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RESUMO

ALVARENGA, Jodo Marcos Pedroso. Avaliacio fitoquimica e biolégica dos
extratos de Rosa aff rubiginosa. L., 2002. 52p. Dissertagdo (Mestre em
Agroquimica e Agrobioquimica) — Universidade Federal de Lavras, Lavras

A busca por substincias capazes de acelerar o processo de cicatrizagdo
das feridas, atenuar manchas da pele, retardar o envelhecimento cutineo, e
minimizar marcas deixadas pelo tempo tem despertado o interesse cientifico e
econdmico de pesquisadores, empresas e laboratérios que manipulam e
comercializam cosméticos. A Rosa aff rubiginosa L., espécie rica em vitamina
C, carotendides, acidos graxos essenciais dentre outras substincias, tem sido
utilizada em medicina e cosmetologia devido aos efeitos a ela atribuidos, no
tratamento de patologias da pele. Nesse contexto, submeteram-se os frutos dessa
planta i extragdo quimica. Os extratos foram obtidos por meio de refluxo da
casca e semente em metanol, acetato de etila e hexano. Uma avaliagdo
fitoquimica desses foi realizada, e identificaram-se nos extratos metanélicos da
casca e semente aglicares redutores, proteinas, aminoacidos, depsideos,
depsidonas, saponinas espumidicas, alcaléides e antraquinonas . No extrato
metandlico da semente foram identificados apenas flavondides. Nos extratos em
acetato de etila e hexanicos da casca, observou-se a presenca de carotendides,
esterdides e triterpendides. Nos extratos da semente em acetato de etila e
hexdnicos, foram observados apenas esterdides e triterpendides. Os extratos
metandlicos da casca e semente, por apresentarem rendimento superior aos
demais, foram selecionados para purificagdo mediante cromatografia liquida de
coluna. Eluiram-se com diferentes solventes, selecionando a fragdo obtida em
cloroformio por apresentar maior rendimento. A fragdo foi purificada por
cromatografia de camada delgada, e a substincia pura foi encaminhada para
identificacio por meio de anilises espectrofotométricas. Realizaram-se testes
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata, ndo tendo sido
observada atividade antifiingica..

* Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientador), Manuel
Losada Gavilanes - UFLA (co-orientador), José Eduardo Brasil Pereira
Pinto — UFLA (co-orientador), Custédic Donizete dos Santos — UFLA
(co-orientador).



ABSTRACT

ALVARENGA, Jodo Marcos Pedroso. Phytochemical and biological study
with fruits of Rosa aff. rubiginosa L., 2002. 52p. Dissertago (Master Program
on Agrochemical and Agro biochemical) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras®

A scientific and an economical interest has arisen among researches,
companies and laboratories that commercialize and deal with cosmetics in a
search for substances that can accelerate the process of healing, the wounds,
attenuate the skin stains and delay the skin aging. The Rosa aff rubiginosa L., a
species rich in vitamin C, carotene, essential fatty acids, other substances, has
been used in medicine and cosmetology due to the effects attributed in addition
to treating the skin pathologies. In this context, the fruits of this plant were
obtained through a reflux of shell and seed in methanol, ethyl acetate and
hexane. A phytochemical study of these extracts was done and the presence of
reductive sugars, proteins and aminoacids, depsides and depsidones, saponins,
alkaloid and anthraquinone was observed in metanolic extracts of seed and shell.
Only in metanolic extracts of seed was observed the presence of flavonoid. In
the ethyl acetate and hexane extracts of shell, the presence of carotene, steroids
and triterpnoids was observed. Only steroids and triterpnoids were observed in
the ethyl acetate and hexane extracts of seed. Having a yield superior to the
others, the metanolic extracts of shell and seed were separeted to a liquid
column chromatography (CLC). After eluting with different solvents, a fraction
obtained with chloroform was selected since it presented higher yield. This
fraction was purified by thin layer chromatography and the pure substance
obteined was identified by spectrophotometrical analyses. Biological tests were
also performed in order to verify the potential inhibition of growth the fungi
Candida albicans, Candida tropicalis and Candida glabrata,. No antifungical
activity was observed.

* Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Major Professor),
Manue! Losada Gavilanes - UFLA, José Eduardo Brasil Pereira Pinto —
UFLA, Custddio Donizete dos Santos — UFLA.
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1 INTRODUGCAO

A utilizagdo de plantas para curar os mais diversos males é conhecida
pela humanidade h4 centenas de anos. Indicios do uso de plantas medicinais e
toxicas foram encontrados nas mais antigas civilizagGes, quando o homem
primitivo, a0 procurar plantas para o seu sustento, foi descobrindo espécies com
agdo toxica ou medicinal, formando, assim, um conhecimento empirico das
a¢des medicinais e toxicas dessas, sem qualquer comprovagdo cientifica desse
fato. Quando se percebeu que as plantas possuiam principios biologicamente
ativos, e que os mesmos poderiam ser isolados e identificados, vérios estudos
foram realizados para que novas propriedades correspondessem a um novo
farmaco.

O interesse cientifico ¢ econdmico embutido na busca de substincias
ativas com base em principios vegetais vem do fato de que a variabilidade e
complexidade das moléculas sintetizadas pelas plantas tém muitas vezes, sintese
"artificial”, dificil e dispendiosa, ou, ainda, sdo desconhecidas. Assim, muitas
vezes, torna-se economicamente invidvel sintetizar essas substincias em escala
industrial, pela complexidade do processo, baixo rendimento da reagdo ou pela
dificuldade de separagdo da substincia de interesse dos subprodutos gerados
durante a sintese. Sendo assim, as industrias farmacéuticas langcam mdo da
extragio direta a partir do espécime vegetal ou de recursos biotecnoldgicos, tais .
como melhoramento genético, indu¢do por estimulos externos da produgdo dos
produtos de interesse e cultura de células vegetais que sintetizam em reatores
industriais o produto de interesse em larga escala.

O mundo das plantas medicinais mobiliza, hoje, milhares de engenheiros
agricolas, agronomos, bidlogos, quimicos ¢ médicos de todos os continentes.
Entre eles, hi pelo menos uma certeza: as plantas medicinais sdo faceis de usar,

mas dificeis de se conhecer cientificamente. J& para os cientistas, as plantas



representam duros desafios, em que longos periodos sdo gastos em pesquisas
para identificar principios ativos e propriedades curativas.

Na énsia de descobrir novos principios ativos, estudos foram dirigidos,
principalmente no Chile, para uma flor que cresce de modo selvagem nas zonas
andinas e no sul desse pais. Seu alto conteido em acidos graxos faz de suas
sementes e flores uma importante fonte de elementos destinados a reparar certos
problemas cutineos. Os 4cidos graxos essenciais presentes na flor da rosa
mosqueta ¢ em seu fruto possuem uma importante capacidade reparadora e
estimulante da sintese das fibras de coldgeno, desempenhando um papel
importante na permeabilidade da barreira epidérmica.

Com base em estudos e em observagdes utilizando-se o 6leo da Rosa aff.
rubiginosa L. para o tratamento de patologias da pele, bem como de cicatrizes,
direcionou-se o presente trabalho para o estudo dos principios ativos dessa
planta e do potencial fungicida para patégenos humanos. Este iltimo, ainda
inédito, acrescenta indicagGes para o uso do 6leo ou dos extratos em feridas
abertas.

Nesse contexto, com a presente pesquisa teve-se como objetivo estudar
os principios ativos da Rosa aff. rubiginosa, visando a identificar estruturas com
propriedades cicatrizantes, assim como as atividades fungicidas desses

compostos em alguns patégenos humanos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 As plantas medicinais: um breve histérico

Na Antiguidade, os conhecimentos sobre a utilizagio de plantas, que
eram baseados em experiéncias, foram transmitidos entre as diversas
civilizagbes e aos poucos foram desaparecendo. Foi somente no século XVII,
que o acelerado progresso das ciéncias pdde enriquecer ¢ diversificar os
conhecimentos sobre as plantas, até entio empiricos, que s@io baseados
atualmente em paleontologia, geografia, citologia, genética, histologia e
bioquimica.

No periodo da Idade Média, a origem das plantas medicinais era
considerada obscura e, por esse motivo, essa época ndo foi caracterizada por
rapidos progressos cientificos. Entretanto, acredita-se que os conhecimentos
adquiridos até entdo ndo foram completamente perdidos (Miranda, 1998).

