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RESUMO: A espécie Bromelia antiacantha Bertol. (Bromeliaceae), conhecida como caraguatd ou gravata, foi avaliada quanto a sua
propriedade hemolitica frente a hemacias de sangue de carneiro. O extrato aquoso dos frutos apresentou atividade hemolitica a partir da
diluicdo de 0,85%, enquanto que o extrato aquoso das folhas apresentou hemolise a partir da diluicdo de 0,90%. Tal atividade pode estar
relacionada a presenga de saponinas, uma vez que o estudo quimico do extrato metandlico das folhas resultou no isolamento da saponina
daucosterol, um fitoesterol glicosilado.
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HAEMOLYTIC ACTIVITY EVALUATION OF Bromelia antiacantha BERTOL. (BROMELIACEAE)

ABSTRACT: The specie Bromelia antiacantha Bertol. (Bromeliaceae), popularly known as caraguata or gravata, was evaluated as for its
hemolytic property against sheep red blood cells. The aqueous extract of the fruits presented hemolytic activity starting from the dilution
of 0,85%, while the aqueous extract of the leaves presented hemolysis starting from the dilution of 0,90%. The activity should be related
to the presence of saponins, once the chemical study of the leaves methanolic extract resulted in the isolation of the saponin daucosterol,

a glycosylated phytosterol.
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Introducio

A espécie Bromelia antiacantha Bertol.
(Bromeliaceae) apresenta caracteristicas medicinais,
alimenticias, ornamentais e industriais reunindo em
uma unica espécie um potencial multiplo de apli-
cacoes (REITZ, 1983; LORENZI; MATOS, 2002).
Esta espécie € nativa da regido sul e sudeste do Bra-
sil, onde é conhecida popularmente como caraguata
ou gravata. Apresenta hdbito terrestre e forma densos
agrupamentos (reboleiras), sendo usada em pequenas
propriedades agricolas como cerca viva e na extragao
de fibras (REITZ, 1983). Seus frutos sdo acidos, pur-
gativos, diuréticos, vermifugos e até abortivos. A pol-
pa carnosa do fruto, preparada na forma de xarope, é
empregada em casos de asma, bronquite e ancilosto-
miase, bem como para eliminar pedras nos rins, para
o tratamento da ictiricia e hidropsia (edema) (REITZ,
1983; CORREA, 1984; LORENZI; MATOS, 2002;
ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2005).

Apesar de seu uso na medicina popular, esta
espécie ainda possui poucos estudos com relagao as
suas propriedades farmacoldgicas. Segundo Brehmer
(2005), o extrato metanolico dos frutos de B. antia-
cantha, na dose de 400mg/kg, reduziu o crescimento
de tumor ascitico Ehrlich, mas néo teve efeito sobre a
hematopoese. Em estudo recente, Santos et al. (2009)
relataram que nenhuma citotoxicidade foi observada

em fibroblastos L.929 para extratos aquoso, metanoli-
co ¢ lipidico dos frutos de B. antiacantha entre 500 e
0,01 pg/mL, assim como uma baixa genotoxicidade
(1000 pug/mL). Testes realizados para a determina-
¢do do potencial citotoxico dos extratos de frutos e
folhas de B. antiacantha por meio do bioensaio de
letalidade sobre nauplios de Artemia salina Leach,
indicaram baixa atividade citotoxica, com valores de
DL, em torno de 620 € 360 ng/mL, para os extratos
alcodlicos dos frutos e das folhas, respectivamente
(MANETTTI et al., 2010).

Quanto a composi¢ao quimica desta bromeli-
acea, Santos etal. (2009) mostraram recentemente que
os frutos sdo constituidos por carboidratos (45%), ba-
sicamente monossacarideos acidos, e lipidios (18%),
representados principalmente pelos acidos palmitico
(30,1%), linoleico (30,7%) e oleico (20,1%). Anali-
ses fitoquimicas da espécie indicaram a presenca de
saponinas (WASICKY; HOEHNE, 1951), flavondi-
des e taninos (JORGE; FERRO, 1993).

Dando continuidade ao estudo de proprie-
dades biolodgicas da espécie Bromelia antiacantha
(Bromeliaceae), o presente trabalho teve como obje-
tivo avaliar as propriedades hemoliticas de extratos
das folhas e frutos da mesma, além da investigagao
da natureza quimica dos metabolitos secundarios res-
ponsaveis por esta atividade bioldgica.
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Material e Método
Material vegetal

As folhas e frutos de Bromelia antiacantha
foram coletados no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Paranaense (UNIPAR - Umuarama
- PR) em abril de 2007 e 2008, respectivamente. A
planta foi identificada pela botanica Profa. Dr*. Ezil-
da Jacomassi, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Meédicas e da Saude da UNIPAR — Campus Umu-
arama. Uma exsicata do material vegetal encontra-
se depositada no Herbario Educacional da UNIPAR
(Campus Paranavai) sob o registro HEUP-2268.

