterizagio
estrutural de cinco triterpenos, 3-oxo-5-ene-glutinona (1), taraxe-
rona (2), friedelina (3), lupeol (4) e B-amirina (5), um flavonoide,
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(+)-catequina (6). A atividade antioxidante do extrato etandlico bruto
e das fases hexanica, cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica
também foi avaliada.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Mercury-
Varian a 200 [200 MHz (*H) e 50 MHz (**C)] e 500 [500 MHz ('H)
e 125 MHz (C)]. O solvente empregado foi CDCI,, cujos picos
caracteristicos em RMN 'H e C serviram para ajuste de escala de
frequéncia. Para as cromatografias em coluna utilizou-se como fase
estaciondria silica gel 60 (70-230 mesh) da Merck. A cromatografia
de camada delgada comparativa (CCDC) foi empregada para andlise
e reunido das fragdes obtidas por cromatografia em coluna. Foram
utilizadas placas de vidro cuja fase fixa foi preparada com uma sus-
pensdo de silica gel PF254 7749 (Merck) em agua. As substancias
em andlise foram evidenciadas pelo uso de radiac¢@o ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm e pela impregnacdo das
placas pelo reagente de anisaldeido sulfurico. A rotagdo especifica
da substancia 6 foi realizada no polarimetro do modelo Polarimeter,
série P-2000, marca Jasco.

Material vegetal

O material vegetal, partes aéreas, de Byrsonima gardneriana, foi
coletado no municipio de Serra Branca, Estado da Paraiba, em marco
de 2007. O material botanico foi identificado pela botanica Prof* Dra.
M. de F. Agra, do LTF/UFPB; uma exsicata encontra-se catalogada
no Herbdrio Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da Universidade Federal
da Paraiba, sob o registro de coleta AGRA 947.

Procedimento para obtencao dos extratos e isolamento dos
constituintes

As partes aéreas de Byrsonima gardneriana A. Juss foram secas
em estufa com ar circulante a temperatura média de 45 °C, durante 3
a4 dias. Ap6s a secagem, o material vegetal foi submetido a um pro-
cesso de pulverizagdo em moinho mecanico tipo Harley, obtendo-se
4 kg de p6 seco. O material vegetal seco e pulverizado foi submetido
a maceracdo com etanol a 95%, durante 72 h. Apds extracdo, a so-
lucdo extrativa foi concentrada em rotavapor sob pressdo reduzida
a temperatura média de 45 °C, obtendo-se o extrato etandlico bruto
denominado EEB (732,0 g).

Uma parte do EEB (350 g) foi particionado com hexano, clorofér-
mio, acetato de etila e n-butanol. As solucdes obtidas foram tratadas
com sulfato de sédio anidro (Na,SO,), filtradas e concentradas sob
pressao reduzida, fornecendo as fases hexanica (14,84 g), clorofér-
mica (3,0 g), acetato de etila (56,98 g) e n-butandlica (24,07). A
fase cloroférmica (3,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna
usando-se como adsorvente 300 g de silica gel 60, da Merck, em-
pacotada em suporte de vidro e eluida com hexano, cloroférmio e
metanol em gradiente crescente de polaridade e recolheram-se 257
fragdes de 125 mL cada. A fragdo 13 foi eluida em um sistema de sol-
vente hexano:cloroférmio (9:1) e apresentou-se como sélido amorfo
branco, que forneceu a substancia 1 (19,0 mg). As fragdes 25-27 e 28
foram eluidas em um sistema de solvente hexano:cloroférmio (8:2) e
apresentaram-se como sélidos amorfos brancos, que forneceram as
substancias 2 (10,0 mg) e 3 (23,0 mg). A fragdo 58 foi eluida em um
sistema de solvente hexano:cloroférmio (7:3) e apresentou-se como
s6lido amorfo branco, que forneceu a substancia 5 (8,6 mg). A fracdo
45-57 foi eluida em um sistema de solvente hexano:cloroférmio (8:2)
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e apresentou-se como sélido branco cristalino que, apds sucessivas
recristalizagdes com acetona, forneceu a substincia 4 (2,0 mg). A
fase acetato de etila foi submetida a cromatografia em coluna com
200 g de silica gel 60 da Merck empacotada em suporte de vidro e
eluida com hexano, acetato de etila e metanol em gradiente crescente
de polaridade e recolheram-se 60 fracdes de 125 mL cada. A fracdo
15-21 foi eluida em um sistema de solvente hexano:acetato (2:8),
apresentou-se como pé amarelo que, apds sucessivas recristalizacdes
com acetona, forneceu a substancia 6 (2,0 mg). Todas as substancias
faram submetidas a andlise de ressondncia magnética nuclear (RMN)
de 'He "C.