Com o desenvolvimento das Grandes Navegag3es, os produtos, até
entdo, desconhecidos, principalmente as plantas com qualidades surpreendentes,
procedentes dos paises longinquos, tornaram-se abundantes, pois ja revelavam
suas propriedades medicinais muito antes de se ter conhecimento de como delas
poderiam ser extraidos seus principios ativos. Esse fato pode ser exemplificado
pelas 1356 plantas levadas para a Europa por botdnicos que regressavam do
Oriente em 1792.

O auge dos esforgos de classificagdo aconteceu em 1735, quando
Lineau, um naturalista sueco, adotou como principio de classificagdo a
distribuigio dos drgdos sexuais nas flores, bem como as caracteristicas dos
estames (6rgdos masculinos). Apds esse trabalho, os irmdos Jussieu, Joseph,
Antoine ¢ Bernard desenvolveram a botdnica descritiva, que contribuiu para o
aperfeicoamento da classificag@io sistemética (Miranda, 1998). O catilogo das



plantas medicinais pode ser enriquecido em bases cientificas, mediante descri¢do
aprofundada das caracteristicas simples e da indicagdo de suas utilizagdes.
Segundo o autor, 2 medicina pelas plantas podera sempre ser um longo percurso
que n3o esta proximo do fim.

2.2 Introducdo ao uso das plantas medicinais

Nos tltimos tempos, o uso de plantas medicinais no mundo tem sido
muito significativo. Dados da literatura mostram que aproximadamente 80% da
populagdo mundial fazem o uso de algum tipo de erva na busca de alivio de
algum mal, e, pelo menos 30% s3o indicados por médicos (Martins, 1995).

Apesar de persistir ainda um certo mistério com relagdo a essas plantas
“milagrosas”, a utilizagdo das mesmas tem recebido incentivos da propria OMS
(Organizagdo Mundial de Saide), em virtude do aspectos econfmico e social,
fatores que vém colaborando no desenvolvimento de priticas de saide que
incluam plantas medicinais (Furlan, 1998).

De acordo com Martins (1995), a capacidade terapéutica das ervas
medicinais pode ser definida de acordo com a frase citada por Von Martius: "as
plantas medicinais brasileiras ndo curam apenas, fazem milagres". Acredita-se
que das 200.000 espécies vegetais que possam existir somente no Brasil, pelo
menos a metade pode ter alguma propriedade terapéutica util & populagdo;
porém, menos de 1% dessas foi estudado adequadamente. Segundo o autor,
muitas substincias exclusivas de plantas brasileiras encontram-se patenteadas
por empresas ou Orgdos governamentais estrangeiros, visto que os recursos
destinados a pesquisa no Brasil ainda sdo pequenos. Atualmente, o custo para
desenvolver medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos ¢ muito elevado e tem-
se mostrado pouco proveitoso.

Normalmente, os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais dio
origem a medicamentos em menor tempo, com custos menores ¢,

conseqiientemente, mais acessiveis 3 populagdo, que, em geral, encontra-se sem



condicdes financeiras de assumir os custos elevados da aquisicio de
medicamentos que possam ser utilizados para o tratamento da saude,
principalmente porque, na maioria das vezes, as matérias-primas utilizadas na
fabricagdo desses medicamentos sdo importadas. Por esse e outros motivos
relacionados com a deficiéncia da rede publica de assisténcia da saude,
aproximadamente 80% da populagdo brasileira nio tém acesso aos
medicamentos ditos essenciais (Barraca & Minami, 1999). Além disso, Furlan
(1998) cita que cerca de 30% dos US$ 300 bilhdes referentes ao mercado de
medicamentos sdo relacionados aos produtos obtidos de vegetais.

As plantas medicinais cientificamente aprovadas para serem utilizadas
pela populagio, nas suas necessidades basicas de saiide, tém sido avaliadas
quanto a sua eficiéncia terapéutica e toxicologica, em conseqiiéncia da facilidade
de acesso, o baixo custo e compatibilidade cultural com as tradigdes populares.
Uma vez classificadas como produtos naturais, é permitido legalmente que
sejam comercializadas livremente, além de poderem ser cultivadas por pessoas
que disponham de condigdes necessarias. Com isso, a automedicagdo em casos
mais sixnples tem reduzido a procura por médicos, o que vem facilitar e reduzir
ainda mais o custo do servigo de salide publica (Martins, 1995).

Segundo Accorsi (1994), além da medicina popular, existem intimeras
alternativas terapéuticas, algumas muito antigas e outras mais contemporaneas.
Atualmente, as plantas medicinais sdo estudadas cientificamente pela
Fitoterapia, que explica, 2 luz da quimica vegetal ou fitoquimica, o motivo pelo
qual as plantas curam.

Os constituintes quimicos encontrados nos vegetais sdo sintetizados e
degradados por indmeras reagbes que constituem o metabolismo da planta. A
sintese de substincias indispenséveis & vida da planta, que se formam em todas
as plantas verdes gragas a fotossintese, tais como: aglicares, aminoacidos, acidos

graxos, nucleotideos e seus polimeros derivados, faz parte do metabolismo



primario das plantas. Os compostos sintetizados por outras vias e que aparentam
nio ter grande utilidade na sobrevivéncia das espécies fazem parte do
metabolismo secundério, e sdo denominados de compostos secundérios. Esses
apresentam diferencas qualitativas e quantitativas entre as diferentes espécies e,
apesar de produzidos em pequenas quantidades, os seus efeitos terapéuticos, em
contrapartida, sdo notaveis (Simdes et al., 2000).

Apés uma série de transformagdes tecnologicas que faz da planta
medicinal uma droga vegetal, esta contém um certo mimero de substincias que,
na maior parte dos casos, agem sobre o organismo humano. A ciéncia que se
encarrega de estudar as substéncias ativas, sua estrutura, distribui¢do na planta,
modificagdes e processos de transformago que se produzem ao longo da vida da
planta, durante a preparagdo do remédio vegetal e no periodo de armazenagem, é
a fitoquimica (quimica dos vegetais), ciéncia que estd em estreita ligagdo com a
farmacologia, que pode 'ser\deﬁnida como o estudo dos efeitos das substincias
medicinais sobre o organismo humano, assim como do mecanismo e da
velocidade da sua agdo, do processo de absorgdo e eliminagdo das suas
indicagdes (Rocha, 1998).

Geralmente, essas substincias nio se encontram na planta em estado
puro, mas sob a forma de complexos, cujos diferentes componentes se
completam e reforcam a sua agdo sobre o organismo. A grande vantagem da
medicina natural é que a substincia ativa nio é somente um composto quimico,
mas apresenta também um equilibrio fisiolégico, sendo mais bem assimilada
pelo organismo e ndo provocando efeitos nocivos (Barraca & Minami, 1999).

Segundo Accorsi (1994), a manipulagdo dos produtos fitoterdpicos tem
como base os principios ativos extraidos das plantas medicinais. Quando esses
principios ativos causam intoxicagGes no homem ou nos animais, as plantas séo
denominadas venenosas ou toxicas.

Alguns grupos de substincias que determinam a natureza quimica da



droga podem ser observados na Tabela 1.

TABELA 1.  Alguns principios ativos e sua atuagdo no organismo (adaptado
de Martins, 1995)

Principio ativo Atuagdo no organismo

Alcalbides Atuam no sistema nervoso central (calmante, sedativo,
estimulante, anestésico, analgésico). Alguns podem ser
cancerigenos e outros antitumorais.

Mucilagens Cicatrizante, antiinflamatério, laxativo, expectorante e
antiespasmadico.
Flavonoides Antiinflamatério, fortalece os vasos capilares,

antiesclerético, antiedematoso, dilatador de coronarias,
espasmolitico, antihepatotoxico, colerético e
antimicrobiano.

Taninos Adstringente e antimicrobiano (antidiarréico). Precipitam
proteinas.

Oleos essenciais Bactericida, fungicida, antivirético, cicatrizante,
analgésico, relaxante, expectorante e antiespasmodico.

Em sintese, Furlam (1998) cita que uma planta € classificada como
medicinal quando possui substéncias com agdo farmacolégica. Essas substéncias
sdo denominadas principios ativos € que na maioria das vezes, desconhece-se
qual deles realmente estdo atuando, uma vez que as plantas medicinais possuem
grupos de principios ativos com caracteristicas proprias. A fitoquimica estuda
cada grupo, desde a estrutura quimica molecular até as suas propriedades
biologicas. O emprego terapéutico de plantas medicinais exige o conhecimento
desses grupos para a avaliagdo das potencialidades terapéuticas, toxicas e para
seu uso e combinagio.

