1103

Caracterizagcao quimica e atividade biolégica de extratos aquosos de Brunfelsia
cuneifolia J.A. Schmidt (Solanaceae)
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RESUMO: O género Brunfelsia possui ainda poucas informagdes a respeito de sua composicéo
quimica ou confirmacdes cientificas de suas propriedades medicinais, apesar do uso na medicina
tradicional pelos povos amazonicos. Este trabalho buscou caracterizar a espécie Brunfelsia
cuneifolia, cultivada no estado do Rio Grande do Sul, quanto a sua composi¢ao quimica e
atividade biolégica. Foram obtidos extratos aquosos a quente, a frio, e por ultrassom, a partir
de folhas frescas. A caracterizagdo quimica realizada por CLAE determinou a presenga dos
compostos fendlicos: acido ferulico e rutina, em todos os extratos, sendo as maiores quantidades
apresentadas pela extracdo a frio. A analise por EMAR identificou a formula molecular de nove
substancias nos diferentes extratos, incluindo a presenga do alcaloide brunfelsamidina em
todos os extratos obtidos. Para a atividade bioldgica, devido a similaridade de resposta e teor
nas diferentes formas de extragao, foi possivel correlacionar a atividade antioxidante, avaliada
através da reducgao do radical DPPH*, com o teor de compostos fendlicos totais obtidos pelo
método de Folin-Ciocalteu. A toxicidade dos extratos avaliada pela utilizagao de Artemia salina
revelou auséncia de toxidez. Os resultados obtidos s&o os primeiros apresentados para a
caracterizagao desta espécie, colaborando também para a pesquisa cientifica acerca dos usos
popularmente atribuidos ao género.
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ABSTRACT: Preliminary chemical characterization and biological activity of aqueous
extracts of Brunfelsia cuneifolia J.A. Schmidt (Solanaceae). There is still not a lot of
information about the Brunfelsia genus. Its respective chemical composition and possible
scientific proofs of its medicinal properties were not deeply researched, even though the use of
the species is common in the traditional medicine of Amazonian populations. This study aimed to
characterize the Brunfelsia cuneifolia species, grown in the state of Rio Grande do Sul, regarding
its chemical composition and biological activity. Hot, cold and ultrasound aqueous extracts of
fresh leaves were obtained. The chemical characterization performed by the HPLC determined
the presence of phenolic compounds, ferulic acid and rutin in all extracts, with the largest amount
presented by the cold extraction method. The HRMS analysis identified the molecular formula
of nine substances in different extracts, including the presence of the alkaloid brunfelsamidina
in all the extracts. For biological activity, it was possible to correlate the measured antioxidant
activity through the reduction of DPPH * with the content of phenolic compounds obtained by the
Folin-Ciocalteu method, which exhibited similar response and content in the different forms of
extraction. The toxicity of the extracts evaluated through the use of Artemia salina was negative.
The obtained results are the first ones presented for the characterization of this species, also
contributing to scientific research on the popular applications related to this genus.

Keywords: yesterday-today-tomorow, antioxidant, phenolic compounds, brunfelsamidine, toxicity.

INTRODUGAO

A familia Solanaceae A. Jussieu é uma amplamente distribuidos em regides tropicais e
das maiores das angiospermas, compreendendo subtropicais, tendo a América do Sul como um dos
cerca de 2.300 espécies subordinadas a 92 géneros seus principais centros de diversidade e endemismo
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(Hunziker, 2001). Possui reconhecida importancia
econdmica por conter espécies com atribui¢cdes
ornamentais, medicinais e nutricionais (Agra &
Bhattacharyya, 1999; Silva et al., 2005).

Pertencente a esta familia, o género
Brunfelsia L. compreende espécies conhecidas
popularmente por manaca-de-cheiro ou primavera
(Longhi, 1995), manaca, manaca-agu, manaca-da-
serra (Pio Corréa, 1974; Backes & Nardino, 2003).
Exuberantes, espécies deste género constam
em catalogos de plantas ornamentais (Lorenzi
& Souza, 2001). Xamés e curandeiros da regiao
amazonica atribuem poderes magicos ao género,
utilizando a planta em rituais sagrados (Plowman,
1977). Levantamentos etnobotanicos relatam o
uso de espécies de Brunfelsia como antirreumatico
(B. chiricaspi Plowman, B. uniflora (Pohl) D. Don
e B. guianenses Benth.), emético (B.uniflora),
antissifilitico (B. guianenses e B. uniflora), depurativo
(B. guianenses), diurético (B. uniflora), antidiarréico
(B. americana L.), vermifugo (B. mire Monach.),
purgativo (B.uniflora), entre outros (Schultes, 1979).