Preparacio dos extratos

As folhas foram secas em estufa a 35 °C, com
circulagdo de ar e em seguida, pulverizadas em tritu-
radores. Parte do material foi submetida a maceragao
em etanol, para a obteng@o do extrato bruto das fo-
lhas (EFO). Enquanto outra parte do material seco e
pulverizado foi submetida a repetidas extragdes com
solventes de polaridades crescentes utilizando um
extrator Soxhlet, resultando nos extratos hexanico
(EFOH), extrato de acetato de etila (EFOA) e extrato
metanolico (EFOM). Todos os extratos obtidos fo-
ram concentrados em evaporador rotativo sob vacuo
em temperatura de 50 °C e, posteriormente, armaze-
nado em congelador.

Os frutos frescos e parte das folhas secas
pulverizadas foram submetidos a decoccdo (1g da
amostra/30 mL de agua), resultando nos extratos
aquosos dos frutos e folhas, respectivamente. O de-
cocto foi resfriado, filtrado e disponibilizado para o
teste de atividade hemolitica.

Determinacio da atividade hemolitica

O indice de hemolise dos extratos aquosos
foi realizado conforme a metodologia descrita pela
Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 1998). Os
extratos foram diluidos sucessivamente em concen-
tragdes a partir de 0,40 a 1,00%, em intervalos de
0,05%. Posteriormente, foi adicionado a cada uma
das amostras uma solug@o (1,00 mL) tampao fosfa-
to (pH 7,4) e 1,00 mL de suspensao (2%) de sangue
contendo hemadcias de carneiro. Os tubos foram ho-
mogeneizados e deixados em repouso por 6 horas a
temperatura ambiente. O experimento foi realizado
em triplicata, utilizando-se como controle negativo
1,00 mL de tampao fosfato (pH 7,4) ¢ 1,00 mL de
suspensado (2%) de sangue e como controle positivo,
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1,00 mL de solucdo aquosa de extrato de salsaparri-
lha (Smilax sp) na concentragdo de 2%.

Fracionamento cromatografico

Cerca de 6,782 do extrato metanolico
(EFOM) foi submetido a coluna cromatografica em
silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm), utilizando dicloro-
metano como solvente de empacotamento € aumen-
tando-se gradativamente a polaridade da fase movel
com diclorometano 100%, diclorometano/metanol
(10%, 20%, 50%), metanol 100% e metanol/agua
a 10%. Foram coletadas seis fragoes (A-F, 100 mL
cada), as quais foram concentradas e monitoradas
por cromatografia em camada delgada (CCD), em
cromatoplacas de aluminio constituidas de silica gel
GF,,. As cromatoplacas foram reveladas por meio de
irradiacdo com luz ultravioleta em comprimentos de
onda de 254 e 366 nm seguida de aquecimento apos
serem borrifadas com uma solugao de vanilina acida.
A fragdo B (4,32g) foi refracionada em 104 fragdes,
as quais foram reunidas em 13 novas subfragdes (B1-
B13). A fragdo B11 foi purificada por cromatografia
em coluna, resultando no isolamento do composto
BAL1. Este e outros compostos isolados foram sub-
metidos a analises espectrométricas por ressonancia
magnética nuclear (RMN).

Analises de RMN

Os espectros de RMN de 'H e "*C foram ob-
tidos em espectrometro Varian GEMINI 2000, ope-
rando a 300,070 MHz para 'H e 75,460 MHz para
13C, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano
(TMS). Os deslocamentos quimicos (0) foram regis-
trados em ppm, utilizando-se uma mistura de CDCl,/
CD,OD (4:1) como solvente.

Resultados e Discussao

No presente estudo, o teste de hemolise de
sangue de carneiro in vitro foi empregado para a ava-
liagdo da atividade hemolitica das folhas e frutos de
B. antiacantha.

A hemolise total da solucdo foi observada nas
diluigdes de 0,85% e 1,00%, para os frutos, e 0,90%
e 1,00% para as folhas. A hemolise parcial ocorreu a
partir da diluicdo de 0,70% para os frutos e folhas.
Nas demais dilui¢cdes ndo foram observadas hemo-
lise.

Uma vez que se constatou a acdo hemoliti-
ca nas hemacias de carneiro, foi avaliada a possibi-
lidade de se associar este efeito com a presenca de
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compostos saponinicos no extrato polar de B. antia-
cantha. Wasick e Hoehne (1951) relataram a presen-
ca de saponinas nas folhas e frutos desta planta em
triagem fitoquimica realizada com esta espécie. Con-
siderando a possibilidade de encontrar esta classe de
compostos nesta espécie, foi realizada a investigagao
quimica da por¢ao mais polar do extrato das folhas
obtida por Soxhlet. O extrato metandlico (EFOM) foi
fracionado em coluna cromatografica resultando em
algumas subfragdes. Apods varios refracionamentos

e purificagdes, foi isolado um composto cristalino
branco, o qual foi denominado de composto BAI.
Ap6s realizar andlises espectroscopicas de RMN de
'H e *C do composto BA1 e comparar os desloca-
mentos quimicos obtidos com dados da literatura
(LENDL et al., 2005; SAXENA; ALBERT, 2005),
o mesmo foi identificado como sendo o daucosterol
ou P-sitosterol glicosilado (Figura 1). Os dados de
RMN de *C do composto BA1, do daucosterol ¢ do
[-sitosterol foram organizados na Tabela 1.