Das vérias espécies de plantas medicinais encontradas no Chile, a rosa



mosqueta €, sem divida, uma planta selvagem utilizada regularmente e, no
contexto do mercado internacional, ¢ exportada ha varios anos. Suas aplicagdes
sdo inameras, podendo ser exemplificada pela fabricagdio de geléias,
marmeladas, bebidas, cosméticos, bem como na fabricagio de tintas e esséncias

(Teske & Trentini, 1997).

2.3. Aspectos taxondmicos da espécie em estudo

Segundo Hoffmann et al. (1992), a rosa mosqueta (Figura 1) é uma
planta pertencente a familia Rosaceae, que compreende 122 géneros,
abrangendo, aproximadamente, 3.400 espécies. Cresce espontaneamente em
toda a cordilheira transamericana, desde o Alaska até a Terra do Fogo,

recebendo nesse longo percurso diferentes denominagdes (Tabela 2).

FIGURA 1. Aspecto geral da planta rosa mosqueta (Fonte:
http://www.istitutolavagno.it/rosa_canina.htm)



TABELA 2. Diferentes denominagdes da rosa mosqueta (Rosal...,19--?)

Idioma

Denominagdes

Castelhano

Portugués e galego

Cataldo

Vasco

Italiano
Francés
Inglés

Alemio

rosal montés; rosal campesino; rosal bravo; rosal
perruno; rosal de culebra; rosal del diablo; rosal de
escaramojos; escaramojo; escarambrojo; caramujo;
calambrujo; escambrujera; escambrujo; escaramu;jo;
escarbaculo; tapaculo; zarraculos; carmin; monjolinos;
gabarda; galabardera; garrabera; gavanzo; rosal
garbancero; zarza garbancera; agavanzo; zarzarrosa,
zarzaperruna; espino vero; picacostillas; picaespalda;
alcaracache.

rosa-de-cao; silva-macha; silvao; roseira; silvo-macho;
agavanzo; gabanceira; peros de can.

roser salvatge; roser bosca; roser de marges; roser de
pastor; roser bord; escanyavelles; despullabelitres;
gavarrera; gavarnera; gardanes; gratacul; tapacul.

Astoarrosa; astolarrosa ("rosa de borricos ou rosa
silvestre), larrarrosa, arrosatze, sasi arrosa, itxularrosa
(rosa de ciegos), otsalarr, otsolarr, otsolaparr,
otsolaharr, otxolaharr, otsonaharr (zarza de lobos),
sapalarr (zarza de sapo), saparr larr, alkata atza, en
Aralarr, alkarakats, arkakarats, arkakaratxa, andarrai, y
el fruto, ipurrditapatzeko, basalarrosa, basaarrosa, baso
arrosatze, y la flor es arrosa lili.

rosa canina
rosier des chiens, églantier
dog rose

hundsrose, hagerose

A rosa mosqueta, rosa silvestre ou rosa canina ¢ uma das plantas

ornamentais mais conhecidas em todo o mundo. A roseira surgiu em algum



ponto do Oriente, ndo se sabe ao certo se na China ou na Pérsia, ¢ foi introduzida
nos paises ocidentais pela Grécia. A rosa mosqueta foi levada ao Chile pelos
colonizadores espanhéis, onde cresce hoje espontaneamente nas encostas dos
Andes. Na Antiguidade, sua raiz era empregada para dissolver cdlculos renais.
Os romanos utilizavam a flor no combate a embriaguez ¢ para preparar
perfumes. O fruto fresco pode ser utilizado no preparo de geléias, vinhos e na
decoragdo de tortas. O fruto seco é usado como fonte de vitaminas hd muito
tempo. Durante a Segunda Guerra Mundial, desenvolveram-se estudos que
comprovaram ser a rosa mosqueta fonte de vitamina C (Teske & Trentini, 1997).

A rosa mosqueta, uma das plantas que aparecem em grande freqiiéncia
nos paises europeus, ¢ uma roseira selvagem que cresce jumto as sebes,
formando cercas vivas, podendo crescer em altitudes bem elevadas. Na
primavera, sua folhagem torna-se verde e brilhante, a cor rosada de suas flores,
juntamente com seu perfume, o mais nobre de todos, anunciaram o inicio do
verdo, e a cor vermelha de seus frutos, o outono, conseguindo chegar ao inverno
(Neumann..., 19__?).

A roseira cresce em terras pobres, enraizando-se fortemente para todos
os lados, multiplicando-se por raizes adventicias que brotam por baixo da terra.
Apesar de a planta estar sendo constantemente destruida pelo diversos fatores,
como gelo, fogo, vento e animais, ela brota e torna-se novamente a crescer.

Botanicamente se classifica como Rosa aff. rubiginosa. As flores
rosadas perdem posteriormente suas pétalas, ficando somente o fruto, que
apresenta cor avermelhada, o qual contém em seu interior as sementes (Figuras
2A e 2B). A casca tem grande potencial como alimento, em razio do seu
conteiido de vitamina C (quase 20 vezes superior ao conteido no limédo e 20
vezes ao conteido da laranja). Sua utilizag3o na industria agroalimenticia estd
relacionada com a fabrica¢do de sopas, marmelada, geléias e chds, representando

uma importante fonte de riqueza para o setor rural, principalmente no sul do
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Chile, onde cresce em quantidade suficiente para permitir sua exploragdo

industrial (Bienvenidos..., 2001)

FIGURA 2A. Flores da planta rosa mosqueta (www.mundomail.net/plantas/
escaramujo-ch.jpg)
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FIGURA 2B. Frutos da planta rosa mosqueta, também conhecidos como
escaramujo  (www.calhortsociety.org/.../  jan2001/image/dscn
3635.jpg).

2.4 Composi¢io quimica e produtos derivados

_ A rosa mosqueta ¢ um alimento e uma fonte rica em vitamina. Sua
casca, fonte natural alimenticia de alto valor, tem sido usada em diversos paises
na forma de chd, marmelada, geléia, sopas, iogurtes, etc. Em paises onde ha
baixa exposigdo das pessoas ao sol, como a Suécia, alimentos baseados em rosa
mosqueta fazem parte obrigatéria da dieta em jardins de infancia e colégios. Por
suas propriedades diuréticas, o cha de rosa mosqueta ¢ a bebida indispensavel na
maioria dos hospitais da Alemanha. Indubitavelmente, sua utilizacio mais
conhecida no mundo ¢ como fonte natural de vitamina C, alcangando
concentragdes de 970 mg% na sua época de colheita. Além disso, os frutos sio

altamente ricos em flavondides, pectinas, minerais e especialmente B-caroteno, o



que torna os produtos derivados da casca dessa flor elementos nutricionais
naturais de primeira qualidade, por sua agdo antioxidante e antiinflamatéria (1.-
Productos..., 2001)

A parte da rosa que permanece apds a queda das pétalas, conhecida
como rosehips, € considerada uma fonte importante de fibras e nutrientes
(vitamina C), flavonéides, pigmentos carotendides, etc (Muiioz et al., 1981). E
principalmente constituida de 4cido L-ascérbico (4%), carotendides (0,01 a
0,05%), leucoantocianinas (1,35 a 1,75%), catequinas (0,8 a 0,91%), agicares
' (glicose, frutose e sacarose nas concentragdes de 11,5 a 15,6%), 4cidos
organicos, como o malico e citrico (3 a 6%), sais minerais, vitamina A,
complexo B, acido félico, acido nicotinico e taninos. Cerca de 30 gramas do
fruto fresco podem fornecer até 1.700 mg de vitamina C, dependendo da origem
da planta e da forma de processamento (Arthemysa, 2001).

Adicionalmente, o 6leo de rosehips é considerado uma importante fonte
natural de dcidos graxos insaturados, que podem regenerar os tecidos da pele
humana, diminuindo linhas de expressdo, eliminando rugas e aprimorando a
aparéncia de cicatrizes (Thielemman et al., 1993).

Segundo Antoniosi Filho & Langas (1994), encontrou-se uma alta
concentragdo de triacilglicerdis, principalmente os dcidos oléico, linoléico e
linolénico, dentre outros, na composigio lipidica do 6leo de rosa mosqueta. O
6leo é normalmente extraido usando solventes orginicos, principalmente
hexano, éter etilico e éter de petréleo (Pareja & Kehl, 1990). Apresenta cor
amarela, com um odor e aroma caracteristico, além de ser muito susceptivel a
reagdes oxidativas (Illés et al., 1997; Omarova et al., 1997).