Outras espécies do género sao suspeitas
de conterem atividade farmacoldégica ou de
possuirem flavondides, alcaloides ou outros
constituintes ativos (Plowman, 1977; Brunner
et al., 2000). Quimica e farmacologicamente,
as espécies de Brunfelsia sdo ainda pouco
conhecidas, o que é instigante considerando as
muitas contribuigbes que a familia Solanaceae
proporcionou a medicina atual (Plowman, 1977).
Ainda assim, B. uniflora consta na primeira edigéao
da Farmacopéia Brasileira (Rodolpho, 1929) e
na terceira edi¢cdo do PDR for Herbal Medicines
(Gruenwald et al., 2000).

No Rio Grande do Sul, a espécie Brunfelsia
cuneifolia J.A. Schmidt é cultivada com frequéncia
em locais de dominio publico ou privado (Soares
& Mentz, 2007). Esta espécie caracteriza-se
por apresentar flores com um calice florifero
tubuloso, visivelmente anguloso em exemplares
vivos e plicados em material herborizado. Para
sua ocorréncia natural, ha registro nas regides
fisiograficas da Encosta Superior do Nordeste,
Campos de Cima da Serra e Planalto Médio. Habita
o interior das matas, tendo sido encontrada somente
em Floresta Ombrdfila Mista, as vezes formando
comunidades com Brunfelsia pilosa (Soares &
Mentz, 2007).

Devido a auséncia de estudos fitoquimicos
e biolégicos sobre Brunfelsia cuneifolia, este
trabalho visou avaliar o potencial antioxidante
e a toxicidade de diferentes extratos obtidos de
folhas desta espécie, bem como identificar suas
composic¢des quimicas via cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e espectrometria de massas
de alta resolucao (EMAR).

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

As partes aéreas de diferentes individuos
de B. cuneifodlia J.A. Schmidt foram coletadas
no municipio de Caxias do Sul (28°19'27.474”S /
51°11°42.424"W) em setembro de 2012. Exsicatas
foram depositadas no herbario da Universidade de
Caxias do Sul, sob o numero HUCS 40384, e foram
identificadas por Edson Luis de Carvalho Soares.

A espécie vegetal possui Autorizagao
Especial de Acesso e Remessa de Amostra de
Componente do Patriménio Genético junto ao
CGAUF/IBAMA com o titulo de “Plantas nativas
do Rio Grande do Sul com potencial efeito
fitoterapico e aplicagao em controle biolégico” n°
02001.004237/2013-16.

Preparagao dos extratos

Extragdes aquosas utilizando 5% (p/v) de
folhas frescas rasuradas foram realizadas através
de trés métodos: a quente, temperatura ambiente
(frio) e ultrassom. A extracao a quente foi realizada
através da infusdo das folhas, juntando-se agua
destilada fervente sobre planta, cobrindo o becker
e deixando-se em repouso por 10 minutos (Lorenzi
& Matos, 2002). Na extragéo a frio, a planta foi
imersa em agua destilada a temperatura ambiente,
permanecendo durante 12 horas (Lorenzi & Matos,
2002). Para a extragao por ultrassom, a planta
juntamente com agua destilada foi sonicada por 10
minutos em banho ultrassénico sem aquecimento
Quimis ® (Modelo Q335D) com 135 Watts RMS
(Carrera et al., 2012). Todos os extratos foram
filtrados em papel filtro sob presséao reduzida.

Determinacdo de compostos fendlicos
totais no extrato
A quantificagdo de compostos fendlicos foi
realizada de acordo com Roesler et al. (2007) pelo
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro (DU530
- Beckman) a 760 nm. O contetudo de compostos
fendlicos totais foi quantificado utilizando uma curva
padréo preparada com acido galico (10-120 ug/mL;
Chem Service, Inc., USA), e o resultado expresso
como microgramas de equivalentes de acido galico
por mililitros de extrato (ug EAG/mL EXT).