Avaliacio da atividade antioxidante do extrato e das fases
hexanica, cloroformica, acetato de etila e n-butanoélica

Teor de fendlicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais presentes nos extratos
EtOH bruto e nas fases hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
n-butandlica de Byrsonima gardneriana foi realizada utilizando-se o
reagente de Folin-Ciocalteau, com o 4cido gdlico como o composto
fendlico padrao.

Aliquotas de 200 uL das fases hexanica, cloroférmica, acetato de
etila e n-butandlica, provenientes de uma solugdo estoque de 1 mg/mlL,
solubilizadas em EtOH foram transferidas para um baldo volumétrico
de 5 mL, adicionando-se 100 puL do reagente de Folin-Ciocalteu e 3
mL de dgua destilada, agitando-se por 1 min. Em seguida, 300 uL
de Na,CO, (15%) foram acrescentados a mistura e agitados por 30 s.
Finalmente, a solucio teve seu volume aferido para S mL com dgua
destilada. Apds 2 h, a absorbancia das amostras foi medida a 760
nm utilizando-se cubetas de vidro. A concentragdo dos compostos
fendlicos totais foi determinada como micrograma de equivalente de
acido gdlico por grama de amostra (mg EAG/g), a partir da curva de
calibragdo construida com padrdes de dcido gélico (0,5 a 25 pg/mL)
considerando-se o erro padrdo da média (E.P.M.).

Atividade sequestradora do radical DPPH

A atividade sequestradora de radical livre foi medida usando-se
o radical DPPH, no qual a taxa de clareamento ¢ monitorada por um
comprimento de onda caracteristico (517 nm), na presenca da amostra.
Na forma de radical, o DPPH absorve a 517 nm, mas sob reducdo pelo
antioxidante ou espécies radicalares sua absor¢do diminui.

Em um tubo de ensaio com 5 mL de uma solu¢do de DPPH
(23,6 pg/mL em EtOH) foram misturadas quantidades apropriadas
do extrato e das fases de Byrsonima gardneriana (provenientes de
uma solugdo estoque de 1 mg/mL e obtidas através de uma triagem
preliminar), acompanhadas pela homogeneizagdo. Apds 30 min de
agitacdo em aparelho de ultrassom, a quantificagcdo do radical DPPH
foi realizada em espectrofotdmetro UV-visivel a 517 nm. As analises
foram realizadas em triplicata (n = 3). A percentagem da atividade
sequestradora (% AS) foi calculada pela equagdo:

9% AS =100 x (Acontrole - Aamostra)/Acontrole

onde Acontrole € a absorbancia do controle, uma solugdo que contém
apenas o radical DPPH e EtOH, e Aamostra € a absorbancia do radical
na presenca dos extratos ou do padrdo dcido ascorbico.

As medidas foram calculadas e os resultados expressos como
média + E.P.M. A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida usando-se
andlise de regressao linear no intervalo de confianca de 95% (p<0,05)
obtido pelo programa de estatistica GraphPad Prism 4.0. Os resultados
estdo representados pelo valor da CE,, que representa a concentragio
da amostra necessdria para sequestrar 50% dos radicais DPPH. Os
extratos e substancias sdo considerados ativos quando apresentam
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CE,, <500 pg/mL.** Como padrido de referéncia foi utilizado o 4cido
ascorbico.