As raizes e as folhas da roseira contém 4cido tanico. Entretanto, nas
folhas, pode também haver pectina. Nas pétalas, podem ser encontrados: taninos
(em pequenas quantidades), diversos acidos orginicos (4cido citrico, acido

malico), materiais gomosos e pequenas quantidades de esséncia. A fruta ou
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escaramujo contém caroteno (um material corante alaranjado), 11,6 a 15,6% de
agucares ¢ 3 a 3,6% de acidos orgdnicos, e nos escaramujos (dessecados), 0,5 a
15,6% de vitamina C ou 4cido ascorbico. Os fruticulos contém pequenas
quantidades de vanilina, lecitina, agicar invertido, 8,8% de um 4acido graxo,
quantidades pequenas de dcido malico, 4cido tartarico e 4cido succinico (Figura
3) (Rosa...., 1999/2001).

Hoffmann et al. (1992) citam que a rosa mosqueta foi estudada sob o
ponto de vista farmacoldgico e fitoquimico a partir da década de 70, quando
alguns de seus componentes foram descobertos. Segundo esse autor, a flor
apresenta uma alta quantidade de vitamina C, podendo alcangar até 840 mg% do
fruto total, possuindo, no entanto, um baixo conteido de proteinas. Outros
componentes encontrados foram triacilglicer6is com alto teor de insaturagdo:
cidos, oléico, linoléico e linolénico ¢ uma pequena porcentagem de acidos
graxos saturados do tipo palmitico e estedrico.

Chaktoura (2000) mostrou, por meio de pesquisas, que o potencial
terapéutico do dleo de rosa mosqueta na regeneragio dos tecidos danificados foi
atribuido ao seu alto conteiido de 4cidos graxos essenciais. Para ele, as sementes
da planta contém aproximadamente 15% de acido oléico, 44-50% de acido
linoléico e 30-35% de écido linolénico. Esses Oleos sdo essenciais para a

manutengio de uma pele sadia.
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FIGURA 3. Estruturas quimicas de alguns compostos presentes na rosa
mosqueta (Baseado em Lehninger, 1995)
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2.5 Indicacdes e uso clinico

Durante o Renascimento, a rosa mosqueta era apreciada pelas suas
propriedades curativas, que foram principalmente atribuidas a sua propriedade
adstringente, por causa de seu alto conteido de tanmino. A Aagua de rosas,
considerada oftilmica, e o creme de rosas sdo obtidos ou preparados com suas
pétalas, que sdo extremamente perfumadas. O mérito principal dessa planta estd
presente no escaramujo, de grande valor antiescorbitico, por seu extraordinario
conteido em vitamina C. Além disso, a eles sdo atribuidas propriedades
diuréticas e, de acordo com a crenga popular, propriedades anti-helminticas
(Rosal..., 2001).

A vitamina C ¢ essencial para a produgdo de colageno, uma proteina que
participa da cimenta¢do das células epiteliais que revestem, por exemplo, as
paredes internas dos vasos sangiiineos. Conseqiientemente, na deficiéncia da
vitamina, as paredes dos capilares sangiiineos tornam-se frageis, favorecendo a
ocorréncia de hemorragias nas gengivas ¢ at¢ mesmo no cérebro. Por falta de
coldgeno, substincia também indispensavel para a formacgdo Ossea, a ossificagio
torna-se insuficiente, ocorrendo, entdo, a paralisacdo do crescimento Gsseo; e,
por deficiéncia de depositos de fibrilas de coldgeno, a cicatrizagdo de feridas €
extremamente prejudicada. Acredita-se que a vitamina C contribui para retardar
o envelhecimento e aumentar a resisténcia do organismo as infecgGes, gragas a
agdo antioxidante e fotoprotetora que possui. Desse modo, sua utilizagdo podera
promover a diminui¢do de rugas, a hidratacgéo e elasticidade da pele, diminui¢do
de manchas e protegdo a radiag@o solar (Ota, 2001).

Pelo alto valor vitaminico e de sais minerais, a casca do fruto ¢ muito
atil nos restabelecimentos de enfermidades, auxiliando nos estados febris e
sendo muito utilizada para prevenir resfriado. Possui éinda acdo diurética por um
estimulo do metabolismo renal. Normaliza, por fim, a fungdo intestinal, pelo seu

A}
alto teor em acidos orginicos e pectina, possuindo efeito laxante.
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Em razio dos 4cidos graxos insaturados presentes no Oleo, esse €
utilizado como regenerador dos tecidos, conservando a textura da pele, sendo
considerado nutriente indispensavel na sintese de prostaglandina que atua nos
processos fisiolégicos e bioquimicos relacionados com a formaco do tecido
epitelial. A propriedade de reduzir cicatrizes e certos tipos de manchas ocorre
gragas a agdo do 4cido transretindico. Esse age aumentando a velocidade de
regeneragdo epidérmica, tornando mais rapido o ciclo normal da migragéo dos
queratindcitos do extrato basal até a camada cornea. Aumenta também o numero
e a atividade dos fibroblastos da derme e produz uma angiogénese intensiva
(microvasculagio), manifestada por um aspecto mais liso e fresco do tegumento
(Teske & Trentini, 1997).

Estudos com o 6leo de rosa mosqueta, especialmente como cicatrizante,
foram desenvolvidos na Faculdade de Quimica e Farmacologia da Universidade
de Concepcién no Chile. A pesquisa envolveu 180 pacientes com cicatrizes
cirirgicas, traumdticas e pos-queimadura, bem como em um grupo que sofria de
envelhecimento precoce. Pelos resultados obtidos, contatou-se que o Oleo de
rosa mosqueta possui uma agdo regeneradora efetiva sobre a pele. Aplicagdes
continuas ajudaram na atenuagio de cicatrizes e rugas, na prevengdo de
envelhecimento precoce, € na recuperagdo da cor e aspecto da pele de maneira
efetiva (Rosa..., 1999/2001). Considerando-se esse e outros estudos, pode ser
claramente observado que o Oleo de rosa mosqueta ¢ uma substincia
extremamente eficaz para o tratamento de diferentes afeccSes e alteragdes
dérmicas. Pode ser diretamente utilizado em queimaduras, cicatrizes, estrias,
rugas, peles desidratadas, manchas, psoriase e feridas ulcerosas; conjuntamente
como base de outros produtos ou como complemento (Indicaciones..., 2001).

Uma primeira linha de tratamento consiste na aplicagdo direta do 6leo na
srea afetada. A sua aglio cicatrizante estd envolvida com a sintese de

prostaglandina, nos processos de geragio de membranas celulares e nos
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mecanismos de defesa, crescimento e regenerag@o celular. Os resultados, tanto
em cicatrizes acidentais, hipertroficas, hipercrémicas, retrateis e quel6ides, em
especial nas cirirgicas, sio muito positivos: consegue-sc uma excelente
regeneragio dos tecidos quando tratamentos continuos sdo realizados (Una...,
2001a). ,

Em queimaduras caracterizadas por produgdo de camadas exteriores e
interiores, perda da hidratagio natural, perda da elasticidade nos tecidos e da cor
natural da pele por hiperpigmentagdo, a utilizagdo do 6leo de rosa mosqueta tem
permitido a recuperagdo da elasticidade e da hidratagdo dos tecidos danificados,
assim como a regulagio da hiperpigmentacdo, devolvendo a pele o aspecto
uniforme. A corre¢do da hiperpigmentagdo dos tecidos danificados é uma
constante nos tratamentos de queimadura, traumatismos, etc; observando-se
também bons resultados no tratamento de determinados tipos de manchas
cutineas, como as manchas por fotoenvelhecimento. Para o tratamento de rugas,
peles desidratadas e envelhecimento precoce, o dleo tem sido utilizado com
excelentes resultados. E um poderoso hidratante, uma vez que é precursor de
ceramidas, o qual fornece os dcidos graxos necessarios para equilibrar o nivel de
acidos graxos e agua, regulando e mantendo a hidratagdo dos tecidos. O 6leo de
_rosa mosqueta acelera a velocidade regeneradora das células epidérmicas,
renovando o tecido epitelial, ao mesmo tempo que aumenta a sintese de
colageno e elastina, proporcionando maior consisténcia ao tecido conjuntivo,
isto é, uma pele mais lisa e elastica (Una..., 2001a).