Tabela 1: Dados de RMN dos deslocamentos quimicos (ppm) RMN de "*C do daucosterol.

composto BAla

Daucosterolb (LENDL et al., 2005)

B-sitosterolc

(3 ppm) (3 ppm) (SAXENA; ALBERT, 2005) (5 ppm)
C-1 37,01 36.8 37,0
C-2 29,27 29.0 29,5
C-3 78,77 78.4 79,9
C-4 38,34 38.1 38,7
c-5 140,12 139.9 140,2
C-6 121,76 121.4 121,9
C-7 2938 31.4 31,7
C-8 31,64 314 32,2
C-9 49,97 49.7 50,5
c10 36,43 36.2 36,6
C-11 20,77 20.5 21,0
C-12 39,51 393 39,6
c-13 42,05 41.8 422
C-14 56,52 56.3 56,6
C-15 23,96 23.7 242
C-16 27,94 27.7 28,1
C-17 55,78 55.5 55,9
C-18 11,41 11.1 11,6
C-19 18,49 18.5 19.2
C-20 35,86 35.6 36,0
c-21 18,33 18.0 18,6
c-22 33,65 33.4 34,0
c-23 25,71 25.4 26,0
C-24 45,60 45.4 45,7
C-25 28,84 28.6 29,2
C-26 19,29 18.1 19,6
C-27 18,88 18.9 18,9
C-28 22,74 225 23,0
C-29 11,44 11.1 11,8
c-1’ 100,89 100.6 -
c-2 73,35 73.1 -
c-3 76,31 76.1 -
c-4 69,93 69.7 -
C-5° 75,81 75.6 -
C-6° 61,40 61.1 -

Solventes deuterados: *CDCL/CD,OD (4:1); "CDCL,/CD,0D (1:1); “CDCI..
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Figura 1: Estrutura quimica da saponina daucosterol.

A aglicona do daucosterol, o B-sitosterol,
¢ um dos fitoesterdis mais comuns encontrados na
natureza, o qual se assemelha em estrutura e fungao
com o colesterol. O daucosterol ¢ a forma glicosila-
da do B-sitosterol, sendo considerada, portanto, uma
saponina, ja que esta classe de compostos se refere
aos compostos glicosidicos com esqueleto do tipo es-
terdide ou triterpénico. Normalmente, as saponinas
se dissolvem em agua dando origem a solugdes afro-
genas (espumantes), devido a sua agdo tensoativa.
Também sdo capazes de emulsionar 6leos e produzir
hemolise (HASSAN et al., 2010). Embora o meca-
nismo exato da ruptura das membranas das hemacias
(hemdlise) por saponinas ainda ndo seja claramente
elucidado, sabe-se que ele esta correlacionado com
suas propriedades anfifilicas. A principal hipotese
considera que as saponinas interagem com membra-
nas lipidicas de células e formam complexos insola-
veis com o colesterol levando a formacdo de poros,
permeabilizacdo das células e da subsequente perda
de hemoglobina no meio extracelular (GAUTHIER
et al., 2009).

Segundo Kim et al. (2003), o daucosterol
apresentou efeito inibitdrio sobre a sortase, uma pro-
teina envolvida nos processos de secre¢do e ancora-
mento de proteinas nas paredes celulares de bactérias
Gram-positivas. A atividade do B-sitosterol glicosila-
do esta relacionada apenas ao composto glicosideo,
uma vez que o B-sitosterol na forma de aglicona nao
apresentou atividade antibacteriana. O daucosterol
ou PB-sitosterol glicosilado foi identificado anterior-
mente em Bromeliaceae apenas na espécie Ananas
erectofolius (MARQUES, GUTIERREZ, DEL RIO,
2007) e esta sendo relatado pela primeira vez na es-
pécie Bromelia antiacantha.

Além desta saponina, outros compostos isola-
dos da fragdo metanolica foram analisados por RMN
e identificados preliminarmente como compostos
fenolicos. Varias espécies da familia Bromeliaceae
apresentam compostos fenolicos, principalmente fla-
vonoides e derivados de acidos cindmicos, muitos
dos quais com estruturas muito semelhantes entre si
(MANETTIL DELAPORTE, LAVERDE JR., 2009).
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Assim, alguns dos compostos fenolicos isolados do
extrato EFOM, provavelmente estejam relacionados
a substancias destas classes quimicas.

Conclusoes

Os extratos aquosos das folhas e frutos de
Bromelia antiacantha Bertol. demonstraram hemoli-
se frente a hemadcias de carneiro, podendo este efeito
estar relacionado a presenca de compostos saponini-
cos neste vegetal, incluindo o daucosterol, atividade
jé relatada por outros autores. O presente trabalho
consiste no primeiro relato desta substancia na espé-
cie B. antiacantha, fato que contribui com o conhe-
cimento da composi¢cdo quimica de espécies desta
familia.
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