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RESUMO

FERNANDES, Renata Duarte. Estudo Fitoquimico de Justicia wasshauseniana
(Acanthaceae), Tetrapterys acutifolia e Lophanthera lactescens (Malpighiaceae) e
Atividades biologicas, 2016 190f. Tese (Doutorado em Ciéncias — Quimica Organica).
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Este trabalho descreve o isolamento e determinacdo estrutural de metabolitos especiais
isolados de folhas e caule de J. wasshauseniana (Acanthaceae), vulgarmente conhecida como
rabo de quati, que foi coletada no Municipio de Paracambi, RJ; folhas e caule de T. acutifolia,
conhecida vulgarmente como cip6-rudo, coletado no municipio de Barra do Pirai-RJ e L.
lactescens (Malpighiaceae), conhecida vulgarmente como Chuva-de-Ouro, coletado no campus
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro Campus Seropédica RJ. Realizaram-se testes
de atividade bioldgica de extratos das duas ultimas espécies.

O fracionamento cromatografico dos extratos de folhas e caule de Justicia
wasshauseniana (Acanthaceae), de folhas e caule de Tetrapterys acutifélia (Malpighiaceae), de
folhas e cascas de Lophanthera lactescens (Malpighiaceae) e anélise das fracbes através de
técnicas cromatograficas e espectroscopicas conduziu ao isolamento e identificacdo de
constituintes de diferentes classes de metabdlitos especiais. Das folhas e caule de J.
wasshauseniana foram identificados um triglicerideo com a unidade acila insaturada, um &cido
carboxilico insaturado, uma mistura dos esterdides (f-sitostesterol, estigmasterol e
campesterol) e a mistura de esteroides glicosilados, 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol e o 3-O-
B-D-glicopiranosilestigmasterol, um dissacarideo, a-D-glicopiranosil-p-D-frutofuranosideo
(sacarose) e os alcaldides acido-(N-fenil-o-metileno-O-5)-3hidroxi-5-carboxi—y-lactama e
N(fenil-o-metileno-O-5)-3-hidroxi-5-(carboxilato de 2,3-dihidroxipropionila)-y-lactama) que
estdo sendo descritos pela primeira vez na literatura. Dos extratos de folhas e caule de T.
acutifolia foram isolados uma mistura dos esteroides, sitostesterol, estigmasterol, 5,6-diidro-
sitosterol e 5,6-diidro-20-21,22-23,24-28,25-26-octaidro-campesterol, o &cido ascérbico, além
da sacarose e o0 ecdisteroide 2S,3R,5R,9R,10R,13R,14S,17S,20S-2,3,14,20,24,25-
hexahidroxicolest-7-en-6-ona (Pinatasterona), desta enona que foi convertido em 2,3,24,25-
tetraacetato através de tratamento com anidrido acético e piridina. Dos extratos de folhas e
cascas de L. lactescens, além da mistura de esteroides sitoesterol, estigmasterol e campesterol,
foi isolado o nor-triterpeno conhecido como correolideo que, além da confirmacéo da correcédo
da estrutura registrada na literatura foi proposta a estereoquimica absoluta, sendo, entretanto
definida como 4R,5R,6R,7S,8S,9S,10S,13R,14S,15S,16R,17S,18R,21S,22S-friedelan-1,2-en-3-
carboxi-24-O-metileno-5-[1-acetoxi-etilideno]-6,7,15,16-tetracetoxi-18-hidroxi-21,22-0xi-29-
metileno-30-carboxilato de metila. As estruturas foram definidas através de analise de espectros
de IV, RMN 1D e 2D, massas e dicroismo circular e, em alguns casos da preparagdo de
derivados. Os extratos metandlicos de caule e de folhas de J. wasshausseniana e os extratos
metandlicos e fragdes do caule e folhas de T. acutilfolia foram testados contra os radicais livres
de DPPH. O extrato do caule de J. wasshausseniana apresentou melhor atividade do que o
extrato de folhas. A fracdo de hexano de folhas de T. acutilfolia ndo apresentou uma boa
atividade antioxidante, observando-se uma maior atividade para a fragdo de acetato de etila de
caule e folhas. Realizaram-se os testes farmacoldgicos do potencial antinociceptivo e anti-
inflamatorio do extrato metandlico de cascas de L. lactescens e extrato metanoélico de folhas de
J. wassahueniana, no qual apresentaram resultados positivos nas atividades testadas.

Palavras chaves: Alcaloides, esteroides, terpenoides, J. wasshausseniana, T. acutilfolia, L.
lactescens



ABSTRACT

FERNANDES, Renata Duarte. Phytochemical study of Justicia wasshauseniana
(Acanthaceae), Tetrapterys acutifolia and Lophanthera lactescens (Malpighiaceae) and
Biological activities, 2016 190f. Tese (Doutorado em Ciéncias — Quimica Organica). Instituto
de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2016.

This work describes the isolation and structural determination of special metabolites
isolated from leaf and stem of J. wasshauseniana (Acanthaceae), popularly known as a coati
tail, which was collected in the Paracambi, RJ; Leaves and stem of T. acutifolia
(Malpighiaceae), popularly known as cipo-rodo, were collected in the Barra do Pirai-RJ and
leaf and bark of L. lactescens (Malpighiaceae), popularly known as lain of lold, was collected
on the campus of the Federal Rural University of Rio de Janeiro Campus Seropédica RJ. Some
chemical and biological activities of extracts of the last species were evaluated.

Chromatographic fractionation of leaf and stem extracts from the Justicia
wasshauseniana (Acanthaceae), from the leaf and stem of Tetrapterys acutifolia
(Malpighiaceae), and from the leaves and bark of Lophanthera lactescens (Malpighiaceae)
besides analysis of fractions by chromatographic and spectroscopic techniques led to the
isolation and identification of constituents of different classes of special metabolites. including
new alkaloids from J. wasshauseniana.

From the leaves and stem of J. wasshauseniana were identified a triglyceride with the
unsaturated acyl moiety, an unsaturated carboxylic acid, a mixture of steroids (B-Sitosterol,
estigmasterol and campesterol) and glycosyl steroids (3-O-B-D-glucopyranosylsitosterol and 3-
O-B-D-glucopyranosylstgmasterol), a disaccharide (a-D-glucopyranosyl-O-B-D-
fructofuranoside (Sucrose) and the alkaloids acid (N-fenil-o-metileno-O-5)-3-hidroxi-5-
carboxy—y-lactam, and  N(fenil-o-metileno-O-5)-3-hidroxi-5-(carboxilato  de  2,3-
dihidroxipropionila)-y-lactama), described for the first time in the literature. From the leaves
and stem of T. acutifolia were identified a mixture of sitosterol, stigmasterol, 5,6-dihydro-
sitosterol. and 5,6-dihydro-20-21,22-23,24-28,25-26-campesterol, ascorbic acid, in addition to
sucrose  and an  ecdysteroid, 2S,3R,5R,9R,10R,13R,14S,17S,20S-2,3,14,20,24,25-
hexahidroxicolest-7-en-6-ona (Pinatasterone). The extracts from the leaves and barks of L.
lactescens, besides the mixture of sitosterol, stigmasterol and campesterol, was isolated the
nortriterpene known as coreolidene. Besides to confirm the structure correction proposed in the
literature of this nortriterpene, the absolute stereochemistry was defined as methyl
4R,5R,6R,7S,8S,9S,10S,13R,14S,15S,16R,17S,18R,21S,22S-friedelan-1,2-en-3-carboxy-24-
5- [l-acetoxy-ethylidene] -6,7,15,16-tetracetoxy-18-hydroxy-21,22-oxy-29-methylene-30-
carboxylate. The structures were defined through analysis of IR, 1D and 2D NMR, mass spectra
and circular dichroism besides some methyl and acetyl derivatives. The methanolic extracts
from the stem and leaves of J. wasshausseniana and the methanolic extracts and fractions of
the stem and leaves of T. acutilfolia were tested against the free radicals of DPPH. The extract
from the stem of J. wasshausseniana was more active than leaf extract. The fraction of hexane
from the leaves of T. acutilfolia did not present a good antioxidant activity, a greater activity
was observed for the ethyl acetate fraction of stem and leaves of this plant. The pharmacological
tests of the antinociceptive and anti-inflammatory potentials of the L. lactescens bark
methanolic extract and the methanolic extract of leaves of J. wassahueniana were carried out,
in which they showed positive results in the tested activities.

Keywords: Alkaloids, steroids, terpenoids, J. wasshausseniana, T. acutilfolia, L. lactescens
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais, mais especificamente 0s metabodlitos secundarios,
notabilizados pela diversidade de tipos estruturais complexos, séo substancias essenciais
ao desenvolvimento, regulagdo, equilibrio e defesa dos organismos que os contém. Séo
também de grande utilidade para a espécie humana como farmacos, alimentos,
fragrancias, cosméticos e agroquimicos (FUNARI et al., 2013).

A busca por substancias naturais biologicamente ativas através do estudo quimico
em plantas contribui para o desenvolvimento de diversas areas da ciéncia, tais como:
Farmacologia, Botanica, Agricultura, Quimica, Evolucdo e Ecologia Quimica. O
profundo conhecimento da natureza, pelos povos primitivos e pelos indigenas, pode ser
considerado fator fundamental para o descobrimento de substancias toxicas e
medicamentosas ao longo do tempo. A convivéncia e o aprendizado com 0S mais
diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribui¢fes para o desenvolvimento da
pesquisa sobre utilizacdo de substancias naturais para a cura de doencas ou criar produtos
em beneficio do bem estar do homem (VEIGA JR. et al., 2005). As plantas superiores,
além de serem fontes importantes de novas substancias utilizadas como agentes
medicinais também fornecem modelos para modificacGes estruturais e otimizacdo das
propriedades farmacologicas e bioquimicas, servindo, inclusive, para a inspiracao de
quimicos organicos, estimulando-os para enfrentar desafios na construcdo sintética de
novas arquiteturas moleculares naturais (BRAZ FILHO, 2010).

Paralelo ao uso medicinal, a tradi¢do do uso de plantas deixa subentendido que as
drogas de origem vegetal ndo representam riscos de toxicidade, isso tornou-se um fator
de grande preocupacdo para estudiosos e pesquisadores, pois 0 numero de casos de
reacOes adversas a plantas medicinais e seus derivados tem aumentado ndo apenas no
Brasil, como em todo o mundo. O Brasil apresenta uma grande dificuldade na obtencéo
e divulgacéo dos dados referentes a interagdes entre medicamentos e plantas medicinais
ou fitoterapicos, o que gera preocupacfes quanto aos riscos destas associa¢fes. Tal
dificuldade justifica-se por fatores como a falta de preparo dos profissionais de saude,
crenca na natureza inocua das plantas medicinais e fitoterapicos e a automedicagédo
(LEAL &TELLIS, 2015).

O conhecimento sobre aspectos da biodiversidade brasileira vem evoluindo a
passos largos. Especialmente a quimica de produtos naturais, por ser uma area

consolidada no pais, pode contribuir para o desenvolvimento tecnoldgico nacional de



maneira significativa. O Brasil de hoje é inovador em varios aspectos, conta com uma
massa critica de pesquisadores e um setor industrial apto aos desafios de pesquisa e
desenvolvimento (P&D). A nossa biodiversidade é ainda pouco explorada e seu uso
racional, se estruturado em pesquisa multidisciplinar e desenvolvimento tecnolégico
inovador, trara grande beneficio econémico e social ao pais (FUNARI et al., 2013).

Os metabolitos especiais também podem ser utilizados como marcadores para
classificacdo quimiossistemética, que pode conduzir a informacBes importantes, pois
algumas classes de substancias sdo caracteristicas de uma determinada familia botanica
ou de um género. O conhecimento das propriedades de determinado produto natural pode
responder a questdes relacionadas a uma fonte natural. Se um produto natural apresenta
atividade terapéutica interessante, sera possivel encontrar substancias analogas em uma
espécie do mesmo género ou da mesma familia (HOSTETTMANN et al., 2003).

Sob estes pontos de vista escolheram-se as espécies Justicia wasshauseniana
(Acanthaceae), Tetrapterys acutifélia (Malpighiaceae) e Lophanthera lactescens
(Malpighiaceae), para serem estudadas. Espécies do género Justicia sdo utilizadas na
medicina popular para diversos fins, apresentando uma variedade de metabdlitos
especiais e atividades bioldgicas reconhecidas (CORREA &. ALCANTARA, 2012). O
género Tetrapterys é conhecido por possuir plantas toxicas (TOKARNIA et al., 2000) e
ha poucos estudos quimicos com espécies do género. O género Lophanthera é utilizado
na medicina popular para baixar a febre da malaria (ABREU et al., 1990), da espécie
Lophanthera lactescens foi isolado um nor-triterpeno que teve seu efeito leishmanicida
comprovado (DANELLI et al., 2009). O estudo quimico desta espécie ja estudada foi
motivado para obtencdo deste nor-triterpeno, além de outras substancias que poderiam
ser isoladas na espécie, a fim de obter atividades biol6gicas ainda ndo estudadas e
informacdes adicionais a espécie. No presente trabalho, o extrato metandlico da casca do
caule apresentou atividade antinoceptiva e anti-inflamatério (DOS SANTOS, et al.,
2015).

Este é o primeiro trabalho relacionado ao estudo quimico das espécies Justicia
wasshauseniana (Acanthaceae) e Tetrapterys acutifélia (Malpighiaceae) e continuagao

do trabalho realizado com a espécie Lophanthera lactescens (Malpighiaceae).



1. Objetivos
1.1. Gerais

Contribuir para o conhecimento da composicdo quimica das espécies Justicia
wasshauseniana (Acanthaceae), Tetrapterys acutifolia e Lophanthera lactescens
(Malpighiaceae) e realizar atividades bioldgicas de extratos, fragdes e substancias

isoladas.

1.2. Especificos

Praparar extratos de folhas e caule de Justicia wasshauseniana, Tetrapterys
acutifélia e Lophanthera lactescens.

Fracionar os extratos por meio de particdo com solventes imisciveis e/ou técnicas
cromatograficas.

Isolar metabdlitos especiais das folhas e dos galhos de Justicia wasshauseniana,
Tetrapterys acutifélia e Lophanthera lactescens.

Identificar as substancias isoladas usando métodos fisicos de analise organica, tais
como: UV, IV, RMN *H e 3C (1D e 2D) e espectrometria de massas.

Preparar derivados através de reacGes de acetilacdo, metilacdo e outras reagdes
que venham auxiliar na identificacdo das substancias isoladas.

Avaliar atividades bioldgicas, dos extratos, substancias isoladas das espécies e

derivados frente ao potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Equipamentos e Reagentes

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e **C, (incluindo
experimentos bidimensionais) foram registrados em espectrémetros Bruker AC-200
Advance Il operando com frequéncias 400 e 500 MHz para *H e 100 e 125 MHz para **C.
Como padrdo interno foi usado tetrametilsilano ou residuo do solvente como acetona,
cloroférmio, dimetilsulfoxido, metanol e piridina. Os deslocamentos quimicos () foram
obtidos em partes por milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram expressas
em Hertz (Hz).



Os espectros de absorcao na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em um
filme sobre cela de KBr (6000-600 cm™) e ATR, empregando-se um espectrémetro
VERTEX-70 com transformada de Fourier.

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos empregando-se um
espectrometro UV/VIS J-815, da JASCO, usando solugdo com metanol em celula de
1x1x3 cm.

Os espectros de massas foram registrados em cromatografo com fase gasosa
acoplado a espectrometro de massas de analisador de ions quadrupolo e ionizacdo por
impacto de elétrons, 70 eV; marca Varian Saturn 2000 da UFRRJ.

O espectro de massas de alta resolugéo foi obtido pelo instrumento: microTOF-II
Bruker da UFRJ, com Fonte de ionizacdo ESI e polaridade da ionizagdo negativa,
utilizando como solvente o metanol.

O EM foi obtido por infusdo direta em espectrometro de massas Q-TOF Synapt
(Waters®) com polaridade no modo positivo. A amostra foi solubilizada em 0,1% de acido
férmico em metanol:agua (1:1).

As cromatografias em coluna aberta foram realizadas usando gel de silica (230-
400 e 70-230 mesh, Vetec) como fase estacionaria ou suportadas em Sephadex LH-20
(Sigma, USA). Foram usadas placas em folha de aluminio de gel de silica 60 PF2s4
Silicycle para cromatografia em camada fina (CCF) e como reveladores foram utilizados,
deteccdo por irradiacdo ultravioleta (254 e 366 nm), e/ou reagentes cromogénicos:
Dragendorff (solucédo de nitrato basico de bismuto Il em acido acético diluido com iodeto
de potéssio) reagente para alcaloides; Liebermann Burchard (20mL de anidrido acético e
20 mL de &cido sulfurico diluidos em 200 mL de etanol, em banho de gelo), seguido de
aquecimento, reagente para terpenos e esteroides (MATOS, 1997); Solucdes de AlClIs-
EtOH (1%), seguido de aquecimento, reagente para flavonoides. (VENNAT, B. et al,
1992) e Vapores de iodo que revelam a maioria das substancias organicas.

Para a determinacdo do conteddo total de flavonoides foi utilizado o
espectrofotdbmetro UV-Vis da marca NOVA 2000UV, e as leituras realizadas a 415 e 760
nm, respectivamente, em cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm. Os padrbes de
flavonoides (quercetina, isoquercetrina, rutina e miricetina) foram obtidos da Merck
(Darmstadf, Alemanha). Os solventes utilizados para 0s ensaios espectrofotometricos
foram metanol de grau espectroscopico (VETEC) e agua, obtida através de purificacéo
com aparelho purificador Milli-Q (Millipore). O reagente utilizado foi o cloreto de

aluminio hexahidratado (VETEC). Os graficos foram confeccionados com o auxilio do
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programa Origin 6.0 e/ou Microsoft Excel 2003, e os dados foram expressos
mgEQC/100g para flavonoides (mg em equivalentes de quercetina por cem gramas de
extrato).

Os solventes ndo deuterados para preparacdo dos extratos e purificacdo das

substancias isolados utilizados foram das marcas Vetec e Isofar de grau P.A.

2.2. Prospeccao fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica, além de permitir a0 quimico o conhecimento
preliminar da composicdo quimica dos extratos com o qual se devera trabalhar, é também
valioso instrumento utilizado na selegéo de plantas. O resultado obtido pode permitir ao
pesquisador a selecdo de técnicas de fracionamento de extratos e isolamentos e
caracterizacdo de substancias puras, com base na natureza dos constituintes previamente
detectados, facilitando, assim, o subsequente trabalho de isolamento e purificacdo dos
constituintes mais interessantes. (MATOS, 1997). Os testes realizados foram:

a. Teste para saponinas (MATQS, 1997, p.52)

b. Teste para esteroide e triterpenoides (MATQOS, 1997, p.67)
c. Teste para Alcaloides (WALL et al., 1954).

d. Teste para flavonoides (MATOS, 1997, p.45)

e. Teste para Antraquinonas (MATOS, 1997, p.59)

f. Teste para cumarinas (COSTA, 1972)

g. Teste para Taninos (MATQOS, 1997, p.45)

h. Aminoéacidos ndo-protéicos (MATOS, 1997)

I. Teste para Carboidratos (COSTA, 1972).

J. Teste para Cardioativos (DOMINGUEZ, 1973)

2.3. Determinagéo do total de flavonoides

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo adaptacdo da
metodologia descrita na literatura (MEDA et al., 2005; AHN et al., 2007) utilizando como
reagente o Cloreto de Aluminio. Foram preparadas solucdes dos extratos metandlicos a
concentracédo de 1,000 ug/mL, em metanol UV-HPLC/agua Milli-Q (1:1). A 2,0 mL da
solucdo dos extratos foram adicionados 2,0 mL de solu¢cdo metandlica de cloreto de

aluminio 2%. Apos 30 minutos em repouso as solugcdes foram lidas a 415 nm, utilizando
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metanol como branco. A concentragéo dos flavonoides totais dos extratos foi determinada
utilizando uma curva analitica estabelecida com soluc¢des de concentragdo conhecida para
um padrdo de quercetina. Os resultados foram expressos, pela medida de trés

determinac6es, em mg de equivalentes de quercetina por 100g de extrato (mgEQ/100g).

2.3.1. Preparo da curva analitica com quercetina

Para a construcdo da curva analitica foi preparada uma solucdo padrdo de
quercetina, em metanol (1,78 mg/mL = 0,0059 mM). Em seguida, aliquotas de 2, 4, 6, 8,
10, 15, 20, 25, 30 e 40 pL desta solugdo padrao foram misturadas 2,0 mL solucdo
metandlica de cloreto de aluminio 2%. Ap6s 30 minutos em repouso, foi realizada a
leitura espectrofotométrica em 415 nm, utilizando metanol como branco. A curva
analitica foi feita a partir do programa Origin 6.0, sendo obtida a equacdo da reta Y =
0,00482 + 47,44374. X, onde Y e a absorbéncia a 415nm e X e a concentragdo de
quercetina. O coeficiente de correlagéo (R) obtido foi de 0,998.

Através dessa equacdo determinou-se indiretamente o teor de flavonoides totais
nas amostras, onde se substituiu Y pela média da absorbancia de cada amostra de extratos

e fragOes. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 1: Curva analitica das médias das concentrac@es da solucdo de quercetina versus
as leituras de absorbancias (415nm), ap6s o ensaio com cloreto de aluminio

2.3.2. Acetilacdo com anidrido aceético e piridina

A reacdo de acetilacdo foi feita utilizando-se 1,0 mL de anidrido acético e 1,0 mL

de piridina para cada 10,0 mg de material. A mistura reacional foi mantida sob agitagéo
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por 24 horas. A seguir adicionou-se dgua destilada gelada e extraiu-se com cloroférmio.
A solucdo cloroférmica foi lavada com acido cloridrico 10% e posteriormente com agua
destilada até o completo desaparecimento do cheiro de piridina, secou-se com sulfato de

sodio anidro e apds evaporacao obteve-se a substancia acetilada (SHRINER, 1979).