Capacidade antioxidante equivalente ao trolox (CAET)

A determinagdo da CAET foi realizada, usando o Trolox (4cido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) como composto
padrio.”

O cation radical do acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
-sulfonico) (ABTS) foi preparado pela reagdo de 7 mM de ABTS
com 2,45 mM de persulfato de potdssio. A mistura foi deixada no
escuro, a temperatura ambiente, por 12-16 h, antes do uso. Para a
avaliac@o da atividade a solu¢do ABTS foi diluida em etanol (1:90
v/v, aproximadamente) até se obter uma absorbancia de 0,7 + 0,02,
no comprimento de onda de 734 nm. Quantidades apropriadas da
fase cloroférmica de Byrsonima gardneriana (provenientes de uma
solucdo estoque de 1 mg/mL e obtidas através de uma triagem pre-
liminar) ou do padrdo Trolox (concentracdes finais de 6 a 18 uM)
foram misturadas com 5 mL da solugido de ABTS. As solugdes foram
agitadas e, apds 10 min, a absorbancia das amostras e do padrdo foram
medidas, utilizando-se cubetas de vidro. As analises foram realizadas
em triplicata e a percentagem de inibi¢do (% I) em relag@o ao branco
foi calculada pela equagao:

% 1 =100 x (Abranco - Aamostra)/Abranco
RESULTADOS E DISCUSSAO

A particdo liquido-liquido do extrato etandlico das partes aéreas
de Byrsonima gardneriana A. Juss, seguida por cromatografia em
coluna com silica gel da fase cloroférmica, levou ao isolamento de
cinco triterpenos. Ap6s andlise dos dados de RMN 'H e C e uni e
bidimensionais, os quais nos possibilitaram evidenciar as correlagdes
entre os hidrogénios e seus respectivos carbonos e confirmar as po-
sicdes dos grupos metilicos, e a comparacdo desses valores com os
da literatura, foi possivel identificar as referidas substancias como
sendo: (1) o triterpeno D:B-friedo-oleanano-5-ene-3-ona;* (2) o
triterpeno da série taraxarano, friedo-olean-14-en-3-ona,’ este com-
posto € usualmente denominado de taraxerona, ambas as substancias,
1 e 2, foram isoladas pela primeira vez no género em estudo; (3) o
triterpeno da série friedelano, friedelan-3-ona,” também conhecido
como friedelina; (4) o triterpeno da série lupano, lup-20(29)-en-3-ol%*
também denominado lupeol; (5) o triterpeno da série oleanano,
3B-hidroxiolean-12-eno,?” o qual é usualmente denominado de
B-amirina. As substincias 3, 4 e 5 foram isoladas pela primeira vez
na espécie em estudo.

Separagdes cromatogrificas com silica gel da fase acetato de
etila conduziram a obten¢@o de um flavonoide (6) o0 3,3',4',5,7- penta-
-hidroxiflavana.**3! O valor do [a] 2 + 3,0 (¢. 0,001, acetona) confirma
a estereoquimica da substincia como sendo a (+)-catequina, sendo
esta isolada pela primeira vez na espécie em estudo (Figura 1).

Atividade sequestradora do radical DPPH

O radical estavel DPPH tem sido extensivamente usado para a
determinacio da atividade antioxidante, que € a atividade sequestra-
dora de compostos antioxidantes puros, extratos de plantas, frutos
e alimentos.*

A atividade antioxidante do EEB e das fases hexanica, cloro-
férmica, acetato de etila e n-butandlica de Byrsonima gardneriana,
medida pela atividade sequestradora do radical DPPH, estd expressa
na Tabela 1.

