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RESUMO

Inumeras espécies vegetais ornamentais brasileiras estdo ao longo dos anos sendo validadas
cientificamente em fungdo do seu potencial terapéutico. O género Allamanda ¢ detentor de
inimeras atividades terapéuticas, motivo que levou ao estudo das espécies vegetais
Allamanda blanchetti ¢ Allamanda schottii, pouco relatadas na literatura. O presente trabalho
estabeleceu um perfil comparativo entre as 2 espécies em estudo, envolvendo processos de
extracdo, isolamento, purificagdo e identificagdo dos constituintes quimicos da A. blanchetti e
A. schottii. Das partes aéreas (caules e folhas) da A. blanchetti foram isolados os compostos
B-sitosterol e estigmasterol, canferol, quercitrina, canferol-3-O-B- ramnosideo e 5,7,4-
trihidroxi-isoflavona. Das raizes foram isolados a plumericina, o a4cido-p-hidroxi-cindmico e a
eudesmina. Nas suas flores foi encontrado o acido ursélico. A partir de extrato etandlico das
folhas ¢ caules da A.schottii foi isolado uma mistura de esterdis (B-sitosterol e estigmasterol),
os iridoides olumericina e plumierideo, o 4cido ursolico e a escopoletina. As raizes
promoveram o isolamento da plumericina, escoparona, isoplumericina e o composto 1,-(3,4-
dimetoxi-etano-1,2) diol. Todos esses compostos foram identificados e elucidados
estruturalmente por analises espectroscopicas (IV, RMN 'H e °C ). Foram também avaliadas
nas 2 espécies atividade antimicrobiana, atividade antiparasitaria, atividade antiviral,
atividade leishmanicida, agdo tripanomicida e atividade antileucémica. Embora as 2 espécies
tenham apresentado resultados significativos, a A. schottii ¢ detentora de melhores resultados
farmacolédgicos, quando se avaliou os extratos e fracdes nas atividades antimicrobiana,
atividade antiparasitaria, atividade antiviral e muito expressivos quanto ao seu potencial
leishmanicida, tripanomicida e atividade antileucémico.

ABSTRACT



Various brasilian decorative plant species have been validated throughout time because of their
healing potential. The .A/lamanda genus has many therapeutic activities that led to study of the
species Allamanda blanchetti and Allamanda schotrii, rarely mentioned in literature. This essay
establishes a comparative outline between both species studied, involving extraction, isolation,

purification and identification of chemical components of A. blanchetti and A.schottii. From A.
blanchetti’s aetrial parts (stem and leaves), the components B-sitosterol e estigmasterol,

kaempferol, quercitrin, kaempferol-3-O-f- ramnoside and 5,7,4 -tryhidroxy-isoflavone weew
isolated. From the roots, the plumericin, the acid-p-hydroxy-cinamic e a eudesmin and its flowers
the ursolic acid was found. From the leaves and stem’s ethanolic extract of A.schottii, 2 mixture
of sterols (B-sitosterol and estigmasterol), the iridoid plumericin ans plumieride, the ursolic acid,
the scopoletin were isolated. The roots provided the isolation of plumericin, scoparone,
isoplumericin and the compost 1,-(3,4-dimethoxy-ethane-1,2) diol. All those compounds were
identified structurally clarified through spectroscopic analysis (IV, RMN 'H and "“C ).
Antimicrobial activity, antiparasitic activity, antiviral activity, anti-leishmanicide activity,
tripanomicide action and antileucemic activity also evaluated both species. Although both species
have presented significant results, A. schottii have the best pharmacological results when extracts
and fractions in antimicrobial, antiparasitic and antiviral activities were evaluated and quite

impressive results with relation to its leishmanicide, tripanomicide and antileucemic potential.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Em paralelo a subita explosdo de descobertas cientificas e tecnologicas, a historia das
plantas como medicamentos, continuou desenvolvendo-se discreta, independente e de forma
revitalizada, constituindo-se ao longo dos séculos o grande suporte terapéutico para o homem.
I 2.3 pode-se, entdo, afirmar que a utilizagio de plantas medicinais é tdo antiga quanto a
histéria do proprio homem.*

A Histoéria relata o uso de plantas medicinais desde a Antiguidade, com o uso da
beladona, Opio, ginseng, acoOnito, quina, alho, sene, canfora, entre outras, sendo que as
primeiras descrigdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as sagradas
escrituras e ao papiro de Ebers. Este documento, encontrado perto da piramide de Ramsés 11,
descreve 700 receitas utilizando-se drogas de natureza animal e vegetal °. Documentos
sumerianos ja descreviam as propriedades da papoula. ®

Hé 5000 anos ja era usada, na China, uma planta conhecida como Ma Huang, uma
espécie de éfedra. Hoje, a efedrina (3), obtida a partir da Ephedra sinica, ¢ consagrada pela
sua acdo antiasmatica, hipotensiva e anti-hemorragica. *’

O grande desafio do ultimo século tem sido desvendar e validar cientificamente
espécies vegetais com potencial clinico. Nesta escalada ascendente, a Organizacdo Mundial

de Saude (OMS) considera, por ora, 252 medicamentos essenciais € basicos a saude humana,

sendo que 11% sdo viabilizados a partir de espécies vegetais, ditas medicinais. Entre 529



medicamentos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration), 6rgao que regulamenta
os medicamentos, 39% sdo obtidos a partir de produtos naturais. **°

Ainda que a biologia molecular, farmacos obtidos por modelos computacionais e
avancos na pesquisa de genomas oferecam alternativas viaveis a produgdo de novos
medicamentos, as espécies vegetais constituem uma estratégia para a inovagao farmacéutica e
competitividade do setor, tendo em vista a singularidade estrutural dessas substancias,
efetividade terapéutica e expectativas de patenteabilidade devido a parcerias cientificas entre a
industria farmacéutica e institui¢des de ensino e pesquisa '’ . Estudos exaustivos ao longo dos
anos, em areas multidisciplinares, viabilizaram o isolamento de inumeras moléculas bioativas,
hoje utilizadas com efetividade na clinica convencional, como alguns exemplos mostrados na
tabela 1.

Num outro contexto, a tendéncia crescente por dietas suplementares obtidas a partir
de plantas medicinais, impulsiona atualmente a uma demanda maior por nutracéuticos, uma
vez que, a padronizagdo e eficdcia de novos produtos foram introduzidas. Apesar de oOticas
polémicas quanto a controle de qualidade, validagdes clinicas e as regulamentagdes

diferenciadas impostas pelo FDA, os suplementos de origem vegetal possuem um grande

numero de simpatizantes, sendo os de maior demanda nos USA indicados na tabela 2. ®



Planta

Tabela 1 — Alguns Medicamentos de uso clinico obtido a partir de espécies vegetais. '

Atividade Terapéutica

Principio Ativo Estrutura Quimica

ch
N
Atropa belladona . Y 1 Atropina
Antiespasmodica P
@
(€]
Digitalis lanata Disritmias cardiacas Digoxina HsC
Cardiotonica 0,
@ HO
HO
CH3
H B _CH;
Ephedra sinica Asma e febre do feno Efedrina I!I
3)
H3C ~—CH;
N
Pilocarpus Jaborandi Tratamento de glaucoma Pilocarpina <\ 0
@) N (6]
o
Echinacea angustifolia Imunoestimulante Amida alifatica CH3\/\7\/\/\/U\ CH;
Antiinflamatéria G) I\,I/\r
H CHj
Hypericum perforatum Antidepressiva Hipericina
Inibi¢do da monoamina oxidase ©)
CHj
bog
Valeriana officinalis Ansiolitica, tranquilizante Acido valerénico
indugdo do sono P
CH, CH;
COOH

Ginkgo biloba

Vaso dilatador periférico Bilobalideo
Antioxidante

®)




Tabela 2 - Nutracéuticos mais vendidos nos EUA.®

Panax ginseng, L.A

Mey (ginseng)
1. raizes

2. Fadiga e estress,
colesterol, diabetes
desordens gastro —
intestinais

3. ginsenosides,
panaxans,
sesquiterpenos

Serenoa repens

Small (saw palmetto)
fruto

Hiperplasia
benigna de
prostata

p sitosterol
isoquercitina
kaempeferol

Allium sativa L.

alho
bulbo
hipertensdo, diabetes

arteriosclerose
infecgdes respiratorias

aliina, alicina
ajoens

Hydrastis canadensis L.

rizoma, raizes

diarréia, constipagdo
infecgdo respiratoria
e gastrointestinal

hydrastina, berberine
canadine

Tanacetum parthenium

Cimicifuga racemosa
Gaertn Schultz Nutt

Silybum foenungraecum

1. Sementes maduras erva inteira raizes

2. desordens hepéticas enxaquecas sintomas da menopausa
problemas de lactagio processos inflamatorios dismenorréias
3. apigenina, dosgenina lactonas sesquiterpenicas isoflavonas

taxifolina, quercitina triterpenos glicosilados

parte usada 2= indica¢6es comuns- uso 3= grupos quimicos presentes



1.2 ALGUMAS PLANTAS MEDICINAIS COM POTENCIAL TERAPEUTICO

Além das alternativas anteriormente citadas, ¢ muito expressivo o numero de
medicamentos disponiveis na terapéutica moderna desenvolvidos a partir de plantas
medicinais, como por exemplo: a escopolamina (sedativo), quinina (antimalarico), eugenol
(analgésico topico), cafeina (estimulante do sistema nervoso central)', azadiraquitina
(fagorepelente), morfina (analgésico)6, reserpina (tlranquilizan‘[e)3 entre outros.

O leque de abrangéncia de patologias que podem ser tratadas com espécies vegetais €
surpreendente quando estatisticamente comprovadas. Entre os efeitos mais significantes para
doencas do nosso século, destaca-se a cumarina (+) Canolideo A (Callophylum teysannii), o
qual tém mostrado ser agente efetivo contra o virus HIV-1, inclusive aquele resistente ao AZT
e outros nucleosideos inibidores da transcriptase reversa. E considerado de grande
importancia para o tratamento da AIDS. 2

A forskolina, um diterpeno encontrado na planta indiana Coleus forskolii, demonstrou
inicialmente atividade hipotensora e cardiotonica. No entanto, o derivado semi-sintético, a
colforsina dapronato mostrou maior potencial hemodindmico em doencas cardiacas e
processos asmaticos, aumentando a expectativa de cura a pacientes portadores de tais
enfermidades.

Também, foi significativa a agdo do psoralem (81), uma cumarina isolada da Psoreleae
corylifolia com emprego no vitiligo, enfermidade que até bem pouco tempo ndo havia
tratamentos que oportunizassem melhoras significativas. '*

Ainda, a erradicacdo de processos dolorosos, talvez o maior desafio de todos os
tempos, foi subsididado por muito tempo em hipnoanalgésicos como a morfina e codeina,
ambos extraidos da papoula, porém alcaldides considerados de grande depedéncia quimica.
No entanto, pesquisadores australianos descobriram a topl, uma variagdo normal da Papaver

somniferum (papoula) que através de outros alcaldides, a tebaina e a oripavina, possibilitou a



producdo de analgésicos que ndao contenham em sua resina opidcea, a morfina, composto

. . |
bioativo que vicia ."”

1.3 FITOFARMACOS COM POTENCIAL ANTITUMORAL

Inumeras espécies vegetais tém evidenciado propriedades terapéuticas em diversos
tipos de tumores, como sera constatado durante esta revisdo da literatura. Os resultados
positivos encontrados nos levam a reflexdo de novas e possiveis perspectivas com plantas
medicinais pouco estudadas.

Dados estatisticos da OMS (Organizagdo Mundial de Satde), apontam o cancer como

sendo a 3" causa de 6bitos do mundo, matando cerca de 6,0 milhdes de pessoas por ano.

Grafico 1 — Tipos de cancer mais incidentes ate 2002 para populagao brasileira
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No Brasil, é a 2° causa de mortes e as estimativas registraram em 2002, cerca de
337.535 casos novos e 122.600 obitos. '® O grafico acima demonstra as estimativas por
topografias e por sexo de cancer mais incidentes no Brasil em 2002.

A erradicagdo de processos tumorais constitui um dos grandes desafios da medicina
contemporanea, ¢ hoje resultados animadores estdo sendo efetivados em diversas espécies
vegetais, motivo que leva muitos pesquisadores a este tipo de investigagdo. &'’

O cancer ¢ uma doenga caracterizada por um desvio dos mecanismos de controle que
dirigem a proliferagdo e diferenciacdo celular'®. As alteragdes que geram as neoplasias
(terminologia atual do cancer) podem ocorrer em genes especiais denominados
protooncogenes, que a principio sdo inativos em células normais. Quando ativados, os
protooncogenes transformam-se em oncogenes, responsaveis pela malignidade de células
normais, que ao se diferenciarem nos tecidos onde se encontram originam células patologicas,
chamadas de cancerigenas. '°

Os tipos convencionais de tratamento para neoplasias sdo: 0s processos cirirgicos, a
radioterapia (geralmente raios gama, radioisétopos como cobalto-60, raios X e até protons e
mésons pi negativos) e quimioterapia, através de muitos medicamentos ndo seletivos
causadores de inumeros efeitos colaterais. '’

Mais recentemente tém-se usado a fotorradiagdo, que permite a destrui¢do com maior
seletividade pelo uso de radiacdo especifica com fluorescéncia (A de 620-640 nm), que, no
entanto, & restrita a tumores superficiais. *°

Um outro tratamento antineoplasico utilizado atualmente ¢ o estimulo das proprias
defesas do organismo, através da imunoterapia com o interferon o, interleucina-2 e BCG

(Bacillus Calmette Guerin), cuja a¢do, no entanto, se limita somente a células cancerosas

. . . . 21
residuais resultantes de cirurgias ou outros tratamentos.



A maioria dos tratamentos citados ou farmacos antineopldsicos atuam de forma nao
especifica ou causam acentuada toxicidade ao paciente. >

De 1981 a 2002, sdo relatados na literatura, 79 novos medicamentos com atividade
antitumoral, sendo que 9 destes medicamentos sdo de origem natural e 21 deles foram obtidos
de forma semisintética, utilizando-se produtos naturais como prototipos.*

Neste contexto, as plantas continuam sendo importantes no descobrimento de novos
farmacos bem como fornecedoras de principios bioativos ou medicamentos semi-sintéticos ou
sintéticos baseados em compostos secundérios de plantas. '® !

Existem diversos mecanismos que envolvem a proliferacdo e inibicdo de processos

tumorais, no entanto, segundo uma classificagdo usual, a presenga de alguns grupos quimicos
obtidos a partir de espécies vegetais, coloca as plantas medicinais em evidéncia, num contexto
importante dentro da classificacdo de agentes antineoplasicos, como pode ser observado na
figura 1.
Um dos maiores impactos no tratamento de processos tumorais, deve-se ao taxol (9),
um diterpenoide taxano derivado de Taxus brevifolia (teixo ocidental) e Taxus baccata (teixo
europeu) registrado nos EUA para tratamento de cancer ovariano e comercialmente conhecido
como Paclixatel®. *°

Sdo muitos os mecanismos, pelos quais atuam os diversos antineoplasicos existentes
na clinica convencional, como sdo mostrados na figura 1. Os alcaldides e taxoéis, extraidos de
muitas espécies vegetais, ao inibir a polimerizacdo do microtibulos celulares, proporcionam

atividade anticancerigena e se instalam como um prisma a mais na busca da erradicacdo deste

tipo de enfermidade.
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Figura 1. Classificacio de agentes antineoplasicos e seus mecanismos de agio '°



Taxol (9)

O etoposidio (VP-16) e teniposida (VN-26), compostos semi-sintéticos derivados da
podofilotoxina, obtidos da raiz da Podophyllum sp, tem agdo reconhecida no tratamento de
carcinomas testiculares, carcinomas pulmonares e leucemias ndo-linfociticas.!' Estes
fitoconstiuintes agem pelo bloqueio e inibi¢do da enzima topoisomerase II, o que promove
lesdo do DNA.'*%*

Na familia Meliaceae, duas espécies ja contribuiram de forma significativa em ensaios
antitumorais, com o isolamento dos composto flavopiridol (Dysoxylum binectafereum) (10) e
rohtukine (11) (Amoora rohituka), onde ambos provocaram a inibigdo do crescimento de

células tumorais em carcinomas de mamas, prostata e células hematopoiéticas neoplasicas.

26,11
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flavopiridol (10) rohtukine (11)



Recentemente, foi registrado nos EUA, um medicamento (a nabilona) derivado do
tetrahidrocanabinol (principio ativo da Cannabis sativa) para tratamento de nauseas
associadas ao tratamento quimoterapico de cancer. *

O 4cido elagico e tocoferdis também té€m sido avaliados como protétipos de agentes
anti-mutagénicos e preventivos de tumores.”’

Estudos comprovaram que o alcaldide fagaronine (Fagara zanthoxyloides)
demonstrou significativa atividade antileucémica na leucemia linfocitica P-388 e leucemia
linfocitica L-1210 ** ?°, a campotecina (Camptotheca acuminata) provocou inibicdo da
enzima topoisomerase I, com agdo citotoxica em tumores de mama °°, o sesquiterpeno 7-
hidroxi-3,4-diidro-cadalina (Heterotheca inuloides) apresentou agdo citotoxica contra varias
linhagens de tumores solidos € em 350 casos investigados, o uso de Allium sativum provocou
inibi¢do do desenvolvimento de carcinomas mamarios. *’

A biodiversidade brasileira contribui em pesquisa de processos antineoplasicos, com a
espécie Tabebuia cassinoides, de onde foram isolados pela primeira vez naftoquinonas ativas
contra a leucemia linfocitica P-388. *'

A partir de uma pequena planta conhecida como vinca, a Cantharantus roseus G. Don
foram isolados os alcaldides vincristina (12) e vimblastina (13), sendo a vincristina (12), parte
importante do esquema terapéutico para remissao de leucemias linfociticas agudas em adultos
e criancgas, carcinomas de mama, ovario, cérvix, leucemia linfoblastica e mielocitica, mieloma

. |
e mielomonociticia. '
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(12) vincristina: R = CHO
(13 ) vimblastina: R = CH3

A vimblastina (13) ¢ utilizada no tratamento de neuroblastoma, cancer de testiculo,
bexiga, pulméo e linfoma de Hodgkins, com atividade antitumoral similar a vincristina (12) '*
2332 Também, a efetividade da quimioterapia tem melhorado de forma expressiva em alguns
tipos de tumores quando se utilizou a vincristina (12) e vimblastina (13). 23

Da familia Apocyanaece, inimeros compostos tém apresentado resultados promissores
em diversos testes laboratoriais anticancerigenos como, por exemplo, a allamandina (24), um
iridoide lipofilico isolado da espécie Allamanda cathartica, quando testado como inibidor
tumoral, apresentou significativa atividade in vivo contra leucemia P-388 em ratos e in vitro
contra células derivadas do carcinoma humano do nasofaringeal (KB) ** **, fato este que nos
motivou a investigagdes nesta area com outras espécies do género Allamanda, como sera
mostrado na sequéncia do trabalho.

Os dados acima apresentados demonstram que existe uma ampla utilizag¢ao clinica de
agentes antineoplasicos oriundos de espécies vegetais, 0 que comprova a enorme importancia
desta classe de fitofarmacos e corrobora o grande interesse académico e tecnoldgico no
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desenvolvimento de novos analogos mais efetivos e menos toxicos. '°



1.4 POTENCIAL LEISHMANICIDA DE ALGUMAS ESPECIES VEGETAIS

Rastrear espécies vegetais biologicamente ativas contra leishmaniose tem sido um dos
grandes propositos de determinados grupos de pesquisa em todo mundo. As leishmanioses sdao
consideradas doengas endémicas em 88 paises e 4 continentes e sdo incluidas pela OMS entre
as 6 principais doengas tropicais do mundo. A prevaléncia mundial é estimada em 12 milhdes
de individuos infectados e 350 milhdes expostos ao risco de adquirem a doenga *>. No Brasil,
as leishmanioses ocorrem em quase todos os estados. O Ministério da Saude registrou uma
média anual de 35 000 novos casos de leishmaniose tegumentar ¢ 4 000 de leishmaniose
visceral. *°

Todas as espécies do género Leishmania sdo protozoarios unicelulares, digenéticos
que apresentam 2 formas morfologicas : promastigotas, encontradas no trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados e outra forma, a amastigota, representada por parasito intracelular

obrigatorio do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados. *’

1.4.1 Formas clinicas de leishmanioses

Dependendo da espécie do parasita e do estado imunolégico do hospedeiro, as formas
amastigotas de Leishmania podem resultar em diferentes formas clinicas, que podem ser
agrupadas em leishmaniose tegumentar e visceral. **

O ciclo do parasita no hospedeiro vertebrado comeca quando o inseto vetor exercer
novamente o repasto sanguineo sobre um hospedeiro ndo infectado (o homem ou outro
reservatorio), inoculando as formas promastigotas presente no trato digestivo anterior,

proboscida, faringe e esofago. No local onde ocorreu a picada do inseto, as formas



promastigotas injetadas sdo fagocitadas principalmente pelos macrofagos teciduais. Dentro
dos macrofagos, as formas promastigotas se transformam rapidamente em amastigotas,
adaptando-se as novas condigdes fisioldgicas e resistindo a agdo destruidora dos lisossomos, €
multiplicando-se por divisdo bindria até ocupar todo o citoplasma. Esgotando-se a resisténcia,
a membrana do macrofago se rompe liberando as amastigotas, sendo novamente fagocitadas,
iniciando no local uma reacio inflamatéria. ** *°

A leishmaniose tegumentar americana pode ser agrupada em trés formas clinicas
basicas: I-) leishmaniose cutanea (LC), caracterizada por uma infec¢do confinada na derme,
com formacdo de ulceras Unicas ou multiplas, com a epiderme ulcerada, sendo causadas
normalmente pelas espécies L. amazonensis, L. brasiliensis, L. guyanenses e L. laisoni; II-)
leishmaniose mucocutanea (LMC), caracterizada por lesdes na derme com ulceras, podendo
ocorrer lesdes metastaticas com invasdo de mucosas ¢ da cartilagem, sendo causada pelas
espécies L. brasiliensis e L. guyanensis; e III-) leishmaniose cutdnea difusa (LCD),
caracterizada por uma infec¢do confinada na derme, formando nodulos nao ulcerados, tendo
disseminag@o por todo corpo, sendo causada pela espécie L. amazonensis.

A leishmaniose tegumentar no velho mundo apresenta trés agentes etiologicos
principais: L. (L.) tropica, L. (L.) major, e L. (L.) aethiopica, e ¢ caracterizada por lesdes
ulceradas sejam cronicas ou simples podendo evoluir a LCD no caso de L. (L.) aethopica. *'

A leishmaniose visceral (LV) popularmente conhecida como “calazar” ¢ causada por
parasitas pertencentes ao complexo Leishmania donovani o qual apresenta trés agentes
etiologicos principais, a Leishmania donovani, a Leishmania infantun e a Leishmania chagasi.
Esta doenga acomete as visceras do hospedeiro, e os 6rgaos mais ricos em células do SMF sao
mais densamente afetados, tais como a medula 6ssea, bago, figado e linfonodos, embora
macrofagos infectados ocasionais possam ser encontrados em todos os tecidos incluindo o
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sangue, pele, pulmdes, rins, testiculos, meninges e outros.



1.4.2 Farmacos utilizados no tratamento

As drogas mais utilizadas no tratamento das leishmanioses sdo representadas pelos
antimonios pentavalentes: antimonio de meglumina (glucantime) e o estibogluconato de so6dio
(pentostan), sendo que o mais utilizado no Brasil ¢ o glucantine. S3o farmacos muito toxicos
e muitos pacientes nao respondem bem a estes tratamentos, porém continuam sendo usados
em muitos paises.*®

Outro medicamento usado ¢ a anfotericina B, que por ser uma antiparasitico muito
potente ¢ nefrotdxico e apresenta muitos efeitos colaterais, requer intenagdo hospitalar do
paciente na maioria das vezes, afim de se adminstrar o medicamento. **

No Brasil, o Ministério da saude registrou 14 mortes causadas pelo uso de antimoniais

em 2000 e 0 nimero aumentou para 17 em 2001. *

1.4.3 Espécies vegetais com atividade anti-leishmania

Moléculas bioativas obtidas de algumas espécies vegetais estdo sendo usadas em
. , . 44 . . . ~

muitos paises para amenizar esta doenga . Popularmente muitas receitas caseiras sdo
utilizadas no Brasil. Existem relatos no Estado da Bahia, onde ja foram identificadas 49
plantas sendo utilizadas no tratamento de lesdes cutdneas causadas por Leishmania. Entre
elas, as fibras da casca do coco (Cocos nucifera) apresentaram atividade leishmanicida sobre
formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Nesses ensaios, macrofagos
infectados demonstraram uma reducao de 44% na carga parasitaria e um aumento de 182% na

produgio de 4cido nitrico, agente responsavel pela morte intracelular de amastigotas. *°



1.5 PLANTAS MEDICINAIS: UM MERCADO PROMISSOR

Dados recentes comprovam que os fitomedicamentos, num panorama mundial, sdo
responsaveis por 6% do faturamento de todo segmento de medicamentos. '*

Segundo a OMS esta realidade ocorre ao fato de que, 85% da populagdo mundial
(aproximadamente 5,5 bilhdes de pessoas) utilizam-se de plantas medicinais para tratamento
de enfermidades basicas *° | e por este motivo nas ultimas décadas, t€ém-se observado um
aumento expressivo no mercado dos medicamentos fitoterdpicos em todo o mundo,
especialmente nos paises industrializados. *"** *°

Segundo estimativa feita pela PhytoPharm Consulting, em Berlim, até o ano de 2007,
os medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais devem movimentar cerca de U$ 47
bilhdes anualmente. Ainda de acordo com esta estimativa, acredita-se que os EUA podem vir
a se tornar o maior mercado de medicamentos fitoterapicos do mundo, sendo responsaveis por
uma participagdo de U$ 20 bilhdes. Em segundo lugar viria a Europa com U$ 14 bilhdes, em
terceiro a Asia com U$ 10 bilhdes, enquanto os demais paises, incluindo o Brasil, seriam
responsaveis pelo restante. >’

O investimento das industrias e setores governamentais em pesquisa, com o objetivo
de validagio de novos fitomedicamentos se amplia a atuagio deste setor no mercado 2. Como
exemplo disto, o Aché Laboratérios investe R$ 7 milhdes por ano desde 2003 em pesquisa e
desenvolvimento de novos fitoterapicos. Em 2004, a empresa adquiriu a Asta Médica e
adicionou ao seu portfolio, dois medicamentos a base de plantas: um fitomedicamento para

descompensagdes cérebro-vasculares (Dinaton)® e outro para afecgdes de pele e dermatites

(Kamillosan)®. Um outro fitomedicamento desenvolvido pela Aché para tratar sintomas da



pos-menopausa (Soyfemme)®, que utiliza fitohormoénios como compostos bioativos faturou
R$ 670 milhdes em 2004 ¢ com projegdo de 800 milhdes para o ano de 2005. 2

Entre as varias razdes que proporcionam o rdpido crescimento do mercado
internacional e o interesse da populacdo pelos medicamentos fitoterdpicos, pode ser
mencionada a preferéncia dos consumidores por terapias naturais; a preocupacdo em relacao
aos efeitos colaterais observados com os medicamentos sintéticos; crencga erronea de que os
medicamentos fitoterdpicos ndo possuem efeitos colaterais; a tendéncia da populacdo em
acreditar que os medicamentos fitoterapicos podem ser efetivos nos tratamentos de doencas
quando os medicamentos sintéticos tém falhado; a tendéncia para a automedicagdo; a
existéncia de estudos cientificos para alguns produtos fitoterapicos comprovando sua eficicia
clinica, seguranga e menor custo. *°

Se por um lado, existe a busca da populagdo por medicamentos naturais devido aos
enfoques acima citados, existe também uma tendéncia do mercado farmacéutico em
intensificar o isolamento de substancia bioativas, uma vez que, seus valores comerciais sao
altamente significativos e rentdveis, onde os alcaldides da vinca, espantosamente, podem

custar até 20 mil délares o grama, como podemos observar na tabela 3.

Tabela 3 — Valores comerciais de alguns fArmacos de origem vegetal

FARMACO Us
Codeina 650/ Kg
Morfina 1250/Kg

Esteres forbico 2000/g

Alcaloides da vinca 5000/¢g

(vincristina e vimblastina) 20000/ g
Taxol 1 250 / ampola

Em conseqiiéncia da expressiva demanda do mercado mundial de medicamentos
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fitoterapicos as pesquisas tém validado cientificamente muitas espécies vegetais * *'. O



interesse das grandes empresas farmacéuticas por esse mercado certamente ira resultar a curto
e médio prazo, em melhoria substancial da qualidade desses produtos, bem como na provavel
confirmagdo da eficécia clinica e da seguranca dos mesmos, pelo fato delas possuirem larga
experiéncia no desenvolvimento de medicamentos, sobretudo, por possuirem recursos para
custear esses estudos . A tabela 4 mostra a ascendéncia da demanda mundial de compostos

bioativos derivados de espécies vegetais.

Tabela 4 - Proje¢do de alguns dos mais importantes medicamentos vendidos mundialmente
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até o ano de 2002, cujos grupos estruturais sdo derivados de espécies medicinais.

Nome

| Tipo | Origem

Uso Terapéutico

Alcaloides - venda s em 2002 - U$ 4 045 milhoes

Atropina, hisociamina e
Escopolamina
Campotecina
Capsaicina

Codeina, morfina
Cocaina
Colchicina
Emetina
Galantamina
Nicotina
Phisostigmina
Pilocarpina
Quinina
Quinidina
Reserpina
Tubocurarina

Vimblastina, vincristina
Yohimbina

Alcaldides tropanicos Solanaceuos spp

alcaldides indolicos
alcaloide fenilalquil-amina

Camptotheca acuminata
Capsicum spp.

alcaloides opidides
alcaloides da coca
alcaloides isoquinélicos
alcaldides isoquindlicos
alcaloides isoquindlicos
alcaloides pirrolidinicos
alcaloides inddlicos
alcaloides imidazolicos
alcaloides quinélicos
alcaldides quindlicos
alcaloides inddlicos
alcaloides isoquinélicos

Papaver somniferum
Erythroxylum coca
Colchium autumnale
Cephaelis ipecacuanha
Leucojum aestivum
Nicotiana_spp
Physostigma venenosum
Pilocarpus jaborandi
Cinchona spp.
Cinchona spp.
Rauwolfia serpentina
Chondodendron tomentosum
Strychnos toxifera
Catharanthus roseus
Apocyanaceae

alcaloides indodlicos
alcaldides indolicos

Anticolinérgico

Antineoplasico
Analgésico topico

Analgésico, antitussigeno
Anestésico local
Antireumatico
Antiamoébico

Inibidor da colinesterase
Terapia de cessac¢ao do fumo
Colinérgico

Colinérgico

Antimalarico

Depressor cardiaco
Antihipertensivo
Relaxante muscular

Antineoplasico
Afrodisiaco

Terpenos e esteroides — vendas em 2002 — U$ 12 400 milhées

Artemisina lactonas sesquiterpénicas Artemisia annua Antimalarico

Diosgenina, hecogenina esteroides Discorea spp. Contraceptivo oral

Estigmasterol

Taxol e outros taxdides diterpenos Taxus brevifolia Antineoplasico
Glicosideos — vendas em 2002 — U$ 9 230 milhoes

Digoxina, digitoxina glicosideos estreroidais Digitalis spp. Cardiotonico

Senosideos A e B glicosideos antracénicos Cassia angustifélia Laxativo

Outros e misturas — vendas em 2002 — U$ 5 014 milhoes

Ipeca

Podofilotoxina

mistura de alcaldides da ipeca
¢ outros compostos
lignanas

Cephalis ipecacuanha

Podophyllum peltatum

Emético

Antineoplasico




1.5.1 Importancia das plantas brasileiras

A flora brasileira possui a maior diversidade genética vegetal do planeta e acredita-se
que das 250 mil espécies catalogadas em todo mundo, cerca de 120 mil delas ocorrem no
Brasil. **2

Apesar de nao haver estatisticas precisas sobre o mercado brasileiro, estima-se que o
mercado brasileiro de fitomedicamentos obteve faturamento estimado em R$ 400 milhdes em
2004 em relagio a um valor de R$ 350 milhdes no ano de 2003 '% ¢ a previsio ¢ de U$ 1
bilhdo (anual) para os proximos 10 anos, atribuindo-se a matéria prima-vegetal um percentual
de 2 a 5% deste valor, podendo-se considerar que os produtores dessa matéria- prima recebem
por ano cerca de 20 a 35 milhdes de dolares *°. No Brasil, o segmento respondeu por 3 a 4%
do faturamento anual do setor farmacéutico em 2004. '*

Um problema grave na comercializacdo de plantas medicinais no Brasil ou a
possibilidade de exportagdo ¢ a falta de status do matérial vegetal que lhe garanta eficacia,
seguranga ¢ qualidade, sendo que por ora, fica uma perspectiva de exportacdo de plantas
medicinais brasileiras in natura como matéria-prima basica para paises, que ja dominam as
tecnologias de fabricagdo e que necessitam de matéria prima-vegetal para produgdo de
medicamentos ou fitocosméticos. >

Ainda ndo existe no setor, a concorréncia com medicamentos sintéticos ou genéricos,
porque nao ha no mercado genéricos de fitoterapicos, e os sintéticos, ao invés de disputarem
espago, sdo complementares aos medicamentos de origem vegetal. *

No entanto, o isolamento biomonitorado de constituintes quimicos de espécies

vegetais brasileiras tem oportunizado expectativas promissoras para a industria farmacéutica.



Na Amazonia, a espécie Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), popularmente chamada de
“sacaca” ¢ muito utilizada em diversas patologias. Estudos fitoquimicos com esta planta
levaram a descoberta de novos diterpenos com esqueleto clerodano (desidrocrotonina , trans
cajucarina B) e isolamento dos ja conhecidos trans-crotonina, Cis cajucarina , cajucarinolideo
e o triterpeno A4cido acetil aleuritolico **. Ensaios farmacologicos sobre o sistema
gastrointestinal corroboraram o uso popular desta espécie no tratamento de disfungdes
gastricas e digestivas, atribuidos ao composto trans—desidrocrotonina. Este diterpeno também
foi o responsavel pela agdo antiestrogénica, atividade antiinflamatdria, antinociceptiva e
antigenotoxica, avaliadas in vivo em diversos modelos experimentais. >*

Apletora de atividades bioldgicas ja descritas para a trans-desidrocrotonina, associada
ao extenso uso popular da C. cajucara, além de sua relativa abundancia na espécie, aponta-se
este diterpeno como potencial prototipo para o desenvolvimento de novas drogas.

Outras evidéncias experimentais sobre atividades antitumoral, antimalérica, tripanossomicida
e antimicrobiana do lapachol (14) e outras prenilnaftoquinonas biogeneticamente
relacionadas, motivaram um interesse mundial pelo género Tabebuia, levando ao
reconhecimento de um novo tipo estrutural, as furanonaftoquinonas '°. De outra espécie
brasileira, a Tabebuia cassinoides, foram isoladas pela primeira vez furanonaftoquinonas, que
apresentaram atividade in vitro contra leucemia linfocitica P-388 e citotoxicidade para células
KB *' e efeito tripanossomicida in vitro sobre tripomastigotas do Trypanosoma cruzi *° . Do
ponto de vista da quimica medicinal, o lapachol representou um prototipo para a sintese de
uma série de 2-hidroxil-3-alquil-1,4-naftoquinonas levando ao desenvolvimento da atovacona
que foi introduzida na terapéutica da pneumonia causada por Pneumocystis carinii, em

individuos portadores do virus HIV. *’



OH

Lapachol (14)

Apesar da biodiversidade brasileira apresentar expectativas animadoras para a quimica
medicinal, a industria fitofarmacéutica no Brasil ndo pode ser competitiva a nivel nacional ou
internacional devido a falta investimentos consistentes para os ensaios de comprovacao
cientifica das plantas usadas popularmente. Ha falta de uma politica definida, permanente e
comprometida, e uma auséncia de real integra¢do interdisciplinar das diversas dareas do
conhecimento. *’

Porém, através de parcerias entre laboratdrios nacionais, grandes desafios comegam a
ser vencido e comeca a surgir a perspectiva de conquistas no mercado fitoterapico. Um
exemplo animador neste contexto ¢ a reativagdo do laboratério Aché no Brasil, que hoje conta
com a producdo de 104 produtos e que apds ter comprado o laboratério Asta Médica (2003)
vai investir $ 20.000,00 para acomodar linhas de produgdo de medicamentos liquidos e semi-
solidos. Com previsdo de finalizar as obras na metade de 2006, a intengdo da nova unidade ¢
acomodar a produ¢do de uma de suas maiores apostas: o Acheflam®, um antinflamatdrio
fitoterapico, o primeiro do género, que ja recebeu o registro da ANVISA.

Este medicamento ¢ detentor de muitas expectativas na area farmacéutica, uma vez

que em 1991, o Jornal do Brasil ja noticiava que “afinal, o Brasil produz seu primeiro



remédio” gracas a um convénio da USP, UNICAMP e Laboratérios Aché (Jornal do Brasil,
1991). Somente 14 anos depois ¢ que surge a possibilidade de concretizagao da produgdo de
um medicamento com tecnologia totalmente nacional.

Obtido a partir de uma planta nativa brasileira muito utilizada pelos indios caigaras, a
Cordia verbenaceae (conhecida popularmente como erva baleeira), devido a a¢do de seus
flavondides artemetina I e II, constitue-se um antiinflamatério tépico de grande efetividade
nos processos reumaticos, nevralgicos, artrite e de nivel competitivo com os antiinflamatorios
convencionais. Uma das grandes vantagens deste fitoterapico € nao provocar lesdes gastricas,
afirmam Serti¢ e colaboradores, reponsaveis pela descoberta da atividade antiinflamatéria
desta planta (1986). O Acheflan® em sua versdo topica deve chegar ao mercado em junho
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deste ano e a versao oral esta prevista para daqui a 2 anos.

1.5.2 Bioprospecio: prototipos naturais e sintese de novos compostos analogos

Das 42 novas substancias descobertas em 1992, com atividades bioldgicas
importantes, um total de 18 eram produtos naturais ou derivados '°. E, dentre os reinos da
natureza, o reino vegetal ¢ o que tem contribuido de forma mais significativa para o
fornecimento moléculas protétipos, possibilitando o delineamento e planejamento racional de
novos farmacos e adicionalmente substincias como muscarina, fisosgmina, canabindides,
iombina, colchicina, ésteres de forbol, procaina, cloroquina, tropicamida, sdo importantes
ferramentas de investigagdes em farmacologia, fisiologia ¢ bioquimica. ® A Quimica
Medicinal se dedica hoje, a estudar as razdes moleculares de acdo de fitofarmacos, relacao
entre a estrutura quimica e atividade farmacoldgica, a partir de dados obtidos da Analise
Estrutural, da Bioquimica, da Biologia Molecular bem como de célculos Mecanico-Quanticos

possibilitando realizar a modelagem molecular de farmacos.



Com modelos tridimensionais € uso de programas computacionais se permite
determinar propriedades estéricas e eletronicas de estrututras parciais ou substituintes de
possiveis farmacos, em relacio a sua interagdo com um receptor conhecido »’. Neste contexto,
¢ notavel o acimulo de substancias enantiomericamente puras apresentadas pelas plantas, o
que levou a industria farmacéutica a intensificar a investigacdo com produtos quirais e a
descoberta de novos farmacos cardiovasculares, antibioticos, hormonios, antiinflamatorios e
antitumorais enantioméricos obtidos a partir de manipula¢io molecular. '’

Na correlagdo estrutura quimica / atividade biologica, a simples introducdo de um
substituinte pode atingir varias propriedades fisico-quimicas da molécula, tais como
hidrofobicidade, densidade eletronica, conformagdo estrutural e  propriedades
farmacocinéticas, cuja analise podera orientar as sinteses a serem seguidas e programas
computacionais otimizam estas possibilidades. *’

Inumeras classes de diferentes produtos naturais t€ém sido empregadas como matéria
prima para a sintese de diferentes substancias bioativas *°. Alguns derivados terpénicos como
a pulegona (15) tém sido empregadas como matéria prima em sintese, como ilustrado no
esquema da figura 2, para obtencdo da artemisinina (16), derivado sesquiterpénico com
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importantes propriedades antimalaricas. - °

o

(R) — (+)- pulegona (15) artemisinina (16)

Figura 2. Esquema obtengio da artemisinina (16) a partir da pulegona (15). >



Derivados 4-hidroxi cumarinicos originaram o dicumarol, um anticoagulante que
interfere na agdo da vitamina K, descoberto em 1945 pela industria farmacéutica Abbot e
Lilly. >

A pilula anticoncepcional feminina ¢ um marco muito representativo no ambito de
compostos analogos obtidos a partir de produtos naturais, uma vez que, alguns esteroéides,
entre eles, a progesterona, horménio esteroidal (17), foi obtida a partir de saponinas, como a
diosgenina (18), isolada do cactus do altiplano mexicano, Dioscorea macrostachya,
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conhecido como “cabeza de negro como mostra a figura 3.