2.3.3. Metilagdo com diazometano

A solucdo de diazometano foi preparada de acordo com a metodologia
experimental descrita na literatura (CARVALHO et al. 2006). Em duas etapas, a primeira
para a sintese da nitrosometilureia, foram misturados 100 ml de solucéo de metilamina
40 % e 97 ml de acido cloridrico concentrado, de modo que o pH da solucéo se tornasse
fortemente acido. A esta solucao &cida foram adicionados 50 ml de 4gua e 75,0 g de ureia.
A mistura foi aquecida vigorosamente, sob refluxo, durante 2h e 30 min., para produzir a
metilureia. Deixou-se a solucdo resfriar a temperatura ambiente e dissolveu-se 27,5 g de
nitrito de sodio para formar uma solucéo desse sal com metilureia que, entdo, foi resfriada
até a temperatura de 0°C, em banho de gelo e sal. Paralelamente foi preparada uma
mistura de 150,0 g de gelo picado e 15 ml de &cido sulfdrico concentrado em um becher
de 1 L, cercado de banho de gelo e sal. Adicionou-se lentamente a essa solucgdo acida e
com agitacdo mecanica (durante de 1 hora) a solucdo fria de nitrito com metilureia, de
modo gue a temperatura ndo ultrapassasse 5 °C. A haste de funil que é utilizado para
adicionar a solucdo (metilureia + nitrito de sodio) deve ficar abaixo da superficie da
solucdo de &cido. A nitrosometilureia é recuperada como um precipitado cristalino
esponjoso na superficie da solucdo acida. O precipitado foi filtrado imediatamente com
succdo em funil de Buchner. Os cristais foram lavados com agua fria, reduzidos a uma
pasta e secados em um dessecador sob pressao reduzida

Na segunda etapa, a nitrosometilureia, 2,14 g foi solubilizada em 30,0 mL de éter
etilico e colocada dentro de um baldo de destilagdo juntamente com uma solucéo de KOH
(0,4 g em 10,0 mL de etanol). A mistura reacional foi entdo destilada com aquecimento
brando em banho de dleo e a solu¢do de diazometano foi recolhida em erlenmeyer
mergulhado em banho de gelo. O material a ser metilado foi completamente dissolvido
em MeOH, adicionou-se a solucdo etérea do diazometano em excesso, observando

desprendimento gasoso, a solugéo foi deixada em repouso para a evaporacgao natural dos



solventes. A ocorréncia da reacdo foi monitorada através de comparacGes em CCF com

as substancias puras.
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CAPITULO |

ESTUDO QUIMICO DE Justicia wasshauseniana Profice

1. Revisdo de Literatura:

1.1. Generalidades sobre a familia Acanthaceae e o género Justicia

A familia Acanthaceae possui uma distribuicdo predominante nas regibes
tropicais do mundo, com centros de diversidade na regido da Indo-Malasia, Africa
(incluindo Madagascar), Brasil, Andes e América Central. Compreende cerca de 250
géneros e 2500 espécies (WASSHAUSEN, 2004). No Brasil ocorrem aproximadamente
40 géneros e 449 espécies (PROFICE et al., 2016). Entre os géneros nativos, destacam-
se Justicia e Ruellia entre os mais comuns (SOUZA et al., 2005). Justicia é 0 maior
género, com aproximadamente 600 espécies que sdo encontradas em regides tropicais e
pantropicais (CORREA & ALCANTARA, 2012).

Dentro do género Justicia destaca-se a espécie Justicia pectoralis Jacq. que é
utilizada na medicina popular para dores, febre e no tratamento de doencas do aparelho
respiratério (ROCHA, 1945; BRAGA, 1976; CORREA, 1984) e é conhecida
popularmente como anador, novalgina e Erva Santa (MORALIS et al, 2005; MARTINS et
al., 2005).

Vaérias espécies de Justicia sao amplamente utilizadas em medicina popular para
o tratamento de doencas do aparelho respiratrio e gastrointestinal, assim como
inflamagdo, incluindo aplicacfes em reumatismo e artrite. As plantas sdo também
utilizadas para efeitos sobre o sistema nervoso central, como alucindgenos, soniferos,
sedativos, depressores e tratamentos para a epilepsia e outras perturbacfes mentais.
Outras espécies sao popularmente usadas no tratamento da dor de cabeca e febre, que
podem ser associadas com a sua agio sedativa e analgésica (CORREA & ALCANTARA,
2012).

Normalmente todas as partes da planta sdo utilizados na medicina popular, sendo
que extratos feitos a partir das folhas sdo os mais utilizados, seguido por aqueles extratos
feitos apenas a partir das raizes. Algumas espécies sao utilizadas como misturas. Por
exemplo, uma mistura de pé das raizes de Cassia occidentalis L., Caesalpineae, Derris
brevipes var. coriacea, Papillionaceae e Justicia simplex D. Don, Acanthaceae é usada na

india para controlar a fertilidade. A administracdo desta mistura durante poucos dias
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depois da menstruacdo impede concepgdo sem qualquer efeito toxico. (BADAMI et al.,
2003). A decoccéo das folhas de Justicia trinervia é usada no tratamento de diabetes e
para arritmia cardiaca (RAGHAVENDRA et al., 2015).

Poucas espécies do género Justicia foram estudadas. Algumas espécies tém
somente informacdes farmacologicas e poucas espécies foram quimicamente e
biologicamente estudadas, principalmente na Gltima década. As espécies mais estudadas
sdo Justicia pectoralis Jacg., Justicia procumbens L., Justicia gendarussa Burm. F., e
Justicia anselliana (Nees) T. Anderson (CORREA &. ALCANTARA, 2012).

1.2. Caracteristicas morfoldgicas de Justicia wasshauseniana Profice

Justicia wasshauseniana € uma planta arbustiva, que possui flores de coloragédo
branca e atinge cerca de 1,5 m de altura (Figura 1). E vulgarmente conhecida como Rabo
de Quati. A descricdo botanica da Justicia wasshauseniana Profice encontra-se na Tabela
1. E uma planta endémica na Mata Atlantica, encontrada nas regides Nordeste (Bahia) e
Sudeste (Espirito Santo, Rio de Janeiro) (Figura 2), (ZOTTELE e AOYAMA, 2014)

Figura 2: Fotos de Justicia wasshausseniana (BRAZ, D. M., arquivo pessoal).
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Figura 3: Ocorréncia de Justicia wasshausseniana no Brasil (PROFICE et al., 2016).

Tabela 1: Classificacdo botanica de Justicia wasshausseniana

Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
Ordem: Scrophulariales (Limiales)
Familia: Acanthaceae

Género: Justicia

Espécie: Justicia wasshausseniana
Autor: Profice

1.3.Estudos farmacoldgicos do género Justicia

Testes de atividades farmacoldgicas do género Justicia revelaram que algumas
espécies apresentam atividade antitumoral contra diferentes linhas celulares de cancer,
como o extrato metanolico de J. ciliata na inibicéo do carcinoma cervical humano (DAY
et al., 1999); o extrato de acetato de etila das folhas e caule de J. patentiflora na inibicdo
do crescimento das células tumorais (SUSPLUGAS et al., 2005); o extrato da planta
inteira de J. procumbens na inibicdo do crescimento das células tumorais de coelhos
(FUKAMIYA & LEE, 1986); das folhas de J. rhodoptera na inibigdo de cancer de ovario
humano (WILLIAMS et al., 2003); os extratos aquoso e etandlico das folhas e partes
aéreas de J. spicigera apresentaram atividade antitumoral (CACERES-CORTES et al.,
2001; VEGA-AVILA et al., 2009; ALONSO-CASTRO et al., 2011).

Algumas espécies apresentam atividade antiviral, como Justicia extensa T.
Anderson, Justicia gendarussa Burm. f., J. procumbens, Justicia reptans Sw. e Justicia
valida Ridl. in vitro contra o HIV tipo 1 na transcriptase reversa e replicacdo do HIV e
contra o virus da estomatite (CORREA & ALCANTARA, 2012).
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O extrato etandlico de Justicia spicigera apresentou atividade antibacteriana
contra Shigella flexneri, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus e antifungica contra Candida albicans (VEGA-AVILA et al.,
2012). J. pectoralis também apresentou alta atividade antibacteriana contra E. coli, E.
faecalis e S. epidermidis. Além disso, esta espécie apresenta atividade inseticida contra
Aedes aegypti (CORREA & ALCANTARA, 2012) e atividade antinoceptiva (ZAPATA-
MORALES et al., 2016). Os extratos J. pectoralis também tem acgdo estrogénica,
progestagénica e anti-inflamatdria explicando o uso tradicional da planta na menopausa
(CORREA & ALCANTARA, 2012). Os extratos metandlicos das folhas de Justicia
adhatodae de Justicia gendarussa apresentaram atividade antioxidante (JHA, et. al.,
2014; REDDY et al., 2015). O extrato aquoso de Justicia hypocrateriformis apresentou
atividade antidiarreica e antioxidante (AGBOR et al., 2014).

Diferentes fracdes do extrato etanolico de J. adhatoda apresentaram atividade
antimutagénica utilizando cepas de S. typhimurium (TA98 e TA100) e atividade
antioxidante frente ao DPPH (KAUR et al., 2015).

A literatura descreve o efeito alelopatico de esteroides e triterpenos. Ambas as
classes quimicas isoladas a partir do extrato alcodlico das partes aéreas de J. anselliana
mostrou efeito alelopatico sobre feijdo-caupi (KPOVIESSI et al., 2006). Triterpenos
isolados de Justicia acuminatissima apresentaram atividade antibacteriana e anti-
inflamatéria (CORREA et al., 2014). O flavonoide glicosilado canferitrina apresentou
atividade antidepressiva em dois modelos comportamentais em ratos (CASSANI et al.,
2014). Lignanas obtidas a partir de J. pectoralis séo citotoxicas para linhas de células de
leucemia e tumores sélidos (HUI et al., 1986).

1.4. Estudo quimico do género Justicia

Do ponto de vista quimico, a familia Acanthaceae é pouco conhecida.
Investigagdes sobre a composi¢do quimica de espécies do género Justicia levaram a uma
grande diversidade de classes de substancias, principalmente alcaldides, lignanas,
flavonoides e terpendides (iridoides, diterpenos e triterpenos). Outras classes quimicas
foram isoladas a partir do género, tais como vitaminas, acidos graxos e acido salicilico
(ANGONESE et al., 1992; AL- JUAID & ABDEL-MOQIJIB, 2004). Os esteroides
campesterol, estigmasterol, sitosterol e sitosterol-D-glucosideo (I-1V) foram isolados a
partir das folhas e raizes de J. flava, J. spicigera e J. gendarussa (OLANIY 1, 1980; WAHI
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etal., 1974; DOMINGUEZ et al., 1990; AMBORABE et al, 2002; DEEPAK et al., 2002;
RAJAKUMAR & SHIVANA, 2009).

Foram identificados no género uma cumarina (V) e uma pequena variedade de
flavonoides (VI-1X), alcaloides (X-XXI), e triterpenos glicosilados (XXII-XXIX)
(CORREA & ALCANTARA, 2012, KIREN et al., 2014).

Muitas lignanas foram encontradas no género (RAJASEKHAR & SUBBARAJU,
2000; LUO ET AL, 2014). (XXX-LXXII). As lignanas sdo constituintes quimicos
comuns em especies do género Justicia apresentando importancia quimiotaxondmica no
género (BABU et al., 2001).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Substancias isoladas de Justicia wasshausseniana Profice
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Figura 5: Substancias Isoladas de Justicia wasshausseniana Profice




2.2.0btencdo do material vegetal:

O material vegetal da espécie J. wasshausseniana Profice foi coletado no Parque
Natural Municipal do Curio, Municipio de Paracambi, RJ, em trecho remanescente de
Floresta Atlantica. A planta foi coletada pela professora Dra. Denise Monte Braz (IB-
UFRRJ) em de marco de 2008 e setembro de 2009 e depositadas no herbario como
D.M.Braz 168 (RBR) e D.M.Braz 274 (RBR), respectivamente.

2.3.0btencéo dos Extratos Brutos

O caule e a folha da Justicia wasshausseniana Profice, foram secos a temperatura
ambiente por sete dias e moidos em moinho de facas, obtendo-se 453,37 g de caule e
657,36 g das folhas.

O material pulverizado do caule e das folhas foi submetido separadamente a
extracdo através de maceracdo continua a temperatura ambiente com solventes:
diclorometano e metanol. Os extratos foram concentrados em evaporador rotatdrio apartir
de 40 °C sob pressdo reduzida e, apds o uso de ar quente para retirar o residuo de
solventes, obteve-se os residuos denominados: JWCD (J. wasshausseniana Caule
Diclorometano) - 2,39g; JWFD (J. wasshausseniana Folha Diclorometano) - 20,64g;
JWCM (J. wasshausseniana Caule Metanol) - 44,79g e JWFM (J. wasshausseniana
Folha Metanol) - 55,09g.

2.4. Prospeccéo fitoquimica dos extratos de Justicia wasshausseniana

Uma pequena parte dos extratos foi utilizado para a realizagéo da avaliagdo da
classe dos constituintes presentes, através da prospeccdo fitoquimica. A tabela 2
demonstra os resultados da prospecgdo fitoquimica dos extratos de Justicia
wasshausseniana que revelou em alguns extratos testes positivos para as classes de
metabolitos especiais: saponinas, esterdides e triterpendides, alcaldides, flavonoides,

cumarinas, aminoacidos ndo protéicos, carboidratos e cardioativos.
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Tabela 2:

Registro dos resultados da prospec¢do quimica dos extratos de Justicia
wasshausseniana.

Prospecgoes JWCD (JWCM | JWFD | JWFM
Saponinas - + - -
Esteroides e triterpenoides + - + -
Alcalbides - + - +
Flavanonoides - - - -
Antraquinonas - - - -
Cumarinas + + + +
Taninos - - - -
Aminoacidos ndo-protéicos - + - -
Carboidratos + + + +
Cardioativos + + + +

2.5. Ensaio de flavonoides totais com cloreto de aluminio

Foi feita a avaliacdo da quantidade de flavonoides das amostras dos extratos de

Justicia wasshausseniana pelo método espectrofotométrico utilizando o cloreto de
aluminio (AIClz).
Os valores de absorbancia das amostras e os teores de flavonoides totais dos

extratos de Justicia wasshausseniana (JWCM - J. wasshausseniana caule metanol e

JWEM - J.wasshausseniana folha metanol encontram-se listados na Tabela 3. Os

extratos de Justicia wasshausseniana apresentaram um valor médio relativamente baixo
em total de flavonoides (JWCM — 10,46 mg/g extrato e JWFM — 11,39mg/g extrato).

Tabela. 3: Ensaio de Flavonoides totais de Justicia wasshausseniana

) mg/g mg/g mg/g - Desvio

Amostra | y1 Y2 Y Ymed | oxtrato | extrato | extrato | MEPMA | padrao
JWCM | 0,248 | 0,255 0,256 0,253 10,25 10,55 10,59 10,46 +0,184

JWFM | 0,267 | 0,278 0,275 0,273 11,05 11,52 11,39 11,32 + 0,240
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2.6. Isolamento e Purificagdo dos Constituintes Quimicos dos Extratos de J.
wasshausseniana Profice.

2.6.1. Extrato de diclorometano do caule de J. wasshausseniana (JWCD):

Cerca de 2,239 do extrato de diclorometano do caule da J. wasshausseniana
(JWCD) foi submetido a cromatografia em coluna aberta usando como fase estacionaria
silica gel 60 (0,04mm-0,063mm e 230-400mesh) e eluida em diclorometano e mistura de
diclorometano/metanol aumentando gradativamente a polaridade até metanol 100% e
foram obtidas 58 fraces. Essas fracOes foram analisadas em CCF (cromatografia em
camada fina) e reunidas em grupos de acordo com sua semelhanca.

A subfracdo (JWCD-5, 20,0 mg) quando eluida com diclorometano e cloroférmio
separadamente, apresentou somente uma mancha nas CCFs, esta amostra foi enviada para
a analise de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, cujdo espectro permitiu
identificar a substancia 1, soltvel em cloroférmio.

Na subfracdo (JWCD-31, 30,0 mg) obteve-se um precipitado que foi purificado
em acetona, obteve-se um cristal em forma de placas, solivel em DMSO, que através de

analise por RMN de *H e *3C foi identificado como uma mistura das substancias 2 e 3.

2.6.2. Extrato de metanol do caule de J. wasshausseniana (JWCM):

Separou-se 26,27 g do extrato JWCM e dissolveu-o em metanol/H20 (8:2). A
solucdo foi submetida a processo de particdo com cloroférmio. Obtendo-se, apds
destilacdo dos solventes, 17,149 da particdo metanol/H,O (JWCMM) e 1,129 da parti¢cdo
cloroférmio (JWCMC) (Esquema 1).

Foi realizada uma cromatografia em coluna de silica gel com 1,03g da fracédo
JWCMC eluida com diclorometano e metanol seguindo gradiente de polaridade
crescente, obtendo-se 26 fragdes.

A subfracdo (JWCMC-1, 19,0 mg) da coluna cromatogréafica forneceu um solido
branco soltivel em cloroférmio que foi identificado como substancia 4.

Na subfracdo (JWCMC-4, 30,0 mg) ocorreu a formacdo de um precipitado, que
foi recristalizado em metanol, obtendo-se cristais em forma de placas, sollveis em

DMSO, que foi identificado novamente como uma mistura das substancias 2 e 3.
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JWCM

26,79

Particdo

{

Cloroférmio Metanol/H20
JWCMC JWCMM
1,129 17,49
S-lZ
S-3
S-4

Esquema 1: Particdo do extrato metandlico do caule de J. wasshausseniana

2.6.3. Extrato de diclorometano das folhas de J. wasshausseniana Profice:

O extrato de diclorometano de folhas de J. wasshausseniana (18 g) foi submetido

a processo de filtracdo seletiva em funil de separacdo utilizando como meio filtrante a

silica gel e como eluentes os solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol.
Obtendo as fragdes hexano (JWFDH), diclorometano (JWFDD), acetato de etila
(JWFDA) e metanol (JWFDM) (Esquema -2)

Hexano

JWFDH
10 fragoes

AcOEt
JWFDA

14 fracdes

Esquema 2: Fluxograma das fragdes obtidas da coluna filtrante do extrato

diclorometano da folha.
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A fracdo diclorometano (JWFDD) foi submetida a cromatografia em coluna com
silica gel e eluida com diclorometano e metanol aumentando gradativamente a polaridade
até metanol 100%, obtendo 121 fragdes. As quais ap0os analise por CCF foram reunidas
de acordo sua semelhanca cromatogréfica.

Na subfracdo (JWFDD19-30, 65mg) observou-se a formacao de um precipitado
branco em forma de agulhas, que foi recristalizado em MeOH, soltvel em cloroférmio,
que foi identificado como uma mistura das substancias 5, 6 e 7.

Na fracdo obtida com acetato de etila (JWFDA), verificou-se a formagéo de um
precipitado, que foi recristalizado em metanol, obteve-se um cristal em forma de placas,
solivel em DMSO, que foi identificado novamente como uma mistura das substancias 2
e 3 (63,0 mg).

2.6.4. Extrato de metanol das folhas de J. wasshausseniana (JWFM):

Com o extrato metandlico (JWFM, 36,15q9), foi realizado particdo com
cloroférmio (3 x 250mL) e resuspenso em agua. Obtendo as fragbes cloroférmio
(JWFMC) e 4gua (JWFMA).

A particdo cloroformio (JWFMC) foi concentrada em evaporador rotatdrio,
obtendo 12,39g e foi entdo realizada uma segunda particao utilizando metanol/agua 9:1 e
hexano, obtendo-se entdo as fracbes: Hexano (JWFMCH, 1,149g), Metanol
(JWFMCM, 2,3680g) e o que restou da parti¢do cloroférmio (JWFMC, 8,185g).

A fracdo aquosa (JWFMA), foi lavada com acetato de etila (4 x 250mL) e butanol
(4x 250ml). As fracBGes foram concentradas e obtiveram-se as fracdes acetato de etila
(JWFMAAC, 0,9009) e butanol (JWFMAB, 5,5179), o residuo da particdo dgua ao ser
concentrado formou um precipitado, que foi recristalizado com Metanol/Acetona e
apresentou caracteristica de um sal, substancia 8 (JWFMAPp, 4,229¢) e o residuo aquoso
(JWFMA, 14,294¢g). (Esquema 3).

Com 3,082g da fracdo butanol (JWFMAB) foi realizada cromatografia em coluna
de silica gel, utilizando os solventes hexano/acetato de etila/metanol em ordem crescente
de polaridade até metanol 100% como eluentes, obtendo-se 29 subfragdes.

Apos anélise em CCF, as subfragbes 1-2, 3-7 e 15-18 foram submetidas a

cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-20 eluidas com metanol.
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Através de filtracdo de 1-2 (456,0 mg) obteve-se 20 subfracdes, as subfracdes 2-
4 foram reunidas, com o cddigo IWFMBMZ2,4 e identificada como a substancia 9 (85,0
mQ).

As subfracdes 3-7 (357,0 mg) forneceram 8 subfracdes, nas subfracBes 3-5
(JWFMBM3,3, 23,0mg) e foi possivel identificar a substancia 10 e na subfracdo 8
(JWFMBM3,8, 10mg), também a presenca da substancia 9.

Foi realizado reagdo de acetilagdo com anidrido acético e piridina com a
substancia 9 fornecendo a substancia acetilada 9A. Com a substancia 9 também foi
realizado metilacdo com diazometano, no qual foi observado a ocorréncia da reacao
através da analise de CCF.

Com a subfracdo 6 ocorreu a formacdo de um precipitado e a agua mae
(JWFMH20-6A) foi submetida a cromatografia em Sephadex LH-20 eluidas com
metanol. A subfragdo 4 (JWFMH20-6A4, 36,0 mg) forneceu um sélido branco que foi
identificado como substancia 11.

JWFM
36,159

Cloroférmio
JWFMC
2,399

{ Agua J—» S-8

JWFMA

Hexano
JWFMCH
0,149g

I

Metanol 90%
JWFEMCH
2,379

Acetato de Etila
0,909

A

n-Butanol
JWFMB
5529

Agua
JWFMH,0

14,29 }_’ S11

Esquema 3: Fracionamento do extrato metandlico das folhas de J. wasshausseniana
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. DETERMINAC}AO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES ISOLADOS de
J. wasshausseniana:

3.1.1. Substéancia l
A amostra (JWCD-5, 20,0 mg) substancia 1, soltvel em cloroférmio, foi
obtida na forma de cristais, a partir do extrato em diclorometano do caule de J.
wasshausseniana. A elucidacdo estrutural de JWCD-5 foi realizada a partir da analise de
espectros de RMN de 'H e °C.

Os sinais presentes no espectro de RMN *H da substancia 1 (Figura 5) podem ser

atribuidos a sinais correspondentes a metilas em 610,90, de CH2em 1,27 e 1,32; 1,62;

2.06 de CH2a a carbonila; 2,33 de CHs> alilicos; o sinal em 2.79 de metileno entre duas

ligagBes duplas além dos duplo dubletos em 614,17 e 614,30 correspondem aos quatro
hidrogénios dos carbonos 1 e 3 da unidade trigliceridica, o sinal 645,30 corresponde ao

hidrogénio do carbono metinico e o sinal em 645,38 aos hidrogénios olefinicos. Esses

dados permitiram propor a estrutura de um triglicerideo com a unidade acila insaturada.

1.27

0.65 §
0.60
'0.55 3
050 §
045 §
'0.40 3

0.35

Intensity

0.30

0.25

0.02

0.20
0.15 3

0.10 3

0.05 3

Chemical Shift (ppm)

Figura 6: Espectro de RMN de hidrogénio (400 MHz, CDCls) da substancia 1.
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3.1.2. Substancias2e3

A amostra JWCD-31. Substéancias 2 e 3, soluvel em DMSO, foi obtida na forma
de cristais em placas, a partir do extrato de diclorometano do caule de J. wasshausseniana.
A elucidacéo estrutural de JWCD-31 foi realizada a partir da analise de espectros de RMN
de H e 13C seguida da comparacdo com dados descritos na literatura (VELANDIA,
2002).

O espectro de RMN de *H das substancias 2 e 3 (figura 6) mostrou diversos sinais
presentes na regido on (0,65 a 2,28 ppm) correspondentes a hidrogénios de grupos
metilicos, metilénicos e metinicos; multipleto em 64 3,63 compativel com hidrogénio
ligado a carbono carbindlico (H-3), um singleto largo em 6n 5,32 tipico de hidrogénio
olefinico H-6; duplos dubletos em &4 5,17 (dd, H-22) e &n 5,02 (dd, H-23) sugerindo a
amostra ser uma mistura dos fitosteroides p-sitosterol e estigmasterol. E observado ainda
sinais na regido 6+ 3,45- 2,88 caracteristico de agUcar ligado a estrutura.