Determinagao da capacidade antioxidante

— método DPPH
A atividade de sequestro do radical DPPH*
(2,2 difenil-1-picrilhidrazil) foi quantificada utilizando
a metodologia de Chang et al. (2007), onde
diferentes concentragdes de extrato (5, 4, 3,2 e 1%)
foram adicionados ao tamp&o 100nM TRIS-HCI (pH
7,4) e a solugdo de 500 uM de DPPH em etanol.
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A mistura foi deixada em repouso no escuro por
20 minutos. A absorbancia foi medida em 517 nm
no espectrofotdmetro de microplaca (SpectraMax
M2e - Molecular Devices). A analise foi realizada em
triplicata. A percentagem de descoloragdo de DPPH
da amostra foi calculada de acordo com a seguinte
equacao: % descoloragcdo = [1 — ABS amostra /
ABS controle] x 100. O CE,, é a concentracao
eficaz no qual 50% dos radicais DPPH foram
sequestrados nas condigdes do ensaio, e foi obtido
por interpolagdo a partir da analise de regressao
linear. O resultado foi multiplicado por 100 para ser
expresso em porcentagem.

Avaliagao de toxicidade frente a larvas de
Artemia salina
A avaliagao da toxicidade frente a A. salina
foi realizada segundo metodologia descrita por
McLaughlin et al. (1998), onde 10 mg de ovos do
microcrustaceo adicionados a uma solucao artificial
de agua do mar (26,30 g/L NaCl, 0,75 g/L KClI, 1,11
g/L CaCl,, 5,10 g/L MgCl,, 0,08 g/L NaBr, 0,21 g/L
NaHCO, e 6,20 g/L MgSO,) foram expostos a luz
artificial, aeracao e temperatura de 25-30°C durante
48 horas para a eclosdao dos ovos. O ensaio foi
realizado utilizando placas de 24 pogos, onde 500 uL
de cada extrato foi previamente evaporado a secura.
A cada poco contendo o extrato evaporado, foram
adicionados 400 L de solugao artificial de agua do
mar e transferidos 10-15 nauplios contidos em 100
WL da solugéo inicial de agua do mar. O controle foi
realizado nas mesmas condi¢des, sem a presenga
dos extratos. As placas tampadas foram mantidas
sob luz artificial e temperatura de 25-30°C por
24 horas, quando entao foi realizada a contagem
dos sobreviventes do grupo controle e dos grupos
expostos aos extratos, sendo entdo determinando
o percentual de morte do grupo teste e controle
através de percentagem simples. O experimento foi
realizado em ftriplicata.

Analises quimicas

Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

A identificagdao e quantificagao dos
compostos fendlicos presentes nos extratos foi
baseada no método de Fillip et al. (2001), utilizando-
se equipamento marca HP modelo 1100, coluna
Lichrospher RP,, (5 ym) equipado com detector UV
a 350 nm e sistema quaternario de bombas. A fase
movel foi constituida de: Metanol com 2% de acido
acético (eluente A) e agua ultrapura Milli Q® com 2%
de acido acético (eluente B) em sistema gradiente
de bombeamento de fase mével (0 a 30 min de 15
a40% de A, 40 min 75% de A, 45 a 50 min 85% de
A). O tempo total de andlise foi de 50 minutos e o
fluxo padréao foi mantido a 1,0 mL/min. Os extratos
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foram solubilizados em metanol (1 g/L) e filirados
em membranas de Nylon de 0,45 ym de didmetro
de poro. Uma aliquota de 50 pL desta solugédo foi
injetada no cromatdégrafo. Quercetina, canferol,
acido clorogénico, apigenina, luteolina, naringina,
rutina e acido ferulico foram utilizados como padrdes
de referéncia.