COCH;

progesterona (17)

diosgenina ( 18)

Figura 3 — Esquema obtencdo da progesterona (17) a partir da diosgenina (18)

O 4cido hidnocarpico, produto natural brasileiro e principal componente quimico do
6leo de sapucainha (Carpotroche brasiliensis) foi empregado como matéria-prima na sintese
estereosseletiva de diversos andlogos homologos de prostanglandinas da série 11-desoxi-
PGE.”

A significancia da contribui¢do de produtos naturais para a sintese de novos farmacos
esta bem demarcada pelo emprego do safrol (19), como matéria prima para a sintese de novos
prostanodides hibridos (A) e (B), compostos importantes que fazem a inibigdo seletiva de

enzimas da cascata do dacido aracdonico, cuja inibicdo evita processos dolorosos e



inflamatérios, sendo portanto, os prostandides de grande utilidade para o tratamento de

. ;. A , . . 4
doencas inflamatorias cronicas como é evidenciado no esquema da figura 4. *

0. COOH
<o = CH;
<Oj©A“ 7 OH  (A)
o \ 0. COOH
safrol (19) <o CH;
OH B)

Figura 4— Esquema da obtencdo dos prostanéides (A) e (B) a partir do safrol (19) ** ¢

Com outra planta brasileira, a Xylopia frutescens, rica em diterpenos cauranicos, os
quais ja demostraram atividades antimicrobiana, antiparasitaria, citotoxica, anti-HIV,
antifertilizante, hipotensora e antiinflamatoéria, estudos realizados concluiram que substancias
dessa classe podem constituir prototipos moleculares. Sob a o6tica da relagdo estrutura-
atividade, quando, com estes diterpenos cauranicos avaliou-se a atividade antibidtica frente a
cultura de muitas bactérias, os investigadores chegaram a conclusao que, os compostos que
apresentavam uma lactona, ou carbonila conjugada com dupla ligagdo, tinha sua atividade
antimicrobiana incrementada, em comparacao com os demais derivados cauranicos avaliados
Tais relatos tornam esse grupo promissor, € viabiliza a otimiza¢dao de grupos quimicos mais

especificos. ®



1.6 FATORES QUE INTERFEREM NA QUALIDADE DO MATERIAL VEGETAL

Entende-se por qualidade, o conjunto de critérios que caracterizam uma matéria-prima
para o uso ao qual se destina. A partir do estabelecimento dos pardmetros de qualidade para a
matéria prima, e considerando-se um planejamento racional com controle do processo de

produgio, a qualidade do produto final estara em grande parte assegurada. *’

Os fatores criticos para o emprego de espécies medicinais, que possam ser utilizadas
como medicamentos, envolvem especialmente dificuldades de controle de qualidade,
seguranga e eficacia destes produtos, bem como monitoramento de sua pureza, identidade e
estabilidade *®*®. Os itens que se seguem, se respeitados podem assegurar uma

confiablidade maior na matéria prima vegetal passivel de ser transformada em medicamento.

1.6.1 Estabilidade dos principios ativos

Apesar do desenvolvimento de inumeros métodos confidveis de isolamento,
elucidagdo e quantificagdo para a analise de fitoconstituintes, os referenciais de padronizagao
em plantas medicinais deixam ainda a desejar, e esta insuficiéncia informativa se deve ao fato
da grande variabilidade de composi¢do quimica em determinada espécie, manejo agricola,
fatores intrinsecos e extrinsecos, durante as diversas fases de seu processamento. **

Quando o assunto ¢ controle de qualidade de plantas medicinais observa-se nuances
diferenciadas dos conceitos com o passar dos tempos. Quando houve uma retomada da

conscientizacdo do controle de qualidade como norma de conduta prevalecia a avaliagdao da



eficiéncia analitica, com estudos da sensibilidade analitica, especificidade, exatiddo e
reprodutibilidade dos métodos utilizados. "

Atualmente, este conceito ¢ muito mais amplo e prevé referenciais que induzam a
confianga da qualidade. Qualidade esta, que deve passar por diversas etapas do processo
como: coleta, preparagdo da amostra, preparagdo do material, eficicia de métodos
quantitativos, validagdo dos resultados, interpretagdo e registros, para que possa servir de
parametros para estudos posteriores. '’

Dados estatisticos demonstram que, os equipamentos mais utilizados e confiaveis para
um efetivo controle de qualidade envolvem instrumentacdo cromatografica, como CLAE
(HPLC), CG, CCD, além de dados espectroscopicos dos fitoconstituintes presentes no
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material vegetal ou extratos em analise ">’

. A qualidade almejada s6 se concretiza
quando os suportes estdo alicercados em bases cientificas e técnicas ja comprovadas
experimentalmente. Estabelecidos esses critérios, o emprego de protocolos de analise,

permitindo o acompanhamento e a documentagdo de todos os procedimentos ¢ fundamental

. . 1
para o asseguramento e o gerenciamento da qualidade. ’

1.6.2 Variaveis que determinam a concentracio de principios ativos naturais.

Durante os processos extrativos, a variabilidade de constituintes quimicos detectados
numa planta, seja quantitativo ou qualitativo, depende de muitos fatores ® . O ambiente fisico,
através dos estimulos proporcionados pelo meio, fatores genéticos, condi¢des de secagem e
estocagem sao as determinantes do acréscimo, diminuigdo ou até auséncia de determinados
metabolitos secundarios bioativos. >0

Cada variedade botanica possui uma faixa propria de temperatura mais favoravel a

germinagdo, ao crescimento ¢ a produgdo de seus compostos. O termo-periodo, ou seja, a



diferenca de temperatura entre o dia e a noite faz com que algumas plantas acelerem seu
crescimento ¢ a floragdo torna-se mais abundante, pois a migracdo dos produtos elaborados
pela fotossintese durante o dia ¢ favorecida. '*"’

As plantas também respondem as modifica¢des na propor¢ao de luz e escuridao dentro
de um ciclo de 24 horas. Este comportamento é chamado fotoperiodismo. Em muitas espécies
o fotoperiodo ¢ o responsavel pelo crescimento vegetativo, floragdo e produgdo de
metabolitos. Em geral, as plantas de dias curtos s3o as de origem tropical, e de dia longos, sdo
oriundas de regides temperadas. E devido a este fendmeno que muitas plantas européias nio
florescem no Brasil. "’

O grau de umidade do ar influencia na transpiracdo e o teor de umidade do solo,
determina a absorcdo de 4gua e nutrientes, afetando decisivamente o desenvolvimento °.
Solanaceas como Datura, Atropa e Hyosciamus quando mantidas sob stress hidrico
apresentaram maior teor de alcaloides. ”’

A altitude ¢ importante fator modificador do clima de uma localidade, pois a medida
que aumenta a altitude diminui a temperatura, interferindo no ciclo da planta. O Taraxacum
officinale quando cultivado em grandes altitudes produz folhas pequenas, hastes de
influorescéncias curtas, raizes muito compridas e plantas em manejo agricola em baixas
altitudes apresentam maior teor de alcaloides.

Outros fatores, como pH do solo, condigdes de crescimento, nutrientes do solo,
método de coleta (data, hora, etc), parte da planta utilizada, fase de desenvolvimento no
momento da coleta, secagem e transporte, interacdes entre plantas, presenga de
microorganismos, podem afetar diretamente a concentracdo dos compostos quimicos de cada
espécie, 7572767
A variagdo sazonal, ou seja, a coleta de plantas em diversas épocas ou estagdes do ano,

¢ um fator muito significativo, no percentual e produgio de metabolitos secundarios. ***



Como exemplo, podemos citar trabalhos anteriormente desenvolvidos em nosso
laboratério, os quais verificaram que o curcumenol (20), um sesquiterpeno isolado da espécie
Curcuma zedoaria apresentou significativa a¢io analgésica em diversos modelos de dor .
Em amostras coletadas no més de janeiro e agosto do mesmo ano o perfil cromatografico
(CG) indicou claramente a diferenca entre os constituintes quimicos, sugerindo que os
compostos 3, 4, e 5 presentes na amostra coletada em agosto (2) sdo formados a partir dos
compostos 1 e 2 , presentes apenas na amostra coletada no més de janeiro, conforme pode

ser observado na figura 5. %
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Figura 5- Analise do perfil cromatografico (CG) da fragdo diclorometano de C. zedoaria
coletada no més de janeiro (1) e més de agosto (2) *°

1.7 REGULAMENTACAO SOBRE PLANTAS MEDICINAIS

Para a viabilizacao da qualidade total, € necessario incluir nos programas de pesquisas

com plantas medicinais, regulamentagdes nacionais e internacionais, referéncias dos



procedimentos e materiais, bem como correlagdo entre os parametros analisados ¢ a finalidade
a que se destina. ”'

A dificuldade de regulamentacdo reside, principalmente no fato, de que, o processo
legal de normatizagdes ¢ inerente a cada pais, constituindo-se, pois, um grande desafio, dado
ao desenvolvimento de padrdes internacionais e métodos apropriados de avaliagio. *°

Atualmente, a padronizagdo de fitoterapicos ¢é realizada baseada na concentragdo de
um P.A. Gnico ou através de substincia(s) marcadora(s) presente em um extrato. Estes
compostos quimicos recebem o nome de fitomarcadores ou marcadores quimicos e sdo eles
que direcionam a padronizagdo dos extratos vegetais, ao se considerar um determinado
percentual como limite minimo ou maximo aceitaveis dentro de uma espécie vegetal.*

Outro método capaz de assegurar a uniformidade de acao de um fitoterapico, no qual a
atividade pode ser atribuida a varios constituintes, ¢ determinar a atividade de um extrato,
através de métodos farmacologicos e clinicos e, em seguida rastrear seu perfil quimico
qualitativo e quantitativo dos constituintes majoritarios. Assim, espera-se que outros extratos
com o mesmo perfil desenvolvam atividades fisiologicas idénticas. ™

A esta metodologia da-se o nome de fitoequivaléncia e por dificuldades desta
natureza, poucas preparagdes, a partir de plantas medicinais, tém sido avaliadas quanto a sua
eficacia e seguranga.”” **

Para a validacdo de fitoterapicos, além do estudo randomizado, duplo cego e testes
clinicos, outro aspecto relevante, sem duvida, ¢ a padronizacdo da atividade farmacologica,
com protocolos especificos, de modo a assegurar dosagens corretas ¢ inerentes a cada
experimento. *°

Apesar de muitas especulacdes que possam regulamentar a utilizagdo de fitoterapicos,
somente a partir de 1993, ¢ que a OMS, se posicionou neste cendrio e propde algumas

regulamentagdes, como a que prevé roteiros sobre seguranca ¢ eficacia de ervas medicinais



envolvendo testes clinicos em humanos (1993), controle de qualidade de matérias primas
vegetais (1998) com apresentagdo de 28 monografias de espécies vegetais Uteis na
terapéutica.”** *

A partir destas premissas, a Europa se organizou e¢ fundou a Cooperativa Cientifica
Européia de Especialistas (ESCOP) oficializando 50 monografias de espécies vegetais. A
Alemanha se fortalece com a formagdo de uma comissdo independente de especialistas,
porém ligada a Agéncia Federal de Saude, a chamada Comissdo E. Esta comissdo aprovou
mais de 200 monografias, levando a tornar adeptos da Fitoterapia 87% de médicos europeus,
0 que resultou um percentual 62% de prescrigdes médicas. Nos EUA (a partir de 1994), os
produtos fitoterapicos sdo comercializados como suplementos alimentares, ¢ portanto, nao
testados com o rigor exigido para os medicamentos **. No entanto, o EUA ¢ atualmente um
dos paises que mais investem nesta aérea e segundo o National Cancer Institute € o pais que
mais submete amostras a este instituto. *

As normas legais brasileiras relativas ao registro e comercializa¢do, ao estudo da
eficacia e segurancga de fitoterapicos estdo contidas nas Portarias 116/SVS /1996 (normas para
o estudo da eficacia e toxicidade de fitoterapicos), portaria 8/ CIPLAN/1998 (implantacao da
pratica de Fitoterapia nos servicos de saude) e RESOLUCAO RDC 17/ ANVISA/2000
(dispde sobre o registro de fitoterapicos). 3 *>- %

No més de margo de 2004 foi criada a RESOLUCAO RDC 48/ ANVISA que revoga a

RDC 17 e tem por objetivo atualizar a normatizacdo de registro de medicamentos

fitoterapicos, onde se preconiza como prioritérios itens demonstrados na tabela 5. ¥’



Tabela 5 — Normatizagdo para medicamentos fitoterapicos de acordo com a RDC 48. ¥

ITENS PRIORITARIOS PARA NORMATIZACAO DE

FITOTERAPICOS

1 Abrangéncia a medicamentos cujos P.A. sejam exclusivamente derivados de drogas
vegetais

2 Apresentagdo de bulas com dados pertinentes

3 Prazo de validade monitorado por estudos de estabilidade acelerada e longa duragdo

4 Relatorio completo de produgdo (segundo as Boas Praticas de Fabricagdo e Controle —
BPFC/ ANVISA)

5 Relatorio descritivo de controle de qualidade desde a matéria vegetal até o produto
acabado (fisico-quimico, quimico, biolégico e microbioldgico)

6 Laudos de identificagdo botanica por profissional habilitado

7 Avaliagdo de seguranca de uso (toxicologia pré-clinica, toxicologia clinica) e eficacia
terap€utica (farmacologia pré-clinica e clinica) Segundo as exigéncias do Conselho
Nacional de Saude

8 Levantamento bibliografico etnofarmacoldgico e técnico-cientifico

9 Formularios de registro com dados da empresa e funcionarios

1.8 BIODIRECIONAMENTO PARA OBTENCAO DE SUBSTANCIAS ATIVAS DE

ORIGEM VEGETAL.

Quando a proposta ¢ se estudar uma planta medicinal, o biodirecionamento tem como
objetivo investigar nos extratos e fragcdes, os possiveis principios ativos, oportunizar seu
isolamento, elucidacdo estrutural, sintese ou modificacdo estrutural e possiveis atividades
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farmacoldgicas, cujas etapas basicas sdo ilustradas na figura 6.
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Figura 6 - Procedimentos gerais para obtencio de compostos biologicamente ativos.*

1.8.1 Etnofarmacologia x Sele¢cdo da Espécie.

A defini¢ao de uma espécie vegetal para estudos quimicos e farmacologicos deve ser
orientada pelas informacdes etnofarmacologicas, botanicas e quimico-taxondmicas. *
Vérias abordagens para selecdo de espécies vegetais tém sido apresentadas na

9991 o dentre elas trés tipos, sdo alvo de maiores investigacdes: a) abordagem

literatura
randomica — escolha da planta sem qualquer critério, tendo como fator determinante a

disponibilidade da planta; b) abordagem quimiotaxondomica ou filogenética — sele¢do da

espécie correlacionada com a ocorréncia de uma classe quimica de substancias em um género



ou familia; ¢) abordagem etnofarmacoldgica — selecdo da espécies de acordo com o uso
terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico. >***

Dentre estas 3 abordagens, o conhecimento popular deve ser considerado a mais
importante ferramenta para a escolha da espécie vegetal, para o estudo quimico, o qual busca
respostas terapéuticas *°. Como estratégia para a investigagio de plantas medicinais, a
abordagem etnofarmocolégica consiste em combinar informagdes adquiridas junto a
populacdo que faz uso da flora medicinal com estudos quimicos/farmacolégicos a fim de se
comprovar cientificamente, os resultados obtidos pela experimentagio popular ****. O método
etnofarmacoldgico permite a formulagdo de hipoteses em relacdo as atividades

farmacoldgicas e as substancias ativas responsaveis pelas acdes terapéuticas relatadas pelo
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uso na medicina tradicional. >* %%

A selecdo de espécies vegetais para a pesquisa, depois de monitorada pela informagao
botanica, pode se constituir um valioso atalho para a validagdo cientifica, j& que seu uso
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tradicional pode ser encarado como uma pré-triagem quanto a sua efetividade terapéutica.”’**

1.8.2 Identificacao botanica

Assim que a espécie vegetal for selecionada para estudos posteriores, a sua
classificagdo botanica e preparagdo de exsicata em herbarios reconhecidos oficialmente, sao
fatores que subsidiam cientificamente o material a ser estudado. Ao se preparar uma exsicata,
deve-se ter o cuidado de anotar dados, que futuramente podem servir de direcionamento a
possiveis ensaios de reprodutibilidade, como: o local e data da coleta, o nome do coletor, a
parte da planta a ser usada no estudo, o nome popular, as indicagcdes da medicina popular, o

tipo de planta (arvore, arbusto, trepadeira, etc) e uma foto da planta inteira. >



1.8.3 Coleta e secagem

A etapa da coleta do material vegetal ¢ um dos suportes mais importantes, quando se
busca qualidade em plantas a serem utilizadas em estudos posteriores. Critérios como
diferencia¢do de procedimentos de espécie para espécie vegetal, hora do dia, época do ano,
parte da planta a ser coletada, luminosidade, temperatura, estagio de desenvolvimento,
umidade relativa do ar, sdo marcadores decisivos para a obtengdo de teor de principios ativos
almejados em cada espécie °°. Além disso, existem nas plantas muitos sistemas enzimaticos
proprios, que mesmo depois da coleta das mesmas podem continuar ativos e degradar
principios ativos importantes >’. Portanto, existem prioridades que devem ser relevantes no

momento da secagem e devem ser questionados, como mostra a figura 7 :

DECISOES SOBRE A OPERACAO DE SECAGEM

| Tipo de 6rgdo vegetal ? | Uess peeimie §

| Tempo de secagem ?

Volumem de

- Produgio?
Estabilidade do Materi
o;anstinﬂnt; ‘?s —> erlal_) Secagem <:

Vegetal
€g Tipo de
/ equipamento?
Teor de umidade ? | A Manutengad dos
Teor de umidade final? constituintes?
Acdes Preliminares
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Figura 7 — Fatores que interferem no processo de secagem.



1.8.4 Operacoes extrativas utilizadas para isolamento de compostos ativos.

A seletividade dos compostos ativos almejados durante o processo de isolamento, vai
depender, em grande parte, das operagdes de transformacdo da matéria vegetal, técnicas de
extragdo e sobretudo, dos pardmetros de solubilidade na relagio solvente/soluto °’. Entre as
técnicas extrativas priorizadas na busca de compostos ativos em plantas medicinais destacam-
se: a maceragdo, percolagdo, turbdlise, arraste de vapor, destilagdo, fluido super critico ¢ mais
modernamente usa-se a micro extragao em fase solida.

A extragdo inicial através de um processo de maceragdo com um solvente de baixa
polaridade consiste em um método, entre os usuais no ambito de produtos naturais, bastante
utilizado para obtencdo de compostos de carater lipofilico *°. Fracdes de polaridades
crescentes podem ser obtidas por técnicas de particionamento, utilizando-se sistemas de

liquidos extratores de maior polaridade.

1.8.4.1 Maceracao

A maceracdo ¢ um processo estatico, ndo exaustivo, fortemente dependente do tipo de
farmacogeno, da seletividade do liquido extrator e solubilidade dos compostos-alvo.
Realizada em temperatura ambiente, recipiente fechado, durante um periodo pré-estabelecido,
sob agitacdo ocasional e sem renovagdo do liquido extrator. Pela sua natureza, ndo conduz ao
esgotamento total da matéria prima vegetal, seja devido, a saturacdo do liquido extrator ou ao
estabelecimento de um equilibrio difusional entre o meio extrator ¢ o interior da célula.”>”

Diversas variagdes desta operacdo podem ser realizadas com a intengdo,

essencialmente, de aumentar a efetividade da extragdo como € o caso da digestdo (maceragao



a quente), maceracao dinamica (feita sob agitacdo constante), maceracdo escalonada e
remaceracao. 100

Este processo fica restrito quando se trabalha com substancias ativas pouco soluveis,
plantas com elevado indice de intumescimento e possiveis proliferagdes microbianas. Apesar

dos inconvenientes apresentados, ainda ¢ uma das técnicas extrativas mais usuais devido a
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simplicidade e custos reduzidos. "

1.8.4.2 Percolacao

A percolagdo, ao contrario da maceracdo ¢ um processo dindmico, onde se faz o
arrastamento do principio ativo pela passagem continua do liquido extrator, levando ao
esgotamento da planta através o gotejamento lento do material. Também permite obter
solugdes extrativas mais concentradas, gradiente de polaridade, economia do liquido extrator
e tempo relativamente curto . A percolagdo, ¢ indicada em processos extrativos de
substancias farmacologicamente, muito ativas, presentes em pequena quantidade ou pouco
solveis. !

E um processo pouco recomendavel para plantas com elevado teor de substancias
soluveis e as que aumentam a viscosidade durante o processo. A extra¢do de Soxhlet, em nivel
laboratorial, também ndo deixa de ser um tipo de percolacdo ciclica, com destilacdo

: A . 11,101
simultinea e reaproveitamento do solvente. "~

1.8.4.3 Turbélise ou turboextracio

Outra técnica que resgata compostos quimicos, ¢ a turbolise ou turbo extragdo, que

resulta da aplicacdo de elevadas forgas de cisalhamento em rotacdes de 5000 a 2000 rpm. Este

processo, porém, gera problemas com substancias volateis, libera calor que pode interferir em



processos metabodlicos, sendo portanto, recomendado apenas quando se tratar de materiais de

) . . 99, 101
elevada dureza ou muito fibrosos como caules, raizes, rizomas ou lenhos.

1.8.3.4 Microondas

A extragdo por microondas e por liquido pressurizado utiliza solventes de muitas
polaridades e a temperatura como suporte, na qual o aquecimento do solvente ¢ viabilizado
pelo uso continuo da pressdo. A temperatura apressa a extragdo, mas podera em alguns casos,
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promover degradacoes inconvenientes como a hidrolise ou racemizagocs 1ndesejavels.

1.8.4.5 Ultrasons

Ultrasons constituem-se processos extrativos, onde se utilizam correntes de alta
frequéncia, que promovem com mais efetividade a fragmentacdo das estruturas e membranas
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celulares do material vegetal, liberando com mais facilidade os constituintes quimicos.

1.8.4.6 Extragao por Fluido Supercritico

A maioria dos métodos convencionais de extracdo possui pouca seletividade sobre a
grande gama de compostos quimicos. Muitas vezes, ao se buscar os metabolitos secundarios
de interesse terapéutico, acaba-se extraindo compostos sem qualquer interesse
farmacoldgicos, inertes ou até mesmo compostos que interferem na estabilidade dos extratos
192 Portanto, quando se deseja uma efetividade e agilidade na extragdo, costuma-se utilizar o
Fluido Supercritico, por ser uma técnica de maior rapidez, usar um solvente imiscivel, o
diéxido de carbono. Além de evitar residuos, este solvente ndo possui toxicidade, ¢ barato,

~ - , . o . r . . : 102,103
ndo inflamavel e isento de corrosividade e também preserva a saude e o meio ambiente.



Esta técnica viabiliza otimizagdo no processo extrativo, uma vez que pode ajustar
parametros como a temperatura, volume de fluxo e pressdo para a realidade especifica de cada

. ~ . . ~ . 102, 104,1 1
situagdo menor tempo e facilidade de eliminar o solvente com extracio seletiva. % 104103 103

1.8.4.7 Microextracao em fase solida (SPME)

Uma técnica relativamente nova (década de 90) é a Microextragdo por Fase Solida
(SPME), onde a extracdo se realiza através de um bastdo de fibra dtica, de silica fundida e
recoberta por um fino filme de polimero ou carvao ativado, o qual ¢ mergulhado na amostra,

- s 106,107,108
procedendo dessa forma uma microextragdo. = "

1.8.5 Principais métodos utilizados para separaciao de constituintes quimicos naturais.

Ao visualizar a obten¢do de compostos bioativos numa planta, deve-se priorizar a
preservacdo de sua integridade quimica e farmacoldgica, garantindo a constancia de sua acao
C e . . - Arrgi 96
bioldgica e a seguranca de utilizagdo, além de valorizar o seu potencial terapéutico . Para
alcangar estes objetivos, as técnicas especificas, direcionadas e validadas de separagdo de
fitoconstituintes, se constituem a ferramenta essencial para a concretizagdo desta meta. Sao
muitos os métodos usados para a separacdo de compostos quimicos vegetais. Entre eles

encontramos:

1.8.5.1 Particao liquido-liquido

Depois de finalizada a etapa de extracdo, o passo sequencial ¢ uma semi-purificagdo dos

compostos quimicos, que pode ser realizada utilizando uma particdo liquido-liquido com



solventes de polaridade crescente, que resultard em separagdo provavel dos principais

metabolitos secundarios como pode ser observado na figura 8.

PLANTA
EXTRATO METANOLICO
BRUTO
FRACAO BUTANOL
FRACAO HEXANO
FRACAO DICLORO FRACAO ACETATO
METANO DE ETILA Flavonéides glicosilados
Taninos
Saponinas
Carboidratos
Esteroides
Terpenos
Acetofenonas 4
Lignanas Flavonéides
Flavonéides metoxilados Taninos/Xantonas
Lactonas Compostos fenolicos
Triterpenos Ac Triterpénicos
Cumarinas Saponinas
88,27

Figura 8 - Esquema geral de parti¢do e separacdo provavel de metabolitos secundarios.

1.8.5.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Dentre os usuais métodos de andlise, a cromatografia ocupa sem duvida, um lugar de
merecido destaque no que concerne a separagdo, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimicas. '

A cromatografia compreende um grupo diversificado que permite separar
componentes muitos semelhantes de misturas complexas, no qual a amostra ¢ transportada por

uma fase movel podendo ser um gés, um liquido ou um fluido supercritico. Essa fase movel ¢

~ , . ;. . . ’ 103 A .
entdo forcada através de uma fase estaciondria, imiscivel e fixa . Como consequéncia dessas



diferencas de mobilidade, os componentes da amostra se separam em bandas ou zonas
discretas que podem ser analisadas qualitativa e/ ou quantitativamente. ' '

Os métodos planares de Cromatografia incluem Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), Cromatografia em Papel (CP) e Eletrocromatografia '®. A fase movel desloca-se
através da fase estacionaria por agdo de capilaridade, algumas vezes assistida por potencial
elétrico ou gravitacional. '**

A CCD apesar de sua simplicidade, baixo custo, tem a vantagem de ser rapida e¢ de
simples execugdo. E uma técnica eficaz que possibilita 0 monitoramento e otimizagdo durante
a avaliagdo do perfil fitoquimico e biossintético, possibilitando a observacao dos compostos
em isolamento **. Alguns profissionais da 4rea adotam a posi¢do de que os experimentos de
camada delgada sempre devem preceder os experimentos de cromatografia em coluna,

porque, em termos teoricos os tipos de fases movel e estaciondria e as aplicagdes da CCD e

~ . - 1
CC sio notavelmente similares. '

1.8.5.3 Cromatografia em Coluna (CC)

A Cromatografia em Coluna (CC), uma das técnicas mais utilizadas, ¢ um processo de
separagdo entre duas fases, uma so6lida uma liquida, baseada na capacidade de adsorcdo e
solubilidade, onde o equilibrio dindmico ¢ estabelecido entre a concentracdo do soluto em
duas fases. A mistura a ser separada ¢ submetida a um sistema crescente de polaridade '®*. O
fluxo do solvente deve ser continuo e os diferentes componentes da mistura vao se deslocar
com velocidades distintas dependendo da sua afinidade relativa pelo adsorvente (grupos
polares interagem melhor com o adsorvente e também com o eluente). Assim a capacidade de
um determinado eluente em arrastar um composto adsorvido na CC depende quase

diretamente da polaridade do solvente em relagdo ao composto. Em geral, os compostos



apolares passam através da coluna, com uma velocidade maior do que os compostos polares,
porque os primeiros tém menor afinidade com a fase estacionaria. ' !

A fase movel utilizada em CC deve ser previamente determinada por CCD e as fases
estacionarias incluem Silica (Si0,), de carater fracamente acido e empregado na separagao de
compostos lipofilicos como, aldeidos, fendis, cetonas, acidos graxos, alcaldides, terpenos,
esteroides 2. A Alumina (AL,O;), é outra fase estacionaria que pode ser usada, possui carater
alcalino.O sephadex, que € outra fase estacionaria usada com frequéncia, onde a separagdo se
faz por diferenga de peso molecular. Sao retidas, através do processo de migragdo diferencial,
as moléculas menores, deixando passar na mesma velocidade do solvente as moléculas

. ’ 1 11
maiores, do que as malhas do polimero. ' '

1.8.5.4 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

A Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP), considerada também uma
excelente ferramenta, constitui-se uma técnica eficiente na separacdo de compostos com Rf
muito proéximos e que possam ser visualizados sob a a¢do da lampada UV. A desvantagem
desta técnica é a perda de rendimento inerente a interacdo dos compostos com a fase

.1
estacionaria. 0

1.8.5.5 Cromatografia Preparativa de Forca Centrifuga- Cromatotron

A Cromatografia Preparativa de Forga Centrifuga, também chamada Cromatotron,

consiste num sistema de placa circular de CCD inclinada, o que permite a maior eficacia no

escoamento e coleta dos compostos. Tem o poder de purificar compostos com Rf (fator de



retencdo) muito proximos, baixo consumo de solventes e ¢ usado para isolamento de

. . . .y . s 109, 110, 111
saponinas, saponinas hidrolizaveis e flavonoides.'’

1.8.5.6 Cromatografia “flash”

A Coluna “flash” ¢ um outro tipo de cromatografia de baixo custo e facil manuseio,
similar a CC comum, por empregar a mesma silica da CC de granulometria fina, com a
diferen¢a de utilizar uma bomba de pressao para promover a agilidade do processo. A coluna
“flash”, requer cuidados com compostos sensiveis a contaminagdo (por ser lento o tempo de

contato) e a possibilidade de degradagdo de compostos pouco estaveis. ' !

1.8.5.7 Cromatografia Gasosa (CG)

Na Cromatografia Gasosa (CG), um dos métodos mais usuais de separagdo, a amostra
¢ vaporizada e injetada numa coluna cromatografica. A eluigdo ¢ feita por fluxo de um gas
inerte que atua como fase mével. Ao contrario, da maioria dos outros tipos de cromatografia,
a fase movel ndo interage com as moléculas do analito. Sua unica funcdo ¢ transportar o
analito através da coluna. '*®

A Cromatografia Gasosa estd baseada em uma fase estaciondria solida, na qual a
reten¢do dos analitos ¢ consequéncia de adsor¢do fisica. Sdo utilizados gases quimicamente
inertes como o hélio, nitrogénio e hidrogé€nio para fazer o processo de arraste ¢ a escolha dos
gases sio frequentemente ditada pelo tipo de detector utilizado. ''*'"?

A Cromatografia Gasosa, ¢ util na separagao de compostos organicos, que nao entrem
decomposi¢do a temperaturas inferiores a 310°C, para separagao de certos compostos gasosos

- 103,112, 113
de baixo peso molecular. ">~



E comum usar este procedimento, para identificar compostos volateis como
sesquiterpenos, compostos fenolicos, hidrocarbonetos carotenos, alcoois lineares e triterpenos
esteroidais. '

A Cromatografia Gasosa estd acoplada frequentemente a técnicas seletivas de
espectroscopia como CG/EM, por exemplo, usado em estudos de rastreamento de metabolitos

L% O . 1
secundarios em espécies vegetais. '

1.8.5.8 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ou Alta Pressao (CLAE/HPLC)

Um dos mais novos métodos basicos usados como técnica analitica de separagdo, com
a intencdo de caracterizagdo, deteccdo e separacdo, ¢ a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia ou Alta Pressao (CLAE ou HPLC- do inglés - High Performance Liquid
Chromatography). As razdes expressivas para a elei¢do deste método, ¢ a sua alta
sensibilidade, a fécil adaptacdo para determinagdes quantitativas precisas, sua adequacdo a
separacdo de compostos ndo volateis ou termicamente frageis, e acima de tudo, sua ampla

103,114

aplicabilidade a substancias de grande interesse para a industria . Também pode ser

usado com fins preparativos, para separar compostos presentes em concentracdes muito
pequenas com curto tempo de andlise, e pelo fato da fase movel e estaciondria possuir um
amplo espectro de polaridade no qual a seletividade no processo de separagdo pode ser
otimizado e ajustado. '™

Este método possibilita a seu acoplamento a outras técnicas de detec¢do, como indice de

x . . 92,103,115
refracdo, espectroscopia de UV, a espectroscopia de massas, e RMN. "~



1.8.6 Caracterizacio de constituintes quimicos.

O prévio conhecimento de determinados grupos quimicos das espécies vegetais, pode
disponibilizar ou ndo o seu uso como medicinal. Algumas marchas fitoquimicas sdo de grande
importancia, quando se quer conhecer previamente a composi¢do quimica do vegetal afim de
que ndo se perca tempo, trabalho ou investimentos desnecessarios em usar uma planta, cuja
presenga ou indices de compostos bioativos estejam fora dos padrdes exigidos **. A tabela 6,
mostra algumas reacdes quimicas importantes que determinam o conhecimento da

composi¢ao quimica vegetal.

Tabela 6- Exemplos de reagdes quimicas de caracterizag¢do de constituintes vegetais.

64

Constituintes
Analisados

Reacdes quimicas inespecificas

Reacdes quimicas especificas

Alcaléides (tropanicos)

Reacdo de Mayer
Reacdo de Dragendorff

Reacgdo de Waisicly
Reagdo de Otto (inddlicos)

Alcaloides (indélicos)

Reagdo com acido picrico

Heterosideos Reacdo de Salkowski Reacdo de Kedde (cardenolideo)
(cardenolideo)
Cardiotonicos Reac¢do de Liebermann-Burchard Reagdo de Keller
(nucleo esteroidal) Killiani (desoxioses)
Flavonoides Reacdo de Shinoda Reacgdo de Wilson T (flavondis)
Reacdo de Pew Reducdo com boro-hidreto de Sédio
(flavononas)
Antraquinonas Reagdo de Borntrager -
Reag¢do de Shouteten
Taninos Reacgdo com cloreto férrico Precipitado com gelatina
Reagdo com vanilina cloridrica Precipitagdo com Acet.Chumbo
Precipitacdo com sais de Alcaldides
Esteroides Reag¢do de Liebermann-Bourchard -

1.8.6.1 Reveladores



Os reveladores, como vetores importantes para deteccdo de grupos quimicos devem
ser representados pelos universais e especificos, ou aqueles ja consagrados classicamente
como ¢ o caso do anisaldeido sulfurico, vapores de iodo, solu¢ao de acido sulfurico, vanilina
sulfurica, lampadas de curto e longo comprimento de ondas (254 —366 nm), sulfato cérico,
cloreto férrico (grupos fenolicos), hidroxido de potéassio 10% EtOH (cumarinas), Dragendorff
(alcaldides), Libermann- Bourchard (grupos esteroidais), ninhidrida (aminoacidos), reativo de

. . 4, 11
Mayer, indicadores fluorescentes, etc. ** '

1.9. IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS ATIVOS

A elucidagdo de grupos estruturais obtidos durante os processos de isolamento pode ser

realizada através de diversas técnicas.

1.9.1 Ensaios Qualitativos e Quantitativos

Assim que um composto seja isolado, o passo sequencial ¢ a sua elucidagdo estrutural,
através de informagdes espectroscopicas e espectrométricas, processos que exigem uma
variabilidade muito grande de técnicas sofisticadas. A avaliacdo espectral através de
Infravermelho (IV), Ultravioleta (UV), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 'H, °C,

Espectrofotdmetro de Massa (EM) ''7!'®

podendo-se incluir técnicas mais sofisticadas de
RMN ( NOE, COSY, DEPT, HECTOR, etc) 2 uso de Cristalografia de raio X
(esteoreoquimica) ''’e indice de refragio e rotagdo Otica, possibilitam a proposi¢do da
estruturas moleculares.

O primeiro método para elucidagdo quase sempre, ¢ a espectroscopia no Infravermelho

(IV), o qual fornece informacdes caracteristicas da molécula e permite a possivel identificacao



dos seus grupos funcionais. O IV mostra um rico agregado de bandas de absor¢do situadas nas
regides de 4000 a 400 cm™', resultante da incidéncia numa molécula de luz infravermelha de
mesma freqii€ncia, com absor¢do de energia e aumento da amplitude das vibragdes de
estiramento ¢ deformagdo. O IV ¢ utilizado, além de identifica¢do de estruturas de substancias
organicas, para comparagao de substancias, verificagdo do grau de pureza de uma substancia e
acompanhamento de reagdes. '

A espectrometria de massas é uma outra poderosa técnica analitica usada para
identificar compostos desconhecidos, quantificar compostos conhecidos e para elucidar a
estrutura e propriedades quimicas de moléculas. Um espectro de massas ¢ um grafico
contendo as massas dos fragmentos carregados positivamente (incluindo o ion molecular) nas
suas concentragdes relativas. O mecanismo desta técnica é o bombardeamento de uma
substancia através de um feixe de elétrons, com energia suficiente para ionizar a molécula.
Os ions moleculares e fragmentos (+) positivos produzidos sdo acelerados numa camara de
vacuo através de um campo eletrostatico e radio frequéncia sendo registrada na base da razio
massa-carga. '’

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é a forma de espectroscopia que proporciona
um maior acervo de informagdes estruturais. Tal técnica ¢ baseada na absor¢do de energia, na
faixa da radiofrequéncia, por nucleos atdmicos (e.g., 'H, B¢, PN, YF 3'p, ¥K, etc) que
possuem um momento magnético (i.e. momento de dipolo magnético, spin nuclear # zero ¢
quadrupolo elétrico), quando submetidos a um campo magnético estacionario. '2*'*!

Este sistema permite a andlise de pequenas quantidades de compostos puros, com
grande precisio em escala de miligramas ou microgramas. '’

Existem atualmente técnicas suplementares de RMN que subsidiam as andlises,

facilitando a identificagdo estrutural. Entre elas temos o COSY, (espectroscopia de

correlacdo), o qual viabiliza um espectro 2D e proporciona uma visdo global das correlagdes



'H- H' ¢ HC COSY, que ¢ a correlacio 'H- °C, os quais estdo diretamente ligados. No
entanto, esta técnica ndo fornece informagdes para acoplamentos a longa distancia. '**'*

Para a determinagdo da estereoquimica, costuma-se utilizar o NOE diferencial, o qual
permite determinar a correlagio de protons no espaco'’* usado na diferenciacio de
estereoisdmeros, configuragdo de ligagdes dupla e trisubstituidas. Para tanto, se procede a
irradiacdo seletiva de um 'H, que possibilita a amostragem da correlagio de protons no espago
e realca o sinal do °C, ao qual est4 diretamente ligado ao préton. 2212

As correlagdes de atomos de carbono e seus respectivos protons podem ser
determinadas por HECTOR ('H -°C), HMBC (conectividade de multiplas ligagdes
heteronuclear) em caso de acoplamentos a pequena distdincia ¢ HECTOR Long Range para
acoplamentos a longa distancia (*J e °J).?’