No espectro de RMN 3C de 2 e 3 (Figura 7) foram observados quatro valores
atribuidos a carbonos olefinicos sendo os deslocamentos quimicos em &¢140,09 e 8¢
121,66 ppm referentes aos carbonos C-5 e C-6 da ligacdo dupla atribuida aos esteroides
e em &¢c 138,51 e 129,29 referentes aos carbonos C-22 e C-23 do estigmasterol. Outros
sinais sugeriram a presenca de uma unidade de acgucar, d¢c 101,25 ppm do carbono
anomérico C-1°, quatro sinais de carbonos metinicos oxigenados em 8C 70,54, 73,52,
77,20 e 77,21 ppm e um sinal de carbono metilénico em &¢c 61,54 ppm atribuido ao
carbono C- da glicose. A comparacdo dos valores dos deslocamentos quimicos de
carbonos e hidrogénios com os da literatura (VELANDIA, 2002) confirmou a amostra
como sendo uma mistura de esteroides glicosilados: 2 O esteroide 3-O-B-D-

glicopiranosilsitosterol e 3 0 3-O- B-D-glicopiranosilestgmasterol (tabela 4).
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Tabela 4: Dados de RMN de **C de 2 e 3 comparados com dados da literatura

(VELANDIA, 2002)

2 3 Literatura
C 6C &6C 6C
1 36,7 36,7 37,3
2 32,2 32,2 31,6
3 70,5 70,5 71,8
4 41,8 41,8 42,3
5 140,4 140,4 140,8
6 121,0 121,0 121,7
7 31,2 31,2 31,9
8 31,3 31,3 31,9
9 49,5 49,5 50,2
10 36,1 36,1 36,5
11 22,6 22,6 21,1
12 39,2 39,2 39,8
13 41,7 41,7 423
14 56,1 56,1 56,9
15 25,5 25,5 24,3
16 27,6 27,6 28,9
17 55,4 55,4 56,1
18 11,5 11,5 11,9
19 19,5 19,5 19,4
20 35,3 38,8 36,1/40,5
21 18,8 18,8 18,8
22 33,3 129,29 33,9/129,3
23 28,7 138,51 26,1/138,3
24 451 51,07 45,8/51,2
25 29,2 31,9 29,2/31,9
26 18,9 21,1 19,8/21,2
27 18,8 18,8 19,0
28 23,7 25,2 23,1/25,4
29 12,2 12,2 12,2
1’ 103,4 103,4 101,4
2’ 74,8 74,8 73,3
3 77,8 77,8 76,5
4 71,9 71,9 70,3
5 75,4 75,4 73,7
6’ 65,0 65,0 64,4
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3.1.3. Substancia 4

A amostra JWCMC-1, substancia 4 (30,0 mg, P.F 290-292 °C), foi obtida na
forma de um solido branco solivel em cloroférmio, a partir do fracionamento do extrato
de diclorometano do caule de J. wasshausseniana. A elucidacao estrutural de JWCMC-
1 foi realizada a partir da analise do espectro de RMN de 13C sequida da comparag&o com
dados descritos na literatura (POUCHERT AND BEHNKE, 1993).

Observando o espectro de RMN *3C (DEPTQ) da amostra (Figura 8) destacam-
se 0s sinais com &c¢ 14,15 ppm indicando presenca de grupo metilico, deslocamentos
quimicos na regido 22,60 a 34,12 ppm compativeis com carbonos metilénicos e quatro
sinais em 6¢ 127,90; 128,07; 130,03 e 130,25 ppm correspondentes ao carbono metinicos
além do ¢ 178,34 adequado a C=0 de &cidos carboxilicos. Essas observacbes nos levou
a sugerir que a amostra trata-se de um &cido graxo com duas insaturacdes. Observagdes
com dados da literatura. (POUCHERT AND BEHNKE, 1993) levou a conclusdo de

tratar-se de um &cido semelhante ao linoleico.

@)
| 3 n+tl n+3 N5 n+7 m+1 m+3

HO™ 1 NI

2 “ne2 N4 6 m+2

Tabela 5: Dados de RMN de *3C da substancia 4 comparados com os dados descritos
na literatura do &cido linoleico. (POUCHERT AND BEHNKE, 1993)

Substéncia 4 Acido Linoleico
C dc dc
CHs m+3 14,07 14,15
CH2 m+2 22,58 22,71
3 24,66 25,63
n+4 27,19 27,20
n/m 29,03-29,58 29,13-29,72
m+1 31,53 31,94
2 34,12 -
CH n+2 127,84 127,90
n+3 128,01 128,07
n+5 129,96 130,03
n+6 130,16 130,25
C=0 1 180,07 178.34
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Figura 9: Espetro de DEPTQ (125 MHz, CDCIs) de 4.

3.1.4. Substancias b, 6¢e7.

A amostra JWFDD19-30, substéancias 5, 6 e 7 (65mg, P.F 120-122°C), foi obtida
na forma de cristais brancos soltveis em cloroférmio, a partir do fracionamento do extrato
de diclorometano das folhas de J. wasshausseniana. A elucidacdo estrutural de
JWFDD19-30 foi realizada a partir da analise dos espectros de RMN de H e °C e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) seguida da
comparacdo com dados descritos na literatura (JAIN & BARI, 2010).

As substancias 5, 6 e 7 foram identificadas como os esteroides p-sitosterol (5),
estigmasterol (6) e campesterol (7), com base na comparagdo com dados espectrais de
amostra auténtica, envolvendo espectros de RMN*H e *C e CG-EM e CCF.

O espectro de RMN*H da amostra (Figura 9) da mistura de 5, 6 € 7 mostrou sinais
entre 6+ 0,65 e 1,86 correspondentes aos &tomos de hidrogénio metilicos, multipleto em

dn 3,53 atribuido ao hidrogénio carbinolico H-3, um singleto largo em 6y 5,36 atribuido
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ao hidrogénio olefinico H-6 e os dubletos de dubletos (dd) em &4 5,04 e 5,15
representantes dos hidrogénios H-22 e H-23 de 6.

O espectro RMN®C (Figura 10) revelou a presenca de sinais de carbonos
olefinicos em dcn 121,73 e 140,75, que foram atribuidos aos carbonos C-5 e CH-6, dos
trés componentes, em dcH 138,34 e 129,26, correlacionados com os carbonos metinicos
CH-22 e CH-23 de 7 e em 6¢cH 71,83 do carbono carbinolico CH-3 também representante
dos trés esteroides.

A andlise GC/EM (Figura 11) assumiu importancia significativa, j& que os
espectros de RMN!H e °C dessa mistura ndo garantem definitivamente a presenca dos
trés esteroides, uma vez que a multiplicidade dos sinais na regido de grupos metillicos
ndo permite distinguir as possiveis ramificacbes da cadeia lateral dos esteroides com
relativa facilidade. Assim, a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) permitiu caracterizar a mistura dos trés esteroides 5, 6 e 7, através
dos picos correspondentes aos ions moleculares [M]* em m/z 400 (campesterol - 7), 412
(estigmasterol - 6) e 414 (B-sitosterol - 5),com os tempos de retencdo Tr 19,124; 19,673
e 29,927 minutos, respectivamente, com maior porcentagem do estigmasterol (6), cerca
de 50%.
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5: 22,23-diidro
6 A2223

Tabela 6: Dados de RMN de 3C de 5, 6 e 7 comparados com dados da Literatura
(JAIN & BARI, 2010)

5 6 7 Literatura

C 6C 6C 6C

5 140,98 140,98 140,98 140,80
10 36,74 36,74 36,74 37,40

13 42,52 42,52 42,52 42,28
CH

3 72,05 72,05 72,05 71,60

6 121,96 121,96 121,96 121,80

8 32,12 32,12 32,12 31,71

9 50,37 50,37 50,37 50,10

14 56,87 56,87 56,87 58.10

17 57,10 57,10 57,10 56,10

20 36,38 40,75 36,38 36,10/40,28
22 - 129,49 - 130,10
23 - 138,57 - 138,30
24 46,05 51,48 46,05 45,80/52,10
25 29,35 32,12 29,35 29,20/31,90
CH;

1 37,48 37,48 37,48 37,30

2 31,88 31,88 31,88 31,60

4 42,52 42,52 42,52 42,28

7 31,88 31,88 31,88 31,90
11 21,31 21,31 21,31 21,10
12 39,91 39,91 39,91 39,80
15 24,60 24,60 24,60 24,10

16 28,49 28,49 28,49 28,40

22 33,93 - 33,93 33,40

23 26,27 - 26,27 26,10

28 23,29 23,29 - 23,10
CHs

18 12,10 12,10 12,10 11,90
19 19,26 19,26 19,26 19,10

21 19,01 19,01 19,01 18,80
26 19,64 21,12 19,64 19,80/21,80
27 19,01 19,01 19,01 19,00
28 20,07 20,07 20.07 20,30

29 12,50 - 12,80
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Figura 12: Cromatograma (CG-EM) das substancias 5, 6 e 7.

3.1.5. Substancia 8

A amostra JWFMAp (4,229g), substancia 8, foi obtida sob a forma de cristais
insollvel em solvente organico e sem conclusdo de seu ponto de fusdo, sendo assim,
propds-se tratar de um sal inorganico. Fizeram-se testes de caracterizacdo de cétions e
anions, para o teste do céation foi realizado o teste de chama, onde foi observado a cor
violeta e para o anion teste de precipitacdo. (VOGEL, 1981). Concluiu-se que a substancia

8 é o sal cloreto de potassio (KCI), que é comum em folhas de plantas.

3.1.6. Substancia9

A amostra JWFMBM2,4, substancia 9 (85mg), foi obtida sob a forma de um
solido amorfo de cor marrom, soltvel em metanol, a partir do fracionamento do extrato
de metanol das folhas de J. wasshausseniana. A proposta de elucidacdo estrutural de
JWFMBM2,4 foi realizada a partir da analise dos dados de UV, IV, RMN H e '3C (1D
e 2D), EM, CD e comparagdo com dados de analogos estruturais descritos na literatura
(JHA, et. al., 2013; ZHOU, et. al., 2010).
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As absorcBes na regido do IV (Figura 18) revelou absor¢des (vmax cm™) de
estiramento em 3402,32 cm™(vo-n); em 1637,51 cm™ de grupo carbonila (vc=o0); em
767,64 cm™ e 703,99 cm™ tipicos de anel aroméatico com substituicdo em orto e em
1384,84 cm™(vc.n) de grupo amida.

O espectro de RMN H (Figura 19) apresentou quatro sinais com deslocamentos
distintos na regido de hidrogénios aromaticos: dupleto dn 7,11; tripleto 61 7,13; multipleto
OH 7,27 e dupleto em &H 8,36 caracterizando a presenca de um anel aromatico 1,2-
dissubstituido. Ainda no espectro de ndcleos de hidrogénio € possivel observar
hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos como 0s dubletos o 5,28 e 61 4,85; duplo
dubleto o1 4,57 e hidrogénios alifaticos como os duplos dubletos o1 2,83 e on 2,07. O
espectro de COSY (Figura 21) apresentou os acoplamentos entre os hidrogénios H-3(6n
8,36)/H-4(6n 7,27); H-4(dn 7,27/H-5 (7,13); H-7a (5,28)/H-7b (dn 4,85); H-11 (dH
4,57)/H-10a (6H 2,83) e H-10b (6n 2,07) e H-10a/H-10b. Atraves do espectro de RMN
13C DEPTQ (Figura 20) foi possivel observar a presenca de 11 atomos de carbonos
sendo: quatro carbonos metinicos sp? (5¢ 118,67; 126,30; 124,13; 123,90 ppm) e um
sp(5c 68,17); quatro quaternarios dos quais dois sp? aromaticos 5c (123,94; 132,88) e
dois sp? referentes a carboxilas além de dois metilénicos sp® um carbindlico e dois
alifaticos.

O espectro de massas de alta resolugdo operado em modo negativo (Figuras 24 e
25) apresentou m/z = 248,0564 referente a ion molecular M-H (Esquema 4). Juntamente
com a anélise dos dados de RMN *H e *C DEPTQ permitiram propor a formula
molecular C12H1:NOs. O mapa de contorno HSQC (Figura 22) permitiu observar as
correlagdes de Jcu. Nos espectros de HMBC (Figura 23) é possivel observar os
acoplamentos de 2H-7 (61 4,85; 5,28) 2J com C-1(5¢123,94); 3 C-6 (¢ 123,90) indicando
que H-7 esta diretamente ligado ao anel, observado ainda correlacio J com o carbono
quaternario C-9 (6c 88,69). Os hidrogénios 2H-10 (dn 2,07; 2,83) apresentaram
correlacgdo 2J com C-9 (Sc 88,69) assim como 3J com a carboxila C-12(5c 174,70). Ainda
é observada correlagdo 2J do H-11 (5 4,57) C-10 (8¢ 40,17) e 3J com C-12 (170,70). Os
dados de RMN *H e 13C e HMBC estdo na Tabela 7. Diante das observacdes espectrais
observadas, incluindo as propostas de fragmentacOes de massas (Esquema 4), e
comparacdo com modelo analogo da literatura (JHA, et. al., 2013; ZHOU, et. al., 2010)
permitiu definir um esqueleto de alcaloide quinolinico, cuja numeracao utilizada seguiu

a da estrutura utilizada como modelo (Figura 12a). Com o objetivo de definir a
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nomenclatura deste novo composto utilizou-se a numeracdo da lactama com o0s
respectivos substituintes (Figura 12 b) e propor a estrutura do Acido-(N-fenil-o-
metileno-O-5)-3hidroxi-5-carboxi-y-lactama,  denominada pelo nome comum
Rosamaron. A confirmagdo da estrutura se deu com a preparacdo do seu derivado
acetilado, afim de definirmos quantidade e posicao da hidroxila.

Considerando a importancia das nocdes de biossintese de produtos naturais na
proposta de elucidacéo estrurtural de substancias, propomos uma rota de biogénese para
a substancia 9 (Figura 14) a partir da rota biossintética do alcaloide Vasicina (Figura
13), isolado de Justicia adhatoda (JOHNE et. al., 1973). A biossintese proposta também

consiste em um alcaloide derivado do &cido antranilico (DEWICK, 2001).

e} OH
12
11
3
2 N_ g W0
4 8 _OH
5 o)
6 ' 7 ©

@) (b)

Figura 13: Substancia 9
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Addo antranilico Peganine = Vasicine
Intermediério chave T Peganum
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Figura 14: Rota biossintética do alcaloide Vasicina (JOHNE et. al., 1973).
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Figura 15: Rota biossintética proposta para 9.

A configuragdo absoluta do alcaloide foi determinada com o auxilio de anélise de
dicroismo circular e utilizacdo de regras empiricas de projecdo porque ndo foram
encontrados padrbes semelhantes para comparacdo de propriedades quirdpticas. Para este
caso pode ser empregada a regra do quadrante para aromatico.

As propriedades quiropticas de varias substancias aromaticas rigidas, que contém
um centro assimetrico adjacente a um anel aromatico podem ser discutidas através da
regra do quadrante (Figura 15), que permite predizer a configuragdo absoluta de tais
compostos. O anel benzénico pode dividir-se mediante planos através dos orbitais p. O
plano A passa através das seis formas dos orbitais = do anel aromatico. O plano B € o
plano de simetria. (CRABEE, 1974)
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8)

Figura 16: Regra do quadrante para o croméforo aromatico (CRABEE, 1974)

A Figura 16 mostra a projecdo no modelo quadrante do anel aromético da
substancia 9 e o Dicroismo Circular com maximo de absorcao dicroica diferencial nos
correspondentes maximos do espectro UV. A Figura 17 mostra os espectros UV e DC
de 9. A representacdo espacial da estrutura permite o entendimento da disposi¢do dos
grupos funcionais em relacdo ao plano do anel. Comparando-se com modelos utilizados
por CRABEE (1974) para a defini¢do da regra do quadrante em que apresentam EC
negativo no primeiro maximo (Amax 285 nm) e positivo no segundo maximo (Amax 240
nm), pode-se fazer a mesma relagdo com os maximos de 9. Sendo o primeiro maximo
em 250 nm e o segundo em torno de 220 nm. Sendo assim, nesta projecao, para ficar de
acordo com o sinal negativo e positivo, respectivamente no primeiro e segundo maximos
observados na curva de DC de 9 (300 uL, MeOH), Figura 17, [0]250 = - 33000 e [0]220
= + 62700, deve-se definir a configuracdo do centro quiral 9 como S, o que dispde o
grupo carboxilico no quadrante positivo e a configuracdo S do centro quiral 11, também
faz a contribuicdo do OH para EC positivo. Os demais grupos ficam dispostos nos planos

de projecédo. Desta forma, ficam definidos os centros assimétricos de 9 9S,11S.
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Figura 17: Projecdo no modelo quadrante do anel aromatico de 9 (Acido-(N-fenil-o-
metileno-0-5)-3hidroxi-5-carboxi-y-lactama)
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Mo-01

Tabela. 7: Dados de RMN de 9 e comparagdo com modelo da literatura (JHA, et. al.,
2013; ZHOU, et. al., 2010)

JWMBM-2-4 Mo-01, em CDCl3
dc OH 2JcH 8JcH dc OH
C -
1 123.94 - 2H-7 H-3; H-5 123.0 -
2 132.88 - H-3 | H-4; H-6; 2H- | 132.8 -
7
8 172.69 - 2H-10 - -
9 88.69 - 2H- 2H-7 90.0 -
10
12 174.70 H-11 H-10a 171.3 -
Ac-11 - - - - - -
CH
3 118.67 8.36 (d, 8.2) H-5 120.4 | 8.31(d, 7.6)
4 126.30 7.27 (m) 1275 | 7.20-7.00
(m)
5 124.13 7.13 (b) 1241 | 7.20-7.00
(m)
6 123.90 7.11 (d) 124.0 7.30
11 68.17 | 4.57 (dd, 9.6,8.3) | 2H- - -
10
CH:
7 64.17 5.28 (d, 15.6) H-6 62.8 5.03 (d,
4.85 (d, 16.6 15.2)
4.86 (d,
15.2)
10 40.17 2.83 (dd, 12.5, H-11 30.2 2.23 (m)
8.3)
2.07 (dd, 12.5,
9.6)
11 - - - - 33.0 2.60 (m)
CHs
8 - - - - 21.2 1.43 (s)
AcO- - - - - - -
11
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Esquema 4: Fragmentagdes de 9.

3.1.7. Derivado 9A

Com a substancia 9 foi realizada reacdo de acetilacdo com anidrido acético e
piridina (Figura 26) a fim de confirmar a quantidade e posicao de hidroxilas presentes na
molécula. Através dos espectros de IV, RMN de *H e 3C (1D e 2D) foi possivel observar
a ocorréncia da reacao.

O espectro no IV (Figura 27) revelou absorgdes (vmax cm™) em 2919,89(ve-c);
2851,42(vch); 1459,94 (8c-c); 1374,12 (dc-H) referentes aos grupos CH2 e CHz; em
1719,34 (vc=0) referente aos grupos carbonilas; 1497,55(vc=c) e 759,86 (dc-H) de anel
aromatico com substituicdo em orto.

No espectro de RMN!H (Figuras 28 e 29) foi observado o sinal adicional, quando
comparado com a amostra original, de um singleto em 61 2,17 ppm atribuido ao carbono
metilico de grupo acetato. O espectro de DEPTQ (Figura 30) apresentou sinais adicionais
em &c 21,57 pertencente ao carbono metilico do grupo acetato e 6¢ 170,32 atribuido ao
carbono de carboxila do grupo acetato, foi também observado a mudanca de valor do
deslocamento quimicos de éc 40,77 (CH2-10) da amostra original para éc 37,77 na
amostra acetilada devido a efeito estérico de protecdo da metila. Através do espectro de
HSQC pode-se observar as correlagdes J entre os carbonos e hidrogénios. (Figura 32,
Tabela 8). O mapa de contorno de HMBC (Figuras 33 e 34) apresentou a correlagdo 3J
entre 0 H-11(51 5.62) e a carbonila do grupo acetato (Ac-11, ¢ 167.29) e correlagdo 2J
entre a Metila (AcO-11, &4 2.18) e a carbonila do grupo acetato. Através do espectro de
massas obtido no CG-EM (Figuras 35 e 36) foi possivel observar as fragmentagdes

confirmando a sua estrutura (Esquema 5).
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Tabela 8: Dados de RMN de 9A e comparagdo com modelo da literatura (JHA, et. al.,

2013; ZHOU, et. al., 2010)

JWMBM-2-4 JWMBM-2-4 - A Mo-01, em CDCl;
Sc Sy 2Jen %Jen Sc Sy 2Jon %Jen Sc Sy
C N
1 123.94 - 2H-7 H-3; H-5 124.36 - 2H-7 H-3; H-5 123.0 -
2 132.88 - H-3 H-4; H-6; | 131.85 - H-4; H-6; | 132.8 -
2H-7 2H-7
8 172.69 - 2H-10 170.32 - H-10a - -
9 88.69 - 2H- 2H-7 86.96 - H-10b H-7b 90.0 -
10
12 174.70 H-11 H-10a 171.86 - 2H-10 171.3 -
Ac-11 - - - - 167.29 - Me/Ac H-11 - -
CH
3 | 11867 | 8.36(d,82) H5 | 11953 | 8.36(d, 8.2) H5 | 1204 | 83L(d,
7.6)
4 126.30 7.27 (m) 127.84 7.31(t,8.2) H-6 1275 | 7.20-7.00
(m)
5 124.13 7.13 (1) 125.19 7.16 (t, 8.2) 124.1 | 7.20-7.00
(m)
6 | 12390 | 7.1 12436 | 7.05(d, 8.2) Ho4, 2H7 | 1240 | 7.30
11 68.17 4.57 (dd, 2H- 68.53 5.62 (t, 8.4) 2H-10 - -
96,83 | 10
CH,
7 64.17 5.28 (d, H-6 64.83 5.29 (d, H-6 62.8 5.03 (d,
15.6) 15.6) 15.2)
485 (d, 16.6 498 (d, 4.86 (d,
15.6) 15.2)
10 | 2017 | 283(dd, | AL 3777 | 3.3 (dd 302 | 223 (m)
125,8.3) 13.3,8.5)
2,07 (dd, 2.28 (dd,
125,9.6) 13.3,9.4)
11 - - - - - - - : 330 | 260 (m)
CHjs
8 - - - - - : - : 212 | 1433
AcO- - : - : 2074 | 218() n :
11
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===== Analytical Line 1

[GC-2010]
Column Oven Temp. : 70.0°C
Injection Temp.: 250.00 °C Peak Report TIC
Injection Mode :Split Peak R.Time Area  Area%
Column Flow: 1.00 mL/min ; g";;g ??2?;;‘,1 ?(‘);
Oven Temp. Program . _ _ 3 10,005 5005670 7.07
Rate Temperature(°C) Hold Time(min) 4 17.539 7116575 10.05
- 70.0 1.00 5 18.772 2385511 337
10.00 290.0 40.00 6 18.920 9913745 14.00
7 19.729 2263394 320
8 21.607 23600198 3333
[GCMS-QP2010 Plus] 9 33.619 2117147 2.99
IonSourceTemp :250.00 °C 10 41.191 13560732 19.15
Interface Temp. :310.00 °C 70797447 100,00
Solvent Cut Time :2.50 min
. Chromatogram IWFMBM 2.4 A C:\GCMSsolution\Data\Project1\Braz\Renata Duarte UWFMBM 24 A.ged
15,000,000 g ]
] |
| %A
k= i § 8 g 2 TIC*
L B N ¥ i g i 1
! e v T T T o 1
10.0 200 30.0 40.0 50.0 60.0
min
Spectrum
Figura 36: Cromatograma de 9A.
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Figura 37: Espectro de massas de 9A.
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Esquema 5: Fragmentacdes de 9A.