Espectrometria de Massas de Alta Resolugao
(EMAR)

Os espectros foram obtidos em
espectrometro de massas microTOF-Q Il (Q-TOF)
(Bruker Scientific®) no modo positivo (ESI(+)-MS por
infusdo direta, sob as seguintes condigbes: tensbes
capilares e cone foram definidos em + 3500 V e + 40
V, respectivamente, com temperatura de solvatagéao
de 100°C. Quinze microlitros dos extratos obtidos
pelos trés métodos extrativos propostos foram
solubilizados em metanol grau HPLC e 30 puL
de agua ultrapura Milli Q®foram adicionados. As
solugdes foram infundidas diretamente na fonte ESI
por meio de seringa (Harvard Apparatus) em injetor
automatico, a uma taxa de fluxo de 10 uL min-'. Para
a aquisicao e processamento de dados obtidos no
analisador de massas (Q-TOF) um software de
analise de dados (Data Analysis - Bruker ® Scientific)
foi utilizado. O equipamento foi programado para
monitorar os ions na faixa m/z 90-1000.

Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a
anadlise estatistica por Andlise de Variancia (ANOVA)
seguida de teste de Tukey, utilizando programa de
estatistica SPSS 18.0 for Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego da planta medicinal fresca,
recém-colhida ou elaborada extemporaneamente,
mesmo que de maneira empirica, € 0 recurso
terapéutico mais frequentemente utilizado pela
maior parte da populagéao brasileira, especialmente
no Nordeste e Regi&do Amazodnica (Lorenzi & Matos,
2002). Assim, neste trabalho buscou-se testar as
formas mais comuns de extragao de principios ativos
vegetais: extratos aquosos das folhas frescas, a
quente e a frio. Como comparativo aos processos
estaticos, utilizou-se a extragado por ultrassom em
agua a temperatura ambiente.

Amplamente distribuidos no reino vegetal,
a classe de compostos fendlicos tipicos inclui os
derivados do acido benzéico (ex. acido galico) e do
acido cindmico (ex. acido caféico, acido clorogénico
e acido ferulico), cumarinas (ex. escopoletina),
flavonoides (ex. quercetina e rutina) e derivados de
polimerizagéo (taninos e ligninas). Sdo moléculas
heterogéneas que apresentam grande variagao
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estrutural, possuindo pelo menos um anel aromatico
no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido
por um grupamento hidroxila (Simdes et al., 2003).
Compostos desta classe possuem reconhecida
atividade antioxidante, resultado de um conjunto
de propriedades inerentes a sua estrutura quimica,
além de atividades anti-inflamatérias, antivirais,
antitumorais, hormonais, antiespasmaddicas e
antimicrobianas, entre outras (Simodes et al. 2003).

A presenga de compostos fendlicos em B.
cuneifolia foi investigada. A quantificagdo destes
através do método de Folin-Ciocalteu demonstrou
que foram obtidos derivados fendlicos em todos os
métodos extrativos empregados. (Figura 1).

O radical DPPH tem sido amplamente
utilizado como um sistema modelo para investigar
a atividade antioxidante de varios compostos
naturais, incluindo compostos fendlicos isolados,
flavonoides, ou misturas brutas, tais como extratos
etandlicos e aquosos de plantas (Roginsky
& Lissi, 2005). No presente estudo, todas as
amostras, independentemente do método de
extracao, apresentaram atividade antioxidante dose-
dependente. A determinagao da CE,, revela que,
apesar de nao haver diferenca estatistica entre os
extratos analisados, ha uma tendéncia no extrato frio
em apresentar uma maior capacidade antioxidante
(Figura 2).

Observa-se que métodos aquosos simples
de extragao, similares aos utilizados popularmente,
permitem a extracdo de derivados fendlicos com
agao antioxidante no material estudado. A relagéo
entre o potencial antioxidante dos extratos e o teor de
compostos fendlicos totais mostrou-se diretamente
proporcional, o que corrobora muitos estudos na
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area (Soares et al., 2003; Spada & Salvador, 2005).
Para o género Brunfelsia, este comportamento de
correlacéo foi também encontrado na avaliagcéao
do extrato metandlico de folhas de B. americana,
aferindo para a espécie significativa atividade
antioxidante em comparagédo ao acido ascoérbico
(Rajetal, 2010). Cabe salientar que outras espécies
da familia Solanaceae apresentam atividade
antioxidante mais efetiva, devido as menores
concentragdes necessarias para desempenhar tal
atividade como, por exemplo: Solanum paniculatum
(Ribeiro et al., 2007) e Physalis peruviana L.
(Rockenback et al., 2008).