A fase AcOEt apresentou a melhor atividade antioxidante
(3,45 = 0,043 mg/mL), semelhante ao valor do 4cido ascérbico

Quim. Nova

OH

OH

Figura 1. Estruturas dos constituintes quimicos isolados de Byrsonima
gardneriana

Tabela 1. Atividade sequestradora do radical livre DPPH, das fases e do
extrato bruto de Byrsonima gardneriana

Amostras DDPH (CE,)
Acido ascérbico 3,12+ 0,023
EEB 4,955 + 0,079
HEX 24,283 + 0,252
CHCI, 10,212 0,016
n-BuOH 3,840 = 0,005
AcOEt 3,454 0,04

(3,12 £ 0,023 mg/mL) utilizado como padrao. A fase n-BuOH (3,840
+ 0,005 mg/mL) apresentou atividade antioxidante semelhante a fase
AcOEt; isto demonstra que as substancias responsaveis pela atividade
antioxidante estdo presentes nas fases mais polares.

Avaliaciio do teor de fenélicos totais

O ensaio de Folin-Ciocalteu ¢ um método rapido e simples de se
determinar o teor de compostos fendlicos em amostras. A fase AcOEt
apresentou o maior teor de compostos fendlicos totais (509,947 +
7,387), seguida das fracdes n-BuOH (492,261 + 4,904 mEAG/g),
EEB (425,105 + 8,523 mEAG/g), CHCI, (243,29 + 3,897 mEAG/g),
HEX (80,42 + 0,693 mEAG/g) (Tabela 2).

Compostos fendlicos, como flavonoides, encontrados em plantas
possuem muitas atividades bioldgicas, incluindo potente poder antio-
xidante, contribuindo para as defesas do organismo.* A bioatividade
dos fendlicos pode ser atribuida a sua habilidade para quelar metais,
inibir a lipoxigenase e sequestrar radicais livres.**
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Tabela 2. Teor de fendlicos totais das fases e do extrato bruto de Byrsonima

gardneriana
Amostras Teor de fendlicos totais (MEAG/g)
EEB 425,105 + 8,523
HEX 80,42 + 0,693
CHCl, 243,29 + 3,897
n-BuOH 509,947 + 7,387
AcOEt 492,261 + 4,904

Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (CAET)

A geragdo do cation radical ABTS forma a base de um método
espectrofotométrico que tem sido aplicado para a medida da atividade
antioxidante de solugdes de substincias puras, misturas aquosas e
bebidas.*

A Tabela 3 expressa os valores da CEg, do extrato e das fases
hexanica, cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica de Byrsonima
gardneriana. A fase n-BuOH (3,15 £ 0,055 mg/mL) apresentou a
melhor atividade antioxidante neste teste, semelhante ao padrao
Trolox (3,02 £ 0,014 mg/mL), seguida pelas fases AcOEt (3,453 +
0,101 mg/mL), EEB (3,833 + 0,088 mg/mL), CHCI, (8,466 + 0,063
mg/mL), HEX (20,68 + 0,372 mg/mL).

Tabela 3. Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (CAET), das fases
e do extrato bruto de Byrsonima gardneriana

Amostras ABTS (CE,_mg/mL)
Trolox 3,02 +0,014
EEB 3.833 £ 0,088
HEX 20,68 + 0,372
CHCl, 8,466 + 0,063
n-BuOH 3,15 £ 0,055
AcOEt 3,453 £ 0,101

Assim como ocorreu no teste da atividade sequestradora do
radical DPPH, as fases AcOEt e n-BuOH apresentaram a melhor
atividade antioxidante, o que caracteriza a presenca de substancia
com potencial atividade antioxidante.

A correlacdo entre a concentrag@o de fendlicos totais e atividade
antioxidante tem sido amplamente estudada em alimentos, frutos e
vegetais.**¥ Polifendis tém sido relatados como sendo os responsa-
veis pela atividade antioxidante dos extratos botinicos.** A grande
correlacdo entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante
nos dois testes utilizados, atividade sequestradora do radical livre
DPPH (R? = 0,89) e capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(R*=0,91), indica que as substéncias fendlicas, como os flavonoides
que foram isolados neste estudo, sdo responsaveis pela boa atividade
antioxidante desta planta.
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