Grandes resultados também tém sido obtido no tratamento de rachaduras
e feridas ulcerosas, em periodos relativamente curtos em tecidos enxertados, em
que sua aplicagdo continua facilita sua cicatrizagdo, podendo ser iniciado o
tratamento logo ap6s o enxerto, aguardando por um periodo de 48 horas da sua
evolugio normal. Bons resultados também tém sido observados nos tratamentos

de estrias, tanto na prevengdo quanto na recupera¢do dessas. Em pacientes com
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psoriases, a aplicagio do 6leo de rosa mosqueta tem influenciado na hidratagdo
da camada cornea da pele caracteristica da enfermidade, combatendo, desse
modo, seus efeitos, tais como: escamacio, enrijecimento, prurido, etc. (Una...,
2001a).

O 6leo de rosa mosqueta mostra-se efetivo no tratamento das ulceras
varicosas ou traumaticas de membros inferiores, proporcionando um aumento do
tecido de granulagdo e levando a uma epitelizagio mais rapida (média de 24,1
dias), quando comparado com o grupo-controle (média de 52,2 dias) (Moreno
Gimenez et al., 1990).

Outra linha de tratamento esta relacionada com a aplicag@o conjunta do
6leo com qualquer outro preparado, seja ele creme, pomada, gel, etc. Apesar dos
beneficios fornecidos pelos principios ativos que incorporam um produto, um
dos principais problemas enfrentados pelas indistrias de cosméticos ¢ a
limitagdo da eficiéncia do mesmo pela sua capacidade de penetragdo na pele. A
aplicagéio do éleo de rosa mosqueta em conjunto com outros preparados faz com
que o mesmo atue reforgando sua efetividade, a0 aumentar sua capacidade de
penetragio em conseqiiéncia de sua permeabilizagdo pela membrana celular,
facilitando a passagem dos nutrientes contidos no proprio 6leo e no produto que
é aplicado imediatamente depois, aumentando-se, assim, de forma consideravel,
a efetividade do tratamento (Una..., 2001b).

Uma terceira linha de tratamento estabelece sua aplicagdo como
complemento de outros tratamentos. Gragas as propriedades desse Oleo, as -
possibilidades nesse sentido sdo miltiplas. A preparagdo dos tecidos antes de
uma intervengdo cirargica ou de um tratamento agressivo tem demonstrado um
efeito significativo na reagao dos tecidos. Por outro lado, por tratar-se de uma
substincia totalmente natural, com importante agdo regeneradora, hidratante e
com alto nivel de eficiéncia na sua fungdo de barreira, sua aplicagdo estd

especialmente indicada como complemento a tratamentos como peelings

19



quimicos, dermoabrasivos, vitaminas puras, etc. As unidades de Oncologia
também tém obtido 6timos resuitados com a utilizagdo do 6leo no tratamento
dos efeitos secundarios produzidos na pele pela radioterapia, tais como:
inflamagGes, congestGes, manchas escuras, dermatites, entre outros. Do mesmo
modo, tem sido demonstrada sua eficiéncia como complemento na utilizagio de
laser em processos de cicatrizagdo ¢ em diferentes tratamentos estéticos como
depilagdo elétrica, micropigmentagéo, lipossucgio e retinol (Una..., 2001b).

De acordo com Marchini et al. (1988), estudos realizados no tratamento
de feridas abertas, em animais de laboratério, com a aplicagio do 6leo de rosa
mosqueta, tém-se mostrado eficientes, permitindo uma aceleragdo na
cicatrizag3o.

Chaktoura (2000) mostra em suas pesquisas a presenga do acido
retindico no 6leo de rosa mosqueta. Esse dcido tem sido utilizado no tratamento
de afecgdes dermatoldgicas com bons resultados ha mais de 30 anos. Segundo os
pesquisadores, o acido retindico contido nas sementes da rosa mosqueta estdo
em sua forma natural, como parte de um complexo sistema formado com acidos
graxos insaturados.

Apesar de alguns estudos ndo apresentarem evidéncias cientificas
suficientes para explicar o poder do 6leo de rosa mosqueta no tratamento de
determinadas cicatrizes, bem como na eliminagdo de certos tipos de manchas
hiperpigmentadas ou rugas de menor tamanho, sem divida, outros citam que o
6leo é muito apreciado em tratamentos dermatolégicos, como queimaduras,
cicatrizes cirlirgicas, queldides, queratoses, melasmas, cloasmas, lentigos,
verrugas, psoriases, cicatrizes (atréficas e hipertréficas), hipercromias e seqiielas
de acne. Além disso, contém vitaminas C, E e D, carotenéides (precursores da
vitamina A ou retinol), proteinas anticoagulantes e lanolina (Chaktoura, 2000).

Segundo Muiioz (1982), citado por Del Valle et al. (2000) o 6leo de rosa

mosqueta € competitivamente produzido no Chile e exportado pelo mesmo pais
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em grandes quantidades (um valor total de mais de US$ 30 milhdes por ano),
sendo mundialmente usado pela comunidade médica e como um ingrediente
ativo especial por virias companhias de prestigio de cosméticos na Asia,
Europa, América do Norte e América Latina. Durante anos, o oleo de rosa
mosqueta tem sido apresentado como produto com capacidade de retardar os
sinais de envelhecimento precoce, além de fornecer excelentes resultados no
tratamento de queimaduras e cicatrizes da pele.

Em estudos realizados por Moreno Gimenez et al. (1990) utilizando-se o
6leo de rosa mosqueta para tratamento de ulceras, no foi observada reagio
alérgica nesses pacientes; o mesmo pdde ser constatado em um paciente que

apresentava sensibilizagdo prévia a varios produtos.

2.6 Fitopatégenos em estudo

Os fungos foram, durante muito tempo, considerados como vegetais.
Somente a partir de 1969 passaram a ser classificados em um reino a parte. Eles
ndo sintetizam clorofila, ndo tém celulose na parede celular (exceto em alguns
fungos aquéticos) e ndo armazenam amido como substancia de reserva. Essas
caracteristicas permitem sua diferenciagdo das plantas. Por outro lado, a
presenga de substdncias quitinosas na maior parte das espécies e a capacidade de
armazenar glicogénio os assemelham as células animais (Trabulsi er al., 2000).

De acordo com Raasch & Hopfer, citados por Silva (1998), existem
mais de cem mil espéc{es de fungos. Alguns deles sdo usados nas inddstrias de
alimentos, de fermentos e na produgdo dos medicamentos uteis da medicina
atual. Outros, entretanto, sio patdgenos para plantas e causam infecgOes em
seres humanos. Mais de 90% de todas as infecgGes humanas causadas por
fungos tém como patdgenos menos de 20 espécies.

Podem ser encontradas em animais, vegetais, no homem, em detritos e

no solo. Sdo seres eucaridticos, com um $6 nicleo, como nas leveduras, ou
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multinucleados, como os fungos filamentosos, bolores e os cogumelos (fungos

macroscopicos).

Os fungos podem formar colonias leveduriformes e filamentosas em
meios de cultura especiais. Por causa da auséncia de clorofila para se nutrirem,
necessitam de substancias orgdnicas que eles proprios sdo incapazes de elaborar,
vivendo obrigatoriamente em um estado de saprofitismo, parasitismo ou
simbiose. No caso do saprofitismo, utilizam substincias orgéinicas inertes,
muitas delas em decomposigdo. Os parasitas nutrem-se de substincias existentes
nas células dos hospedeiros. Os simbiontes associam-se a outros hospedeiros,
prestando ajuda mutua em suas fungGes. A forma micelial ou saprofitica é a
forma infectante, geralmente presente em solo e plantas. A leveduriforme ou
parasitose ¢ encontrada nos tecidos e in vitro. Esse fendmeno chamado
dimorfismo € observado em alguns fungos agentes de micoses sistémicas e
subcutdneas. A luz solar direta sobre os fungos funciona como fator fungicida
em conseqiiéncia das radiagdes ultravioleta (Trabulsi et al., 2000).

2.6.1 Epidemiologia

O reservatorio habitual dos fungos que infectam o homem pode ser o
proprio homem, animais ou sitios de natureza onde se desenvolvem como
saprofitas. As doengas causadas por eles podem atingir apenas as camadas
superficiais da pele e dos pélos nas micoses superficiais, atingindo pele, pélo,
unhas e mucosas, em maior extensio nas micoses cutineas, atingindo tecido
subcutineo ou mesmo abrangendo Orgdos internos e visceras, sendo chamadas
de micoses sistémicas (Trabulsi et al., 2000).

De acordo com o mesmo, as dermatofitoses sdo doengas causadas por
fungos que atingem a pele, pélo ¢ unhas e sdo transmitidas geralmente pelo
proprio homem, animais, contato com o solo ou materiais contaminados, como
pisos de banheiros, colchdes de judd, toalhas de banho, etc. Além de atingirem
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individuos considerados normais, as micoses tém grande importincia por
atingirem individuos imunocomprometidos, ou seja, pacientes que apresentam
cincer, diabetes, AIDS ou fazem uso de imunossupressores, cOmo Os
corticdides. A idade, raga, sexo e atividade profissional desempenham um
importante papel na freqiiéncia de certas micoses.