A analise quimica dos extratos realizada
por cromatografia liquida revelou a presenga de
dois compostos fendlicos majoritarios: rutina e
acido ferulico (Figura 3). Dos padrdes testados, nao
foi possivel identificar a presenca de quercetina,
canferol, acido clorogénico, apigenina, luteolina e
naringina em nenhum extrato avaliado. Com relagéo
a rutina e acido ferulico, ambos compostos fendlicos
foram encontrados em maior concentragao no
extrato aquoso frio, o que pode justificar a tendéncia
a maior atividade antioxidante deste extrato. Arutina
€ um glicosideo conjugado pertencente a classe
dos flavonéis, com propriedades farmacoldgicas
como agao antioxidante, citoprotetora, vasoprotetora
e cardioprotetora, entre outras (Araujo, 2012).
Estudos realizados com diferentes flavonoides,
incluindo rutina, apontam para seu elevado potencial
antioxidante, inclusive quando comparado a vitamina
C (Bianchi & Antunes, 1999). Ja o acido ferulico €
um derivado do acido cindmico, com indicagdes para
uso em tratamento e prevengéao de cancer e doengas
cardiovasculares, entre outras. Investigagdes

Frio Ultrassom

FIGURA 1. Teor de compostos fendlicos totais em extratos aquosos de B. cuneifolia obtidos por infusdo a quente,
a frio e por ultrassom. Colunas com letras iguais ndo diferem significativamente pela Andlise de Variancia (p <

0,05).
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FIGURA 2. Atividade antioxidante dos extratos aquosos de B. cuneifolia obtidos por infusdo a quente, a frio e
por ultrassom. CE,, representa a concentracéo eficaz para reduzir 50% do racical DPPH*. Colunas com letras
iguais nao diferem significativamente pela Analise de Variancia (p < 0,05).

realizadas com acidos fendlicos, incluindo acido
ferulico, demonstram atividade antioxidante
significativa deste composto quando comparado aos
acidos clorogénico, cafeico e p-cumarico (Soares,
2002). Em Brunfelsia, a cumarina escopoletina
encontrada em B. uniflora e B. grandiflora (Mors &
Robeiro, 1957; lyer et al., 1977; Oliveira et al., 2000;
Fuchino et al., 2008), possui agdo espasmolitica
(Oliveria et al., 2000) e € um importante constituinte
observado em plantas utilizadas contra veneno de
cobra (Mors et al., 2000). Em B. grandiflora, Brunner
etal. (2000) identificaram a estrutura quimica de um
flavonodide isolado da espécie. Martins et al. (2009)
sinalizaram a ocorréncia de derivados do acido
cafeico em extratos de B. uniflora, sugerindo para

a espécie a presencga de acido clorogénico. Desta
forma, o resultado apresentado em B. cuneifolia
corrobora a informagao da presenca de flavonoides
e acidos fendlicos derivados do acido cinadmico em
espécies de Brunfelsia.

Existem poucas informacgdes a respeito da
constituigdo quimica do género Brunfelsia, e nao
existem estudos na area envolvendo Brunfelsia
cuneifolia. A presencga do alcaloide hopeamina (lyer
1978) e da cumarina escopoletina (lyer etal., 1977) a
partir de extratos das raizes de B. uniflora (sinbnimo
de B. hopeana) foi relatada. Birkner et al. (1986)
obtiveram o alcaloide brunfelsamidina das folhas,
caules e das raizes, da mesma espécie.

Para amostras complexas, como extratos

O Acido Fertlico m Rutina
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w
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Frio Ultrassom

FIGURA 3. Concentragédo dos compostos fendlicos majoritarios encontrados nos extratos aquosos de B. cuneifolia
obtidos por infusdo a quente, a frio e por ultrassom. Colunas com letras iguais nao diferem significativamente

pela Andlise de Variancia (p < 0,05).
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de plantas, faz-se necessario a utilizacdo de
instrumentacédo robusta, sensivel e com boa
resolugao, capaz de gerar informagdes quimicas
confiaveis. Deste modo, a Espectrometria de
Massas de Alta Resolugdo (EMAR) foi eleita para
a realizagdo de um screening prévio na espécie
sob estudo. A analise de massas tem tido éxito
na qualificagédo dos componentes em misturas de
extratos de plantas, fornecendo dados sobre o peso
e a formula molecular e possibilitando a identificagéo
de fragmentos caracteristicos da molécula (Maciel
et al., 2002). A confirmagédo da presencga de
compostos quimicos é possivel devido a associagéo
de informagdes obtidas pelo equipamento, como
a acuracia nas medidas das razbes massa/carga
(m/z), razéo isotépica e fragmentacao de moléculas.