3.1.8. Substancia 10

A amostra JIWFMBM3,8, substancia 10 (10mg), foi obtida sob a forma de um
solido viscoso de cor marrom, solivel em metanol, a partir do fracionamento do extrato
de metanol das folhas de J. wasshausseniana. A proposta de elucidacdo estrutural de
JWFMBM3,8 foi realizada a partir da analise dos dados de UV, IV, RMN de 'H e *C
(1D e 2D), EM, CD e comparacdo com dados de analogos estruturais descritos na
literatura (JHA, et. al., 2013; ZHOU, et. al., 2010).

O espectro de IV (Figura 37) revelou absor¢des (vmax cm™) em 3402,32(vo-);
em 2925,92 (vcc) e 2858,41 (vc-H) de carbono metilénico; 1639,44 (vc=0) referente ao
grupo carbonila; 1456,21 (vc=c) e 763,79 (dc-H) de anel aromatico e em1384,84 (vc-n)
referente ao grupo amida. O espectro de RMN 'H (Figura 38) da substancia 10

apresentou-se com bastante similaridade nos deslocamentos quimicos e fei¢es dos sinais
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dos nucleos de hidrogénio da substancia 9, tendo apenas acrescido o surgimento dos
deslocamentos &n 3.71, 3.62 e 3,57 sugerindo um aumento da cadeia lateral. O espectro
de DEPTQ (Figura 39) da substéncia 10 apresentou 3 sinais de carbonos a mais que a
substancia 9, perfazendo um total de 15 atomos de carbono, sendo um atomo de carbono
sp? quaternario de carbonila em 8¢ 174,76 (C-13), dois atomos de carbono sp® sendo um
metinico (C-14) e outro metilénico (C-15) coerentes com os valores de deslocamento de
carbonos carbindlicos dc 72,40 e 6c 62,96. O espectro de COSY (Figura 40) apresentou
o0s acoplamentos entre os hidrogénios H-14 (6+ 3,71) e H-15a e H-15b (on 3,62 e 3,57).
O mapa de contorno HMBC (Figuras 44-46) apresentou a correlagdo 2J entre H-14 (5w
3,71) e C-15 (3¢ 62,96). Através destes dados pode-se identificar a substancia 10 como
N-(fenil-o-metileno-0O-5)-3hidroxi-5-(carboxilato de 2,3-dihidroxipropionila)-y-
lactama). A Tabela 9 mostra as correlacGes obtidas no espectro de HSQC (Figuras 41-
43) e HMBC e comparacdo com o modelo da literatura (JHA, et. al., 2013; ZHOU, et.
al., 2010).
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10

Mo-01
Tabela 9: Dados de RMN de 10 (JHA, et. al., 2013; ZHOU, et. al., 2010)

JWMBM-3.3 Mo-01, em CDCl3
Sc Sy HIH | 2Jen $Jen Sc OH
C
1 |12391 - H-6 H-3 | 123.0 -
2H-7 H-5
2 | 13287 - H-3 H-4 | 132.8 -
2H-7
8 | 174.75 - 2H-10 - -
9 88.55 - 2H-10 | H-7b | 90.0 -
12 | 172.58 - H-11 | 2H-10 | 171.3 -
CH
3 | 118.65 8.35 (d, 8.3) H-4 H-4 H-5 | 1204 | 8.31(d, 7.6)
4 [126.79 7.26 (m) H3 | A3 127.5 | 7.20-7.00 (m)
H-5
5 | 124.19 713 (M) H6 | H4 | H3 |124.17.20-7.00 (m)
H-6
6 123.91 7.11 (m) H-5 H-1 H-4 | 124.0 7.30
H-5 2H-7
11 | 68.16 | 4.57(dd, 9.9,8.2) | 2H-10 | 2H-10 - -
14 | 72.40 3.71 H-15 | 2H-13 - -
2H-15
CH»
7 | 6413 | 530(d 156) | H-b H-6 | 62.8 | 5.03 (d, 15.2)
4.87 H-7a 4.86 (d, 15.2)
10 | 40,33 | 2,89 (dd 125,8.2) | H-11 | H-11 302 | 223 (m)
2,09 (dd, 12.5, 9.9)
1| - - : T [ 330 | 260(m)
13 | 64,13 |362(dd 11.2,47) | H-14 | A-14 - :
3.57(dd, 11.2,6.1) H-15
15 | 62.96 | 3.62(dd,11.2,4.7) | H-14 | H-14 - -
3.57 (dd, 11.2, 6.1)
CHs
8 | - : : T 212 | 143(9)
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Figura 41: Espectro de RMN de COSY (500MHz, MeOD) de 10.
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Figura 42: Espectro de RMN de HSQC (500/125MHz, MeOD) de 10.
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3.1.9. Substancia 11

A amostra JIWFMH:20-6A, substancia 11 (36,0 mg), foi obtida sob a forma de
cristais brancos, solivel em metanol, a partir do fracionamento do extrato de metanol das
folhas de J. wasshausseniana. A proposta de elucidacdo estrutural de JWFMH20-6A foi
realizada a partir da analise dos dados de RMN de 'H e 3C e comparacdo com dados
descritos na literatura (MOCCELINI et. al., 2009)

A identificagdo da substancia 11 foi realizada com base nos dados de RMN de 'H
(Figura 47) e 3C (DEPTQ) (Figura 48) e comparagdo com os valores registrados na
literatura (Tabela 10) (MOCCELINI et. al., 2009). Analisando o espectro de RMN *H,
verificou-se sinais na regido de acucar entre 64 3,2 e 4,14, além do sinal atribuido ao
hidrogénio ligado ao carbono anomérico em o1 5,2 (d, J 3,8 Hz). No DEPTQ observam-
se 12 sinais de carbono, sendo trés sinais atribuidos aos carbonos metilénicos dch2 62,05
(C-6), 60,79 (C-1’) e 62,61 (C-6’) ¢ um quaternario em 6C103,91 (C-2’), que €
compativel com a estrutura do dissacarideo sacarose ou a-D-glicopiranosil-p-D

frutofuranosideo (sacarose).

Tabela. 10: Deslocamentos quimicos de *C da sacarose e de 11

11 Sacarose

C 813(: 613C

C 2’ 103,91 103,7
CH 1 92,24 92,2
2 72,98 72,5

3 74,32 74,1

4 71,80 71,2

5 73,23 72,7

3’ 77,89 76,5

4 69,93 69,4

5’ 82,33 81,05

CH: 6 62,05 61,5
I’ 60,80 60,03

6’ 62,62 62,5
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4. Conclusdes sobre o estudo quimico de J. wasshausseniana

Este foi o primeiro estudo quimico de Justicia wasshausseniana Profice no qual
foi realizada testes de prospeccdo fitoquimica dos extratos de diclorometano e metanol
das folhas e caule de Justicia wasshausseniana, os extratos de diclorometano revelaram
testes positivos para esterdides e triterpenoides, cumarinas, carboidratos e cardioativos e
0s extratos de metanol revelaram testes positivos para saponinas, alcaloides, cumarinas,
carboidratos e cardioativos, no qual foi confirmada a presenca de esteroides, saponinas,
carboidrato e alcaloides através do isolamento desses metabdlitos nos extratos estudados.
Também foi realizado avaliacdo da quantidade de flavonoides das amostras dos extratos
metandlicos das folhas e caule da espécie e 0s extratos de Justicia wasshausseniana
apresentaram um valor médio relativamente baixo em total de flavonoides, metabdlito
que ndo foi isolado neste estudo fitoquimico, confirmando o resultado da prospeccao.

Através do isolamento dos metabdlitos de folhas e galhos da espécie, foi possivel
identificar onze metabolitos especiais e um sal. Os metabodlitos isolados foram um
triglicerideo com a unidade acila insaturada, um &cido carboxilico insaturado, uma
mistura dos esteroides (P-sitostesterol, estigmasterol e campesterol) e de esteroides
glicosilados (3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol e o 3-O-B-D-glicopiranosilestgmasterol);
dissacarideo a-D-glicopiranosil-B-D frutofuranosideo (sacarose) e os dois alcalbides
descritos pela primeira vez na literatura. Através do isolamento dessas confirmou-se
alguns resultados obtidos na prospeccdo fitoquimica e demonstrou-se que o género é

bioprodutor de alcaloides.
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CAPITULO 1l

ESTUDO QUIMICO DE Tetrapterys acutifolia

1. Revisdo de Literatura:

1.1. Generalidades Sobre a Familia Malpighiaceae e género Tetrapterys

A familia Malpighiaceae possui uma distribui¢&o tropical e subtropical, incluindo
cerca de 77 géneros e 1300 espécies (DAVIS & ANDERSON, 2010). No Brasil ocorrem
44 géneros e aproximadamente 561 espécies (MAMEDE et. al., 2016). A familia é
facilmente reconhecida pela presenca de nectarios extraflorais dispostos aos pares na base
das sépalas da quase totalidade das espécies{SOUZA& LORENZI, 2008). Os géneros
Banisteriospsis, Heteropterys e Tetrapterys apresentam um grande ndmero de espécies e
sdo comuns ao longo de todo o Brasil, especialmente nas bordas de florestas. (SOUZA&
LORENZI, 2008).

O género Tetrapterys apresenta 90 espécies distribuidas nas regides tropicais, na
Ameérica Central e América do Sul (QUEIROZ et al., 2014). No Brasil, plantas do género
Tetrapterys como Tetrapterys acutifolia e T. multiglandulosa, aparecem como plantas
toxicas que causam “morte subita”,insuficiéncia cardiaca cronica, associada a lesdes
degenerativas e fibrosantes acentuadas no miocérdio bovino (KELLERMAN et al. 1988;
TOKARNIA et al. 1990, TOKARNIA et al. 2000; PEIXOTO etal. 1995). Abortos
também sdo descritos devido as intoxicagdes por T. acutifélia e T. multiglandulosa.
(TOKARNIA etal. 1989; STOLF et al. 1994; RIET-CORREA, G. et al., 2005). A videira
Tetrapterys mucronata Cav. é de particular interesse porque é usada ocasionalmente na
preparacdo de"Ayahuasca”, uma decocgdo de plantas com efeitos psicotrépicos que tem
uma longa histéria cultural no Brasil. (QUEIROZ et al., 2014)

1.2. Caracteristicas morfologicas de Tetrapterys acutifolia

Tetrapterys acutifolia é conhecida vulgarmente como cipd-rudo, cipé-vermelho,
ou cipé-preto. E uma liana, ou seja, trepadeira lenhosa, as folhas séo inteiras, alternas e
opostas, sdo pilosas (Figura 1). Normalmente tem peciolos articulados e estipulas inter
ou intrapeciolares, livres ou concrescidas entre si. (WATSON. L & DALLWITZ , 1992).

A Classificagdo botanica de Tetrapterys acutifolia encontra-se na Tabela 1. N&do € uma
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planta endémica do Brasil com Distribuicdo Geografica no Norte, Nordeste, Centro-oeste,
Sudeste e Sul (Parana, Santa Catarina) (Figura 2). (MAMEDE et. al., 2016)

Figura. 2: Ocorréncia de T. acutifolia no Brasil (MAMEDE et. al., 2016)
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Tabela 1: Classificacdo botanica de Tetrapterys acutifolia

Diviséo: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
Ordem: Polygalales(Malpighiales)
Familia: Malpighiaceae

Género: Tetrapterys

Espécie: T. acutifolia ou sp.

1.3. Estudo farmacoldgico do género
Tetrapterys mucronata Cav € uma planta conhecida por agir no sistema nervoso
central e seu extrato etandlico apresentou atividade de inibicdo da acetilcolinesterase, uma
enzima alvo para o tratamento da doenca de Alzheimer (QUEIROZ et al., 2014).
Tetrapterys methystica é uma planta psicoativa, nativa da floresta amazonica
(SCHULTES, 1954).

1.4. Estudo quimico do género Tetrapterys

Em estudo de triagem fitoquimica feito com a Tetrapterys multiglandulosa,
foram detectadas as seguintes substancias: flavonoides glicosilados, esteroides,
polifendis, taninos condensados e alcaldides. (MELO & DANTAS-BARROS, 1999). Na
investigacdo fitoquimica da casca do caule de Tetrapterys mucronata Cav.
(Malpighiaceae), foram identificados 22 metabdlitos: 5-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina
(bufotenina) (1), acido gentisico (1), (+)-Catequina(lll),acido gentisico 5-O-B-xilosideo
(1V), 5-metoxi-N-metiltriptamina (V), 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina (V1),2-metil-6-
metoxi-1,2,3,4-tetra-hidro-f-carbolina (VI1),acido vanilico (VIII), alcaloides diméricos
indolicos mucronatin A (IX): mucronatin B (X), acido cindmico (Z)-3-metoxi-4,5-
(metilenodioxi) (XI),acido cindmico (E) -3-metoxi-4,5- (metilenodioxi)(XIl), acido
salicilico (XI1I), lionisideo (XIV), trans-N-feruloiltiramina (XV), acido Nudiposideo-9'-
di-hidroxibenzoico  (XVI),  2,6-Fenantrenediol  (XVII),  2,6-di-hidroxi-9,10-
diidrofenantreno  (XVIII), grossamida (XIX),7-Metil-2,6-fenantrenediol  (XX),
canabisina F (XXI), esmilasideo L (XXII) (QUEIROZ et al., 2014). (Figura 3).
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Figura. 3: Substancias isoladas de Tetrapterys mucronata.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Substancias isoladas de Tetrapterys acutifolia:
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Figura 4: Substancias isoladas de Tetrapterys acutifolia.
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2.2. Obtencéo do material vegetal:

O material vegetal, caule e folhas de Tetrapterys acutifolia, foi coletado por Saulo
Andrade Caldas em novembro de 2009 no municipio de Barra do Pirai-RJ, Sitio Santo
Antbnio - Km 47 - Estrada do Pirai, Valenca. A espécie foi identificada pelo Dr. William
R. Anderson, University of Michigan Herbarium com o registro: DoObereiner &
Tokarnia 1846, 1847.

2.3. Obtencéao dos Extratos Brutos:

Caule (269,67 g) e a folhas (1,9 kg) da Tetrapterys acutifélia, apos secas e moidas,
foram extraidas separadamente com os solventes organicos diclorometano (CH2Cl>) e
metanol (MeOH), através da maceracao continua em temperatura ambiente. As solucBes
obtidas foram destiladas a pressdo reduzida em evaporador rotatério. Com o caule,
obteve-se 2,88 g do extrato de diclorometano (TACD) e 21,43 g do extrato metandlico
(TACM). Com as folhas obteve-se 31,28 g do extrato de diclorometano (TAFD) e 61,
47g do extrato metandlico (TAFM) (Esquema 1).

Folhas (TAF Caule (TAC)
0 f‘;f(g ) 269,67 g
2. CH;0H - CH3

Esquema 1: Fluxograma da extracdo do caule e a folha da Tetrapterys acutifélia.
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2.4. Prospeccao fitoquimica dos extratos de Tetrapterys acutifélia.

Foi realizado a prospeccdo fitoquimica com os extratos de diclorometano e
metanol do caule (TACD e TACM) e das folhas (TAFD e TAFM) de Tetrapterys
acutifolia. A tabela 2 demonstra os resultados da prospeccdo quimica do extrato
metanolico, que revelou em alguns extratos testes positivos para as classes de metabolitos
especiais: saponinas, esteroides e triterpendides, alcaldides, flavonoides, antraquinonas,

cumarinas, aminoacidos ndo protéicos, carboidratos e cardioativos.

Tabela 2: Registro dos resultados da prospec¢do quimica do extrato metandlico de T.
Acutifolia

Prospeccoes TACD | TACM |TAFD | TAFM
Saponinas - + - +
Esterdides e triterpendides |+ - + -
Alcalbides - + - +
Flavanonodides - + - +
Antraguinonas - + - +
Cumarinas + + + +
Taninos - + - +
Aminoacidos ndo-protéicos | - + - -
Carboidratos + + + +
Cardioativos + + + +

2.5. Ensaio de flavondides totais com cloreto de aluminio

Foi feita a avaliacdo da quantidade de flavonoides das amostras dos extratos e
fracdes de Tetrapterys acutifolia

Os valores de absorbancia das amostras e os teores de flavonoides totais dos
extratos de Tetrapterys acutilfolia (TACM - T.acutilfoliacaule metanol e TAFM —
T.acutilfoliafolhametanol) e fracGes do extrato metanolico do caule: TACMH (Hexano),
TACMD (Diclometano), TACMA (Acetato) e TACMM (Metanol) e fragGes do extrato
metanolico das folhas: TAFMH (Hexano), TAFMD (Diclometano), TAFMA (Acetato)
e TAFMM (Metanol) encontram-se na Tabela, onde observou-se que o extrato de folhas
(TAFM — 38,30 mg/g extrato) e as fragdes de folhas (TAFMD — 54,78mg/g extrato,
TAFMA — 41,12mg/g extrato e TAFMB — 62,10 mg/g extrato) apresentaram um valor
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médio maior que o caule (TACM - 10,04 mg/g extrato e TACMD - 22,80mg/g extrato).

Os valores obtidos no ensaio estdo na tabela 3.

Tabela 3: Ensaio de Flavonoides totais de Tetrapterys acutilfolia

mg/ mg/ mg/ . Desvio

Amostra Y1 Y2 Ys Yméd. ext?a%o ext?a%o ext?a%o MEDIA| 5o dro
TACM 0,246 0,241 0,242 0,243 10,17 9,96 10,00 10,04 +0,112
TACMH 0,338 0,329 0,338 0,335 14,05 13,67 14,05 13,92 +0,219
TACMD 0,532 0,552 0,553 0,546 22,22 23,07 23,11 22,80 + 0,499
TACMA 0,359 0,363 0,370 0,364 14,93 15,10 15,39 15,14 + 0,235
TACMM 0,164 0,168 0,167 0,166 6,71 6,88 6,84 6,81 + 0,088
TAFM 0,916 0,908 0,916 0,913 38,41 38,07 38,41 38,30 + 0,195
TAFMH 0,604 0,619 0,635 0,619 25,26 25,89 26,57 25,90 + 0,654
TAFMD 1,292 1,328 1,293 1,304 54,26 55,78 54,30 54,78 + 0,864
TAFMA 0,980 0,970 0,991 0,980 41,11 40,69 41,57 41,12 + 0,443
TAFMM 0,232 0,233 0,235 0,233 9,58 9,62 9,70 9,63 + 0,064
TAFMB 1,504 1,481 1,478 1,488 63,20 62,23 62,10 62,51 + 0,600

2.6. Isolamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos de Folha da Tetrapterys

acutifolia

2.6.1. Extrato de Diclorometano de folhas de Tetrapterys acutifolia (TAFD)

O extrato TAFD (2,0g) da folha da Tetrapterys acutifolia foi submetido a
processo de filtracdo seletiva em funil de separacdo utilizando silica gel 70-230 Mesh
como meio filtrante e como eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol,
(Esquema 2) obtendo-se as fracdes hexano (TAFDH, 0,13g), diclorometano (TAFDD,
0,81Q), acetato de etila (TAFDA, 0,29¢g) e metanol (TAFDM, 0,429) (Esquema 2).

A fracdo diclorometano (TAFDD) foi submetida a cromatografia em coluna com
silica gel, usando-se como eluente inicial hexano e em seguida misturas misturas binérias
de hexano, diclorometano, cloroférmio e metanol em gradiente crescente de polaridade
até 100% metanol, obtendo-se 13 fragdes.

As fracOes recolhidas foram analisadas através de CCF (cromatografia em camada
fina) e, de acordo com os resultados, essas fracbes foram reunidas em grupos para
procedimentos adicionais de purificagéo.

A subfracdo 3-5, formou precitado em forma de cristais brancos. Foi feita uma
recristalizacdo com metanol e o material com o codigo TAFDD1, 25,0mg, foi analisada

através de RMN H e 3C e Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrémetro de Massas
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(CG-EM), com essas analises foi possivel atestar que a amostra trata-se de uma mistura

composta pelas substéancias 5, 6, 12, 13 e 14.

Diclorometano
TAFD

2,09

Particdo
Silica Gel

0,139 0,809 0,299 0,429

!

5,6,12,13e 14

Hexano Diclorometano Acetato de Etila Metanol
TAFDH TAFDD TAFDA TAFDM

Esquema. 2: Fluxograma da cromatografia do extrato diclorometano (TAFD)

2.6.2. Extrato metandlico do caule de Tetrapterys acutifolia (TACM)

Com 12,8099 do extrato metandlico do caule de Tetrapterys acutifolia (TADM)
foi realizado parti¢do liquido-liquido, no qual dissolveu-se o extrato em 100mL de
solucdo metanol/agua 8:2 e foi realizada a particdo em um funil de separacdo com
solventes de diferentes polaridades (hexano, diclorometano e acetato de etila) sendo
recolhidas cada fracdo e efetuada a evaporacdo de seu respectivo solvente, obtendo as
fragdes: Hexano (TACMH, 0,466g9), diclorometano (TACMD, 0,953Q), acetato de etila
(TACMA, 0,6179) e o residuo metanol/agua (TACMM, 9,899). (Esquema 3).

Com a fracdo de diclorometano (TACMD) foi realizado cromatografia em coluna
de silica gel, utilizando como eluentes diclorometano, mistura dos solventes
diclorometano e metanol, aumentando gradativamente a polaridade até metanol 100%,
recolhendo-se 42 fragdes. As fracOes recolhidas foram analisadas atraves de CCF e,
reunidas de acordo com os resultados observados, As fragdes 21-32 foram reunidas e foi
realizada outra cromatografia em coluna de silica, as subfra¢des as fragcdes 5-7 forneceram
um solido branco solivel em metanol que apos recristalizacdo forneceu a substancia 11
(TACMD 21-5.7; 21mg). As fragdes 11 e 12 forneceram um precipitado em forma de
cristais brancos que foram recristalizagdo em metanol foi identificada a substancia 15
(TACMD 21-11.12; 42mg),
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Metanol
TACM
12,809 g

Suspenséo do extrato
em MeOH/H,0 8:2

TACMD
0,9529g

Diclorometano

Acetato de Etila

TACMA
0,6172g

Metanol
TACMM
9,899g

11
15

Esquema 3: Particdo liquido-liquido do extrato metandlico do caule (TACM).