A integridade da pele, o baixo teor de umidade, a secregdo de 4cidos
graxos saturados pelas glandulas da pele sdo responsaveis pela resisténcia
natural a esses patogenos. Este Gltimo apresenta propriedades antifiingicas
(Trabulsi et al., 2000).

O primeiro estégio do processo invasivo dos fungos ¢ a aderéncia, que €
dificultada pela secregio de muco, competicdo com outros microorganismos e
descamacio das células epiteliais (Trabulsi et al., 2000).

A atividade das queratinases, elastases e sulfatases sdo importantes na
implantacio dos dermatdfitos. No caso das lipases, estas auxiliariam o fungo a
superar a barreira de dcidos graxos da pele, os quais possuem efeito fungicida,
como é o caso do acido undecilénico (C1;Hx0,). (Trabulsi et al., 2000).

As manifestagbes clinicas dos fungos podem variar de acordo com a
regido do corpo que é acometida e com o tipo de fungo envolvido na patologia.
Na pele, podem causar placas circulares, pruriginosas, com descamagao, bordas
eritematosas (avermelhadas), com vesiculas e fissuras. As unhas tornam-se
espessadas, fragmentadas, descoradas e sem brilho. No couro cabeludo, podem
aparecer alteragSes na pele e fragmentagdo do cabelo, levando ao aspecto de
cabelo tonsurado, € na mucosa oral e genital, podem formar placas
esbranquigadas (sapinho) (Jawetz et al., 1984).

Algumas patégenos de grande importincia sdo as Candidas, dentre
outras leveduras, pela sua elevada incidéncia em pacientes imunossuprimidos,
debilitados, diabéticos, portadores de catéteres endovenosos ou sondas vesicais

de demora, que estio em uso de antimicrobianos (pela modificagio da flora
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bacteriana normal) e uso de corticosterfides. Podem atingir a boca, trato
gastrintestinal, genitilia, pele, unhas, pulmdes e outros 6rgdos. O tratamento é
realizado com a remociio da causa, isto é, manter as areas acometidas frias e
secas, suspender, se possivel, os antimicrobianos, ¢ iniciar o tratamento topico
ou oral com antifingicos (Jawetz et al., 1984).

2.6.2 Agentes antifiingicos

As drogas usadas no tratamento de bactérias tém pequeno ou nenhum
efeito sobre as células do hospedeiro; entretanto, os farmacos usados no
tratamento das infecgdes fingicas s@o toxicos em virtude das semelhangas entre
a célula fiingica e a humana.

O arsenal antimicético é ainda relativamente limitado. As drogas podem
ser divididas em duas categorias: as que afetam a membrana celular e as que
atuam intracelularmente, interrompendo processos celulares vitais como sintese
de RNA, DNA ou proteinas. As mais usadas sdo derivados poliénicos,
imidazolicos e compostos como iodetos, sulfetos, tiossulfatos, tolnaftatos, como
mostram as Figuras 4, 5 ¢ 6.

24



Anfotericia B Hs
CH;
5 ?>\/Y0
H CH;
H
L e N
H
NH: OH Pimaricina
HO H

NH2

FIGURA 4. Estruturas quimicas dos principais derivados poliénicos
(Trabulsi et al., 2000)
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FIGURA 5. Estruturas quimicas dos principais derivados imidazélicos
utilizados na pratica médica (Trabulsi et al., 2000)
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FIGURA 6.  Estrutura quimica da griseofulvina (Trabulsi et al., 2000)
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Apesar dos progressos em relagdo a descoberta de novos antifungicos,
vérios novos compostos tém mostrado limitagGes, nio se conhecendo ainda uma
droga ideal para o tratamento de todas as micoses. Substincias efetivas, como a
flucitocina e a anfotericina B, por exemplo, sdo utilizadas com reservas por

causa da toxicidade das mesmas.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento dividiu-se em duas partes: “A avaliagdo fitoquimica da
rosa mosqueta”, realizada no Laboratério de Quimica Organica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras/MG; e “Testes biologicos da agdo antifiingica da rosa mosqueta”,
realizada no Laboratério do Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora/MG.

3.1 Coleta do material

Foram objetos de estudo deste trabalho os frutos de Rosa Mosqueta,
cientificamente classificados como Rosa aff. rubiginosa.L. Os frutos maduros e
parcialmente secos foram adquiridos na Doceria Suica em Bariloche/Argentina,
em agosto de 2000.

A identificagdo da espécie foi realizada no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), por meio de comparagdo com dados
encontrados em literatura, uma vez que tal espécie ndo € encontrada no herbario .
dessa Universidade.

Uma amostra dos frutos foi anexada a carpoteca do Herbario ESAL
(Herbario do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
UFLA), Lavras/MG.

3.2 Preparo do material

A secagem dos frutos foi feita em estufa de secagem e esterilizagdo
(estufa ventilada) Mod. 320-SE-FANEM a temperatura de 35 a 40°C, até peso
constante. Em seguida, selecionaram-se os frutos que ndo apresentavam

quaisquer alterages em sua superficie que pudessem sugerir patologias. Os
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frutos foram, estio pesados, quebrados e separada a casca da semente, sendo
novamente pesados, separadamente, para verificar o percentual da casca e

semente (Figura 7). Para isso utilizou-se balanga analitica da marca Gehaka,

modelo BG 1000.

FIGURA 7.  Separagio da casca e semente do fruto da rosa mosqueta

3.3 Obtengio dos extratos brutos

Para obten¢do dos extratos brutos, foram utilizados 200 g de casca e
200 g de semente, separadamente, colocados em refluxo em metanol (grupo 1),
acetato de etila (grupo 2) e hexano (grupo 3) por 48 horas (Figura 8). As
amostras foram, entdo, filtradas em funil de Biichner, obtendo-se seis solugdes
filtradas: extratos metandlicos da casca e semente, extratos em acetato de etila

da casca e semente e extratos hexdnicos da casca e semente.
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Os filtrados foram levados ao rotavapor modelo Buchi R-114 sob
pressdo reduzida e, posteriormente, a estufa a 40°C (+2) para completa
evapora¢do do solvente. Foram entdo pesados e, armazenados, para posterior
estudo. Dos seis extratos obtidos, foram selecionados os metanélicos da casca e

semente, por apresentarem rendimento muito superior aos demais.

FIGURA 8. Refluxo da casca e semente em diferentes solventes
3.4 Avaliacio fitoquimica

3.4.1 Identificacio dos grupos de substincias presentes na Rosa aff.
rubiginosa

Os extratos metandlicos, em acetato de etila e hexdnicos da casca e

semente foram utilizados para caracterizagdo dos principais grupos de



substincias vegetais de interesse, por meio de reagbes que resultavam no
desenvolvimento de coloragdo (mudanca da cor) e/ou formagdo de precipitado
caracteristico. Foram realizadas duas repeticdes para cada um dos seguintes
testes: 4cidos orgdnicos, agilicares redutores, polissacarideos, proteinas e
aminoécidos, taninos, flavonoides, carotendides, sesquiterpenlactonas e outras
lactonas, azulenos, esterdides e ftriterpendides, cumarinas e depsidonas,
derivados de cumarinas, saponina espumidica, alcaldides, purinas e

antraquinonas.

3.4.2 Testes de solubilidade

Foram utilizadas pequenas quantidades dos extratos brutos metandlicos
(casca e semente) em 2 mL dos diferentes solventes: hexano, cloroférmio,

acetato de etila, etanol, metanol e dgua para observagdo da solubilidade.