Neste estudo, foram avaliados os trés
extratos aquosos. Nos espectros de EMAR
apresentados na Figura 4, podemos visualizar que
os extratos a quente (A) e a frio (B), apesar de se
diferenciarem entre si pelo tempo e temperatura

A

de extragdo, apresentam perfis quimico muito
semelhantes, com moléculas com m/z entre 100-
200. No entanto, o perfil apresentado pela extragéo
através do método de ultrassom acusou a presenga
de moléculas com maior massa molecular (C). . Esta
diferenca pode estar relacionada ao fendmeno de
cavitagéo inerente ao processo fisico ultrassénico,
que facilita a ruptura de particulas, a extragao
de compostos e a ativagdo de reagdes quimicas
(Emidio & Dorea, 2010).

A partir das informac¢des obtidas no
EMAR, como a massa exata e razao isotdpica,
foi determinada a composi¢ado elementar dos
principais picos apresentados nos espectros. Para
a acuracia, uma diferenga nao superior a 5 ppm
entre o experimental e o tedrico seria o indicado para
confirmar a identificagdo de moléculas-alvo (Lacorte
& Fernandez-Alba, 2006). Na Tabela 1, encontram-
se as 9 formulas moleculares identificadas nos
extratos aquosos analisados.

Devido aos escassos estudos quimicos

Intens.

105.0385 146.0809

108.0604

6000+ %028

40004 110.0718

1810134

1L3 0440
136.0614

m\l}“. I\ bbbl llx ul h TR, \. m

14510
1260542 |

118.0502 45
20004

&rnn2

dosihsd

)

179.0239
175.0907 185.0623

A

+S, 0.1-0.4min #(5-25),

283142

203.0891

2140594
Lodadiinnd

233.0507 248.0355 2681043
ok e Ak A [ ) skl
f T

Ll L

T f
120 140 180

B

180

T )
200 prii] 0 280 miz

Intens.

56.0325 105.0385 148.0808

60004

40004
116.0459
125.0541

yoprie 145.0

|

47
a 161.0130

157.0486
[ .IHM .

87.02T

179.0234

WEPBZl[I \

185.0628

bk

SIS, 010 4min #(5-22)

- e 2831140

| 230147
bbb b bk A L

265.0274
ik AT 11

m“ } 136 0608
" .‘ulh \l. Lt gl
e :

140

m

160

180

200 20 240 260 220 mz

146.0809

0604

161.0131
40.2604

|

179025 2831142

\‘ \ 2490347
LN VI I PRI TR TR 1 A —

Mk

i

359.2340

»

<03, 0.2-0 4min #{9-21)

483.3453
678.5116

4123247
I

si72750842017
L L

T T
100 200 300

i
400

T T i
500 800 mz

FIGURA 4. Espectros de massas de alta resolugdo no modo positivo dos extratos aquosos de Brunfelsia
cuneifolia: A) Extragdo com agua a 100 °C (quente); B) Extracdo com agua a temperatura ambiente (frio); C)

Extragdo com agua em ultrassom.
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envolvendo o género Brunfelsia, apenas as
féormulas moleculares puderam ser identificadas.
No entanto, a fragmentagéo destes compostos pode
contribuir com importante informagao. No espectro,
apresentado no modo MS-2 da Figura 5, observamos
o pico referente ao ion molecular com m/z 110.0681
e de sua fragmentagcao com m/z 93.0408, devido a
perda do fragmento NH,, no momento da ionizagéo
na fonte onde o extrato foi infundido (Buschi et
al. 1987). Esse padrao de fragmentagcéo permite
confirmar a presencga de brunfelsamidina (1H-
Pyrrole-3-carboximidamide) em todos os extratos
avaliados. Este composto foi encontrado por Lloyd
et al. (1985) em Brunfelsia gradiflora e agora
confirmamos a presenga do mesmo composto em
Brunfelsia cuneifolia, ampliando o conhecimento
sobre a composig¢do quimica do género.
Considerando o emprego do género
Brunfelsia por algumas populagées (Plowman, 1977)
e os relatos publicados de que espécies do género
apresentaram efeitos téxicos quando ingeridas
pelo gado (Spainhour et al., 1990), foi aplicado o
teste de toxicidade utilizando larvas de Artemia
salina. Este microcrustaceo de agua salgada é
muito sensivel a substancias toxicas, e o teste é
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uma forma simples para avaliagdo de extratos de
plantas e produtos quimicos. O teste pode também
indicar a predisposi¢do de atividade antitumoral
ou pesticida de compostos (Khafagi et al., 2000).
A relagéo entre larvas mortas (sem mobilidade) e
larvas vivas (alta mobilidade) em comparagao com
o controle, sem nenhuma substancia aplicada, &
utilizada para estimar a toxicidade das solugbes
testadas. No teste realizado, ndo houve diferenga
estatistica entre o grupo controle (2,08 % de
mortalidade) e os extratos aquosos obtidos, ainda
que a maior mortalidade tenha sido observada na
extracdo a quente (10,3%). Queiroz (2009) ao
avaliar a toxicidade de extrato hidroetanolico de B.
uniflora e suas fragdes utilizando A. salina observou
que nenhuma das amostras apresentou toxicidade.
Porém, Moreno-Murillo et al. (2001) encontrou
atividade toxica frente A. salina quando testaram
o extrato alcodlico de B. pauciflora. Desta forma,
estudos complementares devem ser realizados
para determinagao da toxicidade relativa ao método
extrativo empregado, uma vez que o resultado
obtido ndo permitiu inferir toxicidade relevante para
a espécie.

TABELA 1. Principais componentes quimicos identificados por espectrometria de massas de alta resolugéo
no modo positivo dos extratos aquosos de Brunfelsia cuneifolia. (A)- aquoso quente (100°C) e frio (25°C); (U)
— Ultrassom;

fon precursor m/z [M Razao isotépica Composicao Diferenga
Entrada Extratos
+ HJ [M+1+H] (%) elementar (ppm)
1 110.0714 111.0788 (5.2) C,H,N, 3.8 (A) (V)
2 116.0504 117.0535 (8.2) C,HN 3.2 (A) (V)
3 146.0812 147.0853 (7.3) C,H,,NO, 3.5 (A) (V)
4 283.1080 284.1178 (15.3) C, H.N,O, 3.8 (A) (U)
5 340.2594 341.2633 (17.5) C,H,N.O, 21 V)
6 453.3404 454.3411 (18.3) C,H,.N,O, 3.7 (V)
7 472.3271 473.3371 (26.0) C,H,.N.O, 0.7 (9)]
8 679.5116 680.5092 (38.4) C,H,N.O, 0.9 V)
9 701.4915 702.4944 (47.6) C,H.N,O, 3.1 (V)

riens ASHTEATIY), 194V, UTmn ]

% # e 1 i LLE = F=

FIGURA 5. Espetro de massa de alta resolugdo MS2 em modo positivo dos extratos aquosos de Brunfelsia
cuneifolia apresentando a fragmentagéo do ion molecular m/z 110.0714 correspondente a brunfelsamidina.
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Os resultados obtidos colaboram para
a ampliacdo do conhecimento acerca do género
Brunfelsia, apresentando a identificacédo dos
compostos fendlicos rutina e acido ferulico, bem
como a capacidade antioxidante dos extratos
aquosos de B. cuneifolia. Da mesma forma, este é
o primeiro estudo para o género utilizando a técnica
de EMAR, o que tornou possivel apontar a presenga
de compostos ainda ndo estudados e confirmar a
presenga do alcaloide brunfelsamidina nos extratos
aquosos da espécie. Os estudos contribuem para
0 avango da pesquisa sobre o género, na busca
para o reconhecimento cientifico das propriedades
popularmente atribuidas as espécies de Brunfelsia.
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