94



3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.2. DETERMINAC}AO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES ISOLADOS
de Tetrapterys acutifolia

3.2.1. Mistura de Substancias 5, 6, 12, 13 e 14

A amostra TAFDD1, mistura das substancias 5, 6,12, 13 e 14 (25,0mg), foi obtida
sob a forma de cristais brancos, solivel em cloroférmio, a partir do fracionamento do
extrato de diclorometano das folhas de Tetrapterys acutifolia. A proposta de elucidagéo
estrutural dos constituintes da mistura foi realizada a partir da analise dos dados de RMN
de'H e 3C e CG-EM.

Com a analise por RMNH (Figura 5) e RMN *3C (Figura 6) da amostra,
observou-se a presenca de uma mistura de esterdides pB-sitosterol (5) e o estigmasterol (6)
anteriormente isolados neste trabalho na espécie J. wasshausseniana. e de um éster. Os
sinais tipicos de esterdides comuns as plantas estdo entre 6+ 0,65 e 1,86 correspondentes
aos atomos de hidrogénio metilicos, multipleto em &n 3,55 atribuido ao hidrogénio
carbindlico H-3, um singleto largo em 61 5,38 atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 e os
dubletos de dubletos (dd) em 6n 5,05 e 5,14 representantes dos hidrogénios H-22 e H-23
do estigmasterol. Os esteroides e 0s demais componentes da mistura foram possiveis de
identificar atravées da analise por CG-EM. (Figura 7)

O espectro RMN*3C revelou a presenca de sinais de carbonos olefinicos em Scw
121,80 e 140,90, que foram atribuidos aos carbonos C-5 e C-6, em 6cH 138,29 e 129,47,
correlacionados com os carbonos metinicos CH-22 e CH-23 do estigmasterol e em &cH
71,68 do carbono carbinélico CH-3.

Os sinais do RMN de C em 8¢+ 32,33 corresponde a carbono a-carbonila de éster

e em dcn 76,89, substancia 14.

A andlise por CG-EM confirmou a presenca dos componentes na mistura através
do cromatograma com seus respectivos tempos de retencdo (Figura 7) e dos picos de

fragmentacdes das substancias na amostra. (Figura 8)
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Figura 5: Espectro de RMN deH (400 MHz, CDCl3) da mistura.
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Figura 6: Espectro de RMN de *C (400 MHz, CDCls) da mistura.
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Figura. 8: Substancias presentes na mistura
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3.2.1.1. Substéncia 5:
De acordo com ion molecular m/z= 414,45 e os valores das fragmentagdes detectados

pelo CG-EM (Figura 9), concluiu-se que a substancia 5 (B-sitosterol) esta presente na
mistura.

O esquema abaixo (Esquema 4) mostra o tempo de retencdo correspondente a
substancia e suas fragmentacoes.

Line#:11 R.Time:25.1(Scan#:2714)

L i T AT ST

” ‘ N L #1445 |
| L i . !
i [ f 329.40 ‘

o ‘ (12115 | 16120 213.20 ; 1

1 i | 1

41.}0 1 ‘ il ' ' ‘: 255.25 303.40 \ 381.40 | ‘

| H ‘ it {173.15 R I =
| I [185.15 3 ; : ' | L
o “‘ A | 24120 ! 28330 | | | I L’} i
II 40”,5 h“ i il LB i } il J‘]u‘.j il “Eﬁ‘_‘ i { ; Tl T Ll31540 tf|-34‘lw:‘4? L‘, ‘3‘7.}\'4(:” ' M o i?lI I!
20 40 60 80 10 2 ; 80 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420/
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Figura 9: Cromatograma de 5.

Tempo de retengéo 25.1 (39.89%0)

HO
HO CagH500 mlz 273 m/z 255
m/z 414
% H,0 %%
+ I +
HO
H,0
HO

Esquema 4: Fragmentacg0es de 5.
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3.2.1.2. Substéancia 6:

De acordo com o ion molecular m/z=412,45 e os valores das fragmentagdes
detectados pelo CG-EM (Figura 10), concluiu-se que a substancia 6 (estigmasterol) esta
presente na mistura.

O Esquema 5 mostra o tempo de retencdo correspondente a substancia e suas
fragmentacdes.

Line#:10 R.Time:23.6(Scan#:2532)
100

55;10 83.15 -
L6915
| ‘: 97.15
41”10' l‘l }’ HH [l 1232014515 X |
I 1 (i “ ’1 L 117320 19915 2535'30‘ 351.40 412|,45 1
[_aollo ) | I P R Y LI L oSO SO

| iy i | i o T A o il i e G Vil B i R g 0 b s MG R
20 40 60 80 100 12 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

m/z

Figura 10: Cromatograma de 6

Tempo de retengdo 23.6 (8.72%0)

H,0

m/z 412

m/z 273

m/z 255

Esquema 5: Fragmentacdes de 6.

3.2.1.3. Substancia 12:

De acordo com os valores das fragmentagdes detectados pelo CG-EM (Figura 11),
concluiu-se que a substancia 12 (5,6-diidro-sitesterol) esta presente na mistura.

O Esquema 6 mostra o tempo de retengdo correspondente a substéncia e suas
fragmentacdes.
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Figura 11: Cromatograma de 12.
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Esquema 6: FragmentagGes de 12

3.2.1.4. Substéncia 13:

De acordo com o pico do ion molecular m/z = 394,45 e os valores das
fragmentacdes detectados pelo CG-EM (Figura 12), concluiu-se a substancia 13
(hexadecahidro-10,13-dimetil-17-((E)-6-metil-5-metilenehepta-1,3,6-trien-2-il)-1H
ciclopenta[a]fenantren-3-ol) esta presente na mistura. O Esquema 7 mostra o tempo de

retencdo correspondente a substancia e suas fragmentacoes.
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Line#:7 R.Time:20.2(Scan#:2130)

100

| 81.10

j 43.10 %1 119as |
l ‘[ ! ‘ |:10§.10 ‘ 394.45 !

el L L

o nls) }\“H‘ I i b 23430 | 28125 37940 | |

Tl
il "”H‘)w i 1R A ERRTRR T TS p - e e o
](‘)0’ ! 120 140 ; 160 180 200 220 : 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura. 12: Cromatograma de 13.

R TIME: 20.92 (9.42%)
“ +
A\
Me* A
L ¢
HO
HO
CagHsO CygH430
m/z 394 m/z 379
/“ ¥ .
-
HO'
HO
m/z 234 m/z 275

Esquema 7: FragmentacOes de 13

3.2.1.5. Substancia 14:

De acordo com os valores das fragmentacOes detectados pelo CG-EM (Figura
13), concluiu-se que o acido ascorbico esterificado com o acido palmitico nas hidroxilas
2 e 6, 0 &cido ascdrbico 2,6 dipalmitato (14) esta presente na mistura.

O esquema a seguir (Esquema 8) mostra o tempo de retencdo correspondente a
substancia e suas fragmentagdes.
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Tempo de retengdo: 9.1 (27.50%)
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Esquema. 8: Fragmentacdes de 14

3.3. Substancia 11
A amostra TACMD 21-5.7, substancia 11 (21mg), foi obtida sob a forma de

cristais brancos, soltvel em metanol, a partir do fracionamento do extrato de metanol do

caule de Tetrapterys acutifolia. A proposta de elucidacdo estrutural de TACMD 21-5.7
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foi realizada a partir da analise dos dados de RMN de *H e *3C e comparago com dados

descritos na literatura (MOCCELINI et. al., 2009)

A identificacdo da substancia 11 foi realizada com base nos dados de RMN de 'H

(Figura 14) e DEPTQ (Figura 15) e comparacao de seus dados espectroscopicos com 0s
registrados na literatura (Tabela 4). (MOCCELINI et. al., 2009). Analisando o espectro

de RMN !H, verificou-se sinais na regido de aglicar entre dn 3,2 e 4,14, além do sinal

atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono anomérico em 61 5,2 (d, J 3,8 Hz). No DEPTQ,

observam-se 12 sinais de carbono, sendo trés sinais atribuidos aos carbonos metilénicos
dcH2 62,05 (C-6), 60,79 (C-17) e 62,61 (C-6) e um quaternario em 6¢103,91 (C-2’), que

é compativel com a estrutura do dissacarideo sacarose ou oa-D-glicopiranosil-p-D

frutofuranosideo (sacarose).

Tabela: 4: Deslocamentos quimicos de *C da sacarose (MOCCELINI et. al., 2009) e de

11
SACAROSE 11

(MOCCELINI et. al., 2009)
C S3C S'H | 8°C

C 2 103,7 103,91

CH |1 92,2 3,86 | 94,10
2 72,5 3,81 | 71,72
3 74,1 4,07 | 77,38
4 71,2 3,87 71,14
5 72,7 4,03 | 76,65
3 76,5 3,76 | 77,81
4 69,4 3,87 | 69,25
5 81,05 3,63 | 83,14

CH2 | 6 61,5 3,68 | 64,44
I 60,03 3,74 | 64,09
6’ 62,5 3,70 | 65,74

3,64
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Figura. 14: RMN de Hidrogénio (400MHz, MeOD) de 11
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Figura 15: RMN 3C (DEPTQ, 400MHz, MeOD4) de 11.

3.4. Substancia 15

A amostra TACMD 21(11-12), substancia 15 (42mg), foi obtida sob a forma de
cristais brancos, soltvel em metanol, a partir do fracionamento do extrato metanolico do
caule de Tetrapterys acutifolia. A elucidacdo estrutural de TACMD 21(11-12) foi
realizada a partir da andlise dos dados de RMN de 'H e °C (1D e 2D), EM, CD,
preparacdo do derivado acetilado e comparacdo com dados descritos na literatura
(SUKSAMRARN et. al.,2002).

Analisando o espectro de IV (Figura 18), revelou absorgdes (vmax cm™) de
estiramento em 3402,3 cm(vo.n); em 2962,56 (vc.n) e 2873,84(vcw); banda de
estiramento de carbonila conjugada (vc=o) em 1639,44 cm™; banda de deformacgdo
angular de ligacdo CH, em 1461,99 cm™ (vc.n) e bandas de estiramento de ligagdo C-O
em 1058,89 cm™ (vc.o).

O espectro de RMN!H (Figura 19) apresentou cinco singletos com deslocamentos

quimicos caracteristicos de nucleos de hidrogénios metilicos (dn 0,88; 0.98; 1,17; 1,20;
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1,30) os sinais em 8n 3,86 e 3,99 foram atribuidos aos hidrogénios carbindlicos H-2 e H-
3, um dubleto em 64 5,84 atribuido ao hidrogénio olefinico H-7.

O espectro DEPTQ (Figuras 20 e 21) apresentou sinais para 27 nucleos de
carbonos levando-se a sugerir a estrutura de um esteroide. Dentre esses nucleos é possivel
destacar a presenca de dois carbonos olefinicos em &¢c 120,70 e 166,96; quatro
carbinolicos em 8¢ 67,30 (CH-2), 67,13 (CH-3), 84,26 (C-14), 74,53 (C-20), 78,81 (CH-
24) e 72,62 (C-25) e presenca de uma carbonila com deslocamento caracteristico de um
grupo cetona oc 205,46.

Assinaladas as correlagdes entre os nucleos de hidrogénio e carbono a uma ligacdo
através do experimento de HSQC (Figuras 23-25) passou-se a analisar 0 mapa de
contorno HMBC (Figuras 26-29) no qual sdo observadas as correlages: 2J H-5 (Sn
50,37) e C-6 (5¢ 205,43); 2J H-9 (51 3.16) e C-8 (5¢ 166,96); 2J 3H-26 (51 23,57)/3H-27
(81 24,36) e CH-25 (8¢ 72,62); *J 3H-19 (81 23,03) e CH-5 (8¢ 50,37). O deslocamento
inequivoco dos demais hidrogénios foi efetuado através das correlacbes homonucleares
observados no experimento COSY (Figura 22) dos quais podemos destacar H-1 (61 1,85)
e H-2 (8143,86); 2H-4(8n 1,75) e 84 H-5 (812,39); H-16 (811,95) e H-17 2,32); H-23 (8w
1,72) e H-24 (84 3,22).

Através das correlagBes observadas no espectro de RMN *H NOESY (Figuras 16
e 30) foi possivel estabelecer a configuracédo relativa da molécula. Neste experimento é
observado correlacdo espacial entre os hidrogénios H-3 e H-2 além do efeito NOE entre
H-2 e 0 H-9 levando-nos a conclusdo de que os grupos hidroxilas estdo em posi¢éo cis.
Correlacdo entre a metila-19 e o H-5 indica juncdo cis entre os anéis A/B. Ainda sdo
observados Noe entre metila-21 com H-20 e metila -18 assim como metila-27 e H-24

como também H-24 e metila-26. (Figura 16).
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Figura 16: Interagdes espaciais observadas no espectro de NOESY da substéncia 15

O espectro de massas de alta resolucédo (Figuras 29 e 30) apresenta pico em m/z
983,5852, 0 qual, ao ser selecionado para nova fragmentacao (EM-EM) gera o pico em
m/z 503,2879. O pico m/z 983,5852 corresponde a aduto formado por duas unidades da
molécula com o ion Na*. Ao ser refragmentado apresenta o pico ion quase molar
[M+Na*] em m/z 503,2879 compativel com formula molecular (C27H44NaOv, cal. m/z
503.2985). O fragmento em m/z 445,2881 corresponde a clivagem entre C-24 e C-25
levando a confirmacdo da posicao de um grupo hidroxila. Os demais grupos hidroxilicos
tiveram suas posicGes confirmadas através da preparacdo do derivado acetilado (15A)
deste ecdisteroide 15 (item 4.4, a seguir).

A tabela 5 apresenta os valores de deslocamento quimico de 15, comparados com
0s epimeros registrados na literatura isolada de Vitex scabra (SUKSAMRARN et.
al.,2002),

A andlise do espectro de Dicroismo Circular (CD) (Figura 31) e comparagdo com
dados descritos na literatura para analogos estruturais (HARADA and NAKANISHI,
1969) permitiu fazer a proposta da estereoquimica absoluta de 15. A curva de DC do
padrdo usado nesta analise, Ponasterona A 20,22-acetonideo-2,3-dibenzoato (Figura 17).
apresentou Amax (Ag): 327 (+1,8), 248 (-3,9), 235 (-14,5) e 218 (+15,9) em etanol
(HARADA and NAKANISHI, 1969) A curva de DC de 15 apresentou Amax (Ag): 325
(+15), 250 (-35), 225 (+20). [[0]a2s = + 49.500, [0]250 = - 115.500 e [0]225 = +66.000
(200pL, metanol)]. Considerando a principal absorcao da enona em torno de 250 nm com

EC negativo, pode-se considerar este direcionamento quiral para 15, mantendo a mesma
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configuracdo absoluta dos centros assimetricos ligados a esse cromoforo. Sendo assim
tendo a configuracdo relativa, conforme representacdo anterior, Figura 16, pode-se
definir a configuracdo absoluta de 15 como: 2S,3R,5R,9R,10R,13R,14S,17S,20S-
2,3,14,20,24,25-hexahidroxicolest-7-en-6-ona (Pinatasterona), isolada anteriormente de
Vitex pinnata (SUKSAMRARN AND SOMMECHAI, 1993), Trillium tschonoskii
(ZHANG et. al., 2013), Paris polyphylla (NEGI et. al., 2014), Vitex leptobotrys (TRINH
et. al,, 1999), Vitex pinnata (SUKSAMRARN et. al, 1993) e Vitex scabra
(SUKSAMRARN et. al.,2002).

OH
BzO @)

BzO

Figura 17: Ponasterona A 20,22-acetonideo-2,3-dibenzoato
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(calc m/z 480.3087)

Tabela 5: Deslocamentos quimicos de 15 em compara¢ao com Mo-01(SUKSAMRARN

et. al., 1995) e Mo-02 (SUKSAMRARN et. al., 2002).

TACMD-21(11-12), em MeOH-d,

HSQC HMBC Mo-01, em Py-ds Mo-02, em Py-ds
dc OH 2Jen 3Jen dc OH dc OH
C
6 205.43 - H-5 203.6 - 203.5 -
8 166.96 - H-9 166.3 - 166.3 -
10 37.87 - H-1b; 2H-4 38.5 - 38.8 -
H-5;
3H-19
13 46.71 - H-12a; 47.4 - 47.4 -
H-17;
3H-18
14 84.26 - H-7; 3H- 84.3 - 84.3 -
18
20 74.53 - 3H-21 74.4 - 74.2 -
25 72.62 - H-24; 72.7 - 72.7 -
3H-26;
3H-27
CH
2 67.30 3.86 (dt, H-1b 2H-4 68.0 4.15 (m) 68.0 4.19 (m)
11.3)
3 67.13 3.99 (sl) 2H-4 H-1b 67.9 4.23 (br 67.9 4.25 (br
S) S)
5 50.37 | 2.39(dd, | 2H-4 H-3; H- 51.3 2.96 (dd, 51.2 3.04
13.3, 4.6) 7; 3H-19 13.1, (dd,13.0,
3.6) 4.0)
7 120.70 | 5.84(d, 1216 | 6.19(d, 121.5 6.26 (d,
2,3) 2.1) 2.5)
9 33.66 3.16 (td, H-1b; H- 34.2 3.56 (m) 34.2 3.61 (m)
8.2) 5: H-7;
3H-19
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17 5230 | 2.32(t, 3H-18; | 535 | 290(t | 536 | 2.93(t
10.3) 3H-21 9.3) 9.0)
24 7881 | 3.22(d, 3H-26; | 799 | 3.76(br | 79.8 | 3.77 (br
10.3) 3H-27 d, 8.8) d, 8.5)
CH.
1 35.95 1.85, H-5;3H- | 37.7 376
1.44 (t, 19
12.8)
4 31.39 175 H-5 32.3 323
11 20.16 1.85, 20.9 20.9
175
12 3098 | 2.13 (td, 3H-18 | 317 317
14.4, 4.4)
1.90
15 30.19 1.98, 31.4 314
1.68
16 20.67 1.95 21.8 21.9
22 40.81 1.80, H-24; 42.6 42.3
1.52 (td) 3H-21
23 25.34 172, 26.8 26.6
1.35
CHs
18 1680 | 0.88(5) H-17 178 | 1.08(s) | 17.8 | 1.17(5)
19 23.03 | 0.98(s) H-5 242 | 1.00(s) | 243 | 1.09(s)
21 2534 | 1.30 (s) 268 | 1,55(s) | 270 | 1.61(s)
26 2357 | 1.17(5) 3H27 | 259 | 142(s) | 259 | 147(3)
27 24.36 | 1.20 (s) 3H26 | 257 | 146() | 258 | 151()
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Figura. 23: Espectro HSQC (500MHz, CDCl3) de 15.
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Figura 25: Expansdo do espectro HSQC (500MHz, CDCls) de 15.
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Figura 33: Espectro de Massas lons totais (6ev)
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Esquema 9: FragmentagGes de 15.
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3.5. Derivado 15A

Com a substancia 15 foi realizado reacao de acetilacdo usando anidrido acético e
piridina, a fim de confirmar o nimero e posic¢oes das hidroxilas presentes na substancia.
De acordo com os sinais obtidos nos espectros de RMN de *H, DEPTQ, COSY (Figura
40), HSQC (Figuras 41 e 42) e HMBC e espectrometria de massas CG-EM, foi
observado a ocorréncia da reagdo. Em comparagdo com o espectro da substancia 15, foi
observado no espectro de RMN de *H (Figuras 35 e 36), 4 singletos adicionais, em oy
1,98, 2,02, 2,10 e 2,12 ppm que foram atribuidos aos carbonos metilicos dos grupos
acetatos. O espectro de DEPTQ (Figuras 37-39) apresentou sinais adicionais em 0oc
21,02, 21,08, 21,14 e 22,41 ppm pertencentes aos carbonos metilicos dos grupos acetatos,
também obsevou-se 4 sinais adicionais em, 170,22; 170,28, 170,57 e 170,74 ppm
atribuidos aos carbonos das carbonilas dos grupos acetatos. O mapa de contorno HMBC
(Figuras 43 e 44) apresenta a correlagdo, 3J H-2 (615,07) com a carboxila AcO-2 (5c
170,58); 3J H-3 (81 5,36) com a carboxila AcO-3 (5c 170,29); 3J H-24 (51 5,15) com a
carboxila AcO-24 (5c 170,76); confirmando a posic¢éo dos grupos hidroxilas em C-2, C-
3, C-24 as hidroxilas em C-14 e C-20 nao sofreram reacédo de acetilacdo. (Figura: 34)

Na tabela 6 encontra-se os valores das correlagdes obtidas no HSQC (Jcw) e

HMBC (2Jch e 3JcH) da substancia original e acetilada.

0
//{JCH
. 7
C‘4 3JCH 19 11 % O/Z}\
0O 0 CH

2 (0]
el d
N )
\OCH

Figura 34: CorrelacOes observadas no HMBC das acetoxilas.
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Tabela: 6: Deslocamentos quimicos de 15 e 15A

TACMD-21(5-6'), em MeOH-ds TACMD-21(5-6')Ac
HSQC HMBC HSQC HMBC
Sc SH 2JcH 3JcH dc SH 2JcH 3JcH
C
6 205.43 H-5 202.20 - H-5
8 166.96 H-9 164.72 -
10 37.87 H-1b; H-5; 2H-4 38.34 - 2H-1; 3H-
3H-19 19
13 46.71 H-12a; H- 46.81 - H-17; 3H-
17; 3H-18 18
14 84.26 H-7; 3H- 84.73 - H-17;
18 3H-18
20 74.53 3H-21 74.63 - 3H-21
25 72.62 H-24; 3H- 82.69 - H-24; 3H-
26; 3H-27 26; 3H-27
AcO-2 - 170.58 - CH3-8H H-2
2.02
AcO-3 170.29 - CHs-8H H-3
1.98
AcO-24 170.76 - CHa-8n | H-24
2.10
AcO-25 170.22 - CHs-
OH.2.12
CH
2 67.30 3.86 (dt, H-1b 2H-4 68.63 5.07 (dt, 2H-1
11.3) 123,33)
3 67.13 3.99 (sl) 2H-4 H-1b 67.02 5.36 (sl) 2H-1
5 50.37 2.39 2H-4 H-3; H- 50.95 2.39 (dd, H-1a;
(dd, 7; 3H-19 13.0, 3.1) H-7;
13.3, 3H-19
46)
7 120.70 5.84 (d, 121.53 5.87 (d,
23) 1.9)
9 33.66 3.16 (td, H-1b; H- 33.55 3.14 (1) H-1b;
nb8.2) 5; H-7; H-7;
3H-19 H-5;
3H-19
17 52.30 2.32 (t, 3H-18; 52.41 2.31(t,
10.3) 3H-21 8.9)
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24 78.81 3.22 (d, 3H-26; 7749 5.15 (dd, 3H-26;
10.3) 3H-27 10.1,2.2) 3H-27
CH:
1 35.95 1.85, H-5; 3H- 33.97 1.95, 1.56 H-5;
1.44 (t, 19 3H-19
12.8)
4 31.39 1.75 H-5 39.18 1.86 H-5
1" 20.16 1.85, 20.34 1.80, 1.60
1.75
12 30.98 213 (td, 3H-18 30.84 2.18,1.85 3H-18
14.4,
4.4)
1.90
15 30.19 1.98, 3142 2.05, 1.60
1.68
16 20.67 1.95 20.78 2.10,1.90 H-17
22 40.81 1.80, H-24; 39.72 1.48 3H-21
1.52 (td) 3H-21
23 25.34 1.72, 23.55 1.90, 1.58 H-24
1.35
CH3
18 16.80 0.88 (s) H-17 17.48 0.83 (s) H-17
19 23.03 0.98 (s) H-5 23.85 1.03 (s) H-5
21 25.34 1.30 (s) 26.27 1.28 (s)
26 23.57 117 (s) 3H-27 22.24 1.45 (s) 3H-27
27 24.36 1.20 (s) 3H-26 22.24 1.49 (s) 3H-26
AcO-2 - - - 21.08 2.02 (s)
AcO-3 22.41 1.98 (s)
AcO-24 21.02 2.10 (s)
Ac0-25 21.14 2.12(s)
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Figura 35: RMN de H de 15A (500Mz, CDClz)
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Figura 38: Expansdo do espectro de RMN DEPTQ (125 MHz, CDCIs) do derivado
acetilado 15A
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4. Conclusdes sobre o estudo quimico de Tetrapterys acutifolia

Este foi o primeiro estudo quimico de Tetrapterys acutifolia. Foi realizado a
prospeccdo fitoquimica com os extratos de diclorometano e metanol do caule e de folhas.
Com os extratos metandlicos observou-se testes positivos para saponinas, alcaloides,
flavonoides, antraguinonas, cumarinas, taninos, aminoacidos ndo proteicos, carboidratos
e cardioativos e com os extratos de diclorometano observaram-se testes positivos para
esteroides e triterpendides, cumarinas, carboidratos e cardioativos. Apesar destas
indicacOes de presenca destas classes de metabolitos somente os esteroides foram
isolados neste trabalho. Também foi realizado avaliacdo da quantidade de flavonoides das
amostras dos extratos metanolicos de folhas e caule da espécie, onde observou-se que 0s
extratos e fragdes de folhas apresentaram um valor maior que os do caule.