3.4.3 Série eluotrépica

Foi realizada a série eluotropica, utilizando-se placas de cromatografia
com silica gel 60 G (Merck®), nas quais foram aplicadas microgotas dos
extratos brutos metandlicos (casca e semente) previamente dissolvidos em
metanol, utilizando-se micropipetas. Sobre cada uma das varias “manchas”
formadas, foram aplicados varios solventes (eluentes) com polaridades
diferentes, para selegdo daqueles que seriam utilizados na cromatografia de
coluna. Foram utilizados os seguintes solventes: hexano, éter de petrdleo,
ciclohexano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, diclorometano,

cloroférmio, acetato de etila, octanol, etanol, metanol, acido acético e agua.
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3.4.4 Purificacio das substincias por cromatografia liquida de coluna
CLO)

Para fracionamento dos extratos metanélicos, utilizou-se uma coluna de
vidro com 50 cm de comprimento por 2,8 cm de didmetro, recheada com uma
mistura de silica gel 60, (70-230 mesh) (Merck®) com cloroférmio. Sobre essa
foi colocada uma camada de terra diatomicea também misturada em
cloroférmio. Os extratos brutos (casca e semente) foram dissolvidos em metanol
e aplicados na coluna. Eluiu-se com cloroférmio, acetato de etila, etanol,
metanol, acido acético e dgua, solventes selecionados por meio da série
eluotrépica. Utilizaram-se S0mL do solvente puro e, a seguir, 30 mL contendo
uma mistura de solventes (fase de transi¢fio), nas seguintes propor¢Ses: 10mL
(2:1), 10 mL (1:1) e 10 mL (1:2). Foram obtidas onze fragdes, que foram levadas
ao rota-vapor e, posteriormente, a estufa para evaporagéo completa do solvente.
Realizaram-se trés repetigdes para conseguir quantidades suficientes de extratos
parcialmente purificados.

Foram selecionados 2 extratos (dos onze obtidos), observando-se apenas
o rendimento dos mesmos. Realizaram-se novas anilises cromatograficas
(camada delgada), utilizando-se inicialmente uma mistura de solventes:
. cloroférmio/metanol e, a seguir, uma mistura trinaria:
cloroférmio/metanol/acetato de etila, em propor¢les variadas, na tentativa de
encontrar a propor¢do ideal capaz de separar duas “manchas” na placa de
cromatografia. Ap6s a identificacdo da proporgdo ideal dos solventes, foi
realizada a cromatografia de camada delgada utilizando-se 150 placas, que se
auto-revelaram, e, posteriormente, para uma melhor identificagio, foram
colocadas em atmosfera de iodo. Foram coletadas as misturas de silica com
“substdncias” 1 e 2 (manchas 1 e 2), separadamente, solubilizando-as em
cloroférmio, filtrando-as, e a solugdo obtida foi levada ao rotavapor e,

posteriormente, a estufa, obtendo-se dois extratos purificados.
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3.5 Identificacfio das substincias

O extrato purificado foi encaminhado para Espectrofotometria no Infra
Vermelho (IV), Espectrometria de Massas (EM), Ressondncia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN'H) e Ressonincia Magnética Nuclear de Carbono
(RMN®C).

3.6. Extraciio de 6leo essencial

Foram pesados separadamente 30 g de casca ¢ 30 g de semente, que
foram colocados em um baldo volumétrico contendo agua destilada, € este sobre
uma manta aquecedora. O baldo foi adaptado a um condensador para obtengéo
do hidrolato. A solugiio foi aquecida e mantida em ebulicdo por 2:30 horas.
Apés esse periodo, o hidrolato foi retirado, realizando-se a particio com
diclorometano. Levou-se ao rotavapor para evaporagio do solvente. A solugio
foi, entdio, levada & estufa até peso constante. O dleo essencial foi encaminhado
para estudos espectrofotométricos no infravermelho (IV) e andlises de

espectroscopia de massas (EM).

3.7 Estudo biologico

Os extratos brutos obtidos apés refluxo em metanol (casca e semente)
foram encaminhados para estudo das atividades antifiingicas na Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora/MG.

3.7.1 Escolbha dos fungos

As leveduras escolhidas para realizagio dos testes biologicos foram
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata. As trés espécies de
leveduras foram cedidas pela fungoteca do Laboratério Central do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora/MG.
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3.7.2 Preparaciio dos ensaios

Para os testes de susceptibilidade das leveduras, foram feitas solugtes
com dimetilsulfoxido (DMSO) contendo 20mg/mL dos extratos metanélicos da
casca e semente. Cada solugdo foi diluida 1:10 em solugdo salina estéril € 300
uL/mL foram aplicados nos pogos feitos em agar Sabouraud dextrose. A
concentragdo final utilizada de cada extrato foi de 2000 uL/mL. Como padrio de
inibigio, foram utilizadas solugdes de fluconazol e anfotericina B, na
concentra¢do final de 64 ug/mL. As espécies de Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida glabrata foram mantidas em agar Sabouraud dextrose.
Culturas de 16 horas foram utilizadas nesses testes. As colonias foram suspensas
em solugdo salina estéril, e a quantidade de células por mililitro, ajustada para
conter 1 x 10° células por mL. Essas solugdes foram utilizadas para semear
placas de dgar Sabouraud dextrose (ASD). Em cada placa, foram feitos pogos de
10mm, aos quais foram adicionados 300 uL da solugdo de cada extrato e
deixados difundir por 2 horas & temperatura ambiente. As placas foram, entdo,
incubadas a 37 °C e as observagdes de halo de inibigio foram feitas durante 24 —
48 horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo fitoquimico

4.1.1 Rendimento da casca em relagiio a semente

Ap6s secagem e separagdo da casca e semente, foi pesada cada uma

dessas porgdes, obtendo-se 52% de semente ¢ 48% de casca.

4.1.2 Obtencio dos extratos

Os extratos brutos obtidos pelo refluxo de 200 g da casca € 200 g da
semente nos solventes, metanol, acetato de etila, e hexano, apresentaram, apds
evaporagdo de todo o solvente, rendimentos e aspectos diferenciados, conforme

pode ser observado na Tabela 3 e na Figura 9.

TABELA 3. Rendimento e aspectos dos extratos obtidos por refluxo

Extrato Casca / Coloragdo | Textura | Peso (g) Proporgdo
semente casca /semente
Casca C::t‘:lnrl:)o- Pastoso 30,0
Metanélico Castan] 6:1
Semente % | Pastoso 5,10
escuro
Acetato de Casca Tijolo Sélido 0,89 1
etila Semente Castanho- Pastoso 0,11
claro
Casca Alaranjado | Sélido 0,20
Hexano Amarelo- 7:1
Semente Pastoso 0,03
claro

Observa-se, com isso, que substéncias diferentes foram extraidas com os
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diferentes solventes. A coloracdo tijolo obtida no extrato da casca em acetato de
etila, bem como a coloragéo alaranjada do extrato obtido com a casca em refluxo
em hexano, sugerem a presenca de caroteno, o que pode ser comparado com
dados da literatura. Os rendimentos obtidos com os extratos metandlicos da
casca e semente foram muito superiores aos dos demais extratos. Isso sugere um
elevado teor de substincias polares naqueles extratos, tendo, desse modo, sido

selecionados para os demais testes.

FIGURA9.  Extratos brutos da semente e da casca obtidos por refluxo em
metanol, acetato de etila e hexano, respectivamente.

4.1.3 Teste de solubilidade.

Uma maior solubilidade dos extratos metanodlicos da casca e semente em

solventes polares foi observada, como apresentado na Tabela 4.
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TABELA 4. Caracteristicas de solubilidade dos extratos obtidos nos
diferentes solventes

Solubilidade
Solventes Extrato metanolico Extrato metanolico
(casca) (semente)
Hexano Parcialmente soluvel Insoliavel
Cloroférmio Parcialmente sohivel Insoluvel
Acetato de etila Parcialmente solivel Insolivel
Etanol Parcialmente solivel Insolavel
Metanol Solivel com pequeno Soldvel com pequeno
residuo residuo
Agua Solavel Solivel

Por meio dos dados da tabela acima, observa-se que os extratos
metandlicos da casca e semente apresentam uma maior solubilidade nos
solventes polares, ¢ 3 medida que diminuimos a polaridade nos mesmos, a
solubilidade também diminui. Isso sugere a presenga de substincias nos
extratos, como agucares, acidos succinico, malico, ascdrbico e citrico, dotados

de grupos polares e cadeias pequenas.

4.1.4 Série eluotrdpica

Foi observado um maior deslocamento das manchas com os eluentes
metanol e etanol para o extrato da casca, e metanol, etanol e acetato de etila para
o extrato da semente. Esses dados foram importantes na definicdo de quais
solventes seriam utilizados na cromatografia de coluna.

Pelos resultados desse teste confirma-se o que foi sugerido no item

anterior, ou seja, presenga de substéncias polares na amostra.

4.1.5 Triagem fitoquimica

A triagem foi realizada como teste preliminar para identificagio de
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grupos orginicos presentes nos extratos. Na Tabela 5 estdo as reagSes positivas e
negativas para os extratos metanélicos, em acetato de etila e hexanicos da casca

e semente.