O DEPT ¢ uma técnica também bastante utilizada constituida por conjunto de
espectros de °C, apresentando sinais de todos os carbonos protonados (CH, CH, CH3) onde,
os atomos de carbono quaternario que nao estdo ligados diretamente, ndo sdo visiveis no

124,12
espectro. 2+ 1%



1.10 NOVAS METODOLOGIAS USADAS COMO FERRAMENTAS NO
PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS.

A evolugdo medicamentosa vem ocorrendo de forma avassaladora, quando se busca a
descoberta de novas moléculas bioativas. Os processos classicos cedem a vez a metodologias
mais sofisticadas, mais emergentes e mais otimizadas '*° como por exemplo técnicas da
Quimica Combinatéria que objetivam a bioprospeccdo e que possibilita marcha analitica em
larga escala onde, at¢ 100 mil compostos possam ser testados, quanto a sua atividade
biolégica num s6 dia '*” . Este é um grande salto, em termos de agilidade, uma vez que até
1990 s6 se poderia testar de 50 a 100 compostos por ano ‘2. Ainda, consegue-se, identificar
compostos com atividade bioldgica similar, mas com estruturas quimicas diferentes e também
identificar grupos de compostos direcionados a marcha analitica biologica ou ainda desenhar
uma cole¢io combinatdria com diversos compostos. '

Para se otimizar a atividade de um composto biologicamente ativo, pode-se pela
insercdo de um ou mais grupamentos quimicos ou substituicdo de um determinado
substituinte, potencializar e/ou interferir num efeito farmacoldgico da molécula, no tempo de
acio e poténcia das mesmas '>°. A modernidade trouxe técnicas computacionais sofisticadas,
de grande valia na determinagdo de parametros eletronicos e estéricos da conformacgao

126.130 " através do paragdima QSAR (Relagdes Quantitativas

estrutural bioativa das moléculas
entre a Estrutura Quimica e a Atividade Biologica), sendo possivel realizar a modelagem
molecular tridimensional de firmacos '*° ¢ utilizagdo de substituintes de possiveis farmacos
em relacdo a sua interagdo com um receptor conhecido. Esta abordagem estd sendo muito

. . . . . . 131,132
importante na pesquisa de farmacos para inimeras doengas, inclusive a AIDS. "~



2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais do presente trabalho consistem em isolar e identificar os
componentes quimicos presentes nas espécies vegetais Allamanda blanchetti e Allamanda
schottii através de técnicas cromatograficas e espectrométricas e avaliar biologicamente seus

extratos e compostos isolados em modelos experimentais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1.Isolar e identificar a estrutura quimica dos compostos presentes nos extratos e fragdes

das raizes, caules, folhas e flores das espécies A. blanchetti e A. schottii

2.2.2. Realizar estudo fitoquimico comparativo nas diferentes partes das plantas (raiz, caule,

folha e flor) A. blanchetti e A. schottii

2.2.3. Realizar os testes bioldgicos com os extratos, fragdes obtidas e compostos isolados
com a finalidade de avaliar sua atividade, antibacteriana, antifingica, antiviral,

antiparasitaria, leishmanicida, tripanocida e antileucémica.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA DAS PLANTAS EM ESTUDO

3.1.SINOPSE DA FAMILIA APOCYANACEAE A.L. de JUSSIEU

A familia Apocyanaceae, importante entre os vegetais superiores, encontra-se
distribuida de maneira preponderante em regides tropicais e semitropicais, sendo poucas de
zona temperada. Compreende aproximadamente 200 géneros, com mais de 2000 espécies.
E Tin A ; . . 133,134,135, 136

sta familia € representada por arvores, arbustos, ervas, cipds e trepadeiras.

Sua corola ¢ representada por uma sé peca, dividida em partes iguais, porém torcidas
ou cortadas de maneira que, ndo possui nenhum plano de simetria. Suas flores podem ser
pequenas, e também grandes e vistosas, tipicamente pentameras, hermafroditas e diclamideas.
Possuem folhas em geral opostas e fruto seco capsular ou indeiscente (Thevetia) ou entdo
fruticulos secos deiscentes e sementes aladas (Aspidosperma), pilosas (Nerium), ou ndo
(Allamanday), 37 135 138,139

Quimicamente, algumas espécies da familia Apocyanaceae ja foram estudadas e seus
compostos quimicos majoritarios estdo representados por diversos glicosideos e alcaldides
toxicos localizados em todos os oOrgdos da planta. Muitas espécies produzem também

S A . ~ . . 134, 135,138
principios amargos e substancias resinosas que sao encontradas no seu latex leitoso.
Caracterizam-se ainda por produzir diversos tipos de iridoides, glicosideos cardiotonicos e

C o 136
grupos esteroidais.
Muitos géneros desta familia sdo relatados na literatura devido a importantes

atividades terapéuticas, como por exemplo, o género Catharantus, cujos alcaldides vincristina

(12) e vimblastina (13) sdo utilizados no tratamento de sarcoma de Kaposi, leucemia



linfoblastica aguda infantil, cAncer de ovario e testiculo. '*° Entre os glicosideos de relevancia
farmacoldgica foram isolados ovabaina, acocanterina, thevetina, oleandrina, neriina nos
géneros Thevetia e Nerium, bem como os célebres alcaldides da Rawolfia serpentina, espécie
originaria da India e reconhecida pela sua a¢do hipotensora. ° Desta familia, ainda foi
isolado do género Strophantus, um glicosideo cardiotonico, o estrofanto, consagrado pelo seu
uso em tratamentos de disturbios cardiacos e também uteis, como precurssor da cortisona. '*°
Ainda nesta familia, o género Allamanda, apesar de possuir poucas espécies, tem
contribuido expressivamanete para a clinica terapéutica através de moléculas bioativas
importantes para o tratamento de diversas enfermidades como imunodeficiéncia tipo I (HIV —

e~ .. 140, 141
1) e inibigdo de processos tumorais. 0

3.2. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO Allamanda

Dentre os arbustos trepadores da familia Apocyanaceae, destaca-se o género
Allamanda, nativo da parte quente das Américas, sendo representado por espécies de flores
grandes e amarelas, e encontradas como plantas ornamentais de jardins. > '**

O género Allamanda compreende 12 espécies distribuidas pela parte tropical da
América, ¢ 4 outras espécies sio cultivadas na India como plantas ornamentais '**. No Brasil,
sdo encontradas 10 espécies, distribuidas por todo territério nacional '**. As mais comuns sdo
a Allamanda cathartica (flores grandes e amarelas), Allamanda blanchetti (flores grandes de
coloracdo rosa/arroxeada) e Allamanda schottii (flores pequenas e amarelas). '**

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura sobre as espécies A blanchetti e A
schottii ¢ todos de enfoque quimico. As espécies A. nerifolia e A. cathartica sao as espécies

mais estudadas até o momento, quanto aos seus constituintes quimicos e ensaios

;. . . ) & 144, 145, 147 s 147
farmacoldgicos, dos quais foram isolados esteroides, terpenoides, 2 flavonoides,



1 144, 149, 142, 150, 151
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lignanas,'* cumarinas, '*¢ iridoides Oleos essenciais ~“que demonstraram

atividades Dbactericida, fungicida, alelopaticas e antileucémicas, infertilidade, ac¢ao
antinematodal e antidermat6fito, '+ 4% 1499 150- 131, 148, 1153, 134, 155
Durante a revisdo da literatura, a maioria dos estudos encontrados foi sobre a A.
cathartica e poucos trabalhos em data recente.
A estrutura e nomenclatura dos compostos isolados no género Allamanda estdo
dispostas nas figuras: figuras 9 e 10: iridoides (estruturas de 21-45); figura 11: flavondides

(46-48), figura 12: esteroides (49-51), figura 13: terpenoides (52-56); figura 14: lignanas

(57-65) e cumarinas (66-68).
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Figura 9 — Estruturas e nomenclaturas dos constituintes quimicos isolados do género

Allamanda (iridéides)
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Figura 10 - Estruturas e nomenclaturas de constituintes quimicos isolados no género

Allamanda (iridoides)
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Figura 11 - Estruturas e nomenclaturas de constituintes quimicos isolados no género

Allamanda (flavonoides)



Figura 12- Estruturas e nomenclaturas de constituintes quimicos isolados no género

Allamanda (esteroides)



Figura 13 — Estruturas e nomenclaturas dos constituintes quimicos isolados do género

Allamanda (terpendides)



LIGNANAS
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Figura 14 — Estrutura e nomenclatura dos constituintes quimicos isolados no género

Allamanda (lignanas e cumarinas)




3.3. REVISAO DOS PRINCIPAIS GRUPOS QUIMICOS ENCONTRADOS NO

GENERO Allamanda

No género Allamanda ja foram encontrados diversos grupos quimicos de expressiva
atividade farmacologica. Na sequéncia do trabalho, serda realizada uma descricio dos
principais grupos quimicos ja estudados neste género, nos quais diversos metabdlitos

secundarios foram isolados, identificados e testados farmacologicamente.

3.3.1. IRIDOIDES

Os iridoides no género Allamanda podem ser considerados os grupos quimicos de maior
significincia quanto as atividades farmacologicas que provocaram. Os iriddides sao
monoterpenos lactonicos, constituintes de oOleos essenciais, biciclicos (Cjp), derivados
biossinteticamente do monoterpeno geraniol e que apresenta como estrutura basica comum
um ciclopentapirano denominado iridano, denominacao atribuida, por ter sido detectado pela
primeira vez em formigas do género Iridomirmex. '*°

Estes compostos podem encontrar-se como estruturas abertas (secoiridoides) ou
fechadas (iridoides), geralmente na forma heterosidica e na maioria das vezes como
glucosideo: plumeirideo (23), verbenalina (58), aucubina (59), nedosideo (60) ou

ndo glicosilados: iridodial (57), plumericina (21), allamandina (24). *’

iridodial (57) verbenalina (58) aucubina (59) nedosideo (60) 158, 159, 160, 161



Muitas plantas que possuem os iridéides em sua composi¢do quimica sao
empregadas devidas suas propriedades farmacéuticas, porque aos heterosideos iriddides sao
atribuidas diversas atividades sedativas, tranquilizantes e indutores do sono, (como ex: a
valeriana e genciana). Também s3o importantes suas atividades antiinflamatdrias, analgésicas,
antibacterianas, antifingicas, antitumorais e outras que serdo descritas na revisao bibliografica
157, 148, 162, 149, 163, 164

do género Allamanda.

A biossintese dos iridoides, a partir do geraniol pode ser observado na figura 15.

Figura 15 - Esquema demonstrativo da biossintese de iridoides '®*



3.3.2. FLAVONOIDES

Um grande numero de flavondides ja foi isolado no género Allamanda.

Os flavondides representam um dos grupos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem natural e até o momento sdo conhecidos mais de 4200 flavonoides. '
Pode-se encontrar flavondides em diversas formas estruturais. Entretanto a maioria ¢
representada pelo nucleo flavano, que ¢ constituido de 15 4&tomos de carbono arranjados em 3
anéis (C¢C3Cs), com a existéncia de 2 fenilas ligadas pela cadeia de 3 carbonos entre elas. Nos
compostos triciclicos, as unidades sdo denominadas de A, B e C, conforme a estrutura
abaixo.'”’

Sao polifendis derivados da y-cromona (benzo - y- pirano) com um fenil na posigao 2.
Os atomos de carbono dos nucleos A, B e C recebem a numeragdo com nimeros ordinarios

para os nucleos A e C e seguidos de uma linha (*) para o niicleo B.'*

Nucleo fundamental dos flavondides

Os flavondides de origem natural apresentam-se frequentemente oxigenados € um

grande niimero ocorre conjugado com agucares (geralmente a glicose). Esta forma conjugada



também ¢é conhecida como heterosideo. Quando o flavonodide nao tem acgucar, ¢ chamado de
aglicona ou genina.'®

Os flavonodides sdo metabolitos secundarios dos vegetais e sua biossintese se realiza por
2 rotas: via acido-chiquimico e via acetato, ou entdo, resultante da combinagao das duas rotas
biosintéticas.'*

A presenca de flavonodides em espécies vegetais, parece estar relacionada com fungdes
de defesa (protegao contra raios ultravioleta, fungos, e bactérias), e seus pigmentos servem de
atracdo a agentes polinizadores.

Inimeras fun¢des sdo atribuidas aos flavonoides: acdo antiinflamatéria, antioxidante,
estrogénica, antitumoral, antiviral, antiespasmodica, aumento da resisténcia da parede de

] e . . .. (e 168
vasos sanguineos, diminui¢do de riscos de doengas coronarianas e atividade alelopatica.

e - e
N R R
0 0

Flavona R =H (74) Flavonol R =OH (75) Chalcona (76) Isoflavona R = OH (77)

3.3.3. CUMARINAS
No género Allamanda algumas cumarinas foram elucidadas estruturalmente.
Aproximadamente 1300 cumarinas ja foram isoladas de produtos naturais. Este grupo
quimico ¢ encontrado com muita frequéncia em espécies vegetais, mas ¢ relatada também a

A . o 170
sua ocorréncia em bactérias e fungos '’

. Do ponto de vista estruutrual, sdo consideradas
lactonas do acido-0-hidroxi-cindmico (2HI-benzopiran-2-ona), sendo o representante mais

simples a cumarina (1,2-benzopirona). A terminologia cumarina ¢ originaria do cumaru, nome



popular caribenho da planta Amburana cearensis A. C. Smith ¢ no norte Brasil, o cumaru ¢
chamado de fava-tonka, cujas sementes contém 1 a 3% de cumarina.'”’

Com excecao da 1,2- benzopirona, todas as cumarinas sdo substituidas por um grupo
OH na posicdo 7. A 7-hidroxi-cumarina, também conhecida como umbeliferona, ¢ a
precurssora das cumarinas 6,7-di-hidroxiladas e 6,7,8-tri-hidroxiladas. Esses grupos
hidroxilas podem ser metilados ou glicosilados. Além disso, também ¢ comum a prenilacao
em varias posi¢des do esqueleto cumarinico, podendo originar as pirano ou furanocumarinas

. . ~ . e e e . 1
lineares ou angulares.Abaixo estdo relacionadas os principais tipos de cumarinas. '"°

CUMARINAS SIMPLES

R;=R3=H, R, = OCHj; (herniarina)

CH3

R;=R;=H, R,=OH (umbelliferona)

R;=R,=O0H, R;=H (esculetina)
Cumarina(1,2-benzopirona) (78)

R;=O0CH; R,=0OH, R;=H (escopoletina)

R;=O-glic, R,=OH, R;=H (esculina)

(ostol) (79) Cumarina O-prenilada (aurapteno) (80)



FURANOCUMARINAS

I .
¢) o X0 0 o

Linear (psoraleno) (81) angular (angelicina) (82) linear prenilada (chalepensina) (83)

PIRANOCUMARINAS CUMARINA DIMERICA
OH OH
S9® 1, L0
0o 0”0 o o~ Yo o0 =00"¢
OCOCH3
OCOCH(CH3)CH2CH3
Linear (xantiletina) (84) angular (visnadina) (85) dicumarol (86)

Quanto a sua biogénese, as cumarinas s3o derivadas do metabolismo da fenilalanina,
sendo um dos seus primeiros precurssores o acido p-hidroxi-cindmico (acido-p-cumarico),
que ¢ hidroxilado na posi¢do C-2° (orto-hidroxilagdo). O derivado orto-hidroxilado sofre
isomerizagdo fotocatalizada da ligagdo dupla (E—Z). O isdbmero Z lactoniza-se
espontaneamente, produzindo a umbeliferona. A prenilacdo do anel benzénico nas posigdes 6
ou 8 do derivado 7-hidroxi-cumarina ¢ o passo inicial na biogénese das furano e

piranocumarinas. A maioria das cumarinas deriva biogeneticamente da via do &cido



chiquimico, porém um numero significativo delas parece derivar de uma via mista (acido
chigimico e acetato). '’° As cumarinas sdo atribuidas atividades terapéuticas importantes
como: a¢do anticoagulante (dicumarol), imunosupressora, relaxante vascular, hipotensora
(escoparona), vasodilatadora (ostol), espasmolitica (escopoletina) e in vitro (os calanolideos),
promoveram inibi¢io da replica¢do do virus HIV-1.!7%!73 174173

Os relatos da literatura demonstram o isolamento das cumarinas escopoletina e

escoparona da A.cathartica e unkalina das raizes da A.schottii.'®* "

3.3.4. LIGNANAS — Metabolitos dimeros C¢Cs;

No género Allamanda, as lignanas isoladas (pinoresinol, medioresinol e siringaresinol)
: L eorio 177, 164
foram na quase totalidade encontrada espécie A. nerifolia.

As lignanas sdo micromoléculas dimeras, cujo termo foi introduzido em 1940, para
nominar uma classe de compostos de origem vegetal, que sdo formados através do
acoplamento oxidativo de unidades p-hidroxi-fenilpropanos, como os 4lcoois cinamilicos
entre si ou destes com acidos cindmicos. Também pode ocorrer com mondmeros como o

alcool coniferilico ou 4lcool sinapilico, formando moléculas dimeras.

As lignanas apresentam duas unidades de Cg e Cs;  (fenilpropano) ligados pelos

carbonos B e B° da cadeia lateral.'”



Estrutura basica das lignanas

Os ligndides, que ¢ uma designacao genérica, que caracteriza micromoléculas possui o
esqueleto formado exclusivamente pelo grupo fenilpropanico (C¢.Cs) n, sendo n restrito a
poucas unidades, 1,2,3. Os ligndides subdividem-se em diversos grupos.

As neolignanas foram nominadas a partir de 1978, com a finalidade de designar
dimeros oxidativos de alil fenois e de propenil fenoéis, nas quais as unidades C¢ C3 encontram-
se ligadas por outras posi¢cdes que ndo as B ¢ ', ndo apresentando o carbono y-oxigenado.'”™

O elevado nimero de lignanas e neolignanas distribuidas no reino vegetal, e gracas a
expressiva acdo antimicrobiana, antifiingica, inseticida, antiinflamatéria, anti-hepatotoxica,
antileucémica, anti-PAF (fator antiagregante plaquetdrio) e antialérgica tém despertado

. e . . - - 179, 180
grande interesse bioldgico em muitos ensaios quimicos e farmacologicos. "

3.3.5. DERIVADOS DO ISOPRENO

(produtos da via mevalonato)

O mevalonato ¢ formado da condensacdo de uma unidade da acetoacetil-CoA com
uma molécula da acetil-CoA. Apds a condensagao alddlica, ocorre uma hidrolise originando a
3-hidroxi-3-metilglutari-CoA que ¢ reduzida a mevalonato, numa reacdo irreversivel. O
mevalonato ¢ entdo convertido em isopentil-pirofosfato, ou isopreno ativo, a unidade basica
na formagdo dos terpenos e esterdides. A polimerizagdo do mevalonato vai originar moléculas

de cadeias carbonadas crescentes de cinco em cinco atomos de carbono. A molécula



isopentenil-pirofosfato e seu isdmero formam trans-geranil-pirofosfato, a partir do qual
forma-sem os demais terpenos. ' 1%

Novas ligagdes cabega-cauda entre trans-geranil-pirofosfato e isopentenil-pirofosfato
resultardo em sesquiterpenos (15 carbonos) e diterpenos (20 carbonos). Ja a ligagdo cabeca-
cabega entre duas moléculas de farnesil-pirofosfato (15C) dard origem ao esqualeno, o
precursor da maioria dos triterpenos e esteroides. '

Os triterpenos (30C) originam-se majoritariamente do epoxiesqualeno e em menor
nimero da ciclizagdo do proprio esqualeno, enquanto os esterdides (27C) podem ser

considerados metabdlitos secundarios dos triterpenos. Dentre os triterpenos e esterdides de
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origem vegetal, de grande importancia estdo as saponinas. '°

3.3.6. SAPONINAS

As saponinas tém seu nome derivado do latim sapo, saponis que significa sabao, em
virtude de possuirem propriedades tensoativas, formando espuma persistente apos agitagdo e
também propriedades detergentes. A maioria das saponinas possui propriedades hemoliticas,
uma vez que, alteram a permeabilidade das membranas biologicas produzindo toxicidade para
animais de sangue frio. Por esta razdo, algumas plantas que contém estes principios ativos tém
sido empregada desde a antiquidade na arte de pescar. '* #1184

As saponinas sdo detentoras de interesse farmacéutico em 2 niveis. Por um lado,
devido a sua atividade farmacolédgica e aplicagdo direta na terap€utica e por outro, porque
podem ser utilizadas indiretamente como precursores de anticonceptivos orais e na
farmacotécnica sio bastante utilizadas como tensoativos naturais. '*>

Sao compostos com estutura heterosidica e em geral a unido ao agucar se realiza sobre

a OH do C-3 e em alguns casos se estabelece uma esterifica¢ao adicional em outras moléculas



glucidicas através do grupo acido situado sobre o C-28. A partir de rearranjos as saponinas
podem originar triterpenos tetraciclicos e triterpenos pentaciclicos. '’

Os triterepenos pentaciclicos podem ser divididos em 3 grupos: a-amirina, 3-amirina e
lupeol. As saponinas do tipo -amirina (conhecidas também como oleananos) apresentam 2
metilas em C-20 e o tipo a-amirina (ou ursanos) apresentam 1 metila em C-20 e outra em C-
19 e todos apresentam um OH no carbono 3.

As saponinas do tipo lupeol diferem estereoquimicamente daquelas acima citadas.
Além disso, ao quinto anel (E) possui 5 carbonos, ndo sendo hexagonal como nas outras
saponinas triterpénicas '** '*°. As saponinas geralmente hexaciclicas e com 27 atomos de
carbono (espirostano) (87) se localizam em plantas Monocotiledoneas e as triterpénicas com
30 atomos de carbono, tetraciclicos (damarano) (88) ou pentaciclicas (lupanos -90, oleananos-
89 e ursanos) sdo encontradas com maior facilidade em Dicotiledoneas, Pteridofitas e alguns

animais marinhos.'®®

As diferentes estruturas de saponinas tetra, penta e hexaciclicas sdo
observadas na figura 16.

Muitos dos efeitos farmacoldgicos atribuidos a saponinas triterpénicas, estdo
relacionados com sua capacidade de permeabilizar membranas biologicas (atividade
hemolitica). Outras atividades clinicas sdo relatadas como: atividade antiviral, citotoxica

. .. L. . . . Lo 186,183
(antitumoral), espermicida, analgésica, expectorante, antthemorroida e antiinflamatéria. > ">

Espirostano (87) Dammarano (88)



Oleanano (89) Lupano (90)

Figura 16 - Estruturas tetra, penta e hexaciclicas de saponinas

3.4. REVISAO BIBLIOGRAFICA DA Allamanda cathartica L.

A espécie A.cathartica ¢ a mais estudada no género e por este motivo achamos
conveniente fazer a sua revisao bibliografica.
Nome cientifico: Allamanda cathartica
Sindnimo: Allamanda cathartica var. hendersonii (L.H. Bailey e Raffill)
Allamanda herndersoni (Bull e Dombrain)
Nomes vulgares: dedal de dama, alamanda amarela, carolina, alamanda da flor grande,
alamanda purgante, orélia, quatro patacas amarela
Fenologia: floresce e dé frutos em quase todo ano
Area de dispersao: litoral norte, nordeste, leste e sudeste do Brasil.
Cultivada em todos os paises tropicais e quase selvagens em grande

- .1 137,134,187
parte da América tropical " 7"

3.4.1. Caracteristicas botinicas

Trepadeira lactescente, semilenhosa ou arbusto grande, apesar de tropical tolera pouco o

frio. Multiplica-se por estacas cortadas na primavera-verdo. Nas regides de origem produzem



bastante sementes. E frequentemente cultivada em jardins e caramanchdes por causa de suas
grandes, abundantes e vistosas flores amarelas. '**

Possui folhas verticiladas (3-5 cm), curto pecioladas, oblongo-obovais ou elipticas, em
geral brilhantes na face superior, nervuras principais na parte de baixo. As influorescéncias
sdo hirsutas, com bracteas minimas claras. Sépalas verde-claras, largamente ovais, corola
amarela afunilada. Os frutos (4-5 cm de comprimento, 4 cm de largura), espinhos com 15 mm
de comprimento. As sementes sdo obovais, 15-20 mm de comprimento por 15 mm de largura

1 134
e 1,5 mm de grossura. ¥

3.4.2. Estudos fitoquimicos anteriores

No género Allamanda, a A. cathartica (figura 17) ¢ a espécie mais cultivada e estudada

até o momento. '*°
Ao seu latex obtido apds lesdo, sdo atribuidas diversas virtudes medicinais. A literatura
etnofarmacoldgica relata que essa espécie € usada ha muito tempo na medicina popular, onde
se utiliza a infusdo das folhas como catartico, a decocgao dos caules e folhas como hidragogo
muito enérgico, em doses minimas exerce acdo antihelmintica e violentamente emética, se
ingerida em altas dosagens. O latex também se mostrou purgativo, porém se ingerido em
doses maiores provoca significativa toxicidade. '* '° Na China existem relatos de seu uso

. 1 191 .4, . J .

como abortiva.'” "'Os indigenas das Guianas utilizavam o decocto de sua casca deixada
. C 192

algum tempo ao sol como febrifugo, em aplicagdo topica, esfregando-o no corpo.

As flores e raizes sdo usadas pela populagdo em forma de suco para combater afecgdes

do bago e casos de intoxicacdo saturnina (cdlica de pintores ou colica do chumbo). Ainda

. . - . . 134, 1
existem relatos que o decocto tem sido utilizado no comabate a escabiose e pediculose.'** '

191



Em 1954, foi publicado o primeiro trabalho sobre A cathartica apontando o isolamento

do 4cido ursolico (53) de suas folhas. ' Na sequéncia, muitos outros trabalhos foram

194

publicados registrando o isolamento dos flavonodides canferol (46) e quercetina (47) das

195

flores '°, B-sitosterol (49), B-amirina (52) e acido ursolico (53) dos caules e folhas '** ¢ dos

caules e raizes foram isolados os iriddides plumericina (21) e isoplumericina (22). 145

Outros trabalhos foram desenvolvidos, com relatos de isolamento da allamandina (24),
isoallamandina, allancina (31), 3-O-metil allancina (32), allamancina (33), 13-O-acetato metil
allamancina, allancidina (35), glicosil allancindina (36), 13-O-acetato de plumierideo (37),
protoplumericina A (38), protoplumericina B (39), deglicosil-plumierideo (40), 13-O-
cumaroil plumierideo (41), plumiepdxido (43), gardenosideo (44), 10-diidrogardenosideo (45)
(ABE et al,1984) ¢ algumas lignanas."*® Em 1974, KUPCHAN * ¢ colaboradores isolam e

elucidam estruturalmente a allamandina (24).

Ainda foram isolados, protoplumericina (38)"°, [B-sitosterol  (49), 5,6-

diidroestigmasterol (50), sitosterona (51), p-amirina (52) e 4cido octasanoico (68). '*

Figura 17 — Allamanda cathartica



A partir de extrato das flores foram isolados, -sitosterol (49), lupeol (54), acetato de
lupeol (55) e trifolina (56).'"
No ano de 2000, foi isolado das flores da A. cathartica, compostos volateis como o

linalol, dendrolasina e B-cariofileno.

3.4.3. Estudos farmacologicos anteriores

O primeiro ensaio da atividade farmacolédgica desta espécie foi realizado por JEWERS e
colaboradores que ao utilizarem o extrato das raizes em éter de petrdleo, éter etilico e
cloroférmio observaram que provocava toxicidade em ratos (1971) '*’. Estes mesmos autores
isolaram desta espécie, o acido ursélico (53) e os iridoides plumierideo (23), plumericina (21)
e isoplumericina (22).

Os constituintes quimicos isolados, allanerosideo, cumarato de plumierideo (29),
glicosil cumarato de plumierideo (30), 13-O-acetato de plumierideo (37) e plumierideo (23),
demonstraram atividade inibitoria no crescimento de planta. '*°

Atividade antifingica também foi constatada para o extrato metanolico das flores, sendo

, ~ , 148 .. .. )
o responsavel por esta acdo o composto allamanosideo e atividade algicida, foi relatada

para os iridoides cumarato de plumierideo (29) e glicosil cumarato de plumierideo (30).'**

Em 1986, KEWIN e PATTENDEN, comprovam a atividade antifingica e antibacteriana

da plumericina (21). 197
Outros compostos como a plumericina (21), isoplumericina (22), allamandina
(24), allancina (31), pinoresinol (57), escopoletina (67) e escoparona (68) demonstraram
efetividade inibitéria em células tumorais de cancer de seio, célon, pulmio e melanomas, o
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que sugere possiveis e promissores estudos futuros em outras espécies.>> ' 1



Mais recentemente (1997) KADER e colaboradores '** ao estudar a familia
Apocyanaceae, da fragdo acetato de etila da A. cathartica foram isolados os iridoides
bioativos plumericina (21), isoplumericina (22) e da espécie Himatanthus fallax foram
isolados o plumierideo (23), pinoresinol (57), matairesinol e uma nova lignana 7-(R)- metoxi-
8-epi-matairesinol.

Foi comprovada também a atividade antinematocida de extratos de A. cathartica '’ e
em testes de infertilidade houve resposta satisfatoria quando foi administrado 15 mg ao dia
em ratos machos por um periodo de 60 dias.

E, em estudos de Etnofarmacologia sdo relatados a neutralizagdo da hemorragia causada
pela cobra Bothrops atrox Venom, ao se utilizar extratos de A. cathartica ** .

O género Allamanda ainda pode contribuir de forma significativa através de compostos
que exercem atividade antiviral, como ¢ o caso do iridoide fulvoplumierina (28), que em
ensaios realizados por 2 grupos de pesquisa: TAN e colaboradores (1991) ¢ KARDONO e
colaboradores (1990),'® onde ambos os trabalhos, demonstraram efetividade contra o virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1).

Porém, entre os trabalhos mais relevantes do género Allamanda ¢ importante salientar
que, em investigagdes com inibidores tumorais a partir de produtos naturais , o iridoide
allamandina (24), obtido do extrato etandlico de raizes de Allamanda cathartica demonstrou
significativa efetividade in vivo, quando testada em ratos, contra a leucemia P-388 ¢ in vitro

J4 . . . 1
contra células derivadas de carcinoma humano do nasofaringeal (KB) '**** .



3.5. REVISAO BIBLIOGRAFICA DA Allamanda blanchetti

Nome cientifico: Allamanda blanchetti, A. DC

Sindnimo: Allamanda violaceae (Gardner e Fielding)

Nomes vulgares: alamanda roxa, alamanda rosa, alamanda de jacobina

Fenologia: floresce na primavera e verao

Area de dispersdo: cultivada em todos os paises tropicais . No Brasil é encontrada em

. 134, 1
quase todo litoral e zonas quentes do pais ** %

3.5.1. Caracteristicas botanicas

Arbusto semilenhoso, escandente de ramos pilosos e folhas verticiladas, sésseis, nativo
do norte do Brasil. Possui ramagem longa, com folhas elipticas ovaladas, cerosas de cor verde
opaca, com 8-16 cm de comprimento. Influorescéncias com flores roxas na espécie tipica,
campanuladas, mas com variedades que vao do branco creme ao amarelado e roseo arroxeado,
por segregacdo genética nas plantas obtidas por sementes. Sdo plantas de pleno sol,
conduzidas como trepadeiras ornamentais revestindo grades, cercas e portais. Planta tropical
que nao tolera o frio e podem ser multiplicadas tanto por estacas, como por sementes. Contém

Suco acre. 134



3.5.2. Estudos fitoquimicos anteriores

A A. blanchetti constitui-se uma espécie pouco estudada quimicamente (figura 18). Na
revisdo bibliografica a literatura relata apenas 3 trabalhos. O primeiro relata o isolamento dos

201 :
% 0O segundo descreve o isolamento da

iridéides plumericina (21), isoplumericina (22)
cumarina 5,6-dimetoxi-7-hidroxi (unkalina) (66), a qual foi obtida de extratos preparados a
partir de suas raizes ''°. E o ultimo estudo, aponta a investigacio da composicdo quimica das

flores da A. blanchetti onde foram isolados ¢ e identificados estruturalmente , o [3-sitosterol

(49), lupeol (54), acetato de lupeol (55) e trifolina (56) 194

Figura 18- Allamanda blanchetti

3.5.3. Estudos farmacologicos anteriores

Na revisdo da literatura ndo foi encontrado nenhum trabalho que relatasse algum

ensaio bioldgico ou farmacolodgico da A. blanchetti.



3.6. REVISAO BIBILOGRAFICA DA Allamanda schottii

Nome cientifico: Allamanda schottii Pohl

Nomes vulgares: alamanda da flor pequena

Fenologia: flores e frutos presentes em quase todo ano, de preferéncia na primavera
Area de dispersio: encontrada com frequéncia no estado do Rio de Janeiro ¢ Bahia. No

. ’ . : 1 202, 2
estado de Santa Catarina é o planta cultivada para fins ornamentais '*"- 2% 2%

3.6.1. Caracteristicas botanicas

A denominagdo dessa espécie de Allamanda ¢ dedicada ao coletor H. W. Schott (1794-
1865), jardineiro chefe imperial de Viena '*’ .

A A. schottii é considerada planta exotica (figura 19), por vezes crescendo em forma
sub-espontanea em capoeiras pela fuga do cultivo. No seu habitat natural, cresce de
preferéncia perto dos rios. Constitui-se arbusto grande e bastante utilizado em jardins como
espécie ornamental, por possuir semelhanca com a A.cathartica, sendo aquela de flores de
tamanho menor. Caracteriza-se por possuir ramos levemente pilosos, folhas verticiladas de 3-
5 cm, quase sésseis, elipticas e sem brilho. Possui influorescéncias curto-peludas, com
bracteas lineares de 3 cm de comprimento. Suas sépalas sdo verde-securas, estreitamente
ovais, com flores amarelo-citrino onde mostram corola amarela escuro por dentro e listrada
por fora. Seus frutos medem 3,5-4 cm de comprimento por 2-3,5 cm de largura e os espinhos

medem 10 mm de comprimento. As sementes sdo elipticas-orbiculares, de cor marrom e



abrigam-se dentro da capsula espinhosa, caracteristicas botanicas que podem ser observadas

na figura 19 "%,

3.6.2. Estudos fitoquimicos anteriores

Na revisao bibliografica, a literatura relata pouquissimos trabalhos realizados com
esta espécie vegetal. Ensaios realizados com extratos obtidos a partir de suas flores
evidenciaram o isolamento do plumierideo (23), cumarato de plumierideo (29), glicosil
cumarato de plumierideo (30), canferol (46), quercitina (47), rutina (48), -sitosterol (49) e [3-
amirina (52) '** %"

O outro trabalho, relata o isolamento da isoplumericina (22), plumericina (21),

alamandina (24) e alancina (31), todos iridoides obtidos a partir de extratos de caules da A.

schottii. '**

Figura 19 - Allamanda schottii



3.6.3. Estudos farmacologicos anteriores

O levantamento bibliografico, ndo relatou nenhum estudo bioldgico ou farmacolégico
com a A. schottii.

Baseado em dados confiaveis da literatura, tanto a espécie A. blanchetti como A.
schottii, sdo portadoras de um leque infinito de investigagdo fitoquimica, uma vez que sdo
reduzidos os estudos de isolamento e identificacdo, ¢ qualquer resultado biologico ou
farmacoldgico que se obtenha de qualquer uma das duas espécies, sera até o momento,
considerado inédito nas 2 espécies.

Com a intengao de se comparar, de forma objetiva as 4 espécies do género Allamanda,

a tabela 7 mostra os diferentes compostos quimicos ja isolados de cada espécie



Tabela 7 - Espécies de Allamanda estudadas quimicamente e seus compostos isolados de seus

respectivos orgaos '’

Espécie Allamanda Allamanda Allamanda Allamanda Referéncias
Composto cathartica neriifolia schottii blanchetti
R| C|F|FI|R|C|F|F|R|C|]F|F|R|C| F| FI
162, 200, 145,
21) plumericina 146, 150, 144,
163, 33, 197
22) isoplumericina 163, 162, 144,
200, 196, 33,
197, 145
195, 149, 145,
23) plumeirideo 197, 194, 193
24) allamandina 33 , 163, 145,
162
25) allamandicina 33, 150
26) isoallamandicina 150
27) allandina 33
28) fulvoplumierina 162
29)

cumarato de

193, 195, 147,

plumierideo 194

30) glicosil cumarato 194, 193, 147,
plumierideo 195

31) allancina 163, 145, 195,

33,162

32) 3-0O- 145
mettilancina

33) allamancina 145

34) 3-O-metil- 145
allamancina

35) allancidina 145

36) glicosil 145

allancidina
37) 10-acetato 145, 195
plumierideo

38) protoplumericina 145, 149
A

39) protoplumericina 145
B

40) deglicosil 145
plumeirideo

41) 13-O-cumaroil 145
plumierideo

42) allanerosideo 190, 147

43) plumiepoéxido 145




Continuagao

Espécie Allamanda Allamanda Allamanda Allamanda Referéncias
Composto cathartica neriifolia schottii blanchetti
R| C|F| FI|R|C|F|F|R|C|F| F|R|C| F| F
44) gardenosideo 145
45) 10-diidro- 145
gardenosideo
46) kaempferol 194, 193
47) quercetina 194, 193
48) rutina 163, 193, 194
49) B sitosterol 141, 143, 174,
194, 193
50) 5,6-diidro 141
estigmasterol
51) sitosterona 141
52) B amirina 141, 143, 193,
194
53) acido 143, 145, 192
ursolico
54) lupeol 174, 193,
55) acetato de 174, 193
lupeol
56) trifolina 174,193
57) pinoresinol 163, 33, 197,
162
58) monoglicosideo 175
de pinoresinol
59) 4,4°-0O- bisglic. de 175
pinoresinol
60) 9 o hidroxi- 175
pinoresinol
61) medioresinol 175
62) 4,4°-0O- 175
bisgliclosideo
medioresinol
63) 9 a hidroxi 175
medioresinol
64) 175
(+)siringaresinol
65) 4,4"-O-bisglic. 175
siringaresinol
66) unkalina 174
67) escopoletina 163, 33, 162
68) escoparona 163, 33, 162
69) acido 200, 141
octasandico
Linalol 151
Dendrolasina 151
B cariofileno
151

Legenda: R —raiz C —caule F — folhas F1 — flores




4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1.MATERIAIS E METODOS

O perfil cromatografico preliminar dos extratos e compostos puros obtidos foi
realizado em CCD, com placas de silica gel 60 GF 254, de 20 um de espessura e preparadas
sobre folhas de aluminio, de procedéncia Merck e varios sistemas de eluentes. Os reveladores
quimicos especificos empregados nos procedimentos em camada delgada incluem anisaldeido
sulfurico (deteccdo de terpenos e esterdides), solucdo de cloreto férrico a 3% em etanol
(compostos fenolicos), Dragendorff (alcaldides), solucdo etandlica de KOH a 10% (cumarinas
e lignanas) e reveladores universais como acido sulfurico/metanol e camara de iodo.

Para visualizagdo da fluorescéncia dos compostos rastreados por CCD, utilizou-se de
radiacao ultravioleta Minerallight (A = 254 e 366 nm).

Nas cromatografias em coluna, utilizou-se como fase estaciondria silica gel 60
(Merck) de granulometria 70-230 mesh (¢ = 0,063-0,20 mm). O didmetro e altura das colunas
foram escolhidos de acordo com a quantidade do material a ser cromatografado. O sistema de
eluicdo foi realizado com solventes organicos em ordem crescente de polaridade.

Os espectros de absor¢do no infravermelho (IV) foram obtidos através de
espectrofotometro Perkin-Elmer FT-16-PC em pastilha de KBr. A referéncia utilizada foi
absor¢do em 1028 cm™ de um filme de poliestireno.

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de ' H e "°C foram realizados

em espectrometro BRUKER AC-200F (200 MHz-UFSC) ou VARIAN GEMINI 300 (' H 300



MHz; "*C da Universidade Cattolica de Sacro Cuore UCSC/ Roma) tendo como referéncia
interna o tetrametilsilano (TMS) ou préprio solvente. Todos os solventes utilizados eram
solventes deuterados. Os deslocamentos quimicos foram registrados em valores
adimensionais 6 (ppm).

Os extratos foram concentrados em rotavapor BUCH RE-120 e acoplado a B.M. com
controle de temperatura. Os extratos, fracdes e compostos foram pesados em balanga analitica
SHIMADZU LIBROR-AEG-220 e SHIMADZU LIBROR EB-330D. Os solventes foram de

pureza analitica Merck e Reagen.

4.2. ANALISE DO PERFIL FITOQUIMICO PRELIMINAR DAS ESPECIES EM

ESTUDO

A fim de se avaliar as diferengas na composi¢do quimica da A. cathartica (bastante
estudada), A. blanchetti e A. schottii, as quais possuem poucos estudos quimicos; como um
primeiro passo do trabalho, realizou-se um estudo cromatografico comparativo (CCD) entre
as trés espécies.

Foram coletadas raizes, caules, folhas e flores das trés espécies numa mesma
localidade (Campus Universitario-UFSC) da cidade de Florianopolis — SC em 2003 (verdo).
Optou-se por coletar as trés espécies de uma mesma regido, a fim de se evitar possiveis
interferéncias quanto a tipo de solo, pH, nutrientes ou condi¢des climaticas diversificadas.

A coleta realizou-se em dia ensolarado e na seqiiéncia, as partes vegetais das trés
espécies (100g de cada espécie vegetal) foram reduzidas a pequenos fragmentos e

desidratadas separadamente a temperatura ambiente, em local arejado. Posteriormente cada



parte foi reduzida a po grosseiro e submetidas separadamente a processo extrativo pelo
método da maceragao com etanol por 10 dias, ao abrigo da luz, calor e umidade.

O extrato bruto de cada parte de cada planta, foi obtido apds evaporagdo do solvente
sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a temperatura inferior a 50°C. Os extratos
brutos, na sequéncia, foram suspensos em agua e particionados em solventes de polaridade
crescente, originando as fragdes hexano, cloroférmio e acetato de etila.

O rastreamento de possiveis grupos quimicos com as fragdes obtidas foi realizado
através de CCD, com sistemas de eluentes de polaridade crescente, reveladores usuais e
padrdes previamente isolados. Os grupos quimicos rastreados foram terpenos e esteroides
(anisaldeido sulfurico), flavonodides (cloreto férrico), alcaldides (Dragendorff), cumarinas e
lignanas (KOH 10%). Os padrdes auténticos utilizados no experimento foram o plumierideo,
plumericina, 4cido ursélico, canferol, rutina, quercetina e quercitrina, fitoconstituintes
isolados anteriormente na espécie A. cathartica. ** 42 146 148, 130. 151..163. 164 176

Os resultados da detecgdo dos grupos quimicos e metabolitos secundarios investigados

nas 3 espécies, sdo demonstrados na tabela 9, pagina 142.

4.3. MATERIAL VEGETAL : Allamanda blanchetti

4.3.1. COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

Para dar inicio ao estudo visando o isolamento de compostos da espécie A. blanchetti

foram realizadas 2 coletas diferentes : uma coleta da planta adulta e outra coleta da planta

jovem, com a finalidade de estabelecer-se um parametro comparativo do perfil fitoquimico



entre as 2 espécies em idades cronoldgicas diferentes, para que em estudos posteriores se
pudesse direcionar e otimizar as futuras coletas.

Tais coletas ndo foram realizadas no Campus Universitario da UFSC- Florianopolis,
uma vez que nesta localidade a quantidade de planta existente era reduzida e em trabalhos
posteriores haveria a necessidade de volumes maiores que possibilitassem o processo de
isolamento de fitoconstituintes.

Coletou-se entdo, da planta adulta: folhas (297,60 g), caules (368,78 g), raizes (198,40
g) e flores (143,70 g), na localidade Ponta do Sambaqui (Floriandpolis-SC). A coleta deu-se
em dia ensolarado, as 15h do més de fevereiro de 2002, sendo que esta planta ja possuia 2
anos de cultivo. A outra coleta feita com a planta jovem, com 3 meses de cultivo, foi
adquirido na loja Prosar (Floriandpolis-SC), onde foram coletados folhas (24,24 g), caules
(81,50 g) e raizes (18,15 g). Todas as amostras foram utilizadas para um estudo comparativo
entre os 6rgaos das 2 plantas e em idades diferentes. As espécies coletadas foram identificadas
botanicamente pelo professor Oscar Benigno Isa, do Herbario Barbosa Rodrigues (Itajai —

SC), onde uma exicata encontra-se depositada sob niimero de referéncia HBR 52524.

4.3.2. OBTENCAO DE EXTRATOS PARA ANALISE FITOQUIMICA

As flores da planta adulta coletadas foram imediatamente (in natura) colocadas para
macerar em etanol (P.A), em recipiente fechado ao abrigo da luz, calor e umidade, por um
periodo de 10 dias.

Os outros orgdos representados pelas folhas, caules e raizes, tanto da planta adulta
como da planta jovem, separadamente foram reduzidos a pequenos fragmentos e colocados

para desidratar a temperatura ambiente. Depois de secos, foram pulverizados e separadamente



submetidos a maceragdo exaustiva com etanol (P.A.) por 10 dias em recipiente fechado, ao
abrigo da luz, calor e umidade.

Os extratos etanolicos obtidos de todos os 6rgdos das 2 coletas, tiveram seu solvente
evaporado sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio, em temperatura entre 50 e 60°C,
para obtencdo de seus respectivos extratos, os quais foram guardados em dessecador para
evitar contaminagdes. Da planta adulta se obteve: 16,02 g de extrato das raizes, 22,04 g de
extrato dos caules, 46,70 g de extrato das folhas e 23,12 g de extrato das flores. Da planta
jovem os pesos obtidos foram: extrato raizes (1,81 g), folhas (5,37 g) caules (7,79 g). A
porcentagem de rendimento de cada extrato bruto pode ser observada na tabela 10, pagina
144.

Na sequéncia do trabalho, apenas os extratos da A.blanchetti (fase adulta) foram
suspensos em agua e sucessivamente particionados com Hex, DCM, AE e BuOH, originando
as respectivas fragdes. Com os valores em massa obtidos de todas as fragdes citadas e de
todos os orgdos da A. blanchetti foram calculados os percentuais de rendimento (massa) de

cada fragdo, os quais sdo mostrados na tabela 11, pagina 145.

4.3.3. ENSAIOS FITOQUIMICOS COMPARATIVOS ENTRE ESPECIE JOVEM E

ESPECIE ADULTA DA A.blanchetti

Inumeras vezes, durante uma investigacdo fitoquimica, para dar continuidade ou
concluir-se um trabalho, ha necessidade de se fazer mais de uma coleta da espécie em estudo
e frequentemente, ndo se encontra a planta com a mesma idade cronoldgica. Neste estudo,
com o objetivo de se averiguar, se existem diferencas significativas na composi¢do quimica

de um planta jovem (3 meses de cultivo) e uma planta adulta (2 anos de cultivo), realizou-se



um ensaio comparativo por CCD, com os extratos brutos obtidos de todos os orgaos da A.
blanchetti. Utilizou-se para esta triagem, reveladores universais e reveladores especificos para
flavonoides, terpenos, alcaldides, cumarinas, lignanas, grupos esteroidais ¢ UV visivel.
Também foram utilizados padrdes auténticos de quercetina, plumierideo, plumericina,
estigmasterol, P-sitosterol, campesterol e acido ursolico, porque a literatura cita como
compostos jé isolados neste género, 142 144 146, 147, 149150, 164,175, 191, 194, 195, 196

Os grupos quimicos detectados neste rastreamento encontram-se na tabela 12 da

pagina 147.

4.3.4. FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS ETANOLICOS BRUTOS

Uma vez feita a triagem dos principais grupos quimicos presentes na espécie em
estudo, optou-se pela escolha da planta adulta da A.blanchetti para a realiza¢do do isolamento
dos seus fitoconstituintes. O motivo que levou a escolha da planta nesta idade cronologica, foi
o fato de se ter obtido uma quantidade maior em massa de seus extratos, o que teoricamente
oportunizaria uma extra¢do de metabdlitos secundarios em concentragdo suficiente para a
elucidagdo espectroscopica e testes biologicos.

Com o objetivo de resgatar compostos bioativos da A. blanchetti, os extratos brutos
obtidos de todos os orgdos (pesos ja citados na pagina 144) da A. blanchetti (planta adulta)
foram suspensos em agua e entdo, sucessivamente particionados em solventes imisciveis
(liquido-liquido) em escala de polaridade crescente. A partigdo ndo apresentou emulsdo e as
fragdes obtidas foram: hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AE) e butanol
(BuOH). O unico 6rgdo que ndo se conseguiu obter a fracdo BuOH foi a raiz, uma vez que,
houve aderéncia energética ao funil de separacdo, a qual foi solubilizada somente com EtOH,

dando origem a nova fracdo: residuo etanolico da raiz.



Os pesos das fracoes obtidas a partir de extratos brutos da planta adulta, estdo

descritos na tabela 11, pagina 145.

4.3.5. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTIUINTES QUIMICOS DAS

FOLHAS E CAULES DA A. blanchetti

Quando monitorados por CCD, o perfil quimico do extrato bruto dos caules e folhas
do verdo foram idénticos, sendo por este motivo, reunidos os extratos dos 2 6rgaos antes da
particdo liquido-liquido. Para o isolamento de possiveis metabdlitos secundarios da A
blanchetti foram escolhidas, as fragdes hexano e AE, por apresentarem bom perfil
cromatografico.

O fluxograma de procedimentos utilizados para o fracionamento das 2 fracdes esta
descrito na figura 8, pagina 40.

Durante o desenvolvimento do trabalho, s6 serdo relatadas as colunas que depois de
cromatografadas originaram compostos puros. No entanto, foram realizadas intimeras
colunas, das quais ndo se obteve sucesso na purificagdo. Na sequéncia serdo demonstrados os
constituintes quimicos isolados da fragdo hexanica e fracdo AE das folhas e caules da A.

blanchetti.

4.3.5.1.Fracao Hexanica

A partir de 4,70 g da fragdo hexanica oriunda de folhas e caules (verao) da A. blanchetti,
submeteu-se a amostra a cromatografia em coluna (¢ 3cm, altura = 26¢cm,) de silica gel (91,42
g), empacotada com hexano e eluida com hexano: AE, com aumento gradativo de polaridade.

Foram coletadas 143 alicotas de 25 mL cada. As fra¢des foram reunidas por similaridade e a



seguir observadas por CCD. Da fragao H-53-63, eluida com Hex:AE (80:20), isolou-se o
composto 53-63H (14 mg), que apds lavagem com AE/MeOH e MeOH, apresentou-se como

cristal branco.

4.3.5.2. Fraciao AE

Uma alicota (4,97 g) da fragdo AE, obtida das folhas e caules da A. blanchetti foi
submetida & CC (¢ 3 cm, altura = 29 cm), de silica gel (128,30 g), empacotada com
cloroféormio CHCls: MeOH (95:05) e eluida com aumento gradativo de polaridade. Foram
coletadas 101 fragdes de 25 mL cada. Depois de monitoradas por CCD, as fragdes com
semelhanca de Rf foram reunidas e recromatografadas. Das fracdes reunidas 59-73, eluidas
com CHCls: MeOH (90:10), (85:15) e (80:20), isolou-se o composto 59-73AE (64,1 mg), de
cor amarela e que apresentou no UV longo (366 nm) coloragao lilas forte.

A fragdo AE-101 (2,69 g) obtida nesta CC inicial, foi recromatografada em coluna (¢
2,5 cm, altura = 36 cm), de silica gel (41 g), empacotada com CHCl; e eluida com CHCl;:
MeOH 98:02 e gradualmente enriquecida com MeOH. Foram coletadas 110 fracdes de 25
mL. As fragdes foram reunidas de acordo com semelhangas de Rf , sendo que estes ficaram
muito proximos e ndo se purificou nada. A fragdo AE 80-101 (oriunda da fragdo AE 101-
91,5 mg) empacotada com CHCl; eluida com CHCIl; : MeOH (98:02) e gradualmente
enriquecida com MeOH , foi recromatografada em coluna (¢ 1,2 cm, altura = 16 cm), de silica
gel (8 g). Desta CC coletou-se 63 aliquotas de 25 mL cada. Monitoradas por CCD, as fragdes
similares foram reunidas. Das fragdes 25-33 (111 mg) eluidas com CHCl;: MeOH (95:05) e
(90:10), foi isolado um composto puro codificado como 25-33AE. Das fracdes reunidas 34-48
foi isolado o composto 34-48AE (41,6 mg). Com a fragdo AE —101 foi realizada ainda mais
uma CC, com as fragdes reunidas 79-85, eluida com CHCl; : MeOH (80:20) e (70:30),

recromatografada em coluna (¢ 2 cm), altura = 22 cm, de silica gel (40g), a qual foi



empacotada com CHCI; e eluida com CHCl;: MeOH (95:05) e gradualmente enriquecida
com MeOH foi isolado o composto 37(9)AE (26 mg) e também um sélido branco amorfo da
fragdo 41, que foi chamado de 41(9)AE (12 mg) O esquema de isolamento dos constituintes

quimicos do extrato EtOH das folhas e caules da A.blanchetti encontram-se na figura 20.

4.3.6. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTIUINTES QUIiMICOS DA

FRACAO AE DAS RAIZES DA A. blanchetti

Com as raizes (verdo) obtidas da A. blanchetti (198,40 g), realizou-se o mesmo
procedimemto de secagem das partes aéreas, sendo as mesmas mecanicamente trituradas e
submetidas a extragdo com EtOH, a temperatura ambiente por 10 dias. O extrato obtido
(16,02 g) foi concentrada sob pressdo reduzida a temperatura inferior a 60°C e

sucessivamente particionado com Hex, DCM, AE. As fra¢des obtidas foram guardadas em

dessecador.



Fracao
Hex

Fracao
DCM

4,70 g CC (23 cm/26 cm)

Silica gel 91,42 g
HEX: AE
143 fracoes 25 ml

Fr 53-63

Recristalizacao

53-63 H
(14 mg)

558 mg CC (2 ¢cm/22 cm)
Silica gel 40 g

CHCI;: MeOH

110 fragoes 25 ml

37

Fracao
AE

Fracao
BuOH

4,97 g CC (3 cm/29 cm)

Silica gel 128,3 g

CHCI;, AE

101 fracdes 25 ml

59-73

59-73 AE
(64,1 mg)

37(9)AE
(26 mg)

101

2,69 g CC (I3 cm/36 cm)
Silica gel 41 g

CHCI;: MeOH

110 fracgoes 25 ml

79-85

80-101

91,5 mg; CC (1,2 cm/16 cm)
Silica gel 8 g

CHCI3 H

63 fracoes 25 ml

41
41(9)AE 25-33 38-48
(12 mg)
25-33AE 33-48AE
(111 mg) (41 .6 mo)

Figura 20 - Fracionamento do extrato EtOH das folhas e caules (verdo) da A. blanchetti

4.3.6.1. Fracao AE



A fracdo AE, chamada AE-raizes (3,34 g) foi submetida a cromatografia em coluna (¢
1,2 cm, altura = 22 cm), de silica gel (109,6 g), empacotada com Hex: AE (95:05) e
enriquecida gradualmente com AE. Foram coletadas 286 fracdes de 25 mL cada. As fracdes
foram reunidas de acordo com a similaridade de Rf e observadas por CCD.

A partir da fragdo 120 até a fragdo 286, quando monitorados no UV longo (366 nm),
detectou-se manchas azuis fluorescentes de cor muito intensa, caracteristicas de cumarinas.
Afim de comprovagdo, as plaquinhas de CCD foram reveladas com KOH: EtOH 5% no UV
longo e as manchas azuis se intensificaram. Desta CC algumas fra¢des foram reunidas por
apresentarem Rf semelhantes e certo grau de pureza (30-76, 78-120, 122-164 e 165-203) que
a seguir sofreram alguns procedimentos de purificagdo (recristalizacdo com diversos
solventes) obtendo-se dessa forma, solidos amorfos que foram nominados de: 10B30-76;
10C78-120; 10D122-164 ¢ 10E165-203 respectivamente. A fracdo 10C78-120 (10,3 g),
eluida com Hex: AE (80:20) e que se apresentava como cristal amarelo (com algumas
impurezas), com intuito de purificd-la melhor foi lavada com CHCl;: MeOH e por ultimo
MeOH, as impurezas se solubilizaram originando cristais claros. Foi filtrada e guardada
separadamente a 4gua-mae.

A fracdo 10B30-76 (86 mg), eluida com Hex: AE (80:20), apresentou-se como
cristais brancos amarelados. Foi recristalizado com Hex: AE + 2 gotas de MeOH e conseguiu-
se obter um cristal branco puro. Filtrou-se e a 4gua-mae foi guardada separadamente.

A fragdo 10E165-203 (64 mg), eluida com Hex: AE (50:50), quando observada em
CCD apresentou-se como uma Unica mancha e cor turva no frasco de vidro. Apds
recristalizacdo com Hex/AE (90:10), o composto tornou-se um cristal de cor clara. .

Ainda, as fragdes reunidas 204-216 (20 mg), eluida com AE e que apresentavam um
aspecto resinoso de cor amarelada passaram por um procedimento de purificacdo, a fim de se

eliminar a resina, onde foi utilizados AE + aquecimento e posteriormente varias



recristalizagdes com hexano. Retirou-se e guardou-se o sobrenadante, € os cristais obtidos,
quando monitorados por CCD e UV longo apresentaram uma mancha azul muito forte. Esta
fragdo foi nominada de 10F204-216 que posteriormente foi reunida a fracdo 10G217-233
(93,2 g), devido a similaridade de Rfs das 2 fragcdes. Foram posteriormente, as 2 fragdes
recromatografadas em placa preparativa de silica gel 20:20 (L X A), ativada 2 horas em
estufa. Estas 2 amostras foram solubilizadas em acetona e MeOH e com auxilio de um capilar
foram feitas diversas aplicagdes em toda linha horizontal da placa. A eluicdo foi feita com
CHCIl;: AE (90:10). Finalizada a eluicao, observou-se a placa no UV longo e raspou-se com
estilete cada fragdo obtida. Reagrupou-se aliquotas semelhantes e isolou-se um composto
chamado de FG-12AE (10,2 mg).O fluxograma de isolamento dos constituintes do extrato

EtOH das raizes da A. blanchetti sio mostrados na figura 21.

4.3.7. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTIUINTES QUIiMICOS DA

FRACAO HEXANICA DAS FLORES DA A. blanchetti

A partir de flores adultas (outono — 143,70 g) obtidas de A. blanchetti preparou-se um
extrato bruto EtOH, nas mesmas condi¢des de secagem e extragdo que as folhas, caules e
raizes. O extrato bruto EtOH concentrado em evaporador rotatério sob pressao reduzida a
seguir foi particionado em Hex, DCM, AE e BuOH, cujos rendimentos encontram-se na

pagina 145. A fracdo BuOH devido a problemas de contaminagao foi descartada.



Fragao Fragao Fragao Fragao

HEX DCM AE EtOH
3,34 g CC (J1,2cm/22¢cm)
Silica gel 109,6 g
Hex: AE
286 fracdes de 25 ml
30-76 78-120 122-164 165-203 204-233
Recristalizagéo Recristalizag&o o
Hex: AE: MeOH CHCI3: MeOH Recristalizagéo
Hex: AE
10B 30-76
(86 mg)
10C 78-120
10E 165-203
(10,3 mg)
(64 mo)
10D 122-164 1132 ¢
(50 mg) C. P (20x20)
CHCI3: AE
AE+ aquecimento
Recristalizacio com
hexano

FG 12 AE
(10.2 mg)

Figura 21— Fracionamento do extrato EtOH das raizes (verdo) da A. blanchetti



A fracao DCM (1,19g) foi submetida a cromatografia em coluna (¢ 2,5 cm, altura = 35
cm), de silica gel (51,08 g), empacotada com hexano e enriquecida gradualmente com AE.
Foram coletadas 101 aliquotas de 25 mL cada. As fragdes foram reunidas por semelhanca de
Rfs e observadas por CCD. As fragdes reunidas 53-70 apresentaram certo grau de pureza e
uma mancha de grande concentragdo quando eluida com Hex:AE (70:30) (2 vezes) e
revelada com anisaldeido sulftrico e aquecimento. Com objetivo de purificagdo lavou-se a
amostra diversas vezes com hexano e ap0s filtracdo obteve-se um p6 branco cristalino (5,1
mg), chamado de 15H53-70. Com as fragdes Hex e AE das flores, apesar de se ter efetuado
inimeras CC ndo foi possivel o isolamento de algum composto. A figura 22 mostra o

fracionamento do extrato EtOH das flores (outono) da A. blanchetti.

Fracao Fracao Fracao Fracao
HEX DCM AE BuOH

1,19 g CC (22,5 cm/35 cm)

Silica gel - 51, 08
Hex: EE g Descartada

5370 101 fragoes de 25 ml
15H 53-70 o
Recristalizacao com Hexano
(5,1 mg)

Figura 22 — Fracionamento do extrato EtOH das flores (outono) da A.blanchetti



4.3.8. COMPARACAO DE DIVERSAS TECNICAS EXTRATIVAS EM FOLHAS DE

Allamanda blanchetti PARA OBTENCAO DE PARAMETROS FITOQUIMICOS

A obtengdo de compostos bioativos de plantas medicinais esta diretamente ligada a
muitos fatores interativos, sendo o método de extracdo um parametro determinante em muitos
casos. '

Apesar da maceracdo ser a técnica extrativa mais frequentemente utilizada em
laboratorios de Fitoquimica que visem isolamento de compostos biologicamente ativos,
existem outros processos ja relacionados nas paginas 37-39, que com suas vantagens e
desvantagens podem se tornar uma opg¢do na rotina experimental para o isolamento de
fitoconstituintes. **'!

Na tentativa de otimizar a melhor técnica de extracdo dos compostos quimicos da
espécie A. blanchetti, foi realizado um ensaio, utilizando-se métodos usuais de extragdo em
folhas da espécie estudada, com monitoramento em massa obtida e rastreamento por CCD, a
fim de detectar seus compostos, os quais tiveram como suportes reveladores usuais e padroes
auténticos.

Foi coletada no més de abril de 2004, no Campus Universitario da UFSC, &s 15 horas,
dia ensolarado, 100 g de folhas e in natura, o material foi reduzido a pequenos fragmentos ¢ a
seguir submetido aos seguintes processos de extragdo: 1. Maceracdo por 3 dias. 2. Percolagao
com maceracgdo prévia de 6 horas e gotejamento de 10 gotas por minuto. 3. Turbo extragao
utilizando-se aparelho de alta rotacao por tempo de 45 minutos.

4. Extracdo através de ultrasons e tempo pré-determinado de 25 minutos. Todos os processos

utilizaram como liquido extrator o metanol.



Apo6s o procedimento de extracdo de cada método, todos os extratos obtidos sofreram
evaporag¢do do solvente em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida e temperatura inferior a
60°C.

Com todos os extratos, na sequéncia, foram realizados um perfil fitoquimico
comparativo através de monitoramento por CCD e padrdes auténticos de quercetina,
plumericina, plumierideo, acido ursolico, mistura de estigmasterol, [3-sitosterol e reveladores
especificos para terpenos ¢ esteroides (anisaldeido sulfurico), grupos fendlicos (cloreto
férrico), alcaloides (Dragendorff), cumarinas e lignanas (KOH 10%). Os resultados do melhor
método de extra¢do, para rastrear a composi¢do quimica da planta estdorelacionados na

pagina 189.

4.4. MATERIAL VEGETAG6: Allamanda schottii

4.4.1. COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

Visando-se um estudo biodirecionado com a A. schottii para que se pudessem
estabelecer parametros, quanto as possiveis diferengas quimicas em épocas do mesmo ano,
foram realizadas coletas em 3 estacdes do ano de 2002 (verdo, outono e primavera). Todas as
coletas foram realizadas no Campus Universitario da UFSC, em dia ensolarado a partir das 11
horas da manha. Na estacdo verdo foi coletado raizes (540,33 g), caules e folhas (931,22 g).
Na estagdo outono foi coletado raizes (302 g), caules e folhas (909,46 g) e sementes (700 g).
Na estacao primavera coletou-se folhas e caules (2,12 kg), flores (73,210 g) e sementes (1,049

kg). As espécies vegetais coletadas foram identificadas pelo professor Oscar Benigno Isa.



Uma excicata encontra-se depositada no Herbario Barbosa Rodrigues (Itajai — SC) onde
recebeu o numero de referéncia HBR 52525.
Num perfil cromatografico (CCD) preliminar, detectou-se semelhangas entre caules e

folhas, motivo que levou a reunir os 2 6rgdos vegetais.

4.4.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS PARA ANALISE FITOQUIMICA

Todos os 6rgdos coletados na estagdo verdo da A. schottii (raizes, caules, folhas, flores
e sementes), depois de reduzidos a pequenos fragmentos, foram colocados separadamente
para dessecar a temperatura ambiente, em local fechado por aproximadamente 3 semanas.
Depois de secas, todas as partes foram pulverizadas separadamente ¢ submetidas a maceracao
exaustiva com EtOH (partes aéreas e raizes) ¢ MeOH (sementes) por 10 dias, também
separadamente. Como foi dito na pagina 86, as flores foram colocadas imediatamente para
macerar, quando se fez a coleta da A. blanchetti, porque durante este processo, as flores
escureceram rapidamente, motivo que levou a realizagdo da maceragdo com as flores in
natura. No entanto, neste caso da coleta da A. schottii ndo foi observado esta reagdo de
oxidacdo e entdo as flores coletadas foram colocadas para desidratar ao mesmo tempo com os
demais 6rgaos.

Os extratos brutos de todos os o6rgdos, foram obtidos através de evaporacdo do
solvente sob pressdo reduzida em evaporador rotatério e temperatura inferior a 60°C e
guardados em dessecador para evitar possiveis contaminagdes. Uma aliquota de 77,61 g de
extrato bruto de caules e folhas foi submetida a uma coluna de filtragdo e entdo
sucessivamente particionado com Hex, DCM, AE e BuOH, para a obtengdo das respectivas
fragdes. Este particionamento ndo ¢ o mesmo particionamento liquido-liquido realizado com a

A. blanchetti onde, primeiramente o extrato bruto foi suspenso em agua. Neste caso da A.



schottii foi feito uma coluna de filtragdo apenas com hexano e depois se particionou o extrato
bruto com Hex: DCM (50:50), DCM 100%, DCM : AE (50:50), AE 100%, AE : BuOH (50:
50) ¢ BuOH 100%.

Os procedimentos utilizados para a obtencdo das diversas fragcdes (Hex, Hex:DCM,
DCM, DCM:AE, AE e AE: BuOH), onde se preferiu uma coluna de filtragao ao invés de uma
particdo liquido-liquido foi em funcdo de 2 motivos: a) quando na partigdo piloto
(procedimento onde se usa uma pequena quantidade do material para direcionar os futuros
ensaios), o extrato bruto das partes aéreas da A. schottii apresentou uma emulsdo muito
acentuada quando particionado com eluentes imisciveis (suspensdo em agua); b) a outra razao
foi, que em alguns trabalhos com a A. cathartica, os autores dao preferéncia a uma coluna de
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filtragdo e através dela ja foram isolados um numero significativo de compostos puros.'*®

Coluna de filtracao

A coluna de filtragdo acima citada, que originou as fracdes trabalhadas com a
A.schottii foi realizada com uma aliquota de 90,54 g de extrato EtOH de caules e folhas
(verdo) submetida a CC (¢ 8,5 cm, altura 18,5 cm) de silica gel (562 g) e empacotada com
hexano. A seguir foi utilizado um sistema de eluentes da seguinte forma: Hex: DCM 50:50,
DCM 100%, AE:BuOH 50:50, AE 100%, AE:BuOH 50:50, BuOH 100% e MeOH 100%.

As fragdes foram coletadas em aliquotas de 100 mL e a seguir evaporadas em evaporador
rotatério sob pressdo reduzida para obtencdo das respectivas fragdes. Foram coletadas 136
fracoes de 100 mL cada.

A seguir, com os extratos brutos e fracdes semipurificadas obtidos, foi calculado o
percentual de rendimento de cada um, cujos valores podem ser observados nas tabelas 20 e

21, das paginas 190 e 191.



4.4.3. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS DE

CAULES E FOLHAS DA A. schottii

Antes de se comecar o isolamento e purificagdo dos compostos quimicos dos caules e
folhas da A. schottii comparou-se por CCD, os extratos brutos obtidos dos diversos 6rgdos da
A. schottii e chegou-se a conclusdo que os caules e folhas possuiam o mesmo perfil
fitoquimico, motivo que levou a reunir estes 2 extratos.

Também, estabeleceu-se um parametro comparativo (CCD) entre os 6rgios da A.
schottii nas estagdes verdo e outono e concluiu-se que, as raizes do verdo e outono eram
fitoquimicamente muito semelhantes. No entanto, ao se comparar os caules e folhas com as
raizes das 2 estagdes, constatou-se diferencas no perfil quimico, razdo pela qual se trabalhou
com os extratos separadamente.

Para o isolamento dos metabolitos secundarios da A. schottii, foram escolhidas a
fragdo DCM/AE (50:50) (verdo), obtida da coluna de filtragdo por apresentarem um bom
perfil cromatografico.

Muitas CC foram realizadas, no entanto, s6 serdo relatadas neste trabalho, aquelas que

originaram compostos puros ou semipuros.

4.4.3.1. Fracao DCM:AE

Uma aliquota da fragdo DCM: AE (9,26 g) obtida a partir de extrato bruto de caules e
folhas (verao), foi submetida a cromatografia em coluna (¢ 5 cm, altura = 28 cm), de silica gel

(200 g), empacotada com DCM e eluida com DCM, gradualmente enriquecida com AE.



Foram coletadas 105 fragdes de 125 mL cada. As fragdes foram reunidas conforme
semelhangas e observadas por CCD.

As fragdes 24-53 (3,47g) eluidas com DCM: AE (50:50), foram
recromatografadas em coluna (¢ 3 cm. altura = 19 cm), de silica gel (45,82 g), empacotada
com Hex:DCM 70:30 e eluida com hex e solventes de polaridade crescente. Foram coletadas
181 fragoes de 25 mL cada. As fragdes obtidas foram reunidas conforme similaridade de Rfs e
observadas por CCD. Da fracdo 58-75 eluida com DCM: AE (30:70), isolou-se um solido
branco (20 mg) solivel em acetona e denominado de Col 6-58-75.

Da fra¢do 80-106 eluida com DCM: AE (98:02), isolou-se um s6lido amorfo
(56,5 mg), soluvel em acetona e chamado de Col 6-80-106.

As fragdes 120-142 (671 mg) eluida com DCM: AE (90:10) foram recromatografadas
em coluna (¢ 2 cm, altura = 20,5 cm), de silica gel (25 g), empacotada com DCM e eluida em
DCM, gradualmente enriquecida com EtOH. Foram coletadas 54 alicotas de 25 mL cada. De
acordo com suas semelhangas, as fragdes foram reunidas e observadas por CCD. Da fragao 1-
18 eluida DCM: MeOH (95:05) isolou-se um cristal branco transparente (28,2 mg) solivel em
acetona e denominado Col 1-18.

Da fragdo 24-35 eluida com DCM: MeOH (90:10), isolou-se um sélido branco (14,5
mg), soltivel em acetona e nominado como Col 8-24-37.

As fracdes 38-41 (145 mg) foram recromatografadas em placa preparativa de silica gel
(20 x 20/L x A) e eluidas com DCM: MeOH (80:20). Depois da elui¢ao e observadas por UV
visivel (366 nm) raspou-se cada fracdo da placa separadamente e agruparam-se as que
apresentavam Rfs semelhantes, depois de monitoradas por CCD. Cada fragdo foi solubilizada
em acetona e como uma das fracdes apresentou certa pigmentacdo, adicionou-se pequena
por¢do de carvao ativado + hexano + aquecimento. As 3 amostras obtidas foram filtradas com

papel filtro e desta foram foram isolados 3 compostos amorfos de cor clara que foram



chamados de Col 9-A, Col 9-B ¢ Col 9-C. O composto Col 9-A, quando observado no UV
longo (366 nm) apresentou cor azul fuorescente muito acentuada.

As fragdes 54-90 (3,8 g) eluidas com DCM: AE (70:30) foram recromatografadas em
coluna (¢ 3,5 cm, altura = 21 cm), de silica gel (38 g), empacotada com DCM e eluida com
DCM, gradualmente enriquecida com AE. Foram coletadas 105 fragdes de 50 mL cada. As
subfragcdes foram reunidas pela similaridade e observadas por CCD. Destas subfragdes, a
fragdo 61-105 (926 mg) eluida Hex: DCM (85:05) foi recromatografada em coluna (¢ 2,5 cm,
altura = 20 cm), de silica gel (30,02 g), empacotada com hexano e eluida com hexano,
gradualmente enriquecida com DCM .

Coletou-se 122 fragdes de 25 mL cada. As subfragdes foram reunidas ¢ da fracdo 89
eluida com DCM: EtOH (95:05), isolou-se cristal branco, soluvel em cloroférmio e
nominado de AE 89 (12 mg).

O fluxograma de fracionamento do extrato EtOH dos caules e folhas (verao) da A.

schottii esta demonstrado na figura 23.



Coluna de filtragao
90,54 g
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Silica gel 562 g
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Figura 23 — Fracionamento do extrato EtOH (verdo) dos caules e folhas da A schottii




4.4.4. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS DAS

RAIZES DA A. schottii

As raizes da A.schottii coletadas no Campus Universitario Trindade da UFSC
(Floriano6polis-SC), na estagdo outono, em dia ensolarado, foram reduzidas a pequenos
fragmentos e colocadas para secar em local arejado por um periodo de 3 semanas. Depois de
completamente desidratadas, foram pulverizadas e submetidas a processo de extragdo, por
maceragdo exaustiva com MeOH, a temperaturas ambiente, ao abrigo da luz, calor e umidade
por um periodo de 7 dias. O extrato obtido foi concentrado a pressao reduzida em evaporador
rotatério a temperatura de 40°C até volume desejado (21,16 g). Na sequéncia, o extrato
metanolico obtido foi suspenso em dgua e sofreu uma parti¢do liquido-liquido com solventes
imisciveis de polaridade crescente, obtendo-se dessa forma as fracdes semipurificadas de Hex
(3,28 g), DCM (5,36 g) e AE (4,42 g). As fases organicas obtidas foram evaporadas em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida e temperatura média de 40°C e posteriormente
mantidas em dessecador.

As fragdes escolhidas para isolamento dos metabdlitos secundarios da A. schottii

foram as fracdes DCM e AE.

4.4.4.1 Fracao Hexano

Preparou-se uma pastilha com 0,66 g da Fracdo Hex, a qual foi submetida a
cromatografia em coluna (¢i 2 cm) com silica gel, sendo o sistema de eluentes utilizado
hexano e acetona, com aumento gradativo da polaridade. Foram coletadas 100 fragdes de

aproximadamente 15 mL cada. As fracdes foram reunidas de acordo com semelhancas



observadas por CCD utilizando-se anisaldeido sulfirico como revelador. Através desta
técnica foi possivel verificar a presenga de estigmasterol e ou sitosterol na fracdo 29-31 (23
mg) quando se utilizou padrao auténtico. Desta coluna foram isolados cristais nas subfragdes
ASR FH 20-25 (13 mg), 37-39 (17 mg), que foram enviados para analise em RMN de 'H e

13C.

4.4.4.2 Fracio DCM

A fragdo DCM (2,0 g) foi cromatografada em coluna (®i 3 cm) com silica gel, e
submetida ao sistema de eluente hex/acetona, com aumento gradativo de polaridade. Foram
coletadas 100 fragdes de aproximadamente 15 mL cada. As fragdes resultantes desta coluna
foram analisadas por CCD, sendo reveladas com anisaldeido sulfurico, e agrupadas de acordo
com semelhangas observadas.

Algumas fracdes obtidas apresentavam-se praticamente puras. Procedeu-se a
recristalizacdo e lavagem destas com mistura de solventes. A fragdo 16-31 formou cristais (22
mg) que foram enviados para analise em RMN 'H e °C.

As subfracdes 44-48 (0,415 g) foram recromatografadas em coluna (®i 1,5 cm)
utilizando-se silica gel (20 g). O sistema de eluentes utilizado foi hex e acetona, com
gradativo aumento de polaridade. Foram recolhidas 60 fragdes de aproximadamente 15 mL
cada. As fragdes foram reunidas de acordo com semelhangas observadas por CCD utilizando-
se anisaldeido sulfarico como revelador. Foram enviadas a analise em RMN de 'H e °C,
desta coluna, as subfragdes 19, 25-27, 28-30, 31-37, por apresentarem consideravel grau de
pureza.

A fracdo 50-87 (0,534 g) foi recromatografada em coluna (®i lcm) de silica gel (9,55

g), empacotada com hex, e eluida com hex e acetona com aumento gradativo de polaridade.



Foram coletadas 70 fracdes de aproximadamente 15 mL cada. As fracdes foram reunidas de
acordo com semelhancas observadas por CCD. Desta coluna a fracio ASR 21-22 (48 mg)
apresentou-se praticamente pura; procedeu-se a lavagem com mistura de acetona e hex. A
fragdo 88-96 (0,776 g) foi recromatografada em coluna (¢i 2 cm) de silica gel (14,17 g),
empacotada com cloroformio e eluida com cloroférmio e gradualmente enriquecida com
metanol. Foram coletadas 70 fracdes de aproximadamente 15 mL cada. As fragdes foram
reunidas de acordo com semelhangas observadas por CCD. O fluxograma de isolamento das

raizes de A. schottii pode ser observado na figura 24.
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Figura 24- Fluxograma de fracionamento do extrato metanolico das raizes da Allamanda schottii.



4.4.5. COMPARACAO DE DIVERSAS TECNICAS EXTRATIVAS EM FOLHAS DE

A.schotiii PARA OBTENCAO DE PARAMETROS FITOQUMICOS

Com a mesma inten¢do de se comparar os diversos processos extrativos que podem ser
utilizados numa investigagdo fitoquimica, como foi feito com a A. blanchetti, (descrigdo na
pagina 96), foi também realizado o mesmo ensaio, com a A. schottii. No entanto, para este
estudo utilizou-se algumas variaveis, como a adicdo de mais um processo extrativo:
maceragdo por 10 dias. A intencdo foi avaliar se, um tempo maior de contato da planta com o
liquido extrator, poderia promover resultados diferentes.

Este estudo foi um pouco além daquele que foi feito com a A.blanchetti, porque neste
foram avaliadas 2 formas de extragdo: extracdo com a planta fresca e outro teste, utilizando-se
plantas desidratadas, a fim de comparar possiveis diferengas.

O ensaio consistiu em se utilizar métodos usuais de extragdo em folhas da A. schottii
com monitoramento em massa obtido e também o rastreamento por CCD de fitoconstituintes,
que teve como suportes, reveladores usuais e padroes auténticos.

Foi coletado no més de abril de 2004, no Campus Universitario da UFSC, as 15 horas,
em dia de sol, 100 g de folhas e ainda in natura, o material foi reduzido a pequenos
fragmentos e a seguir submetidos aos seguintes processos de extragdo: 1. Maceracdo por 3
dias. 2. Percolagdo com maceragdo prévia de 6 horas e gotejamento de 10 gotas por minuto. 3.
Turbo extragdo que se utilizou aparelho de alta rotacdo por 45 minutos. 4. Extracdo através de
ultrasons e tempo pré-determinado de 25 minutos. Todos os processos utilizaram como
liquido extrator o metanol.

Uma outra aliquota de 100g de folhas foram coletadas no mesmo dia e hora, e

colocadas para desidratar em local arejado e temperatura ambiente. Depois de secas, o



material foi reduzido a pequenos fragmentos e submetidos aos seguintes processos de
extragdo: 1. Maceragdo por 3 dias. 2. Maceragdo po 10 dias. 3. Percolacdo com maceragao
prévia de 6 horas e gotejamento de 10 gotas por minuto. 4. Turbo extracdo em aparelho de
alta rotagdo por 45 minutos. 5. Processo extrativo através de aparelho de ultrasons e tempo
pré-determinado de 25 minutos.Todos os processos utilizaram como liquido extrator o
metanol.

Apds o procedimento de extragdo de cada método, todos os extratos obtidos,
separadamente, sofreram evaporagdo do solvente em evaporador rotatdrio sob pressao
reduzida e temperatura inferior a 60°C.

O perfil fitoquimico comparativo foi realizado em todos os extratos obtidos, através de
monitoramento por CCD e padrdes auténticos de quercetina, plumericina, plumierideo, acido
ursolico, estigmasterol, B-sitosterol, campesterol e reveladores especificos para terpenos e
esteroides, grupos fenolicos, alcaldides, cumarinas e lignanas.

Os resultados do melhor método de extragdo quanto a detecg¢do de grupos quimicos e
os rendimentos em massa de cada processo extrativo estdo demonstrados na tabelas 19 ¢ da

pagina 189.



4.5. TESTES BIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

No rastreamento realizado na literatura quanto as possiveis atividades farmacoldgicas
e biologicas das espécies A. blanchetti e A. schottii ndo foi encontrado nenhum ensaio. O fato,
de serem inexistentes registros de qualquer atividade farmacologica nas espécies estudadas,
oportuniza um leque de possibilidades terapéuticas e qualquer resultado encontrado estara
pela primeira vez sendo abordado e discutido.

Na busca de possiveis aplicagdes clinicas futuras para os extratos e fragdes de A.
blanchetti e A. schottii, realizou-se inimeros ensaios biologicos e farmacoldgicos.

Os testes, entdo realizados com as duas espécies foram:

1. atividade antimicrobiana (antibacteriana e anti-fingica)

2. atividade antimicrobiana contra germes patogénicos da microbiota oral
3. atividade antiparasitaria contra o Menopon gallinae

4. atividade leshmanicida

5. atividade tripanomicida

6. atividade antiviral

7. atividade antileucémica.

4.5.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana, das 2 espécies estudadas foi realizada através de parceria

com 3 universidades, em 3 ensaios diferentes:



a. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA da A. blanchetti CONTRA

MICROORGANISMOS DA CAVIDADE ORAL

O ensaio foi realizado pelo The Forsyth Institute / Haward University
Universidade de Haward (Boston—-EUA) cujo objetivo foi testar atividade antibacteriana

contra germes patogénicos da microbiota oral.

O “National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS) publicou
uma série de normas para a realizagdo de testes de susceptibilidade de microrganismos e
concluiu que estes testes deveriam ser utilizados para serem determinadas as atividades

204 ~ . . .
% Em relagio a esta necessidade microorganismos

antimicrobianas de novos compostos.
normalmente encontrados na cavidade oral causando processos infecciosos foram cultivados e
testados contra extrato bruto das flores da Allamanda blanchetti coletadas no mes de outubro.
Os microrganismos criopreservados a —80 °C foram mantidos, cultivados e submetidos aos
testes contra a amostra da planta medicinal no The Forsyth Institute/Harvard
University/Boston/USA. Para os experimentos as bactérias foram inoculadas em placas de
agar micoplasma, enriquecidas com sangue de carneiro a 5% e 0,3 ug/ml de menadiona
previamente filtrada e esterilizada. As placas foram incubadas por 7 dias a 35 °C, em um
ambiente de 80% N,, 10% CO;, and 10% H, 205, Ap6s este periodo colonias foram semeadas
em 2% de meio mycoplasma (BBL), mantidas em condi¢do de anaerobiose e transferidas para

- - .. - 206, 207
microplacas de 96-pocos para os ensaios antimicrobianos. “ O extrato da planta

medicinal foi dissolvido em 4agua destilada e deionizada obtendo-se as concentragdes de 0, 1,



2,4, 8, 16, 32 e 64 ng/ml, e controles com os meios de cultura sem amostras da planta
medicinal e sem inoculagdo microbiana. Todas as amostras que receberam 0,1ml dos ino6culos
microbianos bem como o0s respectivos controles foram incubados, com o crescimento
microbiano monitorado em leitora de microplacas na densidade 6tica de 630 nm a 0, 94 ¢ 476
h. Todas as microplacas foram mantidas a 35 OC, em ambiente com 80% N,, 10% CO, e
10% Ha,. Os resultados de sensibilidade foram expressos em concentracdo minima inibitdria
(CMI), isto é, a minima concentracdo da planta medicinal que inibiucompletamente o
crescimento bacteriano. Todos os experimentos foram conduzidos em duplicatas e se as
concentragdes testadas ndo inibiram o crescimento bacteriano, os microrganismos foram
classificados como nao-sensiveis ao extrato da planta medicinal nas concentragdes testadas.
As cepas testadas foram: Actinobacillus actinomycetemcomitans (serotypes a), Actinobacillus
actinomycetemcomitans (serotypes b), Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israelii,
Actinomyces odontolyticus (serotype 1), Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus,
Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga sputigena,
Eikenella corrodens, Eubacterium saburreum, Fusobacterium nucleatum ss nucleatum,
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum, Fusobacterium nucleatum ss vincentii,
Fusobacterium periodonticum, Gemella morbillorum, Neisseria mucosa, Peptostreptococcus
micros, Prevotella melanogenica, Propionibacterium acnes (serotypes 1), Propionibacterium
acnes (serotypes II),  Selenomonas noxia, Streptococcus anginosus, Streptococcus
intermedius,  Streptococcus gordonii, Streptococcus oralis, Streptococcus salivariu,

Streptococcus sangui e Streptococcus vestibularis.



b. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS E FRACOES OBTIDOS A

PARTIR DA A. blanchetti e A. schottii

Os testes biologicos foram realizados pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
no Centro de Ciéncias da Satde, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Laboratorio de

Micologia.

Para esta atividade da A. blanchetti foram testados extratos brutos da raiz, caule e
folhas e as fragcdes Hex, AE ¢ DCM de cada 6rgao das 2 espécies. Para a A. schottii foram
utilizados extrato bruto de raiz, caule, folha, semente ¢ flor ¢ as fragdes Hex ¢ DCM.

O solvente utilizado foi dimetilsulféoxido (DMSO) numa propor¢ao até 10 %. Os
extratos foram testados na concentragdo a partir de 5000 pg/mL até 78 ug/mL. As fragdes
foram testadas na concentracdo a partir de 3000 pg/mL até 40,8 pg/mL.

Os microorganismos usados nos ensaios microbiologicos para avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos e fragdes foram as bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC-
25923)-(Sa) Staphylococcus epidermidis (ATCC-12228)-(Sep), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC- 27853)-(Pa) e os fungos: Micrococcus luteus (ATCC-9341)-(Ml), Candida albicans
(ATCC-76645)-(Cal), Candida albicans (FCF-243)-(Ca2), Candida guilliermondii (LM-06)-
(Cg), Candida stellabidea (LM-41)-(Cs), Candida parapsilosis (LM-1E)-(Cp), Candida
tropicalis (LM-100)-(Ct), Trichosporon inkin (LM-267)-(Ti), Cryptococcus neoformans
(LM-570)-(Cn),  Trychophyton  rubrum (LM-105, LM-108)-(Tr), Trychophyton
mentagrophytes (LM-103)-(Tm), Penicillium (FCF169)-(Pe), Fusarium (LM-03)-(Fu),
Aspergillus flavus (LM-828)-(Afl), Microsporum canis (LM-828)-(Mc) e Microsporum

parasiticus (LM-129)-(Ap).



As cepas foram obtidas no Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (USP) e da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). As mesmas foram mantidas em agar Muller-Hinton (Merck) e agar Sabourand
dextrose (DIFCO) nas temperaturas ambientes (28-30 °C) 4 °C. Os meios de cultura para as
bactérias foi 4gar Muller-Hinton e dgar Sabourand dextrose para os fungos.

Os ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes seguiram a
metodologia de BAWER et al, 1966; CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER,
2000 e NCCLS, 2000 *%%20%-210.211

A suspensdo de cada cepa foi feita a partir de repiques recentes. Foram preparados em
solucdo salina 0,85%, estéril. As mesmas foram comparadas a uma suspensdo de sulfato de
bario, tubo 0,5 de Escala McFarland e ajustada para 90% de T no espectrofotometro Leitz
(340-800 nm), contendo aproximadamente 10° UFC/mL.

Primeiramente foi feito um “screening” para avaliar a atividade bioldgica de cada
espécie vegetal, utilizando-se a técnica de difusdo em meio sélido, processo cavidade-placa.
Em placas de Petri, descartaveis e estéreis (90 X 10 mm/Craw), foi depositado um mL de
suspensdo da cada cepa. Em seguida, foi adicionado 20 mL de cada meio s6lido, fundido e
resfriado a 45-50 °C. Foi feito homogeinizacdo de forma lenta, juntamente com o indculo. As
placas foram deixadas em repouso por 30 minutos para a soldificagdo dos meios de cultura.
Foram feitas as cavidades com 6 mm de didmetro com canulas de vidro esterilizadas. Em
seguida, se depositou 50 uL de cada produto solubilizado em suas devidas concentragdes. Os
ensaios foram incubados a 37 °C por 24-48 horas para bactérias e leveduras; a temperatura
ambiente durante 7-14 dias para fungos filamentosos.

Decorrido o tempo de incubagdo foi feita a leitura dos resultados. Foi considerado positivo,

quando o produto inibiu o crescimento do microorganismo produzindo um halo igual ou



superior a 10 mm de diametro. E s6 foi realizada a determinagdo da concentracao inibitoria
minima-CIM, quando o halo de inibicao foi superior a 14 mm de didmetro.

A determinacao da CIM foi feita pelo método das diluigdes seriadas em tubos, usando
meio sélido. Foi preparada uma série de tubos de ensaio 100 X 15 mm (em duplicata). Foi
adicionado no 1° tubo, 6 mL do meio so6lido fundido e resfriado a 45-50 °C, contendo 30 mg
de cada extrato ou 18 mg de cada fragdo. A partir dos tubos n° 2, o volume do meio de cultura
era igual a 3 mL. Portanto, de cada primeiro tubo, foi repassado 3 mL para o tubo n° 2 e assim
por diante, até obter as diluicdes dos extratos e fracdes desejadas. Em seguida, os tubos
contendo o meio de cultura e os produtos diluidos, foram inclinados até solidificagdo total. Na
sequéncia, foram inoculados 10 pL de cada suspensdao dos microorganismos.

Em paralelo, foram feitos controle com cada microorganismo e antimicrobiano padrao,
cloranfenicol a 30 ug e cetoconazol a 50 ug, ambos da CECON/SP. O sistema foi incubado a
37 °C, por 24-48 horas para bactérias e leveduras, a temperatura ambiente para fungos
filamentosos.

Apds o tempo de incubagao, foi feita a leitura dos resultados. Foi considerado positivo,
o produto que inibiu o crescimento total do microorganismo, ndo sendo observado nenhuma

coldnia na superficie do meio ( - ) em comparagdo com o controle do microorganismo ( + ).

c. Atividade ANTIFUNGICA DE EXTRATOS OBTIDOS A PARTIR DE RAIZES DA
A. schottii
Os testes foram realizados pela Universidade Nacional de Rosario - Bioquimica y

Farmacia -Rosario -Argentina

*Método da diluicao

Para esta analise foi utilizado o extrato bruto de raizes de A. schottii.



O extrato foi testado pelos fungos relacionados abaixo, pelo método de diluicao, a fim
de se determinar a menor concentragdo do extrato capaz de inibir o crescimento destes
patogenos, ou seja, a CIM (Concentragio Inibitéria Minima-pg/mL).*'?

O método da diluicdo usado neste ensaio incorporou o extrato bruto de raizes de A.
schottii em meio solido (caldo) e a seguir procedeu as diluigdes da amostra original e a cada
uma das quais, se inoculou um fungo a ser testado. Se determinou a Concentrag@o Inibitdria
Minima pela menor concentra¢do que inibiu o crescimento do microorganismo. Este método
tem a vantagem de ser quantitativo e poder ser usado tanto com amostras soliveis em agua
como lipofilicas. *"> O ensaio pode ser extendido quando se querem obter informagdes sobre
a concentragio fungicida minima.*'*

As cepas utilizadas e suas respectivas abreviaturas foram: Candida albicans (ATCC-
10231)-(Ca), Candida tropicalis (C131-(Ct), Cryptococcus neoformans (ATCC-32264)-
(Cn), Saccharomyces cerevisiae (ATCC-9763)-(Sc), Aspergillus fumigatus (ATCC-26934)-
(Afu), Aspergillus flavus (ATCC-9170)-(Afl), Aspergilus niger (ATCC-9092)-(Na),
Microsporum canis (C-112)-(Mc), Microsporum gypseum (C-115)-(Mg), Epidermophyton
floccosum  (C-114)-(Ef), Trychophyton rubrum (C137-2000)-(Tr)  Trychophyton

mentagrophytes (ATCC9972)-(Tm).

* Bioensaio da Neurospora crassa

Foi  realizada também, por este grupo de pesquisa o estudo
do mecanismo de inibicdo da parede celular antifiingica através Neurospora crassa, que se
constiui um fungo filamentoso que quando estd em presencga de inibidores da parede celular
fungica e em certas condi¢des (37°C e meio osmdtico) cresce como propotoplasto (sem
parede celular), as quais microscopicamente mostram mal formagdes (hifas muito curtas e
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ramificadas). ©° Estas podem se pode visualizar macroscopicamente num ensaio de difusdo



em agar, onde os discos com os extratos a provar se poe sobre a superficie de placas de agar
inoculados com os esporos da N. crassa. Os halos produzidos pelos compostos que inibem a
parede celular fingica aparecem salpicados, enquanto que os antifingicos que ndo interagem
com a parede produzem zonas claras de inibi¢do. Este ensaio evita o inconveniente de ter que
olhar ao microscopio as colonias para detectar mal formagio de hifas.*'> *'° Baseado neste

método foi realizado o bioensaio da N. crassa com os extratos brutos de raizes de A. schottii.

4.5.2. ATIVIDADE ANTIPARASITARIA CONTRA O PIOLHO Menopon gallinae

Durante a revisdo da literatura sobre o género Allamanda, foi constatado abordagens
etnofarmacoldgicas sobre o uso topico do decocto das folhas da Allamanda cathartica no
controle da escabiose e pediculose. ** !

Como a A. blanchetti e A. schottii possuem perfil cromatografico semelhante a A.
cathartica (pagina 142) buscou-se confirmar clinicamente, se 0 uso topico dessas 2 espécies,
provocava alguma atividade piolhicida, como preconiza a medicina popular. Para tanto,
buscou-se rastrear atividade antiparasitaria no combate ao piolho Menopon gallinae.

O teste antiparasitario foi realizado em duas etapas, onde a primeira etapa utilizou
somente o uso topico de diversas formas farmac€uticas da A. schottii, que ¢ a forma mais
utilizada pela medicina popular. A segunda etapa oportunizou formas de ingestao oral (agua e

alimentagdo) e indices de toxicidade provocados formas farmacéuticas testadas.

4.5.2.1.Testes — primeira etapa

Foram selecionadas 228 galinhas infestadas na propriedade rural Doce Encanto,
localizada no municipio de Santa Rosa de Lima (SC) e monitoradas pela CIDASC

(Companhia Integrada de Desenvolvimento Rural de Santa Catarina) Florianopolis —SC .



O material vegetal a ser utilizado no estudo, consistiu de extrato bruto de raizes de A
blanchetti e A schottii, previamente preparados em nosso laboratério que no momento do uso
foram diluidos a 0,5% em agua. A outra forma farmacéutica foi decocto (cozimento por 15
minutos em veiculo aquoso) de caules e folhas a 20% das espécies vegetais em estudo e
preparados no momento do uso.

As partes aéreas (caules e folhas) de A blanchetti e A schottii utilizadas, foram
coletadas no dia anterior do ensaio e fervidas com agua (20%) em panela tampada por 15
minutos.

Deu-se preferéncia a utilizagdo da planta fresca, ao invés da seca, porque essa ¢ a
forma que se utiliza popularmente.

A utilizagdo da solugdo aquosa (0,5%) do extrato bruto, foi motivada pelo fato de ser
uma forma bastante concentrada (obtida em laboratério por técnicas descritas anteriormente) .
Dessa forma, foi possivel comparar-se um fitoterapico obtido por técnicas laboratoriais com a
forma caseira utilizada pela populagao.

O ensaio constitui em se dividir o numero de animais (228) em 6 grupos de 38 aves, as
quais foram identificadas com fitas coloridas diferentes em seus pés, sendo que cada cor
correspondia ao tratamento recebido.

Antes do recebimento do tratamento foi avaliado o indice de infestagdo, escolhendo-se
para esta avaliacdo as areas de maior incidéncia do ectoparasita (locais mais quentes—como,
por exemplo, embaixo das asas). Procedeu-se a contagem por cm’. Foi feito a média de
contagem de diversos animais e o percentual foi de 30 parasitas por cm’.

O tratamento consistiu em se utilizar as espécies Allamanda blanchetti ¢ Allamanda
schottii em diversas formas farmac€uticas ¢ duas formas de aplica¢do topica : banho e
pulverizacdo. As formas farmacéuticas utilizadas, partes da planta e tipo de aplicacdo sdo

mostrados na tabela 8.



Tabela 8 - Formas farmacéuticas de A. blanchetti e A. schottii e tipo de tratamentos utilizados
no combate a pediculose de aves

PLANTA FORMA PARTE DA APLICACAO
FARMACEUTICA PLANTA
A. blanchetti Solugio aquosa 0,5% Raiz Banho
(extrato bruto)
A. blanchetti Solucdo aquosa 0,5% Raiz Pulverizagio
(extrato bruto
A. blanchetti Decocto a 20% Caules e folhas Pulverizagdo
A. schottii  Solucdo aquosa 0,5% Raiz Banho
(extrato bruto)
A. schottii  Solucdo aquosa 0,5% Raiz Pulverizagdo
(extrato bruto)
A. schottii Decocto a 20% Caules e folhas Pulverizagao

As formas de aplicagdo nos animais tratados foram o banho e a pulverizagdo, por se
tratar de métodos usualmente utilizados para uso veterinario no caso de pediculose.

Todas as formas farmacéuticas utilizaram agua como veiculo e foi realizada uma
aplicacdo diaria por 2 dias consecutivos. No terceiro dia foi reavaliado o indice da infestagao,
com recontagem do numero de 4caros por cm?, cujos resultados se encontram,

nas paginas 223 e 224. A seqiiéncia de fotos do experimento encontram-se no anexo 1.

4.5.2.2. Testes — segunda etapa

Os resultados obtidos na primeira etapa do experimento foram bastante significativos,

0 que nos motivou a continuar o experimento, sob outra otica de avaliagdo.



Para dar continuidade a especulagdo da atividade antiparasitaria do género Allamanda,
deu-se preferéncia a espécie vegetal A schottii, uma vez que com a A. blanchetti foram
obtidos os mesmos resultados (primeira etapa).

Este ensaio estd em fase de desenvolvimento na Estacdo Experimental da EPAGRI, na
cidade de Campos Novos — SC. No estudo estdo sendo avaliados os indices de reducao de
parasitas, através da ingestdo oral de extratos de A schottii, por meio de ragdo nebulizada e
agua de beber contendo o material vegetal.

A escolha de metodologia baseia-se no fato de que, muitas vezes os parasitas
infestantes, por terem uma alimentacao hematofoga (se alimentando do sangue da ave) sao
mais facilmente eliminados se a medicagdo for colocada na agua de beber e na sua dieta
alimentar didria. No final do ensaio serd realizado exame histoldgico, para se avaliar o efeito

cumulativo e possivel toxicidade dos extratos em estudo.

* Triagem das aves em estudo

Em primeiro lugar se procedeu a identificagdo do(s) piolho(s), a contagem para se
observar o indice de infestagdo e o local de maior incidéncia dios piolhos (debaixo da asa,
regido da cloaca, dorso, peito, etc). Foram utilizadas 50 aves separadas em 5 lotes de 10
galinhas cada uma. Identificou-se cada lote amarrando uma fita de cor diferente nos pés das

aves em estudo. Os lotes a serem avaliados, foram assim distribuidos:

Lote 1 Galinhas — 10 aves

Uso de infusido de Allamanda schottii na agua do bebedouro durante 10 dias

* infusdo de 300g em 1000mL de 4gua.. Deixar esfriar tampado. Deixar as galinhas com
restricdo hidrica e colocar o infuso na dgua de beber.
Lote 2 Galinhas — 10 aves

Uso de infusido de Allamanda schottii na dieta alimentar durante 10 dia




* infusdo de 300g em 100-200mL de agua. Deixar esfriar tampado. Fazer a nebulizagao
com o cha na ragdo. Deixar as galinhas com restri¢cao alimentar. Oferecer a mistura.
Lote 3 Galinhas — 10 aves

Uso de extrato de Allamanda schottii na asua do bebedouro durante 10 dias

e 5 mlL de extrato bruto na dgua . Deixar as galinhas com restri¢ao hidrica.
Lote 4 Galinhas — 10 aves

Uso de extrato de Allamanda schottii na dieta alimentar durante 10 dias

e Mosturar 5 mL de extrato na 4gua Fazer a nebulizacdo da mistura na ragdo.Deixar as
galinhas com restri¢do alimentar. Oferecer a mistura
Lote 5 Galinhas — 10 aves

Testemunha - Durante o experimento ndo utilizar medicamento

* Coleta de Material histoldgico

Primeira coleta

A primeira coleta de material para exame histopatoldgico — sera efetivado no 11°dia

do experimento. No 11° dia serdo abatidas 30% das galinhas. Serd coletado o material de

todas as galinhas como visceras (coragdo, figado, rim, pulmao, moela, pro-ventriculo,

intestino delgado e grosso, cérebro) e musculatura da coxa. Os cortes histologicos com 1 cm

de espessura por 2 cm de superficie serdo fixados em mistura de formol (1 parte de formol

para 9 partes de agua) com volume de liquido equivalente a 10 vezes o volume de amostra

coletada

Segunda coleta

A segunda coleta de material para histopatoldgico dar-se 4 no 18°dia do experimento e sera

repetido o procedimento da primeira coleta

Terceira coleta



A terceira coleta de material para histopatologico dar-se-a no 33°dia do experimento e sera
repetido o procedimento da primeira coleta.

Na seqiiéncia, todas as amostras serdo remetidas para o exame histopatologico.

Alguns cuidados importantes foram observados durante o estudo como: ndo deixar
resto de comida (racdo) de um dia para outro (evitando-se dessa forma que algum animal se
alimente em maior quantidade que outro); rastreamento diario de possiveis efeitos colaterais
provocados pelo tratamento, (como por exemplo, observacao didria da postura da ave - corpo
mole pode ser sinal de fraqueza) ou aparecimento de diarréias.

Cada grupo de aves ficou confinado a uma érea restrita e diariamente se observou se
houve reinfestagdo. Se por acaso, ocorreu, foi registrado em quantos dias houve a reinfestagdo
e em que idade cronologica do animal aconteceu (jovem ou adulto). Também serd observado

que em que idade, as aves foram mais sensibilizadas pela ingestdo da medicacao.

4.5.3. ATIVIDADE ANTIVIRAL
Os ensaios para avalia¢do da atividade antiviral foram realizados pelo Departamento

de Ciéncias Farmacéuticas — UFSC

* Amostras testadas
Neste estudo, se testaram:

1.Extrato bruto etandlico de folhas de A. blanchetti — virus da herpes HSV-1



2.Extrato bruto etandlico de caules de A. blanchetti — virus da raiva cepa PV
3.Extrato bruto etanolico de raizes de A. blanchetti — virus da raiva cepa PV
4.Extrato bruto etandlico de folhas de A.schottii- virus da herpes HSV-1

5.Extrato bruto etanolico de flores de A.schottii- virus da herpes HSV-1

6.Extrato bruto etanolico de folhas de A.schottii- virus da raiva cepa PV

7.Extrato bruto etanolico de flores de A.schottii- virus da raiva cepa PV

8.Fragdes Hex, DCM, BuOH e EtOH de folhas de A.schotti—virus da herpes HSV-1

9.Fra¢des Hex, DCM, BuOH ¢ EtOH de flores de A.schottii—virus da herpes HSV-1

* Culturas celulares e virus

Foram utilizadas células VERO (ATCC:CCL81), que s3o culturas continuas de
fibroblastos do macaco verde da Africa (Cercopithecus aethiops), escolhidas por serem
permissivo ao Herpesvirus Simplex tipo 1 (HSV-1) e para o virus da raiva foram selecionadas

cepas PV testadas em células McCoy.

* Meio de cultura e outros reagentes

O meio de cultura utilizado foi o MEM (Sigma) e adicionado ao meio soro fetal
bovino 10% para o crescimento e 5% para manutencdo das células, e uma mistura comercial
(Gibco BRL) de antibidticos e antifungico para evitar a contaminagdo das culturas por
bactérias, fungos e leveduras, além da solugdo de tripsina (Sigma) para o descolamento das

células do suporte fisico.

* Virus
Os virus utilizados nos experimentos serdo Herpesvirus simplex tipo 1 (HSV-1), das
cepas KOS e 29R (Universidade de Rennes, Franga) que sdo resistentes ao Aciclovir e virus

da raiva em cepas PV testadas em células McCoy



VP26 Assembly in HSV-1 Capsid
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Figura 25 - Herpesvirus simplex tipo 1 (HSV-1)

* Preparo das suspensdes-estoques virais

As suspensdes virais foram inoculadas em frasco de cultura de 75cm” contendo uma
monocamada de células VERO, cultivadas em 10 mL de meio 199, suplementado com 5% de
SFB e antibioticos/antifungicos, tendo sido tripsinizadas 24h antes da infeccao.
Primeiramente o meio de cultura foi aspirado da garrafa e a monocamada celular serd lavada
3X com PBS; inoculado 1 mL da suspensao viral em questdo e incubado - o periodo de
incubacao do HSV-1 ¢ de 1h, a 37° C em estufa de CO», para permitir a adsor¢do e penetragao
viral e, entdo, o excesso de virus foi retirado por suc¢do a vacuo e 10 ml do meio sem SFB foi
adicionado. A incubagdo foi realizada nas mesmas condigdes acima relatadas. O efeito
citopatico viral (ECP) foi monitorado por microscopio invertido a cada ciclo de replicagdo:
18h para o HSV-1. Quando o tapete celular se mostrou totalmente infectado pelo virus, o
frasco foi congelado a -80° C e descongelado a 37° C por 3X, para o rompimento total das
células e liberacao das particulas virais. A suspensao foi centrifugada a 350 Xg, durante 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado em tubos estéreis e armazenados a -80° C para
posterior utilizacdo. As metodologias utilizadas para os inumeros ensaios das atividades
antivirais sdo baseadas em ensaios preconizados por Reed e Muench (1938)*"7, Streiss (1998)
18 Takeuchi (1991) ", Sidwell (1971) **°, Machida et al (1979) **', Sidwell ¢ colaboradores
(1986) *%.



* Determinacao do titulo infeccioso viral

O titulo infeccioso do Herpes virus simplex tipo 1 e do virus da raiva cepa PV foram
quantificados pelo valor reciproco da dilui¢do dos virus que tém a capacidade de infectar 50%
das células hospedeiras inoculadas, e expresso como a dose infectante a 50% do tecido celular
(TCIDsp) por mL. A metodologia utilizada para estimar o TCIDs, foi aquela preconizada por
Reed ¢ Muench®. O TCIDs, nio revela quantas unidades infecciosas podem estar presentes
na amostra, mas somente se esta dose ou diluicdo produzird ECP em cerca de 50% das
unidades experimentais (no caso, cada cavidade). A partir desse valor estimado pode-se
calcular a multiplicidade de infeccdo (MOI), que ¢ a relagdo entre o titulo infeccioso ¢ a
quantidade de células. A titulagdo do HSV-1 e da cepa PV foram feitas pelo método das
dilui¢des-limite. Foi preparada uma série de dilui¢des de 1:10 a partir e uma suspensdo viral
com titulo determinado, que adicionadas a placas de 96 cavidades com tapetes celulares
previamente formados. A placa incubada a 37° C, em estufa de CO, durante 72h e observada
diariamente ao microscopio invertido. Apds os calculos o valor obtido foi fornecido em

TCIDso/l’nL

* Estudo da citotoxicidade
Avaliagao da citotoxicidade pelas técnicas: avaliagdo das alteragdes morfoldgicas

através de microscopia” "~ e pelo ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT).

* Avaliacio das alteracdes morfologicas através de microscopia

A citotoxicidade se traduz pela desorganizagdo do tapete celular, bem como pelo
aspecto granuloso e arredondado das células, e conseqiiente aparecimento de alteracdes
morfologicas quando as células sdo expostas a agentes externos. >

Uma suspensio de células VERO contendo aproximadamente 2,5x10° células/mL, foi
obtida através de tripsinizacdo de um frasco de cultura celular e foi distribuida em placa de 96
cavidades (100 pL por cavidade). Apds incubacdo de 24 h, a 37 °C, em estufa de CO,, foram
adicionadas diferentes concentracdes de diferentes extratos e fracdes preparadas a partir de
A.blanchetti e A. schottii. O meio da placa foi descartado por aspiragdo e as diluigdes foram
transferidas para a placa. Foram feitos controles celulares apenas com Meio Minimo Essencial
(MEM). As placas foram incubadas por 72 h, nas mesmas condi¢des descritas acima, ¢ as

alteracdes morfoldgicas acompanhadas no microscopio invertido diariamente.



* Viabilidade celular através do ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

Uma suspensio de células VERO contendo aproximadamente 2,5x10° células/mL, foi
distribuida em placa de 96 cavidades (100 uL /cavidade). Apo6s incubagdo de 24 h, 37° C, em
estufa de CO,, o meio MEM foi substituido por diluigdes dos extratos. As placas foram
incubadas por 72 h, nas mesmas condi¢des descritas acima. O meio foi substituido por 50 pL
da solugdo de MTT (Img/mL em meio 199) e a placa foi incubada por 4 h. O meio com MTT
foi entdo retirado e substituido por 100 uL. de DMSO para solubilizar o formazan. A leitura

foi feita a 540 nm em leitor tipo ELISA.

* Estudo da atividade antiviral in vitro

O estudo da atividade antiviral in vitro foi realizado pelo teste de inibigdo do efeito

citopatico viral, pelo ensaio colorimétrico do MTT e pela agdo virucida.

* Inibicao do efeito citopatico viral

Esta metodologia permite estimar, com relagdo aos controles virais, os percentuais de
inibicdo do efeito citopatico viral provocados por cada concentracdo de cada substancia
testada. Para cada uma delas ¢ construido um grafico de percentual de inibicdo do efeito
citopatico viral em fungdo das concentragcdes da substancia em questdo. A concentracdo que
diminui em 50% o efeito citopatico ¢ assim estimadae ¢ chamada de CEsy (concentragao
efetiva a 50%).

Quanto maior o IS, mais promissora ¢ sua atividade antiviral, dando indicacdo de que
seria viavel a realizacdo posterior de estudos mais detalhados, tanto in vitro quanto in vivo.
Tanto os valores de CC50 quanto de CES50 representam a média de trés experimentos
independentes +- desvio padrao da media, ¢ foram obtidos através de andlise de regressao

linear.

Técnica:

Uma suspensao de células VERO contendo aproximadamente 2,5x105 células/mL foi
preparada e distribuida nos 96 pocos de uma placa de microtitulagdo (100 puL/poco). Apds
24h, a 37 °C, formou-se um tapete celular uniforme. Foram adicionados simultaneamente
100uL dos extratos em estudo, em diferentes concentragdes e 100 uL da suspensdo viral. Os
controles virais (que atestam a viruléncia da suspensdo viral utilizada), os controles das

solucdes das substancias (que testemunham a auséncia de citotoxicidade do produto testado,



na concentragdo utilizada), os controles realizados com aciclovir e os controles celulares
foram preparados e adicionados na mesma placa de microtitulagdo. Em todos os
experimentos as leituras foram efetuadas no microscépio invertido e a destrui¢do do tapete
celular pelo efeito citopatico provocado pelos virus foi comparada com os controles. A
inibicdo do efeito citopatico foi avaliada de acordo com as proposi¢cdes de Sidwell &

Hufmann (1971)**%; Machida et al (1979)**' e Sidwell (1986). **

Figura 26 - Placas de microtitulagdo utilizadas para avaliar a inibi¢ao do efeito citopatico

* Ensaio colorimétrico do MTT
A avaliagdo antiviral foi realizada da mesma forma que para a citotoxicidade, porém,
com adi¢do das suspensdes virais.

Uma suspensio de células VERO contendo aproximadamente 2,5x10° células/mL,foi
distribuida em placa de 96 cavidades (100 puL /cavidade). Apds incubagdo de 24h, a 37°C, em
estufa de CO,, o meio MEM foi substituido por dilui¢des dos extratos e 100 uLL de suspensoes
dos diferentes virus em estudo. Foram realizados controles virais (100 uL da suspensao viral
+ 100 pL de meio), controles celulares (200 uLL de meio) e controles positivos de inibi¢ao do
HSV-1 (100 uL da suspensao viral + 100 puL de solucao de aciclovir 2,5; 5,0 ¢ 10 ug/mL); os
demais virus ndo dispdem de controle positivo de inibicdo. As placas foram incubadas por
quatro dias para o0 HSV-1. O meio foi substituido por 50 uL da solugdo de MTT (Img/mL em
meio 199) e a placa foi incubada por 4 h. O meio com MTT entdo retirado e substituido por
100 uL. de DMSO para solubilizar o formazan. A leitura foi feita a 540 nm em leitor tipo
ELISA.
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Figura 27 - Ensaio colorimétrico do MTT para leitura em Elisa

* Delineamento experimental

Nos experimentos, foi utilizado o delineamento de blocos completamente casualizados
(BCC) e um arranjo fatorial dos tratamentos, onde cada cavidade constituiu uma unidade
experimental (placas de 96 cavidades e/ou 12 cavidades) e os tratamentos foram as diferentes
concentragdes de diferentes extratos e fragdes preparadas a partir de A. blanchetti e A. schottii,
frente a diferentes linhagens celulares, no caso da citotoxicidade, ou frente a diferentes tipos
de virus, quando da avaliagdo da atividade antiviral. Os tratamentos e os controles foram
distribuidos aleatoriamente entre as cavidades e as repeticdes (trés) ficaram em placas
diferentes, garantindo a casualizagdo. Cada placa correspondeu a um bloco, permitindo uma

melhor avaliagdo das possiveis variagdes entre as repetigdes.
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Figura 28 — Mecanismo do MTT (sal de tetrazolium)

Ainda, nesse experimento foi avaliada a antividade antiviral dos extatos de A. schottii

contra o virus da raiva cepa PV, mostrado na figura seguinte.

MNuclao prolein

Figura - 29 - Virus da raiva



4.5.4. ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA
Na tentativa de se buscar a possibilidade de outras aplicagdes terapéuticas, foi avaliada
a atividade antileishmania de diversas fragdes de A.schottii (diversos orgdos) por 2 gupos de

pesquisa diferentes:

4.5.4.1. ATIVIDADE LEISHMANICIDA EM L. amazonensis

Avaliacdo da atividade antileishmania das fragdes DCM e Hexano a partir de raizes
de A.schottii, sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis foi realizado pelo
Laboratério de Biologia Molecular e Ecologia do departamento de Biologia Molecular da

Universidade Federal da Paraiba (UFPB)- Jodo Pessoa- Paraiba

* Fracoes testadas

Ap0s screening das diversas fragdes de raizes de A. schottii, as que se mostroram mais
ativas, foram as fracdes Hex ¢ DCM, motivo que levou a serem testadas em diversas
concentragdes ¢ avaliadas em tempos diferentes. Com a fragdo Hexanica so foi realizada a
analise na concentragdo de 250 ug/mL, enquanto que, com a fragdo DCM foram avaliadas

diversas concentragdes: 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50ug/mL e 75pg/mL.

* Parasitas e sua manuteng¢io in vitro

Foram utilizadas formas promastigotas da cepa IFLA/BR/67/PH8 Leishmania

(Leishmania) amazonenesis isolada do flebotominio Lutzomyia flaviscutellata em Utinga, no

estado do Pard, Brasil, em 1967. Os parasitas foram mantidos em meio de cultura NNN/BHI,



incubados a 26° C+ 1° C e repicados a cada 7 dias de cultivo. Foram utilizados parasitas com
no maximo 20 repiques sucessivos. A metodologia usada paa este ensaio foi a preconizada

por Napolitano .***

*Analise do crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis em meio de cultura
contendo diferentes concentracdes das fracoes DCM e hexénica de A. schottii

Para o monitoramento do crescimento das formas promastigotas, os parasitos foram
repicados para tubos contendo meio NNN/BHI com diferentes concentragdes das fragdes
diclorometano e hexanica de Allamanda schottii, com indculo inicial de 1x10° promastigotas/ml.
Paralelamente, como controle, foi analisado o crescimento do parasita na auséncia destes
compostos. As promastigotas foram incubadas a 26°C, e a cada 24 horas de cultivo eram retiradas
aliquotas das suspensdes, diluidas em solucdo isoton (10,5 g de acido citrico; 7,0 g de NaCl; 5,0
ml de formol e 1000 ml de H,O bidestilada) e quantificadas em camara de Neubauer. A
quantifica¢do foi feita por contagem direta do numero de células por campo em microscopio
optico com aumento de 40x. A média da contagem era utilizada para calcular o nimero de
parasitas contidos em 1,0 ml de cultura. O calculo era feito utilizando a formula:

N° de parasitas = média dos 4 quadrantes x o inverso da diluicio da amostra x 10*,

Foi quantificado o crescimento das formas promastigotas na presenga e auséncia das
diferentes concentracdes das fragdes vegetais. Considerando como 100% o crescimento
observado no controle (auséncia das fragdes), foi calculada a porcentagem de inibicdo do
crescimento das promastigotas na presenga das fragdes vegetais. Paralelamente as formas

promastigotas de Leishmania eram avaliadas sob microscopia optica.



* Analise estatistica

O crescimento do parasita na auséncia e presenga das fragdes foi comparado utilizando o

teste de T de “Student”. Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.

4.5.4.2. ATIVIDADE LEISHMANICIDA EM Leishmania chagasi

Ainda, em relacdo 4 atividade leishmanicida, foi realizado um outro ensaio pelo
Laboratério de Microbiologia ¢ Protozoologia (MIP) da Universidade Federal de Santa

Catarina (UFSC)- Florianopolis- SC

* Fracoes testadas

Avaliacao da atividade antileishmania foram realizadas com raizes (fragdo DCM, AE ¢
BuOH), caules (fragdo Hex, DCM e AE), folhas (fragcio Hex ¢ DCM), flores (fracao Hex e
DCM) e sementes (fragdo Hex, DCM e AE) de A.schottii frente as formas promastigotas de

Leishmania chagasi.

* Parasitos
Formas promastigotas de (cepa MHOM/BR/74/PP75), foram cultivadas a 27°C em
meio Schneider acrescido de 5% de SBF. Os parasitos foram obtidos na fase exponencial de
crescimento, lavados duas vezes em PBS e suspendidos em meio Schneider e a concentragao
ajustada para 5x10° promastigotas/mL.
As fragdes foram solubilizadas em Dimetilsulfoxido (DMSO) puro na concentragdo de

50 mg/ml e mantidas em temperatura ambiente.



* Avaliagdo in vitro da atividade tripanocida das fracdes de A. schottii contra formas
epimastigotas de L. chagasi

Para a triagem inicial das fragdes, raizes (fragio DCM, AE e BuOH), caules (fracao
Hex, DCM e AE), folhas (fracdo Hex ¢ DCM), flores (fracdo Hex e DCM) e sementes (fracao
Hex, DCM e AE) os ensaios foram realizados em microplacas de culturas de 96 orificios
Nunc®, nas concentra¢des de 1000 e 100 pg/ml adicionando-se 20 pl das fracdes a 180 pl do
meio contendo os parasitos. Como controle, os parasitos foram mantidos na auséncia de
drogas, na presenga de 1% de DMSO e benzinidazol na concentragdo delOpg/ml para
Leishmania. Apds adicdo dos compostos, as amostras foram homogencizadas e mantidas a
28°C por 72 horas e, a seguir, as placas foram avaliadas visualmente em microscopio
invertido para verificagdo da motilidade dos parasitos. Apds homogeneizagdo com auxilio de
micropipetador, o numero de parasitos viaveis foi determinado através da contagem em
camara de Neubauer. As fragdes ativas foram avaliadas como descrito acima, nas
concentragdes de 100, 10, 1 e 0,1ug/ml. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e
repetidos pelo menos trés vezes com o objetivo de avaliar a estabilidade das fracdes e
determinar a concentragdo inibitoria de 50% (Clso), segundo metodologia de Tome (1994)

05 resultados dos testes estdo descritos na pagina 230.

4.5.5. ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Na busca de possivel atividade contra o mal de Chagas, no laboratério de

Microbiologia e Parasitologia (MIP - UFSC) os seguintes ensaios:

a) Triagem das diversas fra¢des raizes de A. schotti frente as formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi cepa Y



b) Determina¢do des ICsy das diversas fragdes de A. schottii contra formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi cepa Y.

* Fracoes testadas
a) As fracdes testadas de A. schotti frente as formas epimastigotas de T. cruzi cepa Y foram:
raizes—-DCM e AE; caules-Hex, DCM e AE; folhas-Hex e DCM; flores-Hex ¢ DCM e

sementes -Hex, DCM e AE

* Parasitos

Formas epimastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi foram cultivadas a 27°C em
meio LIT (liver infusion tryptosoe) contendo 10% de Soro Bovino Fetal (SBF). Os parasitos
foram obtidos na fase exponencial de crescimento, lavados duas vezes em tampao salina
fosfato (PBS) pH 7,4 a 1 500 xg/10 minutos e suspendidos em meio LIT ea concentragao
ajustada para 5x10° promastigotas/mL.

As fragdes foram solubilizadas em Dimetilsulféxido (DMSO) puro na concentracao de

50 mg/ml e mantidas em temperatura ambiente.

* DETERMINACAO DA ICs

A metodologia utilizada foi apreconizada por Tome (1994)***

. Para a triagem inicial
das fragdes, os ensaios foram realizados em microplacas de culturas de 96 orificios Nunc®,
nas concentragdes de 1000 e 100 pg/ml adicionando-se 20 ul das fragdes a 180 ul do meio
contendo os parasitos. Como controle, os parasitos foram mantidos na auséncia de drogas,

na presenga de 1% de DMSO e benzinidazol na concentragdo de 100ug/ml para T. cruzi.

Apos adigdo dos compostos, as amostras foram homogeneizadase mantidas a 28°C por 72



horas e, a seguir, as placas foram avaliadas visualmente em microscopio invertido para
verificagdo da motilidade dos parasitos. Apos
homogeneizagdo com auxilio de micropipetador, o numero de parasitos viaveis foi
determinado através da contagem em camara de Neubauer.
As fragoes ativas foram avaliadas como descrito acima, nas concentragoes de 100, 10,
1 e 0,1ug/ml. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos trés

vezes com o objetivo de avaliar a estabilidade das fragcdes e determinar a concentracio

inibitoria de 50% (Clso).

4.5.6. ATIVIDADE ANTILEUCEMICA

* Analise do potencial antileucémico

Estudos anteriores com o género Allamanda evidenciaram que o iridéide lipofilico
allamandina, quando testado como inibidor tumoral apresentou expressiva efetividade contra
a leucemia P-388 em ratos e in vitro contra células derivadas do carcinoma humano
nasofaringeal (KB). 33,34

Objetivando evidéncias para uma possivel atividade antileucémica nas espécies A.
blanchetti, A. cathartica e A.schottii, foram testados extratos brutos das 3 espécies através do

CIPOI-Centro Integrado de Pesquisas Oncohematologicas da Infancia/UNICAMP (Campinas-

SP) e Centro Infantil Boldrini — Departamento de Bioqumica ,Campinas-SP.

* Extratos testados
Neste ensaio, foram testados os extratos brutos etandlicos de raizes, caules, folhas

e flores da A. blanchetti e o extrato bruto etandlico de raizes, caule e folhas da A. schottii em



células endoteliais de medula espinhal (BMEC), células da veia umbilical endotelial e células

da linhagem leucémica K562.

* Compostos isolados testados

Alguns compostos quimicos isolados também foram testados. Entre estes, testou-se o
canferol, plumierideo, isoquercitrina e acido—p-OH cindmico em células da linhagem

leucémica K562.

* Isolamento e cultura de células

Células endoteliais da medula espinhal (BMEC) foram isoladas de um doador. As
amostras foram esterilizadas usando CD105 microporos (Milteny), de acordo com as
especificagdes do fornecedor. As células CD105 positivas foram mantidas em meio de cultura
EGM2-MV medium (Clonetics) a 37°C e 5% CO,. Células com 2 a 5 passagens pela
membrana filtrante foram utilizadas nos experimentos.

Células HP180 (HUVEC) da veia umbilical endotelial humana foram obtidas de
BioWhittaker (Walkersville, MD) e mantidas em meio de cultura EGM2-MV medium
(BioWhittaker). Células de linhagem leucémica K562 foram obtidas da ATCC (American
Type Culture Collection, Manassas, VA) e estocadas em meio RPMI (Invitrogen)

suplementadas com 10% FBS (fetal bovine serum) (Harlan, Indianapolis, IN).

* Ensaios MTS

Células da cultura BMEC ou HP180 foram triplicadas. Foram adicionadas 3000
células em cada um dos 96 pogos da placa, com 100 mL do meio de cultura EGM2-MV
medium (BioWhittaker).

Das cé¢lulas K562, foram distribuidas 25000 em cada um dos 96 pogos, com 100 mL
de RPMI, suplementadas com 10% FBS. Apo6s incubacdo por uma noite, 25 mL de extrato
etandlico das raizes da A. schottii, nas concentragdes 8 pg/mL, 80 pug/mL, ¢ 400 pug/mL,
foram adicionados em triplicata. A proliferagdo e viabilidade celular nos diferentes tempos de

incubacdo foram avaliadas através da adi¢cdo 25 mL do reagente MTS (Promega). Apds 2-3



horas de incubacgao, a absorbancia foi medida a 490nm e o nimero de células calculado pela

comparagao com a curva padrao.

* Estudos de Proliferacio Celular

A proliferacdo das células foi medida por incorporagao de [*H]-timidina. Em média
10° células das linhagens de células K562, BMEC e HUVEC foram adicionadas em cada um
dos 96 pogos, com meio de cultura RPMI (Sigma R5382) contendo 10% de FBS, totalizando
um volume final de 200 pL. em cada pogo, permanecendo nestas condigdes durante 24 horas.
As culturas foram mantidas (para crescimento exponencial) a 37°C em atmosfera umidificada
(99%) com 10 % de diéxido de carbono. Apods a incubagdo (24 h), foi adicionado [*H]-
timidina (Amersham Pharmacia Biotech) 1uCi/pogo (concentracdo final), onde as células
serdo incubadas por mais 18 h. O conteudo de cada pogo foi coletado e recuperado em um
filtro de fibra de vidro. Apds a adi¢do do fluido de cintilagdo, a sintese do DNA incorporado-
[*H]-timidina foi medida em triplicata usando cintilagdo liquida automatica (Packerd
BioScience Company) e foi normalizado contra os nimeros correspondentes de células. As
metodologias acima utilizadas foram baseadas em dados repassadas pelo fornecedor de MTS

(Promega).

4.6. CONTROLE DE QUALIDADE SAZONAL

O controle de qualidade sazonal teve como finalidade a avaliagdo da variabilidade
qualitativamente e quantitativamente dos metabolitos secundarios da A. schottii nas diversas
estacdes dos anos 2003 e 2004, ao se utilizar fragdes semipurificadas de diversas polaridades.

Foram coletados raizes, folhas, caules e sementes da A.schotti em todas as estagdes do
ano (verdo, outono, primavera e inverno) de 2 anos consecutivos: 2003 e 2004, sendo que as
sementes sO foram coletadas no ano de 2004.

Todas as coletas foram realizadas em dia ensolarado, depois das 10 h da manha e antes

das 16 horas, no Campus Univsersitario da UFSC (Trindade — Floriandpolis — SC).



Durante as coletas de todas as estagdes dos 2 anos, teve-se o cuidado de se proceder a
coleta sempre na metade de cada estacdo, com a finalidade de se estabelecer um parametro
cronoldgico. Apoés a coleta de cada orgdo, separadamente cada um deles foi reduzido a
pequenos fragmentos e levado a secagem em lugar arejado, a temperatura ambiente até
completa desidratacao.

Apds a secagem, para a obtencdo do cada extrato bruto de cada 6rgdo nas diversas
estagoes, foram colocados exatamente 10 g de planta seca solvente de polaridade crescente,
comecando-se pelo hexano. As fragdes posteriores a serem obtidas foram DCM, AE e
BuOH.*>

O procedimento extrativo utilizado foi maceragdo por 5 dias, em local fechado e ao
abrigo da luz e umidade Iniciou-se usando para extragdo do extrato bruto de todos os 6rgaos
o hexano, que apds 5 dias de maceragdo foi retirado e volatilizado em evaporador rotatdrio
sob pressdo reduzida e temperatura inferior a 60°C. Com o residuo obtido colocou-se o
proximo solvente (DCM), deixou-se macerar por 5 dias e assim sucessivamente.

Com todas as fragdes obtidas de cada o6rgdo da A. schottii, (raiz, caule e folhas) de
todas as estagdes do ano de 2003, apds evaporacdo completa do solvente, foi calculado o
percentual de rendimento de cada fraca. Da mesma forma, foram calculados os percentuais de
rendimento de cada 6rgdo da A. schottii (raiz, caule, folha, flores e sementes) e cada estagdo

do ano, cujos resultados encontram-se na tabela 34 e 35 das paginas 240 e 241.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RESULTADOS DO PERFIL FITOQUIMICO PRELIMINAR ENTRE AS

ESPECIES ESTUDADAS

Ao comparar fitoquimicamente, por CCD extratos brutos e fragdes das raizes, folhas,
caulese flores da A. cathartica, A. blanchetti e A. schottii, utilizando-se reveladores usuais e
padrdes auténticos, relacionados na pagina 84, os resultados obtidos sugerem semelhancas na
composi¢do quimica das 3 espécies. Na tabela 9, no entanto, apesar da similaridade
cromatografica, o extrato bruto da A. schottii apresenta 2 manchas distintas a mais que os
extratos brutos da outras espécies. Os compostos fendlicos estdo presentes em folhas de A.
cathartica e em todos os 6rgaos das 2 outras espécies. Terpenos e esterdides foram detectados
também em todas as espécies. Nao foram detectados alcaldides. As cumarinas foram
observadas em todas as raizes das espécies estudadas.

O canferol, quercetina e rutina foram detectados nas flores das 3 espécies, sendo que a
quercitina na A. blanchetti apareceu somente nas suas folhas. O canferol foi detectado
também nas folhas e caules da A. blanchetti e a plumericina foi encontrada nos caules e raizes
da A.cathartica e A.schottii ¢ em todos os 6rgéos da A. blanchetti.

O plumierideo foi detectado nas raizes e partes aéreas das 3 espécies e quando
observado no UV (366 nm) produziu fluorescéncia caracteristica de cumarinas, em forma de
cor azulada intensa e fluorecente. Tal suspeita foi confirmada ao se revelar placas de CCD

com KOH 10% em etanol.



Os resultados obtidos sugerem algumas diferencas na composicdo quimica de
diferentes oOrgdos das 3 espécies analisadas no género Allamanda, motivo que levou a
proposicao de estudos posteriores € mais conclusivos. A fim de se ter uma visualizagdo mais
objetiva e instantanea deste perfil fitoquimico realizado entre as 3 espécies, sera demonstrado
na tabela abaixo os resultados do rastreamento dos grupos quimicos € comparagdo com
padroes auténticos. Ainda serd mostrado na sequéncia do trabalho, diferengas mais
expressivas do perfil de uma mesma espécie (A.blanchetti) ao se comparar fitoquimicamente a
mesma planta em idades cronoldgicas diferentes (jovem e adulta) e coletada em localidades
diferentes da mesma cidade. Os resultados podem se apresentar significativamente diferentes,
como pode ser observado na pagina 147.

Os dados obtidos pela marcha sistematica analitica da tabela 9 nos oferece uma
nogdo da composi¢do quimica das 3 espécies de Allamanda e algumas semelhangas entre ¢las.
Embora a CCD seja um valioso instrumento para oportunizar o conhecimento prévio e
natureza quimica das substancias presentes nas plantas em estudo, ela ¢ uma técnica apenas de
visualizagdo qualitativa dos grupos rastreados. Este ¢ um fator limitante em analises

fitoquimicas, onde se desejem também a quantificagdo dos fitoconstituintes encontrados. °

Porém, como a nossa inten¢gdo ndo era ndo tinha como prioridade a
quantificagdo e sim a deteccdo de grupos quimicos comuns ou diferenciados as espécies
estudadas, consideramos que esta marcha sistematica analitica foi uma ferramenta importante
no processo de escolha dos grupos quimicos a serem isolados. Também ofereceu um
direcionamento, facilitando dessa forma, a escolha de sistemas de eluentes e reveladores a

serem utilizados nas diversas etapas do processo extrativo.



Tabela 9 - Ensaio fitoquimico comparativo por CCD entre A.. cathartica, A. blanchetti
A schottii (raiz, caule, folha, flor)

GRUPO QUIMICO

Terpenos

E esteroides
Plumierideo
Plumericina

Estigmasterol /
Sitosterol

Acido ursélico

Rutina

Quercitrina

Grupos fendlicos

Quercetina

Kaempferol

Alcaloides

Cumarinas

Legenda:®presente
M ausente

SISTEMA DE
ELUICAO

H: AE 80:20

DCM: MeOH
90:10

H:AE 80:20

H:AE 80:20

H: AE 80:20

AE: Acetona:
Agua 25:5:1

AE: Acetona:
Agua 25:5:1

AE : Acetona:
Agua 25:5:1

I’AE : Acetona:
Agua 25:5:1

AE : Acetona:
Agua 25:5:1

DCM : MeOH
90:10

CC13AE
80:20

REVELADOR

Anisaldeido

Anisaldeido

Anisaldeido

Anisaldeido

Anisaldeido

FCC13

FeCl;,

F€C13

FCC13

FCC13

Dragendorff

KOH 10% +
UV visivel

Allamanda
catharrtica

@ todos oOrgaos

@ raizes

@ folhas, caules

@ caules, raizes

@ todos orgaos

@ todos oOrgaos
@ flores
@ flores
@ todos oOrgaos
@ flores
@ flores

M todos orgaos

@ raiz

Allamanda
blanchetti

@ todos orgaos

@ raizes
@ folhas. caules

@ todos 6rgaos

@ todos Orgaos

@ todos oOrgaos

@ flores

@ folhas

@ todos Orgaos

@ folha

@ flores

@ caules, folhas

W todos 6rgaos

@ raiz

Allamanda
schottii

@ todos oOrgaos

@ raizes
@ folhas, caules

@ Caules,raizes

@ todos oOrgaos

@ todos oOrgaos

@ flores

@ flores

® todos orgaos

@ flores

@ flores

W todos orgdos

@ raiz




5.2. MATERIAL VEGETAL: Allamanda blanchetii

Como foi relatado na pagina 85, o material vegetal da A. blanchetti utilizado para o
isolamento de seus metabolitos secundarios foi procedente da localidade de Sambaqui —
Florianoépolis —SC e nao do Campus Universitario — UFSC, uma vez que havia necessidade de
grandes volumes da planta e no Campus Universitario, a quantidade era insuficiente.

Apbs, coleta e secagem de todos os orgdos (raiz, caules, folhas e flores) da A.
blanchetti de planta jovem e adulta e correta identificagdo botanicase iniciou as técnicas
extrativas para o isolamento e obtencdo dos metabdlitos secundarios da espécie em estudo. As
flores, foram os unicos 6rgdos que nao passaram pelo processo de secagem e foi colocada
para macerar in natura, porque durante a coleta apresentaram alto poder de oxidacdo
(escureceram rapidamente) e tais reacdes quimicas podem alterar, deteriorar ou promover a
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formag@o de novos compostos deste material, que ndo os seus originais.

5.2.1. Processo de extracao

A técnica extrativa escolhida para obtengdo dos metabodlitos secundarios da A.
blanchetti foi baseada em metodologia descrita por Niero e colaboradores (2003) mostrados
na figura 6.

Os extratos etanolicos brutos foram obtidos a partir dos diversos 6rgdos secos e
pulverizados da planta jovem e adulta, os quais foram posteriormente macerados

separadamente com EtOH por 10 dias. Apos remog¢do do solvente, os extratos foram



concentrados em evaporador rotatdrio sob pressdao reduzida. Os rendimentos de cada extrato

bruto (planta adulta e planta jovem) estdo descritos na tabela 10.

Tabela 10 — Rendimentos dos extratos brutos obtidos a partir de 6rgdos secos da A.blanchetti

PLANTA ADULTA
Orgﬁo Massa / ?gl‘ilnta seca Extrato bruto (g) Rem(i:/r;;ento
Raiz 198,40 16,02 8,07
Caule 368,78 22,04 5,97
Folha 297,60 46,70 15,6
Flores 143,70 23,12 16,08
PLANTA JOVEM
Raiz 18,15 1,81 9,97
Caule 81,50 7,79 9,55
Folha 24,24 5,37 22,37

Na proposi¢do de avaliar os rendimentos de extratos brutos dos diversos 6rgdos da
planta jovem e adulta, ¢ importante salientar, que este ¢ apenas um trabalho inicial de controle
de qualidade entre idades cronoldgicas diferentes. A nossa intengdo foi apenas qualitativa e
em neste primeiro momento ndo se teve a pretensdo de se quantificar exatamente os dados.
Por este motivo ¢ que se partiu de massas diferentes de cada 6rgdo para a preparagcdo dos
extratos. No entanto, depois desta avaliagdo preliminar ¢ intengdo no futuro se dar
continuidade a este tipo de controle, levando-se em conta pardmetros mais rigidos, como:
mesma massa vegetal de cada o6rgdo, volume igual de liquido extrator, mesma época do ano e
mesmo lugar da coleta de cada 6rgdo vegetal e utilizar-se de padrdes de referéncia interna,
objetivando o rastreamento dos possiveis metabodlitos secundarios através de CG ou HPLC.

De acordo com a tabela 10, os rendimentos dos extratos obtidos sugerem um
percentual maior em massa, quando se usa a extragdo com a planta jovem, para todos os
orgaos. Na planta adulta, o melhor rendimento (em massa) se verifica com o extrato bruto das

flores. E ao se comparar todos os oOrgdos numa mesma espécie e idades cronoldgicas



diferentes, a conclusdo que se chegou ¢ que as folhas rendem 100% (em massa) a mais do que
os demais orgaos, tanto na planta jovem como adulta, valor este que pode ser atribuido ao alto
indice de clorofila presente neste 6rgio vegetal.”®

Apds, particonamento do extrato bruto de todos os orgdos da A. blanchetti foi
calculado os percentuais de rendimento em massa das fragcdes obtidas (Hex, DCM, AE e

BuOH), de todos os 6rgdos vegetais da A. blanchetti que sdo mostrados na tabela 11.

Tabela 11. Fragdes obtidas a partir do fracionamento de extrato bruto de A
blanchetti ( fase adulta)

MASSA /
ORGAO EXTRATO FRACAO RENDIMENTO RENDI&VIENTO
(@) (%)
()
Hexano 1,84 11,52
DCM 0,31 1,98
Raiz 15,02 AE 5,25 32,80
Residuo EtOH 4,76 29,76
Hexano 1,86 8,46
DCM 2,25 10,24
Caules 22,04 AE 1,73 7,86
BuOH * *
Hexano 5,88 12,61
DCM 3,75 8,04
Folhas 46,70 AE 4,46 9,55
BuOH 11,42 24,45
Hexano 1,20 5,19
DCM 1,91 8,26
Flores 23,12 AR 1,10 435
BuOH * *

*A fragdo BuOH dos caules e flores foram descartadas

Os resultados sugerem diferengas significativas quanto ao rendimento em massa de
cada fracdo e orgdo correspondente. O rendimento maior da fragdo Hex foi na folha e o0 menor
nas flores. A fragdo DCM apresenta indices semelhantes em todas as fragcdes de todos os

orgaos, com excecdo da raiz onde o indice ¢ expressivamente menor. No entanto, na fragao



AE, a raiz apresentou um indice 7 vezes superior aos demais oOrgaos. Este pode ser
considerado um resultado animador, para trabalhos que visem o isolamento de iriddides
glicosilados, como ¢ o caso do iridoide plumerideo (com muitas atividades terapéuticas), que
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¢ encontrado em fra¢des mais polares, como a fragdo.

5.2.2. Ensaios comparativos do perfil fitoquimico entre espécie jovem e espécie adulta

Antes do inicio do processo de isolamento, outro ensaio comparativo que
consideramos importante realizar, foi rastrear os principais componentes quimicos que
poderiam estar presentes na planta e planta jovem e adulta da espécie A. blanchetti, uma vez
que, durante o desenvolvimento do trabalho ocorreu a necessidade de se proceder a novas
coletas, muitas vezes ndo encontramos a mesma espécie com o mesmo tempo de cultivo.

A metodologia consistiu em realizar com os extratos brutos obtidos de todos os
orgdos das espécies e joveme adulta da A. blanchetti, um ensaio comparativo por CCD, com o
adsorvente suporte em variados sistemas de eluentes, padrdes auténticos e reveladores
especificos, cujos resultados estdo descritos na tabela 12.

Baseado na andlise fitoquimica realizada, conclui-se que compostos quimicos
existentes na espécie adulta se assemelham ao da espécie jovem, com algumas diferencas em
determinados grupos quimicos como: o iridoide glicosilado plumierideo foi detectado na flor
da planta jovem e em todos os orgdos da planta adulta; a plumericina se apresentou na raiz da
planta adulta e na folha da planta jovem. Os grupos fendlicos s6 estdo presentes na flores da
planta adulta e ausente na planta jovem. Os fitoesterdis estigmasterol e P-sitosterol ndo
aparecem na planta jovem, no entanto, sdo detectados em todos os o6rgaos da planta adulta. O
acido ursodlico estd presente em todos os 6rgdos da planta adulta e ausente nas flores da

espécie jovem e a quercetina esta presente s6 nas folhas da planta jovem e em todos os 6rgados



da planta adult .As cumarinas estao ausentes nas flores das 2 espécies. Nao foram detectados
alcaldides. A marcha sistematica acima realizada se constitui uma ferramenta importante para
otimizagdo de sistemas de eluicdo a serem utilizados na sequéncia do trabalho, bem como
oportuniza o descarte da planta jovem, se o grupo prioritario de busca fosse os fitoesterdis e
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Tabela 12 - Ensaio fitoquimico comparativo por CCD entre A.. blanchetti adulta ¢ jovem
(raiz, caule, folha, flor)

GRUPO QUIMICO SISTEMA DE REVELADOR PLANTA ADULTA PLANTA JOVEM
ELUICAO

Terpenos H: AE 80:20 Anisaldeido @ todos os orgdos @ folha, raiz
Plumierideo DCM: MeOH Anisaldeido @ todos os 6rgios @ flor

90:10
Plumericina H: AE 80:20 Anisaldeido ® raiz @ folha
Estigmasterol /
B-sitosterol H:AE 80:20 Anisaldeido @ todos os 6rgdos M todos 6rgdos
Acido ursolico H: AE 80:20 Anisaldeido @ todos os (')rg."?los H flores
Grupos fendlicos ~ AE : Acetona: FeCly @ flor m flor

Agua 25:5:1

. Aol @ folhas
Quercetina AE : Acetona:Agua FeCl; @ todos os 6rgdos
25:5:1
u Srod W todos 6rgaos

Alcaloides DCM : MeOH Dragendorff todos 6rgdos

90:10
Cumarinas CCl;: AE 80:20 KOH 10% + UV B flor m flor

visivel

366 nm
Legenda
M = ausente

@ =presente




No entanto, se comparar os resultados obtidos da A. blanchetti (planta jovem e planta
adulta) com o rastreamento realizado no perfil fitoquimico preliminar das 3 espécies — UFSC
( pagina 142) constatamos diferencas significativas quanto a presenca de determinados grupos
quimicos. Como por exemplo, o acido ursdlico estd presente em todos os orgdos das 3
espécies coletadas anteriormente e ausente nas flores da planta jovem da UFSC. A
plumericina foi detectada em todos os 6rgaos da espécie da UFSC e na espécie adulta e jovem
da A. blanchetti foi encontrada somente na raiz da planta adulta e folhas da planta jovem. O
plumierideo foi encontrado em todos os 6rgaos da espécie da UFSC e planta adulta, enquanto
que na espécie jovem foi detectado somente nas flores. A quercitina aparece somente nas
folhas da A. blanchetti (UFSC) e na planta jovem e também, em todos os o6rgdos da planta
adulta. As cumarinas estdo ausentes nas flores da planta jovem e adulta esta presente somente
nas raizes das espéciescoletadas no campus da UFSC.

Uma vez que, as 3 marchas sistematicas analiticas foram desenvolvidas com extratos
de uma mesma estagdo do ano (verdo), todas essas diferencas encontradas nos 3 ensaios,
podem ser explicadas pela diferenga de habitat de cada planta, fatores climaticos, local da
coleta, nutrientes e pH do solo e idades cronolégicas diferentes. >**°

As diferencas encontradas nos levam a reforgar a crenga, de que devemos ter o0 maximo
de cuidado, quando ao desenvolver um trabalho de isolamento, tentar na medida do possivel,
estabelecer pardmetros padronizados afim de que, durante todo o desenvolvimento do
trabalho as espécies vegetais sejam coletadas dentro destes padrdes pré-estabelecidos como,
por exemplo, numa mesma regido fisica e climatica, mesma idade cronoldgica para que

possamos oportunizar a reprodutibilidade de trabalhos anteriormente realizados.



5.2.3. FRACIONAMENTO, ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS

CONSTITUINTES QUIMICOS DA A. blanchetti

Depois de rastreado o perfil fitoquimico comparativo entre a planta jovem e a planta
adulta, iniciou-se a separacdo, purificacdo e identificagdo dos constituintes quimicos das
folhas e caules (que forma reunidos por apresentarem semelhancas cromatograficas por
CCD), das raizes ¢ flores da A. blanchetti. As fragdes escolhidas para os ensaios (dos 6rgaos
acima citados) foram aquelas que apresentavam um bom perfil cromatografico e entdo estas
fragdes foram submetidas aos procedimentos isolamento e identificacdo estrutural dos

. , , . , . : 117, 118
compostos puros obtidos através de técnicas cromatograficas anteriormente descritas .~ >

120, 121, 123,125

5.2.4. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS ISOLADOS DAS FOLHAS

E CAULES DA A. blanchetti

Com partes aéreas (caules e folhas) da planta em estudo trabalhou-se com as fragdes

Hex e AE (estacdo verdo), devido ao bom perfil cromatografico apresentado.

5.2.4.1. Fracao hexanica

As investigagdes quimicas com folhas e caules da fracdo hexanica da A.blanchetti
levaram ao isolamento de wuma mistura de 2 esterdis (B-sitosterol  (49)

estigmasterol (92), o qual foi chamado de mistura 53-63H.



5.2.4.1.1 MISTURA 53-63 H — B-sitosterol + estigmasterol

A mistura 53-63H, isolado da fragdo hexanica do extrato etanolico de folhas ¢ caules
da A. blanchetti (verdo), apos CC, apresentou-se como um cristal branco transparente, soluvel
em acetona que apos lavagem com AE: MeOH e MeOH deu origem a um sélido transparente
(14 mg). Os dados obtidos sugerem que se trata de uma mistura que possuem esqueleto

. . ~ 226, 22
esteroidal com insaturacio®® %%’

, cuja estrutura foi confirmada através de analises de 1V,
RMN 'He C " e por comparagio com dados existentes na literatura como sendo B-sitosterol

(49) e estigmasterol (92).

Mistura 53-63 H

[-sitosterol (49) estigmasterol (92)

O espectro de IV (figura 30) em pastilha de KBr apresentou uma banda de absorcao
em 3 441 cm’, referente as vibragdes de deformagio axial do grupo OH. Foram observadas
também, bandas de absor¢io de intensidades médias em 2 865 cm™, correspondente a

estiramentos do grupo —CH. Nas regides de 1463 cm™ ¢ 1374 cm™ foram observadas bandas



de absor¢do correspondentes a estiramentos do grupo—CH; e CH3 Outra banda de absorcao de
fraca intensidade referente a deformacéo de olefinas foi abservado em 1 638 cm™. Os dados

observados no espectro de IV da mistura 53-63H foram comparados com dados da literatura.

116,133

Figura 30 - Espectro de IV (KBr) da mistura 53-63H - [-sitosterol(49) +

estigmasterol (92)



Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H (Figura 31) indicam que a mistura
53-63H apresenta os seguintes deslocamentos: todas as metilas, grupos metilénicos ¢ metinos
foram registrados na regido do espectro entre (3) 0,72-1,03. Os hidrogénios das metilas C-28
teve seu deslocamento quimico em forma de triplete, o C-21, C-26 e C-27 tiveram seus
deslocamentos quimicos em forma de dublete e as metilas C-18 e C-19 tiveram seus
deslocamentos quimicos em forma de singlete e observados na regido de 1,02 ppm.

Um sinal em 3,77 ppm foi atribuido aos hidrogénios (H-3) das 2 moléculas da mistura.
A diferenciag¢do de um esterdide do outro, deve-se a dupla ligacdo do estigmasterol entre C-22
e C-23 que pode ser observados em forma de multiplete na regido de 5,18 ppm. Pode ainda,
ser observado outros deslocamentos quimicos nesta regido de absor¢dao de H olefinicos, como
o dublete na regido de 5,31 ppm (J= 4,0 Hz) atribuido ao H-6 da mistura. Estes valores
coincidem com dados da literatura. 2% 22133

Os valores de deslocamentos quimicos em ppm para RMN *C para a mistura 53-63H
sdo compativeis aos encontrados na literatura'>® ¢ por serem compostos muito conhecidos
considerou-se desnecessario mostra-los.

Os 2 fitoesterdis encontrados na mistura 53-63H  constituem-se metabdlitos

230

secundarios comumente presentes em varias plantas™ e foi demonstradas suas propriedades

1 Dados da literatura revelam que o

analgésicas em varios modelos de dor em camundongos.
[-sitosterol ¢ um composto que vem se evidenciando pela sua significativa importancia na

producdo de farmacos esteroidais, como hormonios.



Figura 31 - Espectro de RMN ' H (200 Mhz/ acetona D6/ TMS ) da mistura 53-63H - B-

sitosterol + estigmasterol



Outras pesquisas demonstraram que estes fitoesterois, além da atividade
antinociceptiva, podem exercer uma potente acdo antidematogéncia em ratos, sendo o seu
efeito comparavel com a hidrocortizona (corticoide) e fenilbutazona (antiinflamatério nao
esteoidal).”®* Cabe ainda, ressaltar que estes compostos e seus derivados apresentam eficacia

no tratamento da hiperplasia benigna de prostata (HBP).>

Apesar destes esterdis serem
encontrados no género Allamanda, a literatura relata que eles nfao haviam sido isolados dos

caules e folhas da A. blanchetti.

5.2.4.2. Fracido AE

As investigagdes quimicas com as folhas e caules da A. blanchetti, fragio AE (4,97 g)

estagdo verdo, levaram ao isolamento dos compostos 59-73AE (46), 37 (9) AE (93) ¢ 25-

33AE (94)

5.2.4.2.1 COMPOSTO 59-73 AE: canferol — (5,7,3", 4 tetra-hidroxiflavonol) (46)

O composto 59-73 AE (64,1 mg) foi isolado da fragdo AE, a partir de extrato etanolico
das folhas e caules da A.blanchetti (verao), apds CC, apresentou-se como um so6lido amarelo,
solivel em acetona e ponto de fusdo 270-278 °C. A sua estrutura foi confirmada através de

IV, RMN 'H e "*C e comparagio com os dados da literatura como:

OH O
canferol— (5,7, 3", 4 tetra-hidroxiflavonol) (46)



O espectro de IV (fig. 32) apresenta bandas de absor¢do em 3 392 cm™ referente 4s
vibragdes de deformacdo axial do grupo OH. Em 3 311 cm™ observa-se uma banda fina de
absorcdo referente a deformagao axial =CH. O grupamento aromatico pode ser observado nas

bandas de absorc¢ao de intensidade média da deformagdo axial C=Cem 1 612cm e 1510 cm’

1 1

e deformagdo angular =CH confirmada na deformagio angular em 820 cm . Em 1660 cm ™

a banda observada indica a presenga de carbonila conjugada.

Figura 32 - Espectro de IV (pastilha de KBr) do composto 59-73AE canferol- (5,7, 3°,

4’tetra-hidroxiflavonol



Pelo espectro de RMN ' H (fig. 33) observa-se varios sinais na regido de hidrogénios
aromaticos sendo: 2 dubletes que foram registrados na regido entre (d) 8,16-7,03 (4H)
correspondente aos hidrogénios aromaticos H-2", H-6'e H'-3", H-5" do anel B. Um sinal em
forma de 2 dubletes em (o) 6,27 (J = 2,0 Hz) e 6,54 (J = 2,0 Hz), atribuidos para os
hidrogénios H-6 ¢ H-8 do anel A, respectivamente.

Outro deslocamento quimico observado foi um singlete em (8) 12,18 atribuido ao
hidrogénio de OH ligado ao carbono C-5. O sinal observado em 2,92 ppm ¢ atribuido a

presen¢a de umidade na amostra.

Figura 33 - Espectro de RMN ' H (300 MHz/ C3;Ds O/ TMS) do composto 59-73 AE -

canferol— (5,7, 3", 4 tetra-hidroxiflavonol)



Para o espectro de RMN de "*C/DEPT (espectro desacoplado em faixa larga e do tipo
DEPT 135 ¢ DEPT 90) todas as absorg¢des observadas (fig. 34) estdo de acordo com os

descritos na literatura para o canferol.

Figura 34 - Espectro de RMN °C (75,5 MHz /C., Ds O) do composto 59-73AE - canferol—

(5,7, 3", 4’tetra-hidroxiflavonol)

Na tabela 13 pode-se observar a concordancia dos valores obtidos no espectro de

RMN 'H e "°C para o composto 59-73-AE e dados da literatura para o canferol. ***



Tabela 13 - Valores de deslocamentos quimicos ' H ¢ '°C para o composto 59-73 AE e dados

. 234
da literatura para o canferol >

Posicio 59-73AE (8) 'H 59-73AE (§) C'* Canferol §)'H  Canferol (5) °C
(Chiale et al,1991)  (Chiale et al,1991)

2 147,21 (C) . 156,30

3 135,30 (C) 133,30

4 176,84 (C) 177,60

5 162,54 (C) 161,40

6 6,27 sl (J=2,0) 99,24 (CH) 6,15 d (J=2,3) 99,01

7 165,19 (C) 164,30

8 6,54 sl (J=2,0) 94,54 (CH) 6,37 d (J=2,3) 93,95

9 158,01(C) 156,70

10 104,27 (C) 104,17

I 123,43 (C) 121,07

2-6 8,16 (J=8,6)d 130,61(CH) 8,03 d (J=8,0) 130,29

3.5 7,03 (J=8.,6) d 116,12(CH) 6,82d (J=8,1) 115,35

4 160,37(C) 159,04

OH (5) 12,18 s 12,19

Solvente C; D6 O/300 Mhz C; D6 O/ 75,5MHz DMSO/ 25,2 MHz DMSO/ 25,2 MHz

Estudos farmacoldgicos tém sido realizado com o canferol e dados bibliograficos tém
demonstrado atividade anti-inflamatoria e antioxidante para o canferol, atividade esta
relacionada com a presenca de OH nos carbonos C-3, C-5 e C-7 e da dupla ligagdo entre o C-
2 e C-3. *** Existem relatos que o canferol também apresenta atividades antihipoglicemiantes,
atividade antiviral, antibacteriana e alelopatica.”® %’

Embora o canferol seja conhecido no género Allamanda, durante a revisdo da literatura
ndo foi encontrado nenhuma citacao de isolamento do kampeferol em nenhum 6rgao da

A .blanchetti, sendo, portanto, a primeira vez, o isolamento deste flavonoide na espécie

estudada.



5.2.4.2.2. COMPOSTO 37(9)AE - isoquercitrina

O composto 37 (9) AE (26 mg) isolado da fragdo AE do extrato etandlico das folhas e
caules da A.blanchetti (verdo), apés cromatografia em coluna, apresentou-se como sélido de
cor amarelo muito forte, solivel em acetona, e quando visualizado no UV longo (366 nm) foi
detectada cor azul fluorescente acentuada.

Através de ensaios por CCD e padrdes auténticos de flavonodides, reveladores
especificos para grupos fendlicos, e por comparagdo de Rf conclue-se que o composto
constituia-se uma mistura de flavonodides. A sua estrutura foi confirmada por técnicas
espectroscopicas ¢ comparacdo com dados da literatura como sendo uma mistura de

quercitina-3-O-glicosideo (93) + canferol (46) ou também chamado de isoquercitrina.

Quercetina -3-O-glicosideo (93) - (isoquercitrina)

Pelo espectro de RMN 'H os hidrogénios aromaticos para os 2 compostos tiveram seus
deslocamentos quimicos registrados na regido de (8) 6,2 a 8,2. Tanto para o canferol quanto
para a quercetina os sinais encontrados em forma de 2 dubletes em () 6,51 e (d) 6,2 sdo

atribuidos para os hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente. Em () 6,96 e 6,97, os 2 dubletes



observados sao referentes a H-6"da quercetina e H-3" e H-5" do canferol. Em () 8,1 ppm, o
sinal registrado refere-se a H-2e H-6" do canferol. E por ultimo foi registrado um
deslocamento quimico em forma de singlete em (0) 12,32 atribuido ao hidrogénio de OH
ligado ao carbono 5. Os hidrogénios referentes a unidade glicosidica para a quercitina pode
ser observado através de sinais na regido compreendida entre (0) 4,20 e 3,3 . O hidrogénio
anomérico apresenta-se como um dublete em (d) 5,26. Todas as absor¢des acima citadas

podem ser observadas na figura 35.

Figura 35 - Espectro de RMN' H (200 MHz/ acetona D6 /TMS ) do composto 37(9)AE-

isoquercitrina



Os valores de deslocamento quimico de RMN 'H apresentados na figura 35 indicam
que o composto 37(9)AE ¢ um flavonoide de quercetina-3-O glicosideo em mistura com o
canferol. >

A quercetina e o canferol sdo flavondides relatados frequentemente na literatura, e
considerados importantes em virtude de sua efetividade em muitas patologias como: efeito
mutagénico em linfocitos de pacientes com Talassemia **°, agdo fungicida contra Aspergilus
flavus e producio de aflotoxinas.**’

Com a quercetina aglicona e seus derivados glicosidicos, recentemente foi
demonstrado seu potencial antioxidativo, uma vez que, apds administragdo intragastrica deste
flavondide, o plasma dos animais em estudo, apresentaram-se mais resistentes contra a
lipoperoxidacio causada por ions cobre .**""**

Alguns estudos comprovam que a quercetina ¢ um efetivo inibidor da oxidagdo da
LDL catalizada pela 15-LOX (enzima 15-lipoxigenase que pode contribuir para a peroxidacao
lipidica da LDL durante os estagios iniciais da ateroesclerose). **>* ***#*> A quercetina e outros
flavonodides sdo considerados antioxidantes mais eficientes que o acido ascorbico e o a-
tocoferol, em concentragdes equimolares,”*® provavelmente por sua adsor¢do interfacial na
superficie da LDL, em contraste com as vitaminas C e E, localizadas nas fases aquosa e
lipidica.**’

A quercetina ao reagir in vitro com peroxinitrito, pode ser considerada como um

. - . 1248247
agente antiinflamatdrio potencial. ™

Também em funcdo de sua propriedade sequestradora

de radicais livres, a quercetina provoca descréscimo da incidéncia de doencas
. 249. 250 Ce e A . . ~ . , - .

cardiovasculares. ““" A inibi¢do da lipoperoxidagdo da quercetina ¢ influenciada por certas

caracteristicas estruturais dos flavondides como: a) a presenga de um grupamento hidroxila na

posi¢do 3 do anel C; b) dupla ligag¢do entre os carbonos 2 e 3 do anel C; c¢) grupo carbonila na



posi¢ao 4 do anel C; d) padrao e nimero de grupos hidroxilas nos anéis A, B e C; e) presenga
de actcares ¢ f) atividade quelante pela associagdo do grupo carbonila no C-4 e uma
hidroxila no C-3 ou C-5.>"'

Até o presente momento, nio foi relatado na literatura, o isolamento da quercetina e
canferol em caules e folhas da A. blanchetti, o que oportuniza ensaios bioldgicos que na
sequéncia serdo relatados neste trabalho, dada a significancia farmacologica destes

flavonoides.

5.2.4.2.3 COMPOSTO 25-33AE - canferol-3-O-B-ramnosideo (94).

O composto 25-33AE (111 mg) isolado da fracdo AE do extrato etandlico das folhas e
caules da A.blanchetti (verdo), apds cromatografado em CC, apresentou-se como um so6lido
amarelo, soluvel em metanol. A sua estrutura foi confirmado através de analises de RMN He

Bc (figuras 35 e 36) como sendo o canferol-3-O-B-ramnosideo (94).

canferol-3-O-B-ramnosideo (94)



Os valores de deslocamentos quimicos (8) de RMN 'H e "°C apresentados na tabela -
14 indicam que o composto 25-33AE ¢ um flavonoide-O-glicosilado. Pelo espectro de RMN
'H (figura 36), o que se observou foi um singlete em (8) 12,43 referente a OH-5; Os
deslocamentos de H-2'e H- 6" aparecem em (J) 8,14 (em forma de dublete). O H-1""ligado
ao carbono anomérico aparece como um sinal em (d) 5,24. Na regido de (d) 4,96-3,32
encontram-se os sinais dos hidrogénios H-2"", H-3"", H-4"" e H-5"". Na regidao de (o) 1,40

estdo dispostos os H metilénicos da ramnose.

Figura 36 - Espectro de RMN 'H (200 MHz / MeOH D6/ TMS ) do composto 25-33AE -

canferol-3-O-B-ramnosideo



Quanto ao espectro de C (figura 37) os deslocamentos quimicos sdo muito
semelhantes ao composto 59-73AE, uma vez que o ntcleo estrutural basico do flavonoide é o
mesmo. O que diferencia quanto aos deslocamentos (8), sdo os sinais referentes ao tipo de
acucar ligado ao carbono 3, que neste caso ¢ ramnose. Foram observados na regido de ()
95,08 uns sinais correspodente ao C-1""; de 78,3-65,4 ppm foram observados os sinais

atribuidos aos carbonos C-2""....... C6™".

Figura 37 - Espectro de RMN '°C (50 MHz/ acetona D6 / TMS) do composto 25-33AE-

canferol-3-O-B-ramnosideo



Na tabela 14 se observa a concordéncia dos valores no espectro de RMN 'He °C do

composto 25-33 AE e dados da literatura para o canferol-3-O-p ramnosideo.**

Tabela 14 - Valores de deslocamentos quimicos (8, ppm) de RMN 'H e "°C para o composto
25-33AE e dados da literatura para o canferol-3-O-B-ramnosideo””

Posicao

SUBEUN T oublUN Do an v s W

OH (5)

Solvente

25-33AE
5'H I (Hz)

6,27

6,53

8,14 d (J=8,0)
6,98 d (J=8,0)

6,98 d (J=8,0)
8,14 d (J= 8,0)
5,24
4,96
425d (J=8)
3,49
3,32
1,15
12,43

Acetona D6/

200 Mhz

25-33AE

8 c
151,11

179,6
166,04
105,93
163,24
104,43
161,76

129,02
135,74
122,95
158,60
116,34
132,64
95,08
78,3
75,6
73,93
65,4
15,08

MeOH/ Acetona

50 Mhz

canferol-3-O-f
ramnosideo

& 'H T (Hz) >?

6,18 d (J=2,0)
6,40 d (J=2,0)

7,67 d (J=18,6)
7,03 d (J=8,7)

6,89 d (J=8,3)
7,53 d (J=8,6)
5,47
431
3,80
3,42
3,40
1,01
12,42

CD;0D

600,13 MHz

canferol-3-O-f3-
ramnosideo

5 13C 252

146,8
135,6
175,7
160,6
98,1
163,8
93,3
156,1
103,0
121,9
131,9
116,5
161,5
116,5
131,9
103,0
77,2
75,3
82,8
63,9

CD;0D

150,93 MHz

O flavondide canferol tem sido isolado de varias espécies, inclusive da A.cathartica e

A. schottii'®> '*, porém ainda nio foi relatado na literatura, o isolamento do canferol-3-O-p-

ramnnosideo do género Allamanda



O canferol em estudos anteriores demonstrou diversas atividades farmacologicas, ja

citadas, quando da identificagdo do composto 59-73AE.

5.2.4.2.4. COMPOSTO 41(9)AE - 5,7,4" tri-hidroxi-isoflavona (95).

O composto 41(9) AE foi isolado das partes aéreas (follhas) da A. blanchetti (estacdo

verdo) e apresentou-se como um solido branco soliivel em acetona. Através de técnicas

espectroscopicas de RMN ' H foi identificado com sendo 5,7,4” tri-hidroxi-isoflavona (95).

41(9) AE
HO 0]
OH O

OH

5,7,4" tri-hidroxi-isoflavona (95)

Pelo espectro de RMN ' H (figura 38) foram observados os seguintes deslocamentos
quimicos: em 5,23 ppm observa-se um singlete referente a H-2, em 6,28 ¢ 6,51 ppm sao
observados mais 2 singletes responsaveis pelas abosr¢des dos H-6 ¢ H-8, respectivamente. Os
2 dubletes que aparecem em 6,94 e 7,58 ppm sdo atribuidos aos H-3'¢ H-2'. Os
deslocamentos quimicos em forma de 3 singletes que sdo observados em 8,53, 9,86 e 12,26
ppm correspondem a préton das OH.

No espectro de RMN "°C se observa sinais caracteristicos de isoflavonas, sendo que os

deslocamentos observados em 154-151 ppm corresponde ao C-2, os deslocamentos em 121-



125 ppm sado atribuidos ao C-3 e em 174-179 ppm os deslocamentos observados sdo

responsaveis pelas absor¢des do C-4.

Figura 38 - Espectro de RMN 'H (200 MHZ/ MeOH/ D /TMS) do composto 41(9)AE-

5,7,4" tri-hidroxi-isoflavona

Os isoflavondides sdo caracterizados como os demais flavondides por uma cadeia

arila-C-3-arila, mas do tipo difenil-1,2-propano. Muitas outras estruturas podem se formar por



diferenciagdo de seu nivel de oxidacdo e variacao do nucleo fundamental. Biogeneticamente,
os isoflavonoides sdo formados como os flavondides em geral, via chalconas. Nos vegetais,
uma grande parte das isoflavonas comporta-se como fitoalexina que ¢ uma substancia
produzida pelas plantas em resposta a uma infec¢do por um agente patogé€nico. Os
substituintes mais comuns sio os grupamentos hidroxila, metoxila e metileno dioxila.'®® '’

As isoflavonas sdo atribuidas varias atividades farmacologicas, entre elas, efeitos
antioxidantes, inibi¢do de enzimas envolvidas no metabolismo estrogénico®, inibi¢io de
proteinoquinases envolvendo sinalizagao celular, efeitos no transporte da glicose, proliferagao
celular e inibicdo da angiogénese.””*

Alguns estudos sugerem o papel das isoflavonas na prevencdo de peroxidagdo de
lipideos®, atividade antifungica e antibacteriana.'®® Vicent e Fiztzpatrick (2000) constataram
que na maioria de dietas ricas em isoflavonas, ocorre uma diminui¢do significativa do
colesterol total, LDL e triglicerideos.””® Em estudo com 38 pacientes foi comprovado que a
ingestao didria de 100 mg de isoflavonas promoveu a redugdo de 9,3% no LDL ¢ 10,5% em
triglecerideos.”® Em macacos jovens sacrificados apés 14 meses de dietas com proteina
animal e com isoflavonas, foi observado 90% a menos de aterosclerose no grupo tratado com
isoflavona. **°

Em mulheres na pré-menopausa, maior ingestdo de alimentos com isoflavonas,
provocou um significativo incremento e manutencdo do pico, de massa Ossea na coluna
lombar, quando avaliado por densitometria dssea. ** Sdo relatados também, trabalhos que

261

provam as propriedades anticancerigenas das isoflavonas por realizar bloqueio de

22 B ainda, um outro trabalho

proliferagdo celular de células tumorais de mama in vitro.
relata, que foi observado em 474 mulheres p6s-menopausa, um percentual de 13,2% a menos

. . . . . e, . . 2
de linfocitopenia quando estas ingeriram 200 mg diérias de isoflavonas. **’



Nio existe registros na literatura de isolamento de isoflavonas nas espécies A.
blanchetti e A. schottii, o que sugere possiveis e promissores trabalhos em estudos futuros

com este grupo quimico.

5.2.5. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS ISOLADOS DAS RAIZES

DA Allamanda blanchetti

Com as raizes da A.blanchetti, trabalhou-se com a fracdo AE (estagdo verdo) por
apresentar bom perfil cromatografico. A secagem, processo extrativo e obtencdo de extrato
bruto e fragdes foram realizados com o mesmo procedimento das folhas e caules (pagina 86).

As investigagdes quimicas levaram ao isolamento dos compostos 10B30-76 (21);
10C78-120; 10D122-164; 10E165-203 (96) ¢ FG12AE .

Os compostos 10D122-164, 10E165-203 ¢ FG12AE quando revelados no UV longo
(366 nm) apresentaram manchas azuis fluorescentes muito brilhantes, caracteristicas de
cumarinas''® e quando revelados com KOH/EtOH 5%, a cor azul intensificou-se, o que levou

a expectativa da identificagdo de possivel cumarina.

5.2.5.1. Fracao AE

5.2.5.1.1 COMPOSTO 10B30-76 - plumericina




O composto 10B30-76 (86 mg) isolado da fracdo AE obtida das raizes do extrato
etanolico da A.blanchetti (verdo), apos CC e recristalizagdo com Hexano: AE + 2 gts de
MeOH, apresentou-se como um so6lido branco, soluvel em MeOH e ponto de fusdo entre 211-
217°C, dado confirmado pela literatura. >° A sua estrutura foi confirmada através de analises

de IV, RMN IH, RMN "C como o iridéide plumericina (figuras 39, 40 e 41).

Plumericina (21)

Na analise de IV, (figura 39) observa-se em 1.757 ¢ 1.709 cm™ duas bandas de grande
intensidade referente 4 deformagio axial dos grupos carbonilas. Em 2 951 cm™ 2 bandas de
absor¢do média correspondentes a deformagdo axial de C-H e em 1 438 cm™ uma banda fina
e média intensidade cujo valor corresponde a deformagdo angular de CHO.

Na regido de 1 645 cm™, o sinal registrado corresponde a absor¢io de C=C ¢ em 1

187cm™, a banda registrada é referente & absorcio do grupamento C-O.



Figura 39 - Espectro de IV (pastilha de KBr) do composto 10B30-76- plumericina

Pelo espectro de RMN 'H, (figura 39), se observa um deslocamento quimico em forma
de dublete em 2,2 ppm referente a uma metila 14 e uma absor¢do como um singlete em (J)
3,77 ppm, singlete caracteristico de metoxila. Também foram registradas na regido de campo
baixo (acima de 5 ppm), vérias absor¢des referentes a hidrogénios olefinicos. E possivel
observar o sinal referente a H-5, o qual aparece como um duplo triplete em 4,02 ppm. O H-3 ¢
registrado como um singlete largo na regido de (8) 7,60 e outro sinal na faixa de (d) 7,18

responsavel pela absor¢ao dos H-13 .



Figura 40 - Espectro de RMN ' H (Acetona D6/200 MHz TMS) do composto 10B30-76-

plumericina

Para o espectro de RMN "°C (figura 41), verificou-se a presenca de 15 carbonos
diferentes. Destes deslocamentos quimicos, 2 sinais de carbonila podem ser observados em
167,20 e 168 ppm. Os sinais em 104,82, 102,51 ¢ 80,56 ppm sdo referentes a carbonos
oxigenados. Os sinais observados entre 109-156 ppm sdo deslocamentos caracteristicos

atribuidos a olefinas.



Na tabela 15, sao mostrados valores que demonstram a concordancia entre os valores
de deslocamento quimicos de RMN 'H ¢ "*C para o composto 10B 30-76 com dados da

literatura para a plumericina. '*'**

Figura 41 - Espectro de RMN "°C (acetona D6 / 50 MHz -TMS) do composto 10B30-76-

plumericina



Tabela 15 - Valores de deslocamentos quimicos (8) para RMN 'H e "°C para o composto

10B-30-76 e dados da literatura para a plumericina'*-'*
Posiciio 10B 30-76 10B 30-76 Plumericina ' Plumericina '*®
& 'H J (Hz) 5 C 5 'H J(Hz) 5 “c

1 5,57d(J=6,0) 102,51 5,59d (J=6,0) 102,3
3 7,45 s 152,94 7,47 sl 152,7
4 - 109,62 - 109,4
5 4,02 dt (J=9,6 ¢ 2,4) 38,66 4,03dt(J=9,0e2,0) 38,4

6 6,05 dd (J=5,4 e 2,1) 126,64 6,07dd (J= 6,0¢2,0) 141,1
7 565dd(J=5,4¢e2,1) 141,32 5,66 dd (J = 6,0 € 2,0) 144,7
8 - 104,82 - 104,6
9 3,44dd (J=9,6¢5,7) 53,91 3,44 dd (T =9,0e 6,0) 53,7

10 511 80,56 513 80,3 d
11 - 127,73 - 127,4
12 - 171,30 - 168,2
13 7,18 qd J=7,1¢1,8) 145,49 7,18qd(J=7 e2) 1453
14 2,00d(J=72) 16,29 2,09d (J=7,0) 16,1

15 - 167,20 - 166,7
16 3,77 s 51,40 51,7

3,79 s
Solvente Acetona D6 /200 MHZ Acetona D6 /50 MHz CDCl; /300 MHZ CDCl; /300 MHZ

A plumericina constitui-se um importante iridéide que ja foi isolado de diversas
espécies da familia Apocyanaceaec. A sua significincia se deve a diversos estudos
farmacoldgicos realizados, onde se relata a atividade moluscida, antibacteriana e antifingica

.. . .. 162
da plumericina e isoplumericina .

A atividade citotoxica ja foi detectada em muitos
ensaios com isolamento e testes biologicos com estes 2 iridoides, onde ressalata-se a sua
expressiva efetividade inibitéria em células tumorais de cancer de seio, colon, pulmao e

melanomas. 3> 6% 163

" A plumericina, em trabalhos anteriores ja havia sido relatado o
isolamento das raizes da A. cathartica e A.blanchetti, mas em fungdo de sua grande
efetividade terapé€utica, durante este trabalho foi desenvolvido diversos ensaios, no intuito de

isolamento deste iridoide em outros oOrgdos e outra espécie, que na seqiiéncia serd

demonstrado.



5.2.5.1.2. COMPOSTO 10C 78-120 - plumericina

O composto 10C 78-120, obtido a partir da fragdo AE oriundo de extrato EtOH das
raizes de A.blanchetti (verao), apresentou-se como um solido branco, solivel em MeOH.
Apos comparagdo IV, RMN 'H ,"°C e CCD, e por apresentar deslocamentos quimicos e Rf
idénticos ao composto 10B 30-76 chegou-se a conclusdo que o composto 10C 78-120 se
constituia o mesmo composto 10B30-76, anteriormente isolado e identificado como

plumericina.

5.2.5.1.3. COMPOSTO 10E165-203 - acido p-hidroxi-cinimico

O composto 10E 165-203 (64 mg) foi obtido a partir da fragdo AE de extrato EtOH de
raizes de A.blanchetti (verdo) e apds CC e recristalizagdo com hexano/AE 90:10, apresentou-
se como um so6lido branco e solivel em acetona. A sua estrutura foi confirmada através de
analises espectroscopicas de IV, RMN 'H e "°C (figuras 42, 43 ¢ 44) como sendo acido p-

hidroxi-cinamico (96).

10E 165-203

acido p-hidroxi-cinamico (96)



O espectro de IV (figura 42) apresentou uma banda de absorcio entre 3 480 cm™, a 3
200 cm’, referente ao estiramento do grupo OH do fenol. Em 1 690 cm™ é mostrado uma
banda intensa, referente a deformagao axial do grupo C=0. A banda de aborgao registrada em
850 cm™ corresponde a deformagdo do anel aromético para-substituido. A deformacio angular

de C-H do anel aromatico pode ser observada na regido 1 520 a 1450 cm™.

Figura 42 - Espectro de IV ( pastilha de KBr) do composto 10E 165-203-

acido p-hidroxi-cinamico

Os valores de deslocamentos para RMN 'H (figura 43) registram um dublete em 6,90
(J=9,0) ppm referente aos H-6 ¢ H-4. Em 7,50 (J= 9,0) ppm foi observado um dublete
referente a H-3 e H-1. Um dublete encontrado em 6,35 ppm (J= 16) corresponde ao H-7 e

outro dublete em 7,65 ppm (J= 16) ¢é referente ao CH-8..



Figura 43 - Espectro de RMN 'H (200 Mhz /acetona D6 /) do composto 10E 165-203 - 4cido

p-hidroxi-cindmico

No espectro de RMN °C (figura 44), os sinais de deslocamentos quimicos foram
observados em (8) 131,02 referentes a C-4 ¢ C-6 e em (8) 145,36 referentes aos
deslocamentos (CH) de C-7. Em 160,72 ppm foi observado um sinal correspondente a C-2 e a
absor¢ado registrada em (116,87 ppm refere-se aos C-1 e C-3. Em 115,90 ppm observa-se o

sinal para C-8 e a carboxila do C-9 foi observado em 168,72 ppm.



Figura 44 - Espectro de RMN *C (50 MHz/ acetona D6/ TMS) do composto 10E 165-203-

acido p-hidroxi-cinamico

Os valores de deslocamento quimico (8) de RMN 'H e RMN "°C do composto 10E

7 No entanto, por se tratar de

165-203 foram comparados e compativeis com os da literatura.
molécula simples e bastante conhecida, considerou-se desnecessario a inclusdo destes dados.
Os 4acidos cindmicos constituem-se uma classe muito importante para ensaios

bioldgicos e quimicos na area de produtos naturais. Estes grupos quimicos sdo os precursores

da maioria dos compostos classificados como fenilpropanodides (ArCs), compostos aromaticos



com uma cadeia lateral de 3 atomos de carbono ligada ao anel aromadtico .A significancia do
acido cinamico reside no fato de, originar classes de compostos de grande efetividade
terapéutica. A reducdo da cadeia lateral dos acidos cinamicos conduz 4 formagdo de
moléculas importantes presentes em 6leos volateis, como por exemplo: o eugenol, empregado
como anestésico tdpico em tratamentos odontoldgicos e higiene oral e o anetol, que exerce
propriedades carminativas, antiespasmodicas e expectorantes. '

A cadeia lateral pode também perder atomos de carbono originando ArC, e ArCy,
sendo que estes compostos fenodlicos desempenham um papel importante na defesa dos
vegetais contra insetos herbivoros, fungos e também atividades alelopaticas. Os acidos
cinamicos podem sofrer acoplamento oxidativo de duas unidades e originar as lignanas que,
entre outras propriedades possuem agdes: antioxidante de produtos alimenticios,
antiinflamatéria,  antihepatotoxica, antitumoral, cercaricida, relaxante  muscular,
antineoplasica, antileucémica, anti-HIV, anticonvulsionante, antiespasmoédica, anti-PAF (fator
de agregacio plaquetéria) e antialérgica. 2°* 2%

Outro grupo importante que deriva dos acidos cinamicos, sdo as cumarinas cujas
atividades farmacologicas estao descritas na pagina 66.

O isolamento do acido-p-OH-cindmico néao foi relatado ainda no género Allamanda,

sendo portanto, esta a primeira vez que ele foi isolado e identificado no género.

5.2.5.4. COMPOSTO FG-12AE - eudesmina

O composto FG12AE foi isolado da fracdo AE, obtida a partir do extrato EtOH das
raizes de A. blanchetti (verdo), que apds cromatografia preparativa, apresentou-se em forma
de um solido branco, solivel em MeOH. Quando visualizado no UV longo (366 nm)

apresentou uma unica mancha azul fluorescente, com caracteristica de cumarina. A sua



estrutura foi confirmada através de analises de RMN 'H e °C ( fig. 45 ¢ 46) e dados da

literatura como sendo a eudesmina (97). 2"

Eudesmina (97)

O espectro de RMN 'H (figura 45) apresentou deslocamentos quimicos (8) em forma
de multiplete em 3,10 ppm referente ao hidrogénio H-1 e H-5. Entre (6) 3,84 e 3,95 em forma
de multiplete, se observou os deslocamentos quimicos do H-4 axial e H-8 axial. Os protons
do anel aromatico foram observados entre 6,80 ¢ 6,91 ppm. Na regido de 4,24 ppm
observam-se os sinais em forma de duplo duplete referente a H-4 equatorial ¢ H-8
equatorial.Em 4,73 ppm, o duplete observado corresponde a H-2 ¢ H-6. Os sinais que
aparecem em forma de singlete (8) em 3,91 e 3,95 ppm sdo referentes as 4 metoxilas.

Os valores de deslocamentos quimicos para °C para o composto FG 12AE (figura 46)
estdo registrados em 55,62 e 56,66 ppm como 2 sinais atribuidos a (C-1 e C-5). Em 72,87
ppm, o deslocamento observado ¢ referente aos C-4 e C-8 . Os grupamentos —CH-O foram
registrado em (8) 87,78. Os CH aromaticos foram absorvidos nas faixas de (8) 116,34, ppm e
120,33 ppm correspondentes aos CH-2°, CH-5'¢e CH-6'. O deslocamento do CH-1'foi
registrado em 134,05 ppm e os sinais na regido de 147,58 e 149, 39 ppm sdo atribuidos a CH-

4e¢ CH-3".



Figura 45 - . Espectro de RMN 'H (200 MHz/CDCL3 + D20 / TMS) do composto FG12AE-

eudesmina

Figura 46 - Espectro de RMN C (50 MHz/MeOH / TMS) do composto FG12AE -

eudesmina



Nas tabelas 16 ¢ 17 pode-se observar a concordincia para RMN 'H e RMN °C de

dados relatados na literatura para a eudesmina (97) e comparagdo com o composto FG 12AE

270

Tabela 16 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H do composto FG 12AE ¢ dados da
literatura para a eudesmina *"°

Posicao FG 12A Eudesmina *”°
H 5'H J(Hz) 5 'H J (Hz)
1 3,10 m 3,12m
2 4,73 d 4,76 d
3 - -
4eq 4,24 dd 4,26 dd
4 ax 3,84-3,95 m 3,86-3,96 m
5 3,10 m 3,04 m
6 4,74 d 4,76 d
7 - -
8eq 4,24 dd 4,26 dd
8 ax 3,84-3,95 m 3,86-3,96 m
O Me 3,91,3,90 s 3,86,3,90 s
Arom 6,80-6,91 6,84-6,92
Solvente Acetona D6/200 Mhz CDCL;0D D6/ 600,13 MHz

Tabela 17 - Deslocamentos quimicos de RMN "*C do composto FG 12AE ¢ dados da
literatura para a eudesmina *"°

Posic¢iio FG 12AE Eudesmina *”°

C 8 13C 8 13C

1 56,66 d 54,0 d
2 87,78 85,5d
4 72,87 71,5t

5 55,62 54,0 d
6 87,78 85,5d
8 72,87 71,5t

1 134,05 1333 s
5 110,9d 110,9d

Solvente MeOH / 50 MHz CDCIl; D6/ 25 MHz




5.2.6. IDENTIFICACAO DO COMPOSTO QUIMICO ISOLADO DAS FLORES DA

A.blanchetti

5.2.6.1. Fracio DCM

5.2.6.1.1, COMPOSTO 15H53-70 — acido ursolico

Com as flores da A.blanchetti, trabalhou-se apenas com a fragdo DCM, obtida do
extrato EtOH (estacao outono), que apos ser cromatografada resultou num sélido branco
amorfo, solivel em cloroférmio nominado de composto 15SH53-70 A sua estrutura foi
confirmada através de analises de TV, RMN C " 'H como sendo acido tirsélico (53).

15HS53-70

acido ursolico (53)

O espectro de IV (figura 47) apresentou uma banda intensa em 3 439 cm™ referente ao

estiramento grupos OH. Observa-se em 1731 cm™, uma banda de absorgio de média



intensidade caracteristica de deformacio axial C=0. Em 1 634 cm’, o espectro apresentou

uma banda de absor¢ao de média intensidade, referente a deformagao axial ligagdes C=C.

Figura 47 - Espectro de IV (pastilha de KBr) do composto 15H-53-70- acido ursélico

Pelo espectro de RMN 'H as varias absor¢des caracteristicas tornam possivel
identificar o composto como acido ursélico, uma vez que, observam-se 5 absor¢des na regiao
de 0,64-1,07 ppm correspondente aos deslocamentos quimicos das metilas em forma de
singlete ¢ 2 absor¢des em forma de dublete. Outros deslocamentos quimicos também
observados foram: um singlete largo em 5,1 ppm confirma a presenca de proton olefinico
referente a H-12. Um tripleto observado em 3,21 ppm se refere a absor¢do do H-3 ¢ um
dubleto mostrado 2,26 ppm correspondem ao proton H-18 . Os deslocamentos quimicos para

RMN 'H podem ser observados na figura 48.



Figura 48 - Espectro de RMN 'H ( 200 MHz/ CDCL3 / TMS) do composto 15H53-70 —

acido ursoélico

Comparando-se com outros trabalhos, onde se isolou e identificou-se o acido ursolico,
os valores obtidos do composto 15H53-70 confirmam ser pertinentes aos valores registrados
quando da identificagdo do acido ursélico. Os deslocamentos quimicos (8) RMN'’C para o

composto 15H 53-70 podem ser observados na figura 49.



Tabela 18 - Valores de deslocamentos (8) ppm de RMN 'H ¢ RMN "°C para o composto
15H 53-70 ¢ dados da literatura para o acido ursolico 2!

Posicéo Composto 15H 53-70 Composto 15H 53-70 A cido ursélico’ 12"  Acido ursélico *>*"!

s J=Mh 5 5cC 8
ppm ”) S ppm (J= Mhz)

1 - 37,3 - 38,8
2 - 27,9 - 27,3
3 321 m 78,3 3,40 m 78,8
4 - 37,3 - 38,8
5 - 55,9 - 55,4
6 - 18,9 - 18,4
7 - 33,7 - 33,0
8 - 39,6 - 39,6
9 - 48,8 - 47,5
10 - - - 37,0
11 - 23,9 - 23,3
12 5,15l 126,3 5,45 sl 125,5
13 - 138,7 - 1388
14 - 42,7 - 42,0
15 - 28,7 - 28,2
16 - 24,9 - 23,3
17 - 48,2 - 48,1
18 226d(J=10Mhz) 53,5 280d(J=11Mhz) 528
19 - 39,3 - 39,1
20 i 373 Z 38,8
21 ] 30,3 i 30,7
22 ; - 36,7
23 1,30 s 28,7 1,23 s 28.2
24 0,64 s 16,1 0,87 s 15.5
25 1,07 s 16,3 1,04 s 15.7
26 1,02's 17,7 1,01s 16,7
27 1,25 s - 1,21s -

28 - 23,5 - 23,6
29 094d(J=54Mhz) 17,6 0,93d(J=54Mhz) 169
30 098d(J=63Mhz) 218 0.98 d (J= 6,3 Mhz) 211
Solvente CDCL;D4/ 200 Mhz CDCL;D¢/50 Mhz ~ Nio informado solvente CsDsN /75,5 Mhz

Na tabela 18 se observa os valores de deslocamentos em ppm de RMN 'H e RMN "°C

para o composto 15H 53-70 e a concordancia com dados dados da literatura obridos para o

;. r1e 271, 1
4cido ursolico.™ 13



Figura 49 - Deslocamentos quimicos (8) RMN'"C para o composto 15H 53-70 — acido
ursolico

Ao acido wursolico sdo atribuidas atividades importantes como inibidor da
lipooxigenase, impedindo dessa forma a produ¢do de mediadores quimicos como os
leucotrienos (desencadeantes da agregagio plaquetaria). >’

Dentre as acdes terapéuticas, as mais significativas tém sido, o seu grande potencial
citotéxico em leucemia linfocitica de células P-388 e L-1210 (carcinomas de pulmao), cancer
de colon (HCT-8) e células tumorais de mama (MCF-7). Estudos comprovam que,

esterificacdes deste composto induziram o aumento de atividade citotdxica contra cancer

pulmonar (L-1210) e linhagens de células leucémicas P-388.27> ™0 4cido ursélico, até entdo,



havia sido isolado de raizes, caules e folhas de Allamanda cathartica 4> 14+ 147 194

, porém no
género Allamanda ¢ a primeira vez que foi isolado das flores.

Em virtude da agdo antineoplasica do acido ursélico nos estudos acima relatados, a
presenca deste composto na composi¢do quimica da A. blanchetti induz a provavel

responsabilidade pelo efeito antileucémico demonstrado por esta planta nos resultados

farmacologicos.

5.2.6.2.COMPOSTOS ISOLADOS DA A. blanchetti em fase de identificacio

Durante o trabalho, 4 compostos foram isolados e estdo em fase de identificacao:

* COMPOSTO GU 12 * COMPOSTO FRAN 7

* COMPOSTO 38-48 * COMPOSTO JU 18

5.2.7. COMPARACAO DAS DIVERSAS TECNICAS EXTRATIVAS EM FOLHAS DE

A. blanchetti PARA OBTENCAO DE PARAMETROS FITOQUIMICOS

Como foi descrita na pagina 96, uma aliquota 100 g de folhas in natura da
A.blanchetti foi submetida a processos extrativos de maceragio’”, percolagdo *°, turboextragdo
e ultrasons'*"" a fim de se averiguar o potencial de rendimento e detec¢do de grupos quimicos
existentes nesta espécie.

Quanto aos rendimentos em massa de cada processo, os resultados demonstram que o
método de extragio mais eficiente em folhas de A.blanchetti ¢ o da turboextragdo’, seguido
pela maceragio e percolacdo.”® * O que proporcionou menor rendimento foi o ultrasom e os

indices de todos eles encontram-se na tabela 19.



Tabela 19 - Rendimentos obtidos em diversas técnicas extrativas a partir de folhas in natura
de A. blanchetti

Espécie vegetal Método de extracgio Rendimento
Ultrasom 0,36 g
A.blanchetti Turboextragdo 1,78 ¢
Folhas Percolagdo 0,52 ¢
(100 g) Maceragado 3 dias 0,54 ¢

Quanto a detecg¢ao dos grupos quimicos por CCD quando comparados com os padrdes
auténticos utilizados, os resultados revelaram a presenca de terpenos, estigmasterol, B -
sitosterol, campesterol, acido ursolico e compostos fendlicos, sendo que estes foram melhor
revelados pelo processo da percolagdo e turboextracao.

Tais resultados nos levam a inimeros questionamentos de: como devemos proceder
em futuras investigacdes fitoquimicas e também, a mudangas de posturas na rotina
laboratorial, uma vez que na maioria das vezes estivemos atrelados a parametros pré-
estabelecidos, € na verdade existem outras formas alternativas de otimizarmos os estudos

realizados com plantas medicinais.

5.3. MATERIAL VEGETAL : Allamanda schottii

5.3.1. Obtencao dos extratos

A técnica de extra¢do utilizada para obtencdo dos metabolitos secundarios da A.

schottii foi baseado na mesma metodologia utilizada para o isolamento dos fitoconstituintes

da A. blanchetti, descrita por Niero et al (2003)**° (figura 8, pagina 40).



Para a preparacdo dos extratos brutos foram realizadas 3 coletas: verdo, outono e
primavera dos diversos 6rgaos da planta em estudo. Os extratos brutos foram obtidos a partir
de material vegetal seco, pulverizado e posteriormente macerados separadamente todos os
orgaos: sementes (MeOH), caule, folhas, flores e raizes (EtOH) por 10 dias. Apos a remogao
do solvente, os extratos foram concentrados sob pressdo reduzida e sucessivamente
particionados com Hexano, DCM, AE ¢ BuOH. Os rendimentos dos extratos e fragdes obtidos
das 3 coletas, encontram-se nas tabelas 20 e 21.

Como ndo se partiu da mesma massa (matéria vegetal) de cada 6rgdo nas diversas
estagdes do ano, ndo se pode afirmar matematicamente que os resultados estejam
completamente corretos em virtude da falta de padronizagdo. Porque a intengdo ndo foi um
estudo especificamente quantitativo € sim uma proposta preliminar de se rastrear as possiveis

diferencas de massa em diversas épocas do ano.

Tabela 20 - Rendimento dos extratos brutos obtidos a partir de 6rgaos secos de A. schottii

Estacio do ano Orgio Peso Solvente Rendimento %
extrato bruto

VERAO Raiz 540,33g EtOH 20,02g 3,7
Caule/folha 931,22¢g EtOH 153,94¢ 1,6

OUTONO Raiz 302¢g EtOH 11,22¢g 3,7
Caule/folha 909.,46¢g EtOH 144,85¢g 15,9

Sementes 700g MeOH 118,37¢g 16
PRIMAVERA Caules/folhas 2Kg EtOH 316,64¢g 15,8
Flores 732,106g EtOH 13,87¢g 1,8

Sementes 1,049 Kg MeOH 84,78g 8,4

Pelos resultados obtidos, pode-se observar um percentual de rendimento semelhante

quanto aos extratos das raizes nas estacdes verdo e outono, sendo que na primavera o



rendimento chega a ser quase 5 vezes maior. Quanto as sementes, o percentual de rendimento
chega ao dobro na estagdo do outono, comparado com a primavera.

Dos extratos brutos acima obtidos, decidiu-se por trabalhar primeiramente com caules
e folhas do verdo de A. schottii, os quais foram reunidos por apresentarem similaridade de
composi¢ao quimica, quando monitorados por CCD. O extrato bruto EtOH foi, na sequéncia
particionado através de uma coluna de filtragdo, ¢ ndo pelo método usual de parti¢ao liquido-
liquido.

Durante o processo de particionamento (filtragdo), ja descrito na parte experimental,
assim que se obteve a fracdo hexanica, ocorreu uma separagdo distinta desta fracdo, em 2
fases, o que resultou uma dupla extragdo com hexano: uma fragdo normal (semi liquida) e
outra solida (precipitacdo de um soélido escuro) a qual foi chamada de fragdo hexano ppt. A
seguir deu-se continuidade ao processo de filtracdo utilizando-se solventes de polaridade
crescente originando as fragdes DCM, AE e BuOH.

Com as fragdes obtidas também se calculou o rendimento, os quais s3o mostrados na

tabela 21.

Tabela 21 - Rendimento das fragdes obtidas a partir de extrato bruto dos caules e folhas da A.
schottii (verao)

()rgﬁo Volume/extrato Fracio obtida Rendimento (g) %
bruto
CAULES E 77,61g Hexano ppt 15,42 18,5
FOLHAS Hexano 10,83 12,8
DCM 4,92 6,3
AE 5,10 6,6

BuOH 0,61 0,8




5.3.2. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS OBTIDOS DAS PARTES

AEREAS (FOLHAS E CAULES) DA A. schottii

As investigagdes quimicas, com a intengao de isolamento e identificagdo de compostos
quimicos foram realizadas com a fragdo DCM: AE (50:50) das folhas e caules do verdo, que
levaram os isolamento da mistura 58-75 (49+92), dos compostos Col 6-80-106 (21), Col 1-

18, Col 8- 24-37 (98), Col 9-A (53), Col 9-B, Col 9-C, AE 89 (23).

5.3.2.1. Fraciao DCM: AE

5.3.2.1.1. MISTURA 58-75 - - sitosterol e estigmasterol,

O composto 58-75 (20 mg), isolado da fragdo DCM:AE (50:50) e obtido a partir de
extrato EtOH de caules e folhas de A.schottii apos CC, mostrou-se como um soélido branco,
soluvel em acetona (49+92). No perfil fitoquimico preliminar realizado através de CCD e
padrdes auténticos detectou-se tratar de uma mistura de esterdides. A sua estrutura foi
confirmada através de RMN 'H ¢ RMN " C como mistura de 2 fitoesterdis: B-sitosterol e

estigmasterol, cujos valores espectroscopicos encontrados estdo em concordancia com dados

133, 228,229

encontrados na literatura e relatados nas paginas 150-154.

Mistura 58-75

[-sitosterol (49) estigmasterol (92)



Estudos anteriores relatam que apenas o [-sitosterol, havia sido isolado das flores da
A. schottii, e nenhum relato foi encontrado sobre o isolamento destes 2 esteroides em folhas e
caules da A. schotti, '#% 144194

Comparativamente, com os dados espectroscopicos observados nos compostos 53-
63H (isolados da fragdo hexanica de folhas e caules de A. blanchetti)e 58-75, pode-se concluir

que os esteroides P-sitosterol e estigmasterol, sio compostos comuns a partes aéreas das

espécies A. blanchetti e A. schottii.

5.3.2.1. 2. COMPOSTO COL-80-106 - plumericina

O composto Col-80-106 (56,5 mg) isolado da fragdo DCM: AE das partes aéreas
(folhas e caules), soltiveis em acetona, apresentou-se como um cristal branco e dotado de cor

azul fluoresecente quando observado no UV longo.

COOMe

Plumericina (21)

O composto Col 80-106, apos analises espectroscopicas de IV, RMN 'H e °C foi
identificado com sendo o iridoide plumericina (21).
Quando comparados com dados da literatura, os deslocamentos quimicos de IV, RMN

'H ¢ RMN "“C do composto Col 80-106 sio compativeis com os relatados



bibliograficamente® e ja foram discutidos nas paginas 170-175, quando se isolou a
plumericina das raizes da A. blanchetti (composto 10B 30-76)

A plumericina constitui-se um iridoide de expressiva significancia em muitos ensaios
farmacoldgicos ja descritos anteriormente, porém até o presente momento nao tinha sido
isolada espécie A.schotti sendo, portanto através deste trabalho, a primeira vez que este
iridoide foi encontrado na espécie em estudo.

Através de estudo comparativo, os dados espectroscOpicos comprovaram que O
composto COL 80-106 (caules e folhas de A.schottii) e 10B 30-76 (raizes de A.blanchetti)
constituem-se 0 mesmo composto, concluindo-se que a plumericina ¢ um iridéide que pode
aparecer tanto em partes aéreas como em raizes de espécies diferentes de Allamanda,

oportunizando desta forma, a sua multipla extragdo e aplicabilidade mais diversificada.

5.3.2.1.3. COMPOSTO 24-37 - escopoletina

O composto 24-37 (14,5 mg) obtido a partir da fragdo DCM/AE de folhas e caules

(verao) da A.schottii apresentou-se como um solido branco soluvel em acetona. Através de

técnicas espectroscopicas como IV, RMN 'H e "°C e dados pertinentes a literatura >”> *’® foi

identificado como sendo escopoletina (98)

24-37
CH;0

HO o~ O

escopoletina (98)



Na figura 50, onde se observam dados do espectro de IV, para o composto 24-37
foram encontradas as seguintes absor¢des: uma banda larga e de grande intensidade em 3 342
cm™, referente a deformacio axial do OH, em liga¢io de Hidrogénio intermolecular; 2 bandas
de grande intensidade em 2 916 cm™ e 2 850 cm™ referente a deformagdo axial de C-H.
Observa-se ainda, banda de grande intensidade em 1 71lcm™ referente a deformagio axial

de C=0.

Figura 50 - Espectro de IV (KBr) do composto 24-37- escopoletina



O espectro de RMN H '  traz diversos deslocamentos quimicos (figura 51),
apresentando dubletes a hidrogénios olefinicos para H-3 ¢ H-4 na a regido de 6,20 ¢ 7,87
ppm. Foram registrados 2 singletes em 7,20 e 6,80 ppm referentes a H-5 ¢ H-8 ¢ pode-se
observar o deslocamento referente a metoxila em 3,90 ppm, os quais estdo em concordancia
com dados da literatura para a escopoletina.(98) *”°
Ainda, podemos encontrar para RMN °C, dados do composto 24-37 compativeis com

dados espectrais da escopoletina, como pode ser observados na tabela 22. 27

Figura 51 - Espectro de RMN para 'H (200 Mhz/ Acetona/TMS) do composto 24-37-

escopoletina



Figura 52 - Espectro de RMN "°C (55 Mhz/ Acetona/TMS) do composto 24-37- escopoletina

Tabela 22 — Dados de para RMN 'H e "°C para o composto 24-37 ¢ dados da literatura para a
escopoletina 2'>27¢

Posicio Composto 24-37 Composto 24-37 Escopoletina” Escopoletina” ®

8 ppm (J= Mhz) 8 c 6 ppm (J= Mhz) s *C

2 - 160,07 - 160,39

3 6,20d 112,8 6,28 d 114,4

4 7,87d 145,4 7,67d 143,4

5 7,20 s 113,8 6,85 s 113,9

6 - 1429 3.96s 143,4

7 OH 6,12 sl 152,6 6.12 sl 149.8
8 6,80 s 102,7 6,92 s 104,2

9 - 143,8 - 147,2

10 - 112,6 - 114,4
6-OMe 3,10s 57,03 3,96 56,3

Solvente CDCL;Ds/200 Mhz  CDCL;Ds/50 Mhz ~ CDCL;Ds/300 Mhz ~ CDCL;D4/50 Mhz




Diversos estudos de citotoxicidade sao encontrados na literatura para a escopoletina.

Entre os resultados mais expressivos, foi observado, a apoptose em células
promielocitas HL-60 com segmentacdo proteolitica e aumento das enzimas protease e
caspase-3, que promovem o processo de fragmentacio do DNA.*”” A atividade de
segmentagdo do DNA foi também observado pela escopoletina isolada de raizes de Mallotus
resinous. >’® Citotoxicidade em células cancerigenas humanas e linhagem de células
tumorais U251 ¢ MCF7 foi encontrada, as quais promoveram reducdo em tumores cerebrais
e cancer de mama. 2% **

Em outros estudos, foram detectados pela agdo da escopoletina, atividade antifingica
em ensaios de MIC na concentragio de 50 mg/mL*® e aumento da acetilcolina cerebral
extracelular de 170 pra 300% quando comparado a estudos anteriores. **> Outros trabalhos
evidenciaram atividade antiespasmédica para a escopoletina®™ e importantes efeitos
diuréticos e anti-asmaticos também foram registrados.”®*

Em virtude da expressiva agdo citotoxica da escopoletina, estudos futuros utilizando-

se esta cumarina serdo importantes para se avaliar se ¢ ela uma das responsaveis pela

atividade antileucémica verificada neste trabalho

5.3.2.1.3. COMPOSTO COL 9-A — acido ursédlico

COL9-A

Acido ursélico (53)



O composto COL 9-A isolado da fragdo DCM: AE (50:50) das folhas e caules
(verao), da A. schottii apresentou-se como um sélido amorfo. Em virtude de sua semelhanga
fisica com o acido ursdlico, ja isolado de outras fragdes, procedeu-se um rastreamento por
CCD e padrao anteriormente isolado, chegando-se a conclusdo de se tratar deste triterpeno.

Com a inten¢do de confirmar-se espectroscopicamente esta molécula, foram realizadas
analises de IV, RMN de 'H ¢ C " cujas absor¢des e¢ deslocamentos quimicos foram
compativeis com as encontradas na literatura '>>

O acido ursolico ¢ detentor de expressivas acoes terapéuticas ja descritas, porém nesta

espécie foi a primeira vez que ele foi isolado.

5.3.2.1.4. COMPOSTO AE 89 - plumierideo

O composto AE 89 (12 mg) isolado da fragdo DCM: AE (50:50) das folhas e caules
(verao), da A. schottii apresentou-se como um sélido amorfo de cor escura e ponto de fusdo
223-224°C e foi identificado como um iridoide glicosilado, chamado de plumierideo (23).

AE 89

Me

plumierideo (23)



No espectro de IV do composto AE 89 (figura 53) as bandas de abor¢do detectadas
foram: uma banda em 1 649 cm™ resultante da deformacéo de olefinas, 2 bandas de absorcdo
intensas em 1 776 cm™ e 1 713 cm™ referentes a lactona o- B insaturada e carbonila de éster.

A outra banda de aborgdo intensa em 3 338 cm™ deve-se ao estiramento de grupos OH.

Figura 53 - Espectro de IV (KBr) do composto AE 89- plumierideo

Os deslocamentos quimicos de RMN 'H em campo baixo do composto AE 89 (23) sdo
correspondentes a hidrogénios olefinicos H-3, H-6, H-7 e H-10. Em campo alto pode-se
observar uma absor¢do em forma de dublete em 1,30 ppm (J= 6,6 Hz) correspondente 4
metila H-14 (integracdo para 3 Hidrogénios). A metila H-16 aparece em 3,64 ppm em forma

de singlete (integracdo para 3 hidrogénios). O H-9 ¢ detectado em forma de duplo dublete na



regido de (3) 2,82 (J=7,8 ¢ 4,7 Hz). O proton anomérico H-1 ¢ observado em forma de dublete
(J= 8,0 Hz) e as absorcdes referentes a unidade glicosidica podem ser vistas em forma de

dublete e registradas na regido de (3) 3,0 a 4,56 (J= 8,0 Hz).

Figura 54- Espectro de RMN 'H (300 Mhz / CD; OD) do composto AE 89 - plumierideo



Figura 55 - Espectro de RMN " C (75,5 Mhz / CD; OD) do composto AE 89 - plumierideo

Pelo espectro de RMN " C, as absor¢des na regido de 60 a 102 ppm sdo atribuidas aos
carbonos da unidade glicosidica. Em 22,34 ¢ 51,93 ppm s3o observadas 2 metilas
correpondentes ao C-14 e C-16, observadas na figura 55.

Os dados de deslocamentos quimicos de RMN ' H e de RMN " C estdo em
concordancia com os dados pesquisados na literatura para o iridéide plumierideo, cujos

valores podem ser confirmados na tabela 23.

O plumierideo é um iridoéide que vem despertando interesse na comunidade cientifica
desde a década de 70. O primeiro ensaio farmacologico com esta molécula foi realizada por
Jewers e seus colaboradores (1971), comprovando a sua citotoxicidade.

148

Outros testes bioldgicos ja comprovaram a sua agdo antifungica e algicida, ™ e

pesquisadores chineses ao utilizar sementes de arroz verificaram que o plumierideo era



detentor de atividade inibitoria de crescimento de plantas, '*! despertando a atengéo de grupos

que trabalham com Alelopatia. Tal atividade foi confirmada atualmente através de testes

alelopaticos realizados por Adam e seus colaboradores (2000). '*°

Tabela 23 - Valores de deslocamentos quimicos (8) RMN 'H e " C para o composto AE 89
e dados da literatura para o plumierideo'**'*°

Posiciio AE 89 AE 89 Plumierideo '~  Plumierideo °
) (J Hz) ®"C (&) (J Hz) ®"C

1 517d(J=4,7) 94,22 5,17 d (J=4,0) 94,4
2 - - - -

3 7,39 d (J=1,9) 152,63 7,48 (J=1,5) 152,5
4 - 111,12 - 11,1
5 3,82 m 40,31 3,90 40,4
6 6,36 dd(J=5,5 e 2,4) 141,53 6,39 dd(J=5,0 € 2,5) 141,5
7 5,40 dd(J=5,5 e 2,1) 130,09 5,55 dd(J=5,0 € 2,0) 150,2
8 - 97,93 - 97,9
9 282dd (I=7.8¢4.7) 50,52 2,82dd(J=8e4) 50,7
10 7,25d (J=15) 150,40 7,25 d (J=1,0) 130,0
11 - 138,73 ; 139,0
12 - 172,96 ; 175,9
13 4,44qd(J=6,6¢12) 6251 436qd (J=6,0e1,0) 63,6
14 1,30 d (J= 6,6) 22.34 1,28 d (J=6,0) 225
15 - 168,62 - 169,8
16 3,64 s 51,93 3,70 s 51,9
1 4,56 d (J=8,0) 100,10 4,52d (J=17,0) 100,3
2 3,08 dd(J= 28,0 ¢ 9,0) 74,65 3,25 74,8
3 3,27 74,45 3,25 78,0
n 3,25 71,28 3,25 71,5
5 3,21 77,81 3,25 78,8
6 3,58 63,47 3,90 62,7

Solvente/ MHz  CD;OD /300 Mhz CD;OD /75,5 Mhz CD;OD /90 Mhz CD;OD / 67,5 Mhz

Trabalhos recentes demonstraram a¢ao do plumierideo contra dermatofitos causadores

1 r . .
> ¢ também foi detectado expressivos

de dermatomicoses em animais e seres humanos
. N . 1
efeitos na espermatogénese de ratos albinos .'>>

Em virtude da sua promissora perspectiva como fitofarmaco, Dobhal e colaboradores

realizaram modificagdes estruturais na molécula do plumierideo e constataram in vitro a



expressiva efetividade citotoxica em c¢lulas tumorais de fibrosarcomas (2004)
plumierideo."*’
O plumierideo até o presente momento, segundo a literatura, néo tinha sido isolado

das folhas e caules da A.schottii

5.3.4. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS OBTIDOS DAS RAIZES A.

schottii

As investigagdes quimicas, com a intengdo de isolamento e identificacdo de compostos
quimicos deraizes de A. schottii, foram realizadas com a fragdo Hex e DCM da estagdo
outono.

5.3.4.1 Fracao Hexano

5.3.4.1.1. COMPOSTO 29-31- estiemasterol + B-sitosterol

Das subfragdes 29-31 da fra¢do hexano de raizes de A. schottii, isolou-se um composto
(23 mg) que se apresentou como um so6lido amorfo branco solivel em hexano, acetona e
cloroférmio. Ap6s comparagdao por CCD com um padrdo auténtico e dados espectrais de
RMN, foi identificado por comparacdo com a literatura, como uma provavel mistura de

estigmasterol e B-sitosterol e denominado de ASR 29-31. Estes ester6is sao muito comuns em

estigmasterol (92) [-sitosterol (49)



espécies vegetais, isolados anteriormente no género Allamanda '** ¢ ja foram discutidos neste

trabalho na paginas 150-154.

5.3.4.2.2. Fracio DCM

5.3.4.2.2.1. COMPOSTO ASR 16-31 - plumericina

Na fragdo DCM, isolou-se das subfragdes 16-31 um so6lido amorfo branco (22 mg),
soluvel em cloroférmio e acetona nominado de ASR 16-31.

Pela analise do espectro de RMN 'H e RMN "°C observou-se sinais caracteristicos de
iridoides e os deslocamentos quimicos investigados estdo de acordo com os dados
referenciados na literatura para a plumericina '*’ e também equivalentes 4 dados encontrados
para a plumericina isolada anteriormente neste trabalho (compostos 10B 30-76- raizes da

A.blanchetti ¢ Col 80-106 de folhas e caules da A.schottii).

Plumericina (21)

Como pudemos observar, durante o processo de isolamento e identificagdo dos
compostos, a plumericina ¢ um iridoide presente com muita freqiiéncia no género Allamanda.
Consideramos este, um fator de expectativa promissora para investigacdes futuras com
compostos puros, visto que este iridéide € comum a partes aéreas e raizes das espécies em
estudo. Outro estimulo a novos ensaios reside no fato de que, a plumericina em trabalhos
anteriores ja promoveu resultados inibitérios significativos em diversos processos
neoplésicos”’ 140, 1% Como seré visto na continuidade do trabalho, fragdes de A. schottii e A.

blanchetti promoveram expressiva agdo antileucémica, o que nos leva ao questionamento



sobre qual ou quais substancias isoladas e testadas poderdo ser as responsaveis por resultado

tao marcante.

5.3.4.2.2. COMPOSTO 44 — 48 - isoplumericina

O composto 44-48 foi isolado da fragdo DCM das raizes de A. schotti (outono) e
apresentou-se como um solido amorfo branco (41 mg), soluvel em cloroférmio e acetona e
que recebeu o nome de ASR 44-48

Pela analise do espectro de RMN 'H (figura 56) observou-se similaridade nos
deslocamentos quimicos de RMN 'H com a plumericina. Todos os sinais estio em
concordancia, exceto dois sinais: o dublete, que na plumericina encontra-se em 2,09 ppm, e
que no espectro do composto acima aparece em 2,80 ppm. O outro sinal passa de 7,18 ppm a
7,00 ppm. Os valores de RMN 'H observados estio de acordo com a estrutura da
isoplumericina, onde a unica diferenca entre os dois compostos refere-se a estereoquimica do
carbono 13.'%

Em relagdo a atividade biologica, a isoplumericina apresenta a mesma atividade
inibitéria em células tumorais de cancer de seio, colon, pulmdo e melanomas que a

plumericina . ** 14 1%

Isoplumericina (22)



Figura 56 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, acetona D¢ ) do composto 44-48-

isoplumericina

5.3.4.2.3.COMPOSTO ASR 21-22 — 1-(3.4-dimetoxi-fenil) etano-1.2-(diol)

O composto ASR 21-22 foi isolado da fragdo DCM nas fragdes 21-22 (48 mg) oriundas da
subfracdo 50-87, e se apresentou como um sélido amorfo branco e identificado como 1-(3.4-

dimetoxi-fenil) etano-1.2-(diol) (99)

Pela analise de RMN 'H (Figura 57), observa-se na regido de 3,0 a 5,0 ppm sinais
referentes a hidrogénios proximos a oxigénio. Na regido de 7,00 ppm sdo observados

hidrogénios de anel aromatico.



Figura 57 - Espectro de RMN '"H do composto ASR 21-22 (300 MHz, acetona Dy ) -1-(3,4-

dimetoxi-fenil) etano-1,2-(diol)

No espectro de RMN Bc (Figura 58) sdo observados quatro sinais em o 54,19, 55,9,
71,64 ¢ 85,89 referente a carbonos oxigenados. Na regido de 6 108 a 145 observam-se seis
sinais referentes a carbono de anel aromatico.

Através da analise dos dados de RMN 'H e "°C, e por comparagdo com dados da literatura, **

1-(3,4 dimetoxi-fenil)-etano-1,2-(diol) (99)



O mesmo j4 havia sido isolado dos bulbos da espécie Crinum bulbispermum Milne.”

Este composto nie_havia sido relatado anteriormente no género Allamanda, sendo a
primeira vez isolado neste género. Pelo levantamento de dados, este composto esta
relacionado com a biodegradacdo das ligninas, que s3o substancias de estruturas complexas,
macromoléculas tridimensionais de origem fenilpropanoéidica, ocupando cerca de 30% dos As
ligninas sdo subprodutos nos processos de polpacao utilizados na produgdo de celulose. Para
produzir compostos quimicos tUteis a partir das ligninas ¢ necessaria a sua despolimerizagdo

. , . . 2
controlada, o que pode ser feito através de processos oxidativos. =’

5.3.4.2.4. COMPOSTO ASR 28-30 - escoparona

MeO

MeO O O

Escoparona (100)

A partir da fragdo DCM das raizes (outono) da A. schottii foi isolada da subfragdo 28-
30, oriunda da 44-48 um sélido incolor e soltivel em cloroférmio (15 mg), chamado de ASR
28-30 ¢ identificada como escoparona (100).

Pelo espectro de RMN 'H (figura 58) foram observados dois sinais em & 3,86 ¢ 3,94
caracteristicos de grupos metoxila. Nos deslocamentos quimicos entre 6,0 a 8,0 ppm estdo
registrados quatro sinais, dois como singletes e dois dubletes caracteristicos de hidrogénios

aromaticos.



Figura 58 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do composto ASR 28-30 - escoparona

Pelo levantamento bibliografico realizado observou-se concordancia com os dados da
escoparona. Esta cumarina ja havia sido isolada anteriormente dos caules da Allamanda

schottii. '*

Bastante estudada, as atividades antioxidantes e antitumorais da escoparona ja
foram comprovadas em diversos trabalhos. *** ** No tratamento de hepatites e infecgdes
biliares observaram-se a reducao do 6xido nitrico (NO) e prostaglandina E, (PGE;) bem como
supressao da ciclooxigenase 2 (COX-2) e COX-1 (mediadores quimicos responsaveis pela
evolugdo do processo inflamatério). **° Expressiva atividade antifingica foi detectada contra
cepas de Candida albicans ¢ Penicillum exparsum, bem como agdo antiinflamatéria in vitro
'291

Pesquisas rastrearam o efeito vasodilatador e interagdes da escoparona com propanolol e

KCl e mostraram que o efeito vasodilatador da escoparona ndo foi afetado e provocou



relaxamento dos musculos da aorta®’ Atividade vaso-ralaxante com efeitos
imunosupressivos,””  atividade hipolipedémica e hipotensora,”* acentuada acfo
broncodilatadora do processo asmatico também foram observados com a escoparona quando
se utilizou fenilefrina com controle .**> O isolamento da escoparona da espécie em estudo é de

suma importancia, para o entendimento futuro de certas atividades biologicas apresentadas.

5.3.5. COMPOSTOS ISOLADOS DA A. schottii em fase de identificacio

Além dos compostos relacionados, 5 outros metabolitos da A. schottii estdo em fase de
1dentificacdo:
e COMPOSTO ASR 20-25

COMPOSTO ASR 37-39

COMPOSTO ASR31-37

COMPOSTO ASR13-15

COMPOSTO ASR 25-27

5.3.6. COMPARACAO DOS RESULTADOS DO RENDIMENTO DE DIVERSAS

TECNICAS EXTRATIVAS EM FOLHAS DE A. schottii

De acordo com o que foi descrito na pagina 108, 100 g de folhas in natura e 100 g de
folhas desidratadas da A.schottii foram submetidas a processos extrativos de maceracdo (3
dias), maceragdo (10 dias), percolacdo, turboextragdo e ultrasons a fim de se averiguar o

potencial de rendimento e deteccdo de grupos quimicos existentes nesta espécie.



Quanto aos rendimentos em volume de cada processo, os resultados demonstraram que
o método de extragdo mais efetivo em folhas de A.schottii da espécie in natura é o da
turboextracao, seguido pela maceragao por 10 dias, percolagdo e maceragdo por 3 dias .

Embora as correntes de alta frequéncia do ultrasom promovam com mais efetividade o
rompimento das membranas celulares, ''este foi o método que proporcionou rendimento
menos significativo em peso. Mas como ndo foi avaliado o percentual de concentragdo dos
constituintes quimicos, ndo podemos afirmar o seu grau de significancia. Os indices de todos
0s processos extrativos da espécie in natura encontram-se tabela 24. Também sao mostrados

os indices das folhas da A.schotti da planta desidratada na tabela 25.

Tabela 24 - Rendimentos obtidos em diversas técnicas extativas a partir de folhas in natura
de A. schottii

Espécie vegetal Método de extracio Rendimento
Ultrasom 0,38 g

A.schottii Turboextragao 1,67 ¢

Folha_in natura Percolacao 0,55¢g
Maceragao por 3 dias 043 ¢g

(100 g) Maceragao por 10 dias 0,58 g

Tabela 25 - Rendimentos obtidos em diversas técnicas extativas a partir de de folhas
desidratadas de A. schottii

Espécie vegetal Método de extracao Rendimento
Ultrasom 0,54 ¢

A.schottii Turboextragao 0,83 ¢

Folhas secas Percolagao 0,66 g
Maceracgdo por 3 dias 035¢g

(100 g) Maceracao por 10 dias 0,47 g




Comparando-se os valores de rendimento obtidos (massa) com planta seca e planta
frescas, os resultados sugerem que o melhor método de extracdo ainda ¢é a turbo extragao,
embora o peso seja reduzido a metade da planta seca (0,83 g), quando comparado a planta
fresca (1,67 g - provavelmente em funcio da 4gua evaporada).

No entanto, o0 método de ultrasons, que na espécie in natura ficava em ultimo lugar,
com a planta seca pode ser colocado na faixa média de otimiza¢ao do processo extrativo.

Outras variaveis, que vem corroborar algumas literaturas, sdo o uso prolongado da
maceracdo, onde os autores afirmam que “quanto maior o tempo de extra¢do, maior
também seria o indice extrativo”. '°! Este é um indice bem notdrio no presente estudo, pela
pequena diferenca em volume, da maceragdo realizada com 3 dias (0,35 g) contra a
maceragdo realizada por tempo maior de 10 dias (0,47 g). Embora seja um resultado
matematicamente calculado, ndo oferece parametros de indices, que nos digam o rendimento
real da concentragdo de cada fitoconstituinte. Por mais que a massa encontrada seja
percentualmente animadora, o grande questionamento é o seguinte: serd que se extraiu
metabolitos secundarios biologicamente ativos ou o peso encontrado € pertinente a compostos
inertes, sem interesse farmacologico?

A seguranca desta resposta s6 podera ser fornecida através de andlises quanti e
qualitativas por meio de CG e HPLC, que ¢ uma das propostas de continuidade deste trabalho,
otimizar a melhor e mais rentavel forma de extracdo de fitoconstituintes.

No entanto, neste estudo, o resultado mais importante desta variavel (maceracao),
reside na detec¢ao dos grupos quimicos por monitorados por CCD, quando comparados com
os padrdes auténticos utilizados. Os resultados revelaram em todos os processos, a presenga
de terpenos, mistura de estigmasterol e sitosterol, acido ursélico e grupos fenoélicos, sendo que
a maceragao por 10 dias extraiu 2 compostos fenodlicos a mais que os demais processos. Este

resultado foi bem visivel, ja que na revelagdo da CCD com cloreto férrico, a maceragdo por



10 dias, apresentou 2 manchas verdes escuro-amarronzado, caacteristica de grupos fenolicos
Isto mostra a efetividade de contato por tempo maior entre soluto/solvente.

Os demais resultados acima sugeridos nos levam a refletir sobre os direcionamentos
que devemos adotar ao escolher a forma extrativa que consideramos ideal as nossas
investigagdes fitoquimicas. A grande maioria dos pesquisadores usa a maceracdo a frio por
poucos dias, > mas outros estudos com pardmetros pré-estabelecidos devem ser realizados na
busca de uma confiavel confirmacao.

Neste ensaio, tratando-se especificamente da A. schottii as conclusdes que chegamos
sdo : a) se desejarmos um rendimento bruto (em peso) maior, vamos ter que mudar nossas
postura tradicional e descartamos a utilizagdo da maceracdo mais comum realizada nos
laboratorios, que € a maceragdo por poucos dias (3 dias). O seu indice de rendimento é bem
inexpressivo quando comparado a outras técnicas. b) Mas em contrapartida, a maceragdo por
um tempo maior (10 dias), embora com rendimento pequeno, ¢ capaz de extrair um niimero
maior de grupos fendlicos quando se trabalha com a planta seca. ¢) E se a nossa opcao for a
utilizagdo da planta in natura, o melhor método extrativo para grupos fendlicos, ndo ¢
maceragdo, ¢ sim, a turbo extra¢do. d) Ainda, se preferirmos a turboextracido devido ao seu
poder de otimizacdo mostrado nas 2 tabelas, sem conhecermos a composi¢do quimica da
planta em estudo, podemos correr o risco de volatilizar compostos pelo calor gerado pelo
cisalhamento ou interferir em processos metabolicos importantes. °

Todos esses questionamentos, a respeito da melhor escolha, acreditamos, s6
poderiam ser elucidados com maior indice de confiabilidade, ao se proceder um rastreamento
mais quantitativo através de outras cromatografias como a CG ¢ HPLC utilizando-se padrdes

. A . 101, 1
internos de referéncia. '° 1%



5.4. RESULTADOS DOS TESTES BIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

5.4.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DA Allamanda
blanchetti CONTRA MICROORGANISMOS DA CAVIDADE ORAL

Microrganismos normalmente encontrados na cavidade oral causando
processos infecciosos foram cultivados e testados (tabela 26) contra extrato bruto das flores da
A blanchetti coletadas no més de outubro. Os microrganismos criopreservados a —80 °C
foram mantidos, cultivados e submetidos aos testes contra a amostra da planta medicinal. Os
resultados de sensibilidade foram expressos em concentragdo minima inibitoria (CMI), isto é,
a minima concentragdo da planta medicinal que completamente inibiu o crescimento
bacteriano.

Todos os experimentos foram conduzidos em duplicatas e se as concentragdes testadas
ndo inibiram o crescimento bacteriano os microrganismos foram classificados como nao-
sensiveis ao extrato da planta medicinal nas concentragdes testadas. Das 30 bactérias
avaliadas apenas duas apresentaram sensibilidade ao extrato bruto da flor colhida no outono
da A. blanchetti: Selenomas noxia e Fusobacterium nucleatum ss nucleatum, cujo indice de

inibi¢do pode ser observado na figura 60.



blanchetti (flores-outono) nas concentragdes de 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 ug/mL

Tabela 26 - Identificagdo (ATCC) e sensibilidade dos microrganismos ao extrato de A.

Bactéria ATCC Sensibilidade
Actinobacillus actinomycetemcomitans (serotypes a) 43718 (y4) 1.S.
Actinobacillus actinomycetemcomitans (serotypes b) 29523 n.s.
Actinomyces gerencseriae 23860 n.s.
Actinomyces israelii 12102 n.s.
Actinomyces odontolyticus (serotype I) 17929 1.S.
Campylobacter gracilis 33236 (1084) n.s.
Campylobacter rectus 33238 (371) n.s.
Capnocytophaga ochracea 33596 (25) n.s.
Capnocytophaga gingivalis 33624 (27) 1.S.
Capnocytophaga sputigena 33612 (4) n.s.
Eikenella corrodens 23834 n.s.
Eubacterium saburreum 33271 n.s.
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum 25586 21 pg/mL
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum 10953 n.s.
Fusobacterium nucleatum ss vincentii 49256 n.s.
Fusobacterium periodonticum 33693 n.s.
Gemella morbillorum 27824 1.S.
Neisseria mucosa 19696 n.s.
Peptostreptococcus micros 33270 n.s.
Prevotella melanogenica 25845 n.s.
Propionibacterium acnes (serotypes I) 11827 1.S.
Propionibacterium acnes (serotypes I1) 11828 n.s.
Selenomonas noxia 43541 >32 pg/mL
Streptococcus anginosus 33397 n.s.
Streptococcus intermedius 27355 n.s.
Streptococcus gordonii 10558 n.s.
Streptococcus oralis 35037 n.s.
Streptococcus salivarius 27945 1.S.
Streptococcus sanguis 10556 n.s.
Streptococcus vestibularis 49124 n.s.

n.s. = ndo sensivel

Como podemos observar pelos resultados obtidos, o numero de bactérias testado foi
bastante expressivo (30), porém a efetividade so foi detectada somente contra o crescimento
do Fusobacterium nucleatum ss nucleatum (figura 59) e Selenomas noxia, comprovando que

a espécie vegetal em estudo € pouco ativa contra microorganismos da cavidade oral.
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Figura 59 - Curvas de crescimento do Fusobacterium nucleatum ss nucleatum monitorados
em densidade 6tica = 630 nm e expostos a diferentes concentragdes do extrato bruto de flores
da Allamanda blanchetti.

5.4.2. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA - CIM

Os resultados obtidos dos ensaios da atividade antimicrobiana dos extratos ¢ fra¢des
da A. blanchetti ¢ A. schotti pelo Método da Concentragao Inibitérioa Minima (CIM), estdo
registrados nas tabelas 27 e 28. Nos ensaios microbioldgico, apenas os extratos totais da raiz e
caule da A. schottii, na concentragdo de 5000 pug/mL, inibiram o crescimento de S. aureus, S.
epidermidis, T. rubrum (LM- 105), T. mentagrophytes e M. canis. Os halos de inibigdo
produzidos pelos extratos foram entre 16-20 mm de didmetro. A fragdo DCM do caule de A.
blanchetti, inibiu somente uma cepa fingica, M. canis, com halo de inibigdo de 10 mm de

diametro (Tabela 28).



Na tabela 27, estdo demonstrados os resultados da CIM dos extratos totais da raiz e caule
da A. schottii. Ambos produziram inibi¢do sobre o crescimento das espécies bacterianas e

fingicas até a concentragao de 1 250 pg/mL.

Tabela 27 — Média de inibigdo (mm) do ensaio de extratos e fragdes A.blanchetti e
A. schottii, em meio solido

A.blanchetti Conc. As-Sep-Pa-Ml-Cal Ca2-Cg-Cs-Cp  Ct-Ti-Cn-Trl- Tr2-Tm-Mc-P- F- Afl- Ap
(ng/ mL)

Ext. raiz 5000 - - - - - - ..o oo aa a4 e

Ext. caule 5000

Ext. folha 5000

Fr H caule 3000

Fr AE caule 3000 - T

Fr DCM caule 3000 - - = - - - - - - - - - - - - 10 - - - -

A.schottii Conc. As- Sep-Pa-Ml-Cal Ca2-Cg-Cs-Cp C t-Ti- Cn-Tr1- Tr2-Tm-Mc-P- F- Afl- Ap
(ng/ mL)

Ext. raiz 5000 - - - - - - - - - - - - 17 -16-18 - - - -

Ext. Caule 5000 16_18 - - - - - - - - - - - - 20 _ 17 - - - -

Ext. folha 5000
Ext. flor 5000
Ext. semente 5000 - - - - - " - - == - - - - - - - - - -
Fr H caule 3000 - - - - - - - = = - - - = - - - - - -
Fr DCM caule 3000

Como se pode observar, apenas a fragdo DCM do caule da A blanchetti produziu halo
significativo de inibigdo (10 mm) contra cepas de Microsporum cannis.

Quanto a espécie A. schottii, esta foi um pouco mais efetiva, uma vez que, o extrato da
raiz promoveu inibicdo de 17 mm em cepas de Trychophyton rubrum (LM- 108), 16 mm no
T. mentagrophytes (LM- 103) e 18 mm no Microsporum cannis

O extrato do caule da A. schottii promoveu indice de inibigdo um pouco maior que o

extrato da raiz, produzindo um halo de inibigdo de 20 mm em cepas de T. mentagrophytes



(LM- 103) 17 mm em cepas de Microsporum cannis. Outra sensibiliza¢do foi detectada no
extrato bruto do caule onde o Staphylococcus aureus (ATCC-25923) apresentou 16 mm de
halo inibitério e S. epidermidis (ATCC- 12228) com18 mm.

A tabela 28 mostra os resultados obtidos pela CIM dos extratos brutos da raiz e caules
de A.schottii em meio soélido, onde a inibi¢do ocorre em concentra¢do superior a 1 250 ug/

mL quando testados com cepas de S. aureus, S. epidermidis, T. mentagrophytes e M. canis.

Tabela 28 - Média dos halos de inibicdo (mm) da CIM dos extratos brutos da raiz e do caule
de A. schottii, em meio sé6lido

A.schottii Concentragdo S. aureus S. epidermidis  T. rubrum T.mentagrophyt M.canis
(ng/ mL) (ATCC25923)  (ATCC 12228)  (LM- 105) (LM-103) (LM-828)
5000 - - - - -
2500 - - - - -
1250 - - - - -
625 - - + + +
Extrato 313 - - + + +
bruto raiz 156 - - + + +
78 - - + + +
5000 - - -
2 500 - - -
1250 - - -
Extrato 625 + + + + +
bruto 313 + + + + +
caule 156 + + + + +
78 + + + + +
Controle do + + + + + +
microorganismo
Controle do - - - - - -
antimicrobiano
Legenda : + crescimento do microorganismo _ 1nibi¢ao do microorganismo

5.4.3. ATIVIDADE ANTIFUNGICA — METODO DA DILUICAO - CIM (pg/mL)

Os testes realizados com extratos brutos de raiz e caule de A. schottii em meio sélido

mostraram efetividade apenas contra as cepas de Microsporum canis (C-112), Trichophyton



rubrum (C-137-2000) e Trichophyton mentagrophytes (ATCC-9972) , cujos resultados sdo

mostrados na tabela 29.

Tabela 29 - M¢dia dos halos de inibicdo (mm) da CIM dos extratos brutos da raiz
e do caule de A. schottii, em meio sélido

Espéic. Ca Ct Cn Sc¢  Afu Afl An Mc Mg Ef Tr Tm

A >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 =250 >1000 1000 250 2125

schottii

Como pode ser observados ao se comparar os 2 Ultimos ensaios, os testes apesar de,
serem realizados em instituicdes diferentes e com cepas com algumas variantes sugerem a
mesma efetividade, na atividade antifingica, contra determinados microorganismos que sao
freqlientes em diversas patologias comuns na clinica dermatoldgica. Dados da literatura
relatam que muitas lesdes no couro cabeludo e alopécia em criangas sdo causadas pelo
Microsporum canis.*> **” O Trichophytom rubrum, clinicamente ¢ o agente responsavel por
quase todos os tipos de micoses de pele. Apesar de se usar a griseofulvina em muitos quadros
de micoses epiteliais, 0 microorganismo burla as defesas inatas do hospedeiro, ndo havendo

8 B por altimo, o Trichophytom metagrophytes ¢ o agente

remissdo total do quadro.
responsdvel pela segunda causa de dermatofitoses causando micoses de unha, lesdes
interdigitais e interdigitoplantares (pé de atleta), alguns tipos de herpes e lesdes flingicas
corporais. *"*®

Se a A. schottii provocou consideravel inibi¢ao frente ao crescimento deste fungos
patogénicos relacionados, a perspectiva de novos medicamentos antifingicos mais efetivos

que possam estagnar quadros lesionais dentro da Clinica Médica, pode vir a ser uma

estratégia importante.



Quanto aos resultados obtidos com cepas bacterianas, o extrato bruto do caule foi
efetivo contra 2 microorganismos que ao infectarem o homem, desenvolve patologias de
acentuada gravidade, como ¢ o caso do Staphyloccocus aures que pode provocar endocardite,
sindrome do choque tdéxico, osteomielite, furtinculos, infeccdo de ferida pds-operatério e
pneumonia. O outro fungo sensivel ao extrato bruto da A. schotti foi o Staphyloccocus
epidermidis, que se constitiu patdgeno oportunista podendo causar infec¢do de articulagdes
artificiais, infecgoes de drenos, infecgdes de trato urinario, osteomielite decorrente de ferida

. r I ) 2
no esterno e endocardite pos-protese de valvulas. **°

5.4.4. RESULTADO OBTIDO COM O METODO DA Neuorospora crassa

Nos ultimos anos, a parede celular tem sido considerada como um alvo sumamente ttil
para detectar agentes antifingicos seletivos e portanto, ndo téxicos para o hospedeiro. A
diferenga mais marcante entre células fingicas e humana ¢ que somente as primeiras
possuem parede. 212 A parede celular serve como protegdo, evita a sua ruptura osmotica e
confere forma. As células humanas carecem de parede e fazem que antifingicos que atuam
por este mecanismo sejam drogas especificas e portanto, seguras. A parede celular fungica
esta formada por muitos componentes macromoleculares, entre eles, os betaglucanos, quitina
e outros. 2"° Trés atividades enzimaticas tém mostrado ser essencial para a formagdo da
parede antifungica: 1,3 -pB- glucano, 1,6 -B-glucano sintase e quitina sintase que catalizam a
formacgdo de 1,3 e 1,6 -B- glucanos e quitina respectivamente e, portanto, sdo alvos atrativos
para o descobrimento de novos medicamentos antifungicos. 212 A inibicdo da parede celular
antifungica pode ser feita por ensaios celulares e enzimaticos como: bioensaios pela ma

formacdo de hifas, bioensaios da Neurospora crassa e com sorbitol. 2'® O bioensaio com da



N. crassa ¢ bastante utilizado em produtos naturais, quando se quer descobrir qual ¢ o
mecanismo de a¢do do fungo em estudo. 215
Nestes nossos estudos in vitro, concluiu-se que os extratos da A.schotti ndo impedem a

invasdo destemicroorganismo, pelo mecanismo da parede celular, sendo portanto outro

mecanismo invasivo, o que leva a propor novos estudos esclarecedores.

5.4.5. ATIVIDADE ANTI-PARASITARIA CONTRA O Menopon galliane

A Clinica Veterinaria dispde de poucos medicamentos fitoterapicos. Em tabalhos de
campo com animais, a medicina popular utiliza empiricamente muitas espécies vegetais,
porém poucos resultados sdo registrados ou validados cientificamente. 300

No entanto, nos ultimos 20 anos, a Fitoterapia tem sido resgatada através de pesquisas
pela Etnoveterinéria, na busca de controle de varias enfermidades que acometem animais de
produgdo, como ¢ o caso da utilizagdo do Allium sativum em nematoides gastrointestinais de
caprinos 301 ¢ redugdo de 47,3% na infestagdo por parasitas em bovinos. Expressiva
efetividade antihelmintica foi observada com a bananeira (Musa sp) em bezerros,>* Spigelia
anthelmia (lombrigueira) ¢ Mormodica charandia (meldo de Sao Caetano) para o controle de
helmintos gastrintestinais em bovinos.***

Algumas abordagens etnofarmacologicas da A. cathartica como piolhicida e a grande
caréncia de fitoterapicos na Veterinaria, foram os motivos que nos levaram a esta
experimentacao, onde, uma aliquota de 228 aves contaminadas com o ectoparasita Menopon
gallinae foi tratada com solug¢ao aquosa a 0,5 % (a partir de extrato bruto) de raizes de A
blanchetti e A schottii em forma de banho e pulverizagdo ¢ decocto a 20% de caules e folhas

de A blanchetti e A schottii em forma de pulverizagdo. O tratamento consistiu em banho e

pulverizacao, por 2 dias consecutivos.



A escolha pelo piolho Menopon gallinae, deve-se ao fato, de ser um ectoparasita
infestante de um numero significante de aves, especialmente galinhas e frangos, que
dependendo do tratatamento, o seu consumo interfere diretamente na dieta alimentar humana.

O M. gallinae foi identificado por Linnaeus em 1758, pertence segundo Forte (1987) a
Classe Insecta, ordem Mallophaga, familia Menoponidae e género Menopon. Os piolhos dessa
ordem sdo conhecidos popularmente por piolho mastigador e falso piolho.‘?’05

Este mesmo autor relata que este piolho se localiza em maior concentracao na regiao
do tronco, nos calamos (base) das penas. A presenca de grande quantidade de piolhos pode
provocar prurido, levar a queda das penas e conseqiientemente a infecccdes na pele
(pitiriase).*®A infestacdo ocorre com maior freqiiéncia em aves adultas e ao se alimentarem
de penas, células e sangue, provocam irritacdo local, perda de peso e como conseqiiéncia
atrapalha a sua conversao alimentar. Este piolho pode ser fatal ao infestar animais jovens,
uma vez que ataca o SNC. 306,307

Os resultados obtidos com a Allamanda, sugerem um indice de redugdo em torno de
50% dos piolhos em todas as formas farmacéuticas utilizadas, sendo que a mortalidade foi

mais expressiva em ectoparasitas mais jovens. Os resultados quantitativos da acgao

antiparasitaria observada nas 2 espécies estudadas encontram-se no grafico 2 e 3.

Atividade anti-parasitaria da A. blanchetti contra o
Menopon gallinae
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Grafico 2 — Atividade antiparasitaria da A.blanchetti contra o Menopon gallinae



Atividade anti-parasitiaria da A. schottii contra o
Menopon gallinae
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Grifico 3 — Atividade antiparasitaria da A.schottii contra o Menopon gallinae

Um questionamento a ser levantado com os indices obtidos, seria se esperar que os
extratos brutos, que “teoricamente” se constituem a forma mais concentrada e mais
potencialmente ativa, “poderiam” proporcionar um resultado antiparasitario mais expressivo.
No entanto, os resultados sugerem o mesmo grau de efetividade que o decocto, que é maneira
como a medicina popular costuma usar nos seus experimentos caseiros.

Levando-se em conta a similaridade dos resultados quanto as formas farmacéuticas
utilizadas, podemos afirmar que, mais uma vez, um estudo cientifico valida uma experiéncia
popular. Comprova-se através de estudos como este, que os dados etnofarmacoldgicos se
constituem uma ferramenta importantissima para a ciéncia, uma vez que, ao interargir as
informacodes adquiridas nas comunidades locais que fazem uso da flora medicinal (através da
experimentacdo) oportuniza um grande atalho para a comprovacgdo cientifica de plantas

potencialmente ativas 93,9491



5.4.6. ATIVIDADE ANTI-VIRAL

No rastreamento de possivel atividade antiviral contra o Herpes virus simplex tipo 1
(HSV-1) e virus da raiva foram testados inumeros extratos brutos etandlicos de A.blanchetti e

A. schottii ja relacionados na parte experimental.

a. Herpes virus simplex tipo 1 (HSV-1)

O herpes virus simplex tipo 1 (HSV-1) foi primeiramente testado nos extratos brutos
das 2 espécies em estudo.

Como o extrato bruto da A.blanchetti ndo inibiu o efeito citopatico viral do HSV-1,
das cepas KOS e 29R, ndo foram testadas as suas fragdes, concluindo-se que esta espécie
vegetal ndo ¢ ativa contra este microrganismo.

No entanto, os extratos brutos de A. schottii, promoveram um indice de seletividade de
IS= 2,64 para o extrato bruto das folhas e IS= 2,44 para o extrato bruto das flores apontando
efeito citopatico viral do HSV-1, com as cepas KOS e 29R

Uma vez, que os resultados dos 2 extratos acima foram significativos quanto ao indice
de seletividade contra cepas KOS e 29R do virus HSV-1, testou-se entdo as fracdes H,
DCM, BuOH ¢ EtOH das folhas ¢ das flores da A. schottii. No entanto, nenhuma das frag¢oes
testadas dos 2 6rgdos, promoveu indice de seletividade significante contra o Herpes virus
simplex tipo 1 (HSV-1), o que pode nos levar a nos questionar “se existe” um sinergismo no
extrato total da planta, o qual, perde a sua vitalidade terapéutica quando ¢ particionado.

Como conclusdo, observando os indices refenciados, podemos considerar um
resultado promissor dos extratos brutos das folhas e flores da A.schottii contra o HSV-1, uma

vez que para este experimento, se utilizou como grupo controle o Aciclovir, que ¢ um farmaco



considerado de grande efetividade contra este tipo de patologia herpética. Os resultados

encontram-se na figura 60.

Allamanda spp.
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Figura 60 - Atividade antiviral dos extratos e fracdes da A.blanchetti e A.schottii contra o

Herpes virus simplex tipo 1 (HSV-1)

b. Virus da raiva (cepa PV) em celulas McCoy

Outro ensaio de conotacdo antiviral para este trabalho, foi o experimento contra o
virus da raiva (cepa PV) em células McCoy, onde foram testados os extratos brutos
etandlicos das raizes e caules da A. blanchetti