Este estudo contribuiu para o conhecimento da composicdo quimica de espécies
de Tetrapterys, com o isolamento e identificacdo de sete substancias, sendo uma mistura
dos esterdides B-sitoestesterol, estigmasterol, 5,6-dihidro- B-sitoesterol e hexadecahidro-
10,13-dimetil-17-((E)-6-metil-5-metilenehepta-1,3,6-trien-2-il)-1H
ciclopenta[a]fenantren-3-ole o &cido ascorbico 2,6 dipalmitato além da sacarose e o
ecdisesteroide(2,3p,5B,24R)-2,3,14,20,24,25-Hexahidroxicolest-7-en-6-ona,

identificado pela primeira vez no género Tetrapterys.
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CAPITULO 11l

ESTUDO QUIMICO DE Lophanthera lactescens Ducke (Malpighiaceae)

1. Revisdo de Literatura:
1.1. Generalidades sobre 0 género Lophanthera
O género Lophantera apresenta 4 espécies com ocorréncia no Norte do Brasil,
Lophanthera lactescens Ducke, Lophanthera longifolia (Kunth) Griseb., Lophanthera
pendula Ducke e Lophanthera spruceana Nied. S&o espécies arboreas que podem
alcancar até 10-20 m de altura (MAMEDE, 2015).

1.2. Caracteristicas morfoldgicas e ocorréncia de Lophanthera lactescens Ducke

Dentre este género, Lophanthera lactescens Ducke, conhecida vulgarmente como
Lofantera-da-Amazé6nia, Chuva-de-Ouro ou lanterneira, € uma espécie arborea,
caracteristica da floresta pluvial equatorial da regido Amazénica (Figura 1). Esta espécie
ocorre principalmente no interior da mata primaria densa e nas formacdes secundarias.
Sua floracéo se da no periodo de fevereiro a maio e maturacdo dos frutos entre setembro
e outubro, produzindo anualmente grande quantidade de sementes férteis (LORENZI,
1992). Devido ao seu valor como planta ornamental, esta espécie estd sendo bastante
difundida no sudeste do pais, onde é empregada na arborizacdo urbana, no plantio em
areas degradadas e também é emregada na construcdo civil, marcenaria e carpiaria
(PAOLLI, 1997). A Figura 2 representa a inflorescéncia em detalhes de Lophanthera
lactescens Ducke. Sua classificagdo botanica encontra-se na Tabela 1.
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Figura 1: Ocorréncia de Lophanthera lactescens Ducke no Brasil (MAMEDE, 2015)

Figura 2: Inflorescéncia de Lophanthera lactescens Ducke (http://plantas-

ornamentais.blogspot.com.br/2011/08/lofantera-da-amazonia-lophantera.html-acesso

Tabela 1: Classificagdo botanica de Lophanthera lactescens Ducke

em 09/11/16)

Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
Ordem: Polygalales(Malpighiales)
Familia: Malpighiaceae

Género: Lophanthera

Espécie: Lophanthera lactescens

Autor: Ducke
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1.3. Estudos farmacoldgicos do género Lophanthera

O interesse despertado pela espécie Lophanthera lactescens Ducke, foi
impulsionado por alguns aspectos adicionais, podendo-se destacar a sua caracteristica
como uma espécie endémica da Amaz6nia, com importancia na medicina popular local,
indios da regido tém usado infusdo a partir de folhas e cascas desta planta para baixar a
febre da malaria (ABREU et al., 1990). Um nor-triterpeno isolado a partir do caule de
Lophanthera lactescens teve seu efeito leishmanicida comprovado (DANELLI et al.,
2009), havendo um grande interesse de empresas multinacionais como a Merck por
exemplo, que publicou e registrou patente tendo como referéncia o trabalho de ABREU
(1990). O extrato metandlico da casca do caule apresentou atividade antinoceptiva e anti-
inflamatdria. (DOS SANTOS, et al., 2015)

1.4. Estudo quimico do género Lophanthera

Estudos realizados com a madeira de Lophantera lactescens Ducke revelou a
presenca de quatro esteroides: estigmasta-4,22-dien-3-ona(1l), ergost-4-en-3-ona (2),
estigmasterol (3), ergost-5-en-3-ol (4) e dois triterpenos: -amirenona (5) e o nor-triterpeno
6,7,15,24-pentacetoxi-22-carbometoxi-21,22-epoxi-18-hidroxi-27,30-bisnor-3,4-
secofriedela-1,20(29)-dien-3,4R-olideo (6) (ABREU, 1985). Figura 3.
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1: A%, R=Me 3: A% R=Me
2: 22,23-dihidro, R=H 4: 22, 23-dihidro, R=H "

Figura 3: Substancias isoladas de Lophanthera lactescens Ducke
2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Substancias isoladas de Lophanthera lactescens:
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Figura 4: Substancias isoladas de Lophanthera lactescens
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2.2. Material vegetal

O material da Lophanthera lactescens foi coletado no campus da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Km 47 da antiga Rio-S&o Paulo (Km 07 da BR
465) Seropédica — Rio de Janeiro, Brasil, em dezembro de 2010 pelo Professor Heber dos
Santos Abreu (IF/UFRRJ) com o numero do deposito 1419 RBR registrado no herbario
da UFRRJ e identificado pela professora Ariane Luna Peixoto (IB/JUFRRJ).

2.3. Obtencéo do Extrato Bruto

Foram preparados 0s extratos brutos com metanol da madeira e cascas de
Lophanthera lactescens.

A madeira de Lophanthera lactescens, ap6s seca e moida (1.332,43g), foi extraida
com o solvente orgdnico metanol (MeOH), através da maceracdo em temperatura
ambiente. A solucdo obtida foi destilada pressdo reduzida em evaporador rotatorio. No
momento da destilacdo ocorreu a formacdo de um precipitado o qual foi recolhido,
obtendo-se entdo 199,498 g do extrato da madeira com MeOH (LLMM) e 43,683 g do
precipitado (LLMMp). O fluxograma esta apresentado no esquema 1.

As cascas de Lophanthera lactescens, apds secas e moidas (573,32 g) foram
extraidas com MeOH a temperatura ambiente e o extrato destilado sob pressao reduzida

fornecendo o extrato bruto das cascas (LLCM; 35,33 g).

Madeira (LLM)
1332,43g

lMeOH

lExtrato lPrecipitado

LLMM LLMMp
199,498¢ 43,6839

Esquema 1: Fluxograma da preparagéo do extrato da madeira de Lophanthera lactescens.
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2.4. Prospeccao fitoquimica dos extratos de Lophanthera lactescens

Foi realizada a prospeccéo fitoquimica do extrato metanolico bruto da madeira
(LLMM), do precipitado recolhido a partir do extrato metandlico (LLMMPp) e do extrato
metanolico bruto das cascas (LLCM), foram realizados os testes para a detec¢édo de:
saponinas, antraquinonas, esteroides e triterpenoides, alcaloides, flavonoides, cumarinas,
taninos, amino&cidos ndo-protéicos, carboidratos. O resultado se encontra na tabela 2 de
acordo com o grau de intensidade da presenca do metabdlito no teste (+++ Forte, ++

Moderado, + Fraco e — ausente).

Tabela 2: Registro dos resultados da prospec¢do quimica do extrato metandlico

de Lophanthera lactescens.

Classe de metabolitos especiais | LLMM | LLMMp | LLCM

Saponinas +++ + -+
Antragquinonas +++ +++ ++

Esteroides e Triterpenoides ++ ++ +++
Alcaloides + - -
Flavonoides + 4+ +
Cumarinas ++ ++ +

Taninos +++ ++ ++
Aminoacidos ndo-protéicos ++ +++ +

Carboidratos +++ + o+

2.5. Ensaio de flavonoides totais com cloreto de aluminio

Foi feita a avaliacdo da quantidade de flavonoides das amostras dos extratos e
fracdes de Lophanthera lactescens pelo método espectrofotométrico utilizando o cloreto
de aluminio (AICls).

Os valores de absorbancia das amostras e os teores de flavonoides totais dos
extratos de Lophanthera lactescens (LLCM — L. lactescens cascas metanol e LLMM —
L. lactescens madeira metanol) fracGes do extrato metanolico das cascas: LLCMC
(Cloroférmio), LLCMA (Acetato) e LLCMM (Metanol) e frac6es do extrato metandlico
da madeira: LLMMC (Cloroférmio) e LLMMM (Metanol) estdo descritos na Tabela 3,

onde observou-se que o extrato e fragcOes das cascas apresentaram maior valor médio
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(LLCM - 13,34 mg/g extrato e LLCMM - 22,56 mg/g extrato ) maior que a madeira
(LLMM -9,11 mg/g extrato e LLMMM - 13,38 mg/g extrato).

Tabela 3: Ensaio de Flavonoides totais de Lophanthera lactescens

mg/ mg/ mg/ . Desvio

Amostra V1 Y2 Ys Yméd. ext?a%o ext?agco ext?a%o MEDIA | padrao
LLCM 0,322 0,320 0,322 0,321 13,37 13,29 13,37 13,34 + 0,049
LLCMC 0,263 0,261 0,265 0,263 10,88 10,80 10,97 10,88 + 0,084
LLCMA 0,456 0,466 0,467 0,463 19,02 19,44 19,48 19,31 + 0,256
LLCMM 0,543 0,540 0,537 0,540 22,69 22,56 22,43 22,56 + 0,126
LLMM 0,222 0,223 0,221 0,222 9,16 9,20 9,11 9,16 + 0,042
LLMMC 0,136 0,135 0,135 0,135 5,53 5,49 5,49 5,50 + 0,024
LLMMM 0,323 0,321 0,323 0,322 13,41 13,33 13,41 13,38 + 0,049

3. Isolamento e Purificagdo dos Constituintes Quimicos de Lophanthera

lactescens

3.1. Extrato metandlico da madeira de Lophanthera lactescens

O precipitado do extrato metandlico da madeira da Lophantera lactescens
(LLMMp), 5,681g foi submetido a fracionamento cromatografico em uma coluna
cromatografica de silica gel, utilizando os eluentes: hexano, acetato de etila (AcOEt),
metanol (MeOH) e MeOH/H-0, aumentando a polaridade gradativamente até mistura de
metanol (MeOH) / 4gua (H20) em proporcao de 9:1, no qual foi possivel obter um total
de 53 fracGes.

A anélise comparativa das fracdes recolhidas por CCF permitiu reuni-las em
grupos para posterior purificacdo. Com as frages 9 a 19 ocorreu a formagdo de um
precipitado e apds recristalizacdo com o solvente organico acetato de etila, forneceu uma
amostra com cristais brancos, que foi identificado com o codigo LLMp-18c e feito
andlise dos sinais de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 3C (1D e 2D) e CG-EM
e comparacdo com a literatura (ABREU et. al., 1990 e GOETZ et. al., 1998), a substancia
foi identificada como substancia 16 (442,0 mg, PF 295° C).

Foi realizado uma particdo com o precipitado do extrato da madeira utilizando-se
38,009 do precipitado em 100 mL de uma mistura de metanol (MeOH)/agua(H20) 8:2,
extraido 3 vezes com 100 mL de cloroférmio (CHCIz) e em seguida de acetato de etila
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(AcOEt), obtendo trés particbes: Cloroférmio (LLMpC, 22,80g), acetato de etila
(LLMpA, 4,669) e o residuo metanol/agua (LLMpM, 8,879).

A partir da particdo de cloroférmio (LLMC) foram obtidos precipitados, que em
seguida passaram por um processo de recristalizacdo com metanol (MeOH) (LLMCM).
A partir da fragdo LLMCM obteve-se a mesma substancia isolada anteriormente 16, 56,0

mg. Esquema 2.

LLMMp
38,0029
1) MeOH/H,0 8:2
2) CHClj
3) ACOEt
¥
l CHCls AcOEt lMeOH/HZO
¥
LLMMpC LLMMpA LLMMpM
22,809 4,669 8,879
16

Esquema 2: Fluxograma da parti¢do do extrato e isolamento da substancia 16.

3.2. Extrato metanolico de cascas de Lophantera lactescens

Com 34,0 g do extrato metandlico de cascas de Lophantera lactescens (LLCM)
foi realizada extracdo com solventes, o extrato foi dissolvido em uma solucdo MeOH/H.0
(8:2) e a solugdo extraida com CHCIs e depois com AcOEt, obtendo-se as fracdes
cloroformio e acetato de etila, que apos a destilacdo dos solventes, forneceram a LLCMC
(4.86 g) e LLCMA (3,279g), respectivamente, além do residuo LLCMM (16.34 g) da
solucdo metanol/agua remanescente apés a destilacdo do solvente.

4,70g da fragdo LLCMC foi submetida a coluna cromatografica de silica gel
utilizando como eluentes o0s solventes organicos diclorometano e solucgéo
diclorometano/metanol aumentando gradualmente a polaridade até metanol 100%,
obtendo um total de 39 fracdes. As fracdes 4 a 6 foram reunidas apos analise de

cromatografia de camada fina e recromatografada em coluna de silica gel para purificacéo
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de seus componentes, obtendo-se as subfracbes 3-6 e 11-14 como cristais brancos, as
quais foram atribuidos os codigos LLCMC-4-3.6 (32,0 mg) e LLCMC-11-14 (35,0 mg).
A fragédo 11-14 forneceu quantidade adicional da substancia 16.

Apbs analise dos sinais de RMN de *H e *C e CG-EM da fracio 4-3.6 foram

identificados como as substancias 5, 6 e 7.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES ISOLADOS

de Lophantera lactescens

4.1.1. Substancia 16:

A amostra LLMMp 18C, substéncia 16 (442mg, PF 295° C), foi obtida sob a
forma de cristais brancos, soltvel em cloroférmio, a partir do fracionamento do extrato
de metanol da madeira e do extrato das cascas de Lophantera lactescens (LLCMC-11-
14; 35,0 mg). A elucidacéo estrutural da substancia 16 foi realizada a partir da anélise dos
dados de RMN de H e 3C (1D e 2D), EM, CD e comparagdo com dados descritos na
literatura (ABREU et. al., 1990 e GOETZ et. al., 1998).

No espectro de I.V. (Figura 5) observou-se absorcdes de estiramento de ligacéo -
OH em 3552,77 cm™, estiramento de carboxila de éster e/ou lactona em 1743,6 cm™ e —
C-O em 1249,83cm™ e 1022,24cm™.

A andlise do espectro de RMNH (Figura 7) permitiu observar sinais que foram
atribuidos a protons metilicos de cinco grupos acetoxila (612,12, 2,11, 2,01, 1,98 ¢ 1,81)
e de um grupo carbometoxi (6n 3,92). O espectro do DEPTQ (Figura 8-10) apresentou
sete sinais entre dcH 170,94 e 167,22 que foram correlacionados com os carbonos
carboxilicos de cinco grupos acetoxila, de uma carboxila de um anel lactonico. A presenca
das acetoxilas foi confirmada pelos sinais em dcH 21,99, 21,57, 21,57, 20,94 e 20,66. O
sinal em 53,31 confirmou a existéncia de grupo carbometoxi. Os outros sinais foram
definidos através dos deslocamentos dcn 138.45 (C sp?), dois carbonos sp® ligados a
oxigénio ocH (74,77 e 65,66). Os dados das correlagdes obtidos nos espectros de COSY
(Figuras 11 e 12) apresentou acoplamento entre o H-4 (61 5,45) e 3H-23 (61 1,24), H-7
(615,71) e CH-8 (61 1,76) e do CH-1 (6H 6,35) com o0 H-10 (oH 2,40). Séo apresentados

0s espectros obtidos por Abreu e col (1990) (Figura 6) e compara¢do com 0s obtidos
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neste trabalho. O espectro de HSQC (Figuras 13-15) registrado para a amostra obtida
neste trabalho serviu para fazer a completa atribuicdo dos dados de RMN *C do
composto.

A estereoguimica do atomo de carbono C-5 foi reformulada com base nos
espectros HMBC (Figuras 16-18), repeticdo que revelou a interacdo do carbono
carbonilico C-3 com o H-24b (6w 4.13, d, J=12.3 Hz, Figuras 16-18 e Tabela 4) e NOESY
(Figura 19), que revelou interacédo dipolar de H-4 (6w 5.45, m) com H-8 (61 1.76, d, J=5.3
Hz) e H-10 (6n 2.40, d, J=8.7 Hz). Assim, com a reformulacdo do C-5 a estrutura da
LLMMP-18C foi caracterizada como idéntica a Coreolideo (GOETZ e al., 1998; BAO et
al, 2002). Esta estereoquimica do C-5 atendeu também os acoplamentos 3C-13C
revelados pelo espectro 2D obtido pela técnica INADEQUATE (Incredible Natural
Abundance DoublE QUAnNtum Transfer Experiment — 2D NMR method for establishing
C-C connectivities) a 100 MHz (Figura 20). Na estrutura 16 foi destacada a nova
estereoquimica do C-5 ao lado da anterior (ABREU et al., 1990) observando-se a
manutencdo estereoquimica dos demais 4tomos de carbono quirais. Outras interacOes

espaciais dipolar-dipolar foram inseridas na estrutura 16.

Foi realizado com a amostra o Dicroismo circular (Figura 21) no qual apresentou
Efeito Cotton negativo detectado a Amax 251 nm que pode ser gerado pelo centro
assimétrico (C-10) vizinho a lactona o, 3-insaturada e, assim, usado para a proposta como
10S. Seguindo a configuracéo relativa definida com dados de RMN pode-se definir a
estrutura do triterpeno como:
4R,5R,6R,7S,8S,9S,10S,13R,14S,15S,16R,17S,18R,21S,22S-friedelan-1,2-en-3-carboxi-
24-0O-metileno-5-[1-acetoxi-etilideno]-6,7,15,16-tetracetoxi-18-hidroxi-21,22-0xi-29-
metileno-30-carboxilato de metila, conhecido como Correolideo. Apesar deste triterpeno
ter sua estrutura definida anteriormente (GOETZ et. al., 1998) esta € uma nova
informagdo sobre esse composto isolado. Andlises adicionais com dicroismo circular
vibracional (DCV) servirdo para confirmar a estereoquimica proposta.

As rotas biogenéticas (DEWICK, 2001) resumidas no Esquema 3 revelam
propostas estruturais de nor-seco-friedalanos envolvendo biomodificagdes de precursor
3-oxofriedelano na formacéo de dois tipos de anel lactdnico de sete membros A e B, que
aparecem em outras substancias naturais descritas na literatura (e. g. CAMACHO et al.,
2002; TAKETA et al., 2004)
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Esquema 3: Proposta biogenética envolvendo precursor 3-oxofriedelano na bioformacéo
da substancia 16 e o isbmero correspondente a proposta estrutural anterior (ABREU e

outros, 1990).
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Tabela 4: Dados de RMN de *H e *C de 16 em comparacio com dados da Literatura

(ABREU et. al., 1990 e GOETZ et. al., 1998).

LLMMP-18C LLD-3 (Abreu et al., Literatura [2], em
1990)] CDCl2, 500 MHz
dc S 2JeH 3JeH dc SH 3¢ OH
C
3 169.14 H-2 H-1; H-24b | 168.84 169.3
5 48.92 H-1 48.71 49.2
9 40.48 H-8; 3H- 40.20 40.8
25
14 41.70 H-8; H- 2H-12; H- | 41.54 421
15; 3H- 16
26
17 4473 H-16; H-19b 4454 451
3H-28
18 74.78 2H-19 H-16; 3H- | 74.49 75.0
28
20 138.46 2H-19; 138.38 138.9
H-21
22 65.66 H-21 3H-28 65.48 66.1
30 167.18 H-21; 166.89 166.7
MeO-30
AcO-4 | 170.52 169.71 170.2
AcO-6 | 168.71 H-6 170.27 170.3
AcO-7 | 169.96 H-7 169.85 170.8
AcO- | 170.94 H-15 170.65 171.3
15
AcO- | 170.15 H-16 168.54 169.2
16
CH
1 142.74 | 6.35 (dd, H-10 142.52 6.32 (dd. 143.0 | 6.36 (dd, 8.7,
12.2,8.7) 12.5,8.7) 12.2)
2 123.39 6.09 (d, H-10 123.19 | 6,06 (d. 12.5) | 123.7 | 6.04(d, 12.2)
12.2)
4 7712 | 545 (brs) 76.69 5,42 (m) 771 5.34 (br m)
6 68.37 | 5.61(brs) H-24a 68.03 5,59 (m) 68.4 5.60 (br m)
7 69.38 | 5.71(t, 4.1) H-8 69.17 | 5.69 (dd. 5.0, 69.9 5.64 (dd, 3.8,
4.0) 5.6)
8 62.25 1.76 (d, H-15; 3H- | 62.09 1,69d (5,0) 62.6 1.71 (m)
5.3) 25; 3H-26
10 58.97 2.40 (d, H-2; H- 58.73 | 2.38(d,8.7) 59.1 2.41(d, 8.8)
8.7) 24b; 3H-25
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13 | 4745 | 1.36(dd, H-19a; 3H- [ 47.00 1.33 (dd, 475 | 1.34(dd, 2.9,
10.7,2.6) 26 11.3,3.0) 12.1)
15 | 75.02 | 4.76(d, H-16 3H-26 7487 | 474(d,40) | 756 | 4.75(d,3.9)
3.6)
16 | 7373 | 5.73(d, H-15 3H-28 7336 | 572(d,40) | 739 | 5.68(d 3.9)
3.6)
21 | 6314 | 4.04(s) H-19b; H- | 62.92 4.02 (s) 63.5 4.00 (s)
29a
CH:
11 | 4335 | B157(s) H-8;3H-25 | 4321 | B 1.54 (dt, 436 | 1.56 (brm), B
o 1.07 (s) 12.8,4.0)
o 1.05 (dt,
12.8,4.5)
12 | 1650 | 1.80-1.70m 16.28 | 1.70(m), 163 | 16.8 | ~1.71(m, 2H)
(m)
19 [ 3519 | a228(d, H21;2H- | 3507 | o227 (dt, 356 | 2.24 (dt, 147,
15.1) 29 15.0, 2.0) 19) B
B 2.15(d, B 2.13(d, 213 (brd,
15.1) 15.0) 14.7) o
24 ] 6620 | 4.47(d, H-4;H-10 | 66.04 | o444 (brd, | 667 | 4.44(brd,
12.3) 12.5) ~12.10
4.13(d, b4.12 (d. 4.09 (d, 12.5)
12.3) 12.5)
29 [ 11919 | 0556 (s) 2H-19;H- | 118.86 | a553(brs) | 1194 | 547 (brs)
B 5.26 (s) 21 B 5.23(br s) 5.24 (br s)
CH;
23 | 1710 | 1.24(d) 16.87 | 1.23(brd, 17.1 1.23 (br d,
6.0) 6.0)
25 2039 [ 1.10(s) H_8 20.21 1.08 (s) 207 1.05 (br s)
26 [ 1514 | 148(s) H-8;H-15 | 14.87 1.46 (s) 15.2 1.46 (s)
28 [ 1488 | 131(s) 14.66 1.30 (s) 15.0 1.27 (s)
MeO- | 5330 | 3.93(s) 53.02 3.91()s 535 3.91(s)
30
AcO-4 | 2157 | 2.00(s) 21.78 1.81(s)
AcO-6 | 2157 | 2.11(s) 2043 2.09s 20.9 2.10(s)
AcO- | 2094 | 202(s) 21.34 2.08s 211 2.00 (s)
7-
AcO- | 2200 | 1.83(s) 21.34 1.98s 218 1.96 (s)
15
AcO- | 2066 | 2.12(s) 20.71 201s 222 1.79 (s)
16
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4.1.2. Substancias5,6¢e7.

A amostra LLCMC 4-3.6, substancias 5, 6 e 7 (32mg, P.F 120-122°C), foi obtida
sob a forma de cristais brancos, solivel em cloroférmio, a partir do fracionamento do
extrato de metanol das cascas de Lophantera lactescens. A elucidacdo estrutural das
substancias 6, 7 e 8 foi realizada a partir da analise dos dados de RMN de 'H e *C
(DEPTQ) e EM e comparacdo com dados descritos na literatura (JAIN & BARI, 2010).

Com a analise por RMN!H (Figura 22) observou-se a presenca de sinais
atribuidos a protons metilicos entre 0,72 ppm e 1,62 ppm. Os multipletos em 64 3,55 ppm
sdo atribuidos aos hidrogénios carbindlicos, os sinais em 6n 5,38 ppm atribuidos aos
hidrogénios olefinicos e os dubletos de dubletos (dd) em &4 5,05 pps e 5,14 ppm
representantes dos hidrogénios tipicos dos esteroides.

O espectro DEPTQ (Figura 23) revelou a presenca de sinais de carbonos
olefinicos em &cn 121,80 e 140,90, que foram atribuidos aos carbonos C-5 e CH-6, dos
trés componentes, em dcH 138,29 e 129,47, correlacionados com os carbonos metinicos
CH-22 e CH-23 de 5 e em 6¢cH 71,68 do carbono carbinolico CH-3 também representante
dos esteroides.

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) permitiu caracterizar a mistura dos trés esteroides 5, 6 e 7 (Figura 24), através dos
picos correspondentes aos ions moleculares [M]* em m/z 400 (5), 412 (6) e 414 (7), com
0s tempos de retencdo Tr 25,558; 26,184 e 27,135 minutos, respectivamente, com maior
porcentagem do estigmasterol (6), com 45,71%.
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5. Conclusdes sobre o isolamento das substancias de Lophantera lactescens

Com a espécie Lophanthera lactescens foi realizada a prospecgéo fitoquimica do
extrato metandlico bruto da madeira, do precipitado recolhido do extrato metandlico e do
extrato metandlico bruto das cascas de Lophantera lactescens, nos quais 0s testes nos
extratos da madeira apresentaram positivos para saponinas, antraquinonas, esterdides e
triterpendides, alcaldides, flavonoides, cumarinas, taninos, aminoécidos ndo-protéicos,
carboidratos e extrato das cascas também apresentou valores positivos para as mesmas
classes de substancias com excecao de alcaloides, assim como no estudo fitoquimico
anterior, foram isolados metabdlitos das classes dos esteroides e triterpenos. Também foi
realizado avalia¢do da quantidade de flavonoides das amostras dos extratos e fracdes de
Lophanthera lactescens onde observou-se que o extrato e fracGes das cascas apresentaram
valor médio maior que a madeira, porém nao foi isolada essa classe de substancia no

presente estudo fitoquimico,

O estudo do extrato metandlico da madeira e casas de Lophantera lactescens levou
ao isolamento dos esteroides sitoesterol, estigmasterol e campesterol e do nor-triterpeno
correolideo que, além da confirmacédo da correcdo da estrutura registrada na literatura foi
proposta a estereoquimica absoluta, sendo, entretanto definida como
4R,5R,6R,7S,8S,9S,10S,13R,14S,15S,16R,17S,18R,21S,22S-friedelan-1,2-en-3-carboxi-
24-0O-metileno-5-[1-acetoxi-etilideno]-6,7,15,16-tetracetoxi-18-hidroxi-21,22-0xi-29-
metileno-30-carboxilato de metila. (DOS SANTOS et. al., 2015).

A madeira desta espécie ja possui estudo fitoquimico anterior, no presente
trabalho através do estudo fitoquimico da madeira e cascas da espécie foi possivel
confirmar que a espécie € bioprodutra de triterpenos e esteroides e confirmar a estrutura

quimica do nor-triterpeno isolado.
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CAPITULO IV
ATIVIDADES BIOLOGICAS

As atividades bioldgicas testadas foram as atividades antioxidantes com 0s
extratos e fragOes de Justicia wasshauseniana e Tetrapterys acutilfolia e o potencial
antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato metanolico das cascas do caule de
Lophantera lactescens e do extrato metandlico das folhas de Justicia wasshauseniana.

Os resultados observados nos testes para a avaliacdo do potencial antinociceptivo
e anti-inflamatorio do extrato metandlico das cascas do caule de Lophantera lactescens
gerou um artigo (DOS SANTOS, et. al.; 2015).

1. Avaliacdo da atividade antioxidante frente ao DPPH

1.1. Avaliacéo da atividade antioxidante frente ao DPPH utilizando UV.

A atividade sequestradora de radicais livres foi realizada com o extrato bruto
metanolico das folhas e caule de J. wasshauseniana (JWFM e JWCM). A solucgéo estoque
dos extratos foi preparada a 10 mg/mL. Quantidades apropriadas (0,1-800uL) destes
extratos foram transferidas para vidros de penicilina @&mbar contendo 1mL da solucdo de
DPPH (0,3mM em MetOH) fornecendo as concentracGes finais. Cada concentragéo foi
feita em triplicata. Ap6s 30 minutos a quantidade de radicais de DPPH foi registrada em
aparelho UV-Vis. no comprimento de onda de 518nm. A percentagem da atividade
sequestradora foi calculada pela equacdo:

%AA=100-((Abs amostra-Abs branco)x100/Abs controle)
Os resultados foram expressos através da CEso (1.C. 95%), que representa a

concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH.

1.1.1. Analise estatistica

A eficiéncia antioxidante foi estabelecida utilizando a anéalise de regressao linear
no intervalo de confianca de 95 % (p<0,05) obtido pelo programa de estatistica POLO
PC. Os resultados foram expressos através da CEsp (I.C. 95%). Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicata, utilizando no minimo cinco concentracGes. ANova ser

utilizado para realizar a analise de variancia.
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1.1.2. Avaliacdo da atividade antioxidante frente ao DPPH utilizando
espectrofotometro ELISA.

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante foi feita sequindo metodologia
descrita na literatura, com pequenas modifica¢fes, monitorando-se o consumo do radical
livre DPPH pelas amostras de extratos, atraves da medida do decréscimo da absorbancia
de solugdes de diferentes concentraces (PEREZ et al., 2007). A partir dos resultados
obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de
radicais livres. Estas medidas foram feitas em espectrofotdmetro ELISA no comprimento
de onda de 520 nm, tendo como controle positivo a quercetina.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria
para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentracao
efetiva (CEso), também chamada de concentragdo inibitdria (Clso).

Para a determinacdo da atividade antioxidante (%AA) do extrato metanolico do
caule de Tetrapterys acutilfolia (TACM) e as suas fracbes: Hexano (TACMH), acetato
de etila (TACMA), diclorometano (TACMD), metanol (TACMM) e do extrato
metandlico das folhas de Tetrapterys acutilfolia (TAFM) e as suas fragcdes: Hexano
(TAFMH), acetato de etila (TAFMA), diclorometano (TAFMD), metanol (TAFMM) e
butanol (TAFMB) foi utilizado uma solu¢do metandlica 0,3 mM de DPPH. Para as
amostras dos extratos foram preparadas solugdes na concentracdo de 100 mg/mL em
MeOH grau espectroscopico. Os ensaios foram realizados em microplacas com 96 pocos,
onde foram pipetados 0,71uL das solugdes de extrato (fileiras B, Ce D, dacolunalall).
Como controle, nos seis primeiros pogos (fileira A) foram pipetados 0,71uL de metanol,
e para o branco foram pipetados 0,29uL de metanol e 0,71uL da solucdo de extrato
(colunas 10 e 11 da microplaca). Em seguida foram pipetados 0,29ul da solugdo de
DPPH e adicionados em cada poco utilizado, exceto nos relativos aos brancos. Apos 30
minutos de incubagdo no escuro, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
ELISA a 520 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A porcentagem de atividade antiradicalar (%AA) foi calculada através da
descoloracdo do radical DPPH, segundo a equacdo abaixo (MENSOR et al., 2001). Para
determinacdo da atividade antioxidante (%AA), foram selecionados para o controle
negativo trés valores, dos quais foi feita a media usada no calculo (Abscontrole), € para 0

branco foi feita a média das leituras dos dois pogos (10 e 11). Para cada amostra dos
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extratos, foram realizadas as triplicatas e calculados os valores de %AA pela média de
absorbancia de cada uma. Foi entdo calculada a média dos %AAs obtidos em cada
triplicata, sendo este valor considerado a atividade antioxidante (%AA) da amostra.

%AA =100 — (*—\ bs amosira — Abs branco) X 100
ADbS controle

Onde: Abs amostra = absorbancia da amostra com a solugdo de DPPH
Abs branco = absorbancia da amostra com metanol

Abs controle = absorbéancia do metanol com a solu¢gdo de DPPH

A concentracdo efetiva, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracéo inicial de DPPH em 50% (CEso), foi determinada para os padrdes e amostras
usando o programa Microcal Origin 6.0, a partir de uma curva exponencial de primeira
ordem, obtida plotando na abscissa as concentracdes da amostra (mg/mL) ou do controle
positivo (ug/mL) e na ordenada, a porcentagem de atividade antioxidante (% AA).

Os valores de CEso obtidos pelas curvas padrdo foram comparados com os das
curvas de CEsp dos extratos, apds a conversdo para as mesmas unidades, a fim de calcular

a quantidade equivalente de padréo das amostras.

1.2. Resultados e discussao

1.2.1. Avaliagéo da atividade antioxidante frente ao DPPH utilizando UV.

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método DPPH, que
consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
— DPPH. Este reagente pode ser reduzido por um antioxidante ou uma espécie radicalar;
quando reduzido forma difenil-picril-hidrazina, de colorag&o amarela, com consequente
diminuicdo da absorbéncia, em relacdo ao DPPH puro, permitindo assim o seu
monitoramento.

O extrato metandlico do caule apresentou uma atividade expressiva contra 0s
radicais livres de DPPH com 13,5 g de extrato/g de DPPH, enquanto que o extrato
metandlico das folhas demonstrou ser menos ativo, quando testado na maior concentracao

(50g de extrato/g de DPPH) este inibiu apenas 43,03%, ao passo que o extrato do caule
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inibiu 95,2% dos radicais de DPPH, sendo assim, mais eficiente. O coeficiente angular
para o extrato do caule (Tabela 1) foi elevado (3,2). Valor maior do Coeficiente angular
da curva de concentracdo—% de inibicdo dos radicais de DPPH, observado para este
extrato, indica um elevado grau de sensibilidade e correlacdo entre a % de inibicdo de
radicais DPPH e a concentracdo do produto, evidenciando que com um pegueno aumento

da quantidade de extrato hd uma grande inibicdo da quantidade de radicais livres.

Tabela 1: Atividade antioxidante do extrato metanélico do caule de Justicia
wasshausseniana

DPPH GL Equacdo CEso (0/9) 1
JWCM 4 Y=-2,0+3,2logx 13,5 (12,2-15,0) 3,0

1.2.2. Avaliacdo da atividade antioxidante frente ao DPPH utilizando
espectrofotometro ELISA.

Para a determinacéo do CEsg das amostras foram preparadas solugdes metanolicas
de1,2,4,8,12, 18, 24, 30 ug/mL, partindo-se de uma solugao inicial de 100 ug/mL. Para
melhor leitura nas determinagdes das amostras de TACMD foram preparadas solugdes
metandlicas de 5, 10,15, 20, 25 e 30 ug/mL. Os gréficos obtidos pelos ensaios de atividade
antioxidante com os extratos (Figura 1) permitiram identificar as atividades antioxidantes
dos mesmos, percebendo-se que o extrato TAFMH apresentou um valor irreal de CEsg
podendo-se concluir que este experimento ndo apresentou uma boa atividade
antioxidante. Com base nos valores observados, pode-se ressaltar uma maior atividade
para o caule do extrato TACMD e para as folhas do extrato TAFMA revelado em suas

curvas apresentando um CEsg menor que 0s demais.
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2. Potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio do extrato metandlico Lophantera

lactescens Duckee Justicia wasshauseniana Profice

2.1. Nocicepcao

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) definiu a dor como
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel, relacionada com lesdo tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos desse tipo de dano” (PERAZA et al., 2007). A dor
também pode ser classificada em: nociceptiva, quando envolve ativacdo de nociceptores;
neurogénica, quando houver lesdo em tecido nervoso; neuropatica, quando houver
disfuncdo neuronal; ou psicogénica, que envolve fatores psicolégicos (MILLAN, 1999).

Os nociceptores sdo terminacBes nervosas que respondem a fatores térmicos,
quimicos ou mecanicos, ativando vias sinapticas de dor, ou seja, detectam lesdes teciduais
(MILLAN, 2002). Dessa forma, “o potencial antinociceptivo de um composto pode ser
medido pelo seu poder de aumentar o limiar de excitagdo dessas terminagdes nervosas ao
estimulo doloroso, ou entdo, fazer com que 0s nociceptores ndo percebam ou néo
respondam ao estimulo doloroso” (PERAZA et al., 2007).

Os animais ndo podem verbalizar que estdo sentindo dor, porém apresentam
comportamento sugestivo de sensacdo dolorosa. Por esse motivo, é mais adequado

caracterizar a resposta como nocicepcao do que dor (LAPA et al., 2003). O estudo dos
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padrdoes comportamentais nociceptivos e suas variacdes nas presencas de drogas
analgésicas podem sugerir com maior propriedade que o animal em experimento esta
sentindo dor (PERAZA et al., 2007).

2.2. Inflamacéo

Todos os seres vivos dispdem de mecanismos adaptativos para assegurar a
homeostase, um deles caracterizado nos vertebrados pela inflamagdo. O processo
inflamatdrio é deflagrado por uma leséo tecidual e envolve alteracdes bioquimicas,
fisioldgicas e imunologicas (VOLTARELLI, 1994) com o objetivo de restaurar o tecido
e remover a causa da lesdo, sendo esta a primeira linha de defesa do organismo. Apresenta
como sinais classicos rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional. O processo
inflamatdrio € um evento natural e importante para a preservacdo dos tecidos organicos,
entretanto pode se tornar inconveniente em casos cronicos, como por exemplo em
doencas autoimunes ou alérgicas, onde 0 agente nocivo permanece e O Processo
inflamatorio se extende (MESQUITA JR. et al., 2015).

O estudo da fisiologia deste evento e de moduladores enddgenos e exdgenos contribui
para a reducdo dos prejuizos advindos de aspectos cronicos. Substancias anti-
inflamatorias sdo capazes de agir em algum ponto desta cascata, interrompendo seu curso.
Esta atividade é verificada por redugdo no desenvolvimento dos sinais clinicos da

inflamacéo.

2.3. Animais

Foram utilizados camundongos sui¢cos machos, com peso de 20-24g. O protocolo
para este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica na Pesquisa (COMEP — UFRRJ)
sob 0 nimero: 23083.004724/2011-16. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada (22 + 1° C) e ciclo claro-escuro de 12h. Agua e alimentag&o foram
mantidas a disposi¢do dos animais ao longo do estudo, porém a alimentacéo foi retirada

8 h antes da administragéo oral do extrato.

2.4. Material botanico

Os extratos usados nos testes foram o extrato metandlico das cascas do caule de

Lophantera lactescens Ducke e o extrato metandlico das folhas de Justicia
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wasshauseniana Profice. Este foi armazenado sob concentragdo de 100 mg/ml e diluido
em agua destilada previamente aos experimentos de forma que os animais fossem tratados
individualmente com o mesmo volume de extrato (0,1 mL), porém de acordo com as

doses desejadas para cada grupo experimental (10, 50, 100 mg/kg).

2.5. Modelos Experimentais

2.5.1. Testes de atividade antinoceptiva

2.5.1.1. Teste de contorcbes abdominais induzidas por acido acético.

Este modelo é usado para triagem da atividade antinociceptiva (WHITTLE, 1964).
As contor¢bes abdominais sdo induzidas pela administracéo intraperitoneal de 0,01 mL/g
de &cido acético (1,2%). A contagem do numero de contorcdes € iniciada imediatamente
apos a injecdo e permanece por um periodo de 30 minutos. O padrdo de contor¢do
abdominal estabelecido para contagem € o aparecimento de fortes contracdes abdominais,
alongamento de todo o corpo do animal, seguido pelo alongamento dos membros
posteriores e contato do abdémen com o assoalho do recipiente em que o animal se
encontra.

Os animais submetidos a esse modelo foram tratados com o extrato (10, 50 e 100
mg/kg; via oral) uma hora antes do inicio do experimento, assim como o grupo tratado
com morfina (3 mg/kg; via oral). Aplicou-se entdo 0,01 mL/g de solucdo de acido acético
1,2% por via intraperitoneal e em seguida contou-se o nimero de contor¢des abdominais

realizadas no periodo de 30 minutos.

2.5.1.2. Teste da formalina

Este modelo é utilizado para avaliacdo da dor inflamatoria e ndo-inflamatoria
(HUNSKAAR e cols., 1986). Injeta-se 0,02 mL de uma solucdo de formalina a 2,5% em
uma das patas traseiras. Posteriormente, mede-se o tempo (em segundos) que o animal
permanece lambendo a pata em que foi administrada a solu¢do. A medida do tempo é
feita em duas fases: a primeira chamada neurogénica, entre 0 e 5 minutos apés a injecéo
da formalina e a segunda fase chamada inflamatoria, entre 15 e 30 minutos apos a injecéo.
A administracédo do extrato experimental foi realizada uma hora antes da administragéo

de formalina (10, 50 e 100 mg/kg; via oral), assim como a morfina (3 mg/kg; via oral).
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2.5.1.3. Teste de retirada da cauda

O modelo foi realizado como previamente descrito (D’AMOUR ¢ SMITH, 1941).
Os animais sdo mantidos em um tubo de acrilico e colocados em aparelho especifico
(analgesimetro tail flick). Um feixe de luz nocivo é focado a aproximadamente 4 cm da
ponta da cauda e a laténcia de retirada da cauda é registrada automaticamente. A
intensidade da fonte de luz radiante é ajustada para valores de linha de base entre 4 e 6
segundos; esta intensidade ndo é alterada e os animais que apresentarem valores de linha
de base fora destes limites sdo excluidos do experimento. Séo feitas varias medidas dos
tempos de laténcia (TL) com intervalos de 20 minutos entre cada uma delas. As primeiras
duas medidas séo realizadas antes da administracdo dos farmacos (e sdo chamadas de
medidas controle). A média das medidas controle ¢ denominada “linha de base” (LB).
Para se evitar danos teciduais causados pela temperatura na cauda dos animais,
calculamos um “cut-off” de 3 vezes o valor da linha de base. A antinocicepg¢do foi
quantificada como percentual de aumento do tempo de laténcia em cada tempo de medida

em relacdo a linha de base, calculado a partir da formula:

% de aumento em relacdo a linha de base = TL x 100 -100
LB

2.5.2. Testes de atividade antiinflamatoria
2.5.2.1. Teste do edema de pata

Os animais foram tratados com os extratos experimentais (10, 50 e 100 mg/kg; via
oral) e esperou-se uma hora para administrar 0,01 mL de carragenina 1% em uma das
patas traseiras. Na outra pata administrou-se 0 mesmo volume de agua destilada. A
evolugéo do edema foi aferida nas 4 horas seguintes (a cada hora) por meio da imerséo
das patas até a altura da articulagéo tibio-tarsica tratadas na solucdo de detergente que
circula pelo aparelho. O aparelho verifica automaticamente o volume (mL) de liquido
deslocado pela pata do animal. A dexametasona foi utilizada como controle positivo (2,5

mg/kg, subcutanea — s.c.) 60 minutos antes da aplicacéo subplantar de carragenina.
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2.5.2.2. Teste da bolha de ar subcutanea

Uma bolsa de ar subcutanea (BAS) é formada no dorso de camundongos, apos a
injecdo de 7 mL de ar estéril, realizada em camara asséptica. Apos 3 dias, uma nova
injecdo de 5 mL de ar estéril é feita para a manutencéo da cavidade. No 7° dia, 0s animais
recebem injecdo de 1 mL de carragenina 1% ou tampdo fosfato salina (TFS) na BAS
formada. Os animais séo tratados por via oral 1 hora antes da injecéo de carragenina. Os
animais sdo eutanasiados 4h apds a injecdo de carragenina ou TFS. O grupo controle
negativo é composto por animais que receberam injecdo de 1 mL de TFS na BAS. Os
exsudatos sdo coletados e quantificados. Uma aliquota de exsudato é diluida 1:20 em
liquido Turk (0,5% de cristal violeta dissolvido em 30% de &cido acético) para determinar

0 nimero de leucocitos (contagem total).

2.5.3. Andlise estatistica

Nos modelos de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético e formalina,
0s resultados sdo expressos como media + erro padrdo da média. No modelo de retirada
da cauda os resultados séo expressos como percentual de aumento do tempo de laténcia
em relacdo a linha de base. A significancia estatistica entre os grupos € realizada pela
aplicacdo de andlise de variancia (ANOVA) acompanhada pelo teste de Bonferroni. O

valor de p menor que 0,05 € usado como nivel de significancia.

2.6. Resultados e discussao

2.6.1. Teste de contorcdes abdominais induzidas por acido acético

Na administragdo oral (v.0.) do extrato metanolico de Lophantera lactescens
Ducke, nas doses de 10, 30, 50, 100 mg/kg, apenas as maiores doses (50 e 100mg/Kg),
além da morfina, inibiram significativamente o numero de contor¢des abdominais em
relagdo ao grupo experimental controle (Figura 2).

O extrato de Justicia wasshauseniana Profice obteve resultado significativo em todas
as doses administradas no modelo de contor¢Ges abdominais induzidas por acido acetico,

reduzindo o numero de respostas algicas dos animais. O grupo tratado com morfina
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também apresentou menor nimero de contor¢cbes em comparacdo ao grupo controle
(Figura 3).

Os grupos tratados com extrato apresentaram 36%, 70% e 75% de inibi¢do no nimero
de contorcBes abdominais, respectivamente nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg.

A morfina é um opiaceo natural de acao central que tem como efeito a producéo de
analgesia e hipnose (CEBRID, 2015) e foi utilizado neste experimento como controle
positivo, obtendo resultados esperados.
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Figura 2: Efeito antinociceptivo do extrato de Lophantera lactescens Ducke no modelo
de contorgOes abdominais. A significancia estatistica (* p< 0,05) e ( *** p < 0,001) foi
calculada entre o grupo controle e o0s grupos tratados com veiculo, morfina (3 mg/kg) e
extrato.
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Figura 3: Efeito antinociceptivo do extrato de Justicia wasshauseniana Profice no
modelo de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético. A significancia estatistica,
*p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, foi calculada por ANOVA de uma via, seguido por
teste de Bonferroni entre o grupo controle e 0s grupos tratados.

O teste de contorc¢des abdominais é utilizado como triagem por ser um modelo simples
representativo de nocicepcao visceral, onde tanto substancias de acdo central quanto de
acdo periférica apresentam resposta significativa, reduzindo o numero de contorgdes
realizadas pelos animais apds a administracdo de acido acético (NESS E GEBHART,
1990). Sendo assim, os resultados neste modelo confirmam a atividade nociceptiva do

extrato, no entanto ainda inconclusivo quanto ao local de acdo.

2.6.2. Teste da formalina

Os animais foram tratados com o extrato metandlico de Lophantera lactescens
Ducke, nas doses de 10, 30, 50, 100 mg/kg; v.o. O extrato foi capaz de reduzir o tempo
de lambedura na 12 e 22 fases somente nas duas maiores doses (50 e 100 mg/Kg) (Figura
4).

Os animais foram tratados com o extrato de Justicia wasshauseniana Profice nas
doses de 10, 50, 100 mg/kg; v.0. O extrato reduziu o tempo de lambedura
significativamente nas doses mais altas na primeira fase, e em todas as trés doses na
segunda fase. O farmaco padréo morfina foi utilizado como controle positivo e apresentou

efeito também nas 2 fases. (Figura 5).
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Figura 4: Efeito antinociceptivo do extrato metandlico de Lophantera lactescens Ducke
no modelo de formalina. A significancia estatistica (* p< 0,05) e ( *** p < 0,001) foi
calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina (3 mg/kg) e
extrato.
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Figura 5: Efeito antinociceptivo do extrato de Justicia wasshauseniana Profice no
modelo de formalina. A significancia estatistica, * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001,
foi calculada por ANOVA de uma via, seguido por teste de Bonferroni entre o grupo
controle e os grupos tratados.
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A primeira fase pode também ser chamada de neurogénica e ocorre devido a acdo
deletéria da formalina diretamente sobre os nociceptores das fibras C dos nervos
periféricos, manifestando-se imediatamente. E sensivel a farmacos de acdo central
analgesicos opiodides (morfina) e a alguns agonistas das vias descendentes
(HUNKSTAAR E HOLE, 1987). A segunda fase do modelo esta relacionada a liberacao
de mediadores pro-inflamatorios e instalacdo do processo inflamatorio no tecido, por isto
é mais tardia e sensivel a farmacos de acdo periférica como anti-inflamatérios néo
esteroidais (HUNKSTAAR E HOLE, 1987). Os resultados sugerem que o extrato tenha

acao central, ja que demonstrou atividade em ambas fases do teste de formalina.

2.6.3. Teste da retirada de cauda

Os animais foram tratados com o extrato metandlico de Lophantera lactescens
Ducke (doses de 10, 30, 50, 100 mg/kg; v.0.). O farmaco padrdao morfina foi utilizado
como controle positivo. De acordo com a Figuras 6 e 7, somente as maiores doses de 50

e 100 mg/Kg apresentaram efeito significativo.
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Figura 6: Efeito antinociceptivo do extrato metanolico de Lophantera lactescens Ducke
no modelo de retirada da cauda. A significancia estatistica (* p< 0,05) e (*** p < 0,001)
foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina (3 mg/kg)
e extrato.
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Figura 7: Representacdo da area sob a curva obtida através do modelo de retirada da
cauda com o extrato metandlico de Lophantera lactescens Ducke no modelo de retirada
da cauda representado pelo calculo da area sob a curva. A significancia estatistica (* p<
0,05) e ( *** p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com
veiculo, morfina (3 mg/kg) e extrato.

Com o extrato de Justicia wasshauseniana Profice o efeito sobre a retirada de cauda
foi significativo em relagcdo ao grupo controle nas maiores doses (50 e 100 mg/kg), como
pode ser observado principalmente pelo grafico de area sob a curva (Figuras 8 e 9), assim
como a morfina.
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Figura 8: Efeito antinociceptivo do extrato de Justicia wasshauseniana Profice no
modelo de retirada da cauda. A significancia estatistica, * p <0,05, ** p <0,01 e *** p
<0,001, foi calculada por ANOVA de duas vias, seguido por teste de Bonferroni entre o
grupo controle e os grupos tratados.

191



40001

%) Kkk
N
< 3000- T
(]
z
=} *kk
O 20004
© Jekok -
g ——
¥ 10004
®
o )
< 0- s ——p— T T T T
F & W
F ¢ & O O ©
c® ) <~ 0 o o
N 3 O

Figura 9: Representacdo da area sob a curva obtida através do modelo de retirada da
cauda com o extrato de Justicia wasshauseniana Profice. A significancia estatistica, * p
<0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, foi calculada por ANOVA de uma via, seguido por
teste de Bonferroni entre o grupo controle e 0s grupos tratados.

O modelo de retirada de cauda traz informag6es importantes sobre 0 mecanismo e
local de acdo antinociceptiva do extrato, pois avalia um reflexo de origem espinhal
(PERAZA ET AL., 2007; CAMARATA E YAKSH, 1985). Desta forma, o resultado
significativo comprova atividade central do composto, porém ndo com eficiéncia similar

a morfina.

2.6.4. Teste do edema de pata

A dexametasona, um potente anti-inflamatério esteroidal, classe farmacoldgica que
atua sobre a fosfolipase Az, a primeira enzima do processo inflamatério responsavel pela
producdo de &cido araquidénico a partir de fosfolipideos de membrana (SERENIKI E
VITAL, 2008), foi utilizada como controle positivo para o teste de edema de pata,
apresentando reducdo significativa no edema provocado pela carragenina em todas as
aferigoes.

O extrato de Lophantera lactescens Ducke reduziu o edema da pata induzido nas
doses testadas (30, 50, e 100 mg / kg) em 24%, 45%, e 90%, respectivamente (Figuras
10 e 11).
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O extrato de Justicia wasshauseniana Profice obteve sucesso estatisticamente
significativo apenas na dose de 100 mg/kg nas terceira e quarta horas de experimento.
Esses resultados sdo observados mais facilmente no gréfico de area sob a curva (Figuras
12 e 13).

Sdo descritas trés fases para este teste, liberacdo de histamina e serotonina (5-HT) na
primeira fase (12 hora), cininas liberadas na segunda fase (22 hora) e prostaglandinas na
terceira fase (32 e 42 horas) (OLAJIDE et al., 1999). O extrato de Lophantera lactescens
Ducke apresentou atividade anti-inflamatoria em todas as fases e o de Justicia
wasshauseniana apresentou atividade anti-inflamatoria inibindo a acdo das

prostaglandinas (terceira fase).
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Figura 10: Os efeitos antiinflamatério da administracdo oral no teste do edema da pata.Os
ratos foram tratados com agua, veiculo, dexametasona (2.25mg / kg), ou o Extrato de
Lophantera lactescens Ducke (10, 30, 50, e 100 mg / kg). A significancia estatistica, * p
<0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, foi calculada por ANOVA de duas vias, seguido por
teste de Bonferroni entre o grupo controle e 0s grupos tratados.
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Figura 11: Representacdo da area sob a curva obtida através do modelo de edema de pata
com o extrato de Lophantera lactescens Ducke. A significancia estatistica, * p <0,05, **
p <0,01 e *** p <0,001, foi calculada por ANOVA de uma via, seguido por teste de
Bonferroni entre o grupo controle e os grupos tratados.
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Figura 12: Efeito antinociceptivo do extrato de Justicia wasshauseniana Profice
no modelo de edema de pata. A significancia estatistica, * p <0,05, ** p <0,01 e
*** p <0,001, foi calculada por ANOVA de duas vias, seguido por teste de
Bonferroni entre o grupo controle e os grupos tratados.
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Figura 13: Representacdo da area sob a curva obtida através do modelo de edema de

pata com o extrato de Justicia wasshauseniana Profice. A significancia estatistica, * p
<0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, foi calculada por ANOVA de uma via, seguido por
teste de Bonferroni entre o grupo controle e 0s grupos tratados.

2.6.5. Modelo de bolha de ar

No modelo de bolha de ar subcutanea o extrato de Lophantera lactescens nas doses
de 50 e 100 mg / kg inibiu o extravasamento de leucdcitos por 52% (7,68 x 10° células)
e 54% (7,4 x 10° células), respectivamente (Figura 14), o extrato de Justicia
wasshauseniana Profice foi eficaz em todos os tratamentos, reduzindo o processo
inflamatorio gerado pela carragenina, a qual promove exsuda¢do e migracdo leucocitaria
para o interior da bolha. O tratamento com dexametasona também apresentou atividade
anti-inflamatoria, servindo como grupo controle positivo (Figura 15). A variacdo nos
valores entre o grupo controle e o grupo tratado com TFS demonstra o potencial pro-

inflamatorio da carragenina, aumentando a infiltracdo tecidual de leucocitos.
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Figura 14: Representacdo grafica do efeito anti-inflamatério do extrato metandlico de
Lophantera lactescens sobre a migracdo leucocitaria no modelo de bolha de ar
subcutanea. A significancia estatistica, * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, foi calculada
por ANOVA de uma via, seguido por teste de Bonferroni entre o grupo controle e 0s
grupos tratados. # p <0,05, ## p <0,01 e ### p <0,001, foi calculada por ANOVA de uma
via, seguido por teste de Bonferroni entre o grupo controle tratado com TFS e 0 grupo
controle tratado com carragenina.
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Figura 15: Representagéo grafica do efeito anti-inflamatorio do extrato metandlico de
Justicia wasshauseniana Profice sobre a migracdo leucocitaria no modelo de bolha de ar
subcutanea. A significancia estatistica, * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, foi calculada
por ANOVA de uma via, seguido por teste de Bonferroni entre o grupo controle e os
grupos tratados. # p <0,05, ## p <0,01 e ### p <0,001, foi calculada por ANOVA de uma
via, seguido por teste de Bonferroni entre o grupo controle tratado com TFS e o grupo
controle tratado com carragenina.
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2.6.6. Modelo de campo aberto

O modelo de campo aberto foi usado para observar se 0s extratos causariam
comprometimento motor e, desta forma, interferir nos resultados algesimétricos obtidos.
Nas figuras 16 e 17 observam-se que 0s extratos de Lophantera lactescens e Justicia
wasshauseniana, na maior dose, ndo apresentaram reducao significativa no nimero de
quadrados percorridos em relacdo ao grupo controle. A morfina foi capaz de reduzir o

numero de quadrados percorridos.
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Figura 16: Efeito do extrato de Lophantera lactescens sobre a performance motora no
modelo de campo aberto. A significancia estatistica, * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001,
foi calculada por ANOVA de uma via, seguido por teste de Bonferroni entre o grupo
controle e os grupos tratados.
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Figura 17: Efeito do extrato de Justicia wasshauseniana Profice sobre a performance
motora no modelo de campo aberto. A significancia estatistica, * p <0,05, ** p <0,01 e
*** p <0,001, foi calculada por ANOVA de uma via, seguido por teste de Bonferroni

entre o grupo controle e os grupos tratados.

A reacédo de contorgdes abdominais induzidas pela administracéo intraperitoneal
(i.p.) do &cido acético em camundongos € descrita como um tipico modelo de dor
inflamatdria, e por se basear na contagem das contor¢Ges abdominais produzidas como
resposta reflexa a irritacdo peritoneal, 0 método das contorgdes € de ampla utilizacdo na
pesquisa de drogas com propriedades analgésicas. Apos a injecdo intraperitoneal de um
agente nociceptivo, como é o caso do acido acético, observam-se respostas que consistem
em uma sequéncia de contorcOes e extensfes do abdomen. Esse teste é usado para
avaliacdo da atividade antinociceptiva (PARVEEN e cols., 2007), podendo ser
considerado uma ferramenta para avaliacdo da atividade analgesica de novos produtos
(LE BARS e cols., 2001).
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Sendo assim, o extrato metanolico de Lophantera lactescens Ducke foi capaz de
inibir o numero de contor¢des abdominais em rela¢éo ao grupo controle nas maiores doses
e 0 extrato metandlico de Justicia wasshausenianaem todas as doses, demonstrando
atividade antinociceptiva dose-dependente. O resultado apresentado neste modelo mostra
uma atividade antinociceptiva inespecifica, incapaz de esclarecer sobre a acdo central ou
periférica do extrato (NESS e GEBHART, 1990).

O teste da formalina € um modelo mais especifico, que permite descriminar a agdo
antinociceptiva sobre a dor inflamatoria e ndo inflamatoria. A injecéo de formalina produz
resposta bifésica distinta: a primeira fase representa a acédo direta da formalina nas fibras
sensoriais do tipo C que caracteriza a dor neurogénica e a segunda fase representa a dor
inflamatoria, induzida pela acdo de mediadores inflamatdrios pds-formados sobre as
fibras. Os analgésicos de acdo central como a morfina, inibem as duas fases, enquanto
que drogas de acdo periférica, como os antiinflamatorios e corticoides inibem somente a
segunda fase (HUSNKAAR e HOLE, 1987). Além disso, permite avaliar em animais a
dor continua de intensidade moderada causada pela lesdo do tecido e o papel dos sistemas
enddgenos na regulacdo da dor (TJOLSEN e cols., 1992). Os resultados apresentados
sugerem que 0s extratos metanolicos de Lophantera lactescens Ducke e Justicia
wasshauseniana, assim como a morfina, demonstraram atividade sobre as 2 fases do

modelo, sugerindo uma atividade antinociceptiva central.

Na tentativa de comprovar a atividade antinociceptiva central dos extratos
metanolicos de Lophantera lactescens Ducke e Justicia wasshauseniana realizamos o
teste de retirada de cauda, pois este método avalia os mecanismos espinhais envolvidos
na antinocicepcdo, através de um estimulo térmico que provoca uma reacao de retirada
da cauda dos animais por meio de um movimento reflexo de origem espinhal rapido e
vigoroso (CAMARATA e YAKSH, 1985). Os resultados obtidos confirmam a atividade
antinociceptiva dos extratos, sendo que na maior dose utilizada o perfil de acdo do extrato
ao longo do tempo é semelhante ao da morfina.

O perfil antinociceptivo demonstrado pelo extrato metanolico de Lophantera
lactescens Ducke na dose de 100 mg/kg demonstrou um pico de efeito no tempo de 100
minutos, similar ao apresentado pela morfina, porém o extrato apresenta atividade desde
o0 inicio do experimento, ao contrario da morfina, que apresenta efeito tardio. Este pico
de efeito tardio pode ser explicado pela absorcdo irregular da morfina por via oral
(TASSINARI e cols., 1995).
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A dor pode ocorrer em resposta a um estimulo ndo-nocivo (alodinia) ou a um
estimulo nociceptivo que pode produzir dor desproporcionalmente severa quando
comparada a intensidade do estimulo (hiperalgesia) (COUTAUX e cols., 2005). Os
extratos produziram efeito anti-hiperalgesico, ja que demonstrou atividade nos testes de
contorcBes abdominais induzidas por acido acético, formalina e retirada da cauda, onde

o estimulo é nocivo.

3. Conclusdes das atividades Bioldgicas

Foram testados os extratos metanolicos de caule e de folhas de Justicia
wasshausseniana e o0s extratos metandlicos e fracdes do caule e folhas de Tetrapterys
acutilfolia. O extrato metandlico do caule de Justicia wasshausseniana apresentou uma
atividade expressiva contra os radicais livres de DPPH, enquanto que o extrato
metanolico das folhas demonstrou ser menos ativo. A fracdo de hexano das folhas de
Tetrapterys acutilfolia (TAFMH) ndo apresentou uma boa atividade antioxidante.
Observou-se uma maior atividade para a fracdo de acetato de etila do caule e folhas
(TACMD e TAFMA).

Os ensaios do Potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio do extrato metandlico
de Lophantera lactescens Ducke e extrato metandélico de Justicia wassahueniana Profice
revelaram que o extrato metandlico de Lophantera lactescens Ducke foi capaz de
produzir efeito anti-hiperalgésico central, demonstrado pela sua atividade nos modelos de
contorcBes abdominais induzidas por acido acético, formalina e retirada da cauda,
somente nas doses de 50 e 100 mg/kg (DOS SANTOQOS, et al.; 2015). O extrato metanolico
de Justicia wassahueniana Profice demonstrou atividade antinociceptiva significativa de
acao central, com melhor atividade apenas na dose de 100 mg/kg. Quanto a atividade anti-
inflamatdria nos modelos de edema de pata e bolha de ar subcutanea ambos os extratos
foram ativos. (DOS SANTOS, et al.; 2015)

Os extratos estudados mostraram resultados promissores para utilizagéo dessas
plantas como fonte de farmacos que possam ser usadas na terapéutica como anti-

inflamatdrios e para dor.

200



4. REFERENCIAS DO CAPITULO IV

CAMARATA, P.J., YAKSH, T.L. Characterization of the spinal adrenergic receptors
mediating the spinal effects produced by the microinjection of morphine into the
periaqueductal gray. Brain Res. 336(1):133-142, 1985.

CEBRID, Centro Brasileiro de Informacdes sobre Drogas Psicotropicas. Disponivel em

http://www.cebrid.epm.br/folhetos/opio_.htm, acesso em 21/03/2015

COUTAUX, A., ADAM, F., WILLER, J.C., LE BARS, D., Hyperalgesia and allodynia:
peripheral mechanisms. Joint bone spine72: 359-371. 2005.

D’AMOUR, F.E., SMITH, D.L., A method for determining loss of pain sensation, J.
Pharmacol. Exp. Ther 72: 74-79. 1941.

DOS SANTOS, G. C. M.; FERNANDES, R. D.; BARROS, T. R.; ABREU, H. S,
SUZART, L.R.; DE CARVALHO, M. G.; BRAZ FILHO, R.; MARINHO, B. G.
Antinoceptive and Anti-inflamatory Activities of the Methanolic Extract from the Stem

Bark of Lophanthera lactescens. Planta Medica, v. 1, p-1-9, 2015.

HUNSKAAR, S., BERGE, O.G., HOLE K,. Dissociation between antinociceptive an
anti-inflammatory effects of acetylsalicylic and indomethacin in the formalin test.
Pain25: 125-132. 1986.

HUNSKAAR S, HOLE K. The formalin test in mice: dissociation betweeninflammatory
and non-inflammatory pain. Pain 30: 103-114. 1987.

LAPA, AJ., SOUCCAR, C., LIMA-LANDMAN, M.T.R., CASTRO, M.S.A., LIMA,
T.C.M. Métodos de avaliacdo da atividade farmacoldgica de plantas medicinais.

Sociedade Brasileira de Plantas Medicinais.Porto Alegre. 2003

LE BARS, D., GOZARIU, M., CADDEN, S.W., Animal models of nociception.
Pharmacological Reviews 53: 597-652. 2001.

MENSOR, L. L. et al. Screening of Brazilian plant extracts for antioxidant acitivity by
the use of DPPH free radical method. Phytotherapy Research, 15(2), 127-130, 2001.

201


http://www.cebrid.epm.br/folhetos/opio_.htm

MESQUITA, JR. D., ARAUJO, J.AP., CATELAN, T.T.T., SOUZA, A.W.S., SILVA,
N.P., ANDRADE, L.E.C., CRUVINEL, W.M., Aspectos celulares e moleculares da
inflamac&o. Disponivel em
http://www.moreirajr.com.br/revistas.asp?fase=r003&id_materia=4053, acessado em
22/03/2015

MILLAN, M.J. Descending control of pain. Progress in Neurobiology. 569:1-120, 2002

MILLAN, M.J. The induction of pain: an integrative review. Progress in Neurobiology.
Vol 57, pag. 1-164, 1999

NESS, T.J., GEBHART, G.F. Visceral pain: a review of experimental studies.
Pain41:167-234. 1990.

OLAJIDE, O., MAKINDE, J.M., AWE, S.O., Effects of the aqueous extract of Bridelia
ferruginea stem bark on carrageenan-induced oedema and granuloma tissue formation in

rats and mice. Journal of Ethnopharmacology. vol 66, pag.: 113-117. 1999

PARVEEN, B.U,, S. ROY and A. KUMAR. Traditional uses of medicinal plants among
the rural communities of Churu district in the Thar Desert, India. J. Ethnopharmacol.,
113: 387-399. 2007.

PERAZA, G. G., RODRIGUES, S. T., MEDEIROQOS, S. H. L., MUCCILLO-BAISCH, A.
L., O uso de modelos animais para avaliar o potencial antinociceptivo dos produtos de
origem animal. Vittalle, Rio Grande, vol 19, n° 1, pag.: 35-44, 2007

PEREZ, R. A. et al. Amino Acid Composition and Antioxidant Capacity of Spanish
Honeys. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55, 360-365, 2007.

SERENIKI, A., VITAL, M. A. B. F., A doenca de Alzheimer: aspectos fisiopatoldgicos
e farmacologicos, Revista de Psiquiatria do Rio Grande do Sul, vol 30, issue 1, 2008

TASSINARI, D., MASI, A., SARTORI, S., NIELSEN, I., RAVAIOLI, A. Atypical
absorption of morphine sulphate through oral mucosa: an usual case of acute opioid

poisoning. Journal of pain and symptom management. 10: 405-407.1995.

TJOLSEN, A., BERGE, O., HUNSKAAR, S., ROSLAND, J.H., HOLE, K. The formalin
test: an evaluation of the method. Pain 51: 5-17, 1992

202


http://www.moreirajr.com.br/revistas.asp?fase=r003&id_materia=4053

VOLTARELLLI, J.C. Febre e inflamacéo. Medicina, Ribeiréo Preto, v. 27, n. 1/2, pag.: 7-
48, jan./jun. 1994

WHITTLE, B.A. Release of a kinin by intraperitoneal injection of chemical agents in
mice. J Neuropharmacol 3: 369-378. 1964.

203