TABELA 5. Reacbes observadas nos extratos metandlicos da casca e
semente

Extrato em
acetado de
etila

Extrato
Reagdo metandlico

Extrato
hexénico

Acidos orginicos - -

Acgucares redutores + +

Polissacarideos - -

Proteinas e aminoacidos
(Reagio de Molish)

Taninos - -

| o] ot | bt | bt | T
1| ] ol el el [ 72]

Flavonoides - +

Flo P = == O
F 0 =] = === O

Carotenoéides - -

Sesquiterpenlactonas e
outras lactonas

Azulenos

Esterdides e triterpendides

N
4|
[
]
'
]

Depsideos e depsidonas

Derivados e cumarinas

Saponinas espumidicas

[+
+[+
-]
Ll L

Alcaléides Bouchardat

Purinas - - - - - -

+
+
]
1
]
)

Antraquinonas

Casca;

Semente;

Insoltvel em dgua, nio sendo possivel realizar o teste
Presenga

Auséncia

+ =00

As reagOes para identificagdo de acidos orgdmicos, aciicares redutores,

polissacarideos, proteinas e aminodcidos, taninos ¢ alcaldides ndo foram
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possiveis de serem realizadas nos extratos da casca e semente em acetato de etila
e hexano. Os extratos ndo foram soliveis nos solventes utilizados na reagao.

A presenga da coloragdo tijolo e alaranjada nos extratos da casca em
acetato de etila e hexano, respectivamente, devem-se realmente & presenca de
carotendides, como observado no teste de triagem fitoquimica (Figura 10 ).

Observa-se que a reagdo foi positiva nos tubos 2 e 4.

FIGURA 10. Teste para carotendides. 1 — extrato bruto da semente em acetato
de etila; 2 — extrato bruto da casca em acetato de etila; 3 —
extrato bruto da semente em hexano e 4 — extrato bruto da casca
em hexano.
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4.1.6 Extratos fracionados

Apods obten¢do das nove fragdes dos extratos parcialmente purificados
por meio de CLC, selecionaram-se duas, observando-se como critério apenas o

rendimento dos mesmos [extratos da semente obtidos com o cloroférmio e com

acetato de etila /etanol (fase intermediaria)].

4.1.7 Cromatografia de camada delgada

Apobs inimeras tentativas de separagdo das substancias dos dois extratos
selecionados, conseguiu-se a separagdo perfeita de duas manchas no extrato
“semente/cloroféormio”, utilizando-se como eluente a seguinte mistura trinaria:
metanol/acetato de etila/cloroformio (8/1/1).

Pela Figura Ilverifica-se a separagdo das manchas que se auto-
revelaram. Na Figura 12, observam-se as manchas apos revelagdo em atmosfera

de iodo.

FIGURA 11. Cromatografia de camada delgada.
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FIGURA 12. Cromatografia de camada delgada apos revelagdo em atmosfera
de iodo

O valor de RF (fator de reten¢@o) encontrado para a substincia 2 foi
0,69. Observa-se na Figura 13 a similaridade entre as trés placas. Com isso,
infere-se que a mistura trinaria ¢ a mistura ideal de separagio, podendo ser um
referencial para a reprodutibilidade dos testes, caracteristica importante, sempre

presente nas cromatografias de camada delgada.

FIGURA 13. Cromatografia de camada delgada de trés placas
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4.1.8 Obtengiio da substincia pura

Foram realizadas cento e cingilenta placas de cromatografia
(2,4cm/10cm), e cada placa, apos a revelagdo, apresentava duas “manchas™
(manchas | e 2). Essas foram retiradas juntamente com a silica e filtradas
utilizando-se o cloroférmio como solvente. Foram obtidas, entdo, duas solugdes
translicidas e roxas, com tonalidades diferentes, que foram, posteriormente,
levadas ao rotavapor para evaporagdo do solvente, obtendo-se, assim, as

substancias puras 1 e 2 (Figura 14).

FIGURA 14. Solugdes obtidas por cromatografia de camada delgada,
correspondendo as substdncias 1 e 2 , respectivamente.

4.2 Espectrofotometria de infravermelho

As substincias puras 1 e 2, e os dleos essenciais da casca e semente

foram levados ao espectrofotdmetro de infravermelho.
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FIGURA 15. Espectro infravermelho da substincia 2

Os espectros obtidos das substdncias 1 e 2 sdo similares e estdo
representados pela Figura 15. Apresentam as seguintes bandas de absor¢do: no
intervalo compreendido entre 3300 — 2800 cm’, observa-se uma banda larga,
caracteristica de grupos hidroxilicos de dcidos ou dalcoois, sobrepostos com
grupos metilicos (—CHj3); metilénicos (—CH,); e metinicos (—CH). A absor¢do de
ligagdo C=0 ¢é evidenciada pela presenca de um pico caracteristico
compreendido na regiﬁ(-) entre 1732-1727 cm™. Esse, apresenta banda larga, que
pode sugerir a presenga de dois grupos carbonila no composto ou a presenga de
uma dupla ligagdo conjugada com C=0. A formacio de dimeros entre os acidos
carboxilicos é observada mediante um sinal entre 900-750 cm™.

A presenga de grupos OH, C=0, CH;, CH; e CH sugerem que os
compostos 1 e 2 possam ser acidos carboxilicos, podendo ser um didcido como o

acido malico ou succinico, dentre outros. Esses dados estio de acordo com
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aqueles encontrados na triagem fitoquimica, e nos citados na literatura, em que a
presenca de diversos acidos orgdnicos foi identificada na espécie em estudo.
Informag¢des complementares com os estudos espectrométricos de massas (EM),
ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H), e ressonincia
magnética nuclear de carbono 13 (RMN”C) serio fundamentais para
identificagdo correta desse composto.

Os espectros dos 6leos essenciais da casca e semente apresentam-se bem
semelhantes e com bandas de absorgdes que lhes sdo peculiares: no intervalo de
3000-2854 cm”, observam-se sinais caracteristicos da deformacdo axial dos
grupos metilicos (—CH3); metilénicos (—CH2); e metinicos (—CH) presentes. Em
1261cm™, observa-se.um sinal, ao qual ¢ atribuida a vibragio de deformagdo
angular simétrica fora do plano de grupos metilénicos ou de estiramento C-O
Em 1732cm™ e 1716cm™, observam-se dois sinais apresentados como um
duplete caracteristicos das duplas C=0, inferindo-se a presenca de compostos
dicarbonilados. Analisando-se os dados do espectro e comparando-os com os da
literatura (Silverstein et al.,1991; Pavia, 1996; Castells & Camps, 1980), infere-
se a presenga de y dicarbonilados, que segundo Castells & Camps (1980),
apresentam um duplete em 1740cm™ e 1715cm™, estando, portanto, condizentes
com os encontrados no espectro (1732cm™ e 1716cm’™). Esses sdo representados

pela Figura 16.
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FIGURA 16. Espectro infravermelho do d6leo essencial da semente da rosa
mosqueta

Dados obtido com base na espectrometria de massas (EM) e
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e ressondncia magnética
nuclear de carbono 13 (RMN"C) serdo fundamentais para a identificagio da

substincia.

4.3 Testes biologicos

Observou-se que a anfotericina B foi ativa contra C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata na concentragio de 64ug/mL, apresentando halos de
inibicdo de 2,4 a 3,7 cm. Entretanto, quando se utilizou o fluconazol, esse
apresentou atividade para C. albicans, C. tropiéalis, ndo inibindo o crescimento

de C. glabrata. Varias concentragdes dos extratos metandlicos da rosa mosqueta
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foram utilizadas; no entanto, até a concentragio maxima (2000ug/mL), ndo se
observou a inibigio no crescimento das espécies testadas. Isso pode ter ocorrido
provavelmente por estar utilizando extratos brutos, sem purifici-los, ou pelas

substincias ativas estarem presentes em outros extratos.
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S CONCLUSOES

O rendimento dos extratos metandlicos mostrou-se superior aos obtidos
em acetato de etila e hexano devido a presenca, em maior quantidade, de
substancias polares na Rosa aff. rubiginosa L.

Nos extratos da casca em acetato de etila e hexdnicos a presenca de
carotendides foi confirmada através da triagem fitoquimica.

Os espectros no infravermelho das substincias “puras” 1 e 2, sugerem
que esses possam ser &cidos organicos.

Os espectros no infravermelho dos dleos essenciais obtidos da casca e
semente, sugerem a presenca de compostos y dicarbonilados.

Os extratos metanélicos da casca e semente nio mostraram atividade
antifingica para leveduras das espécies Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida glabrata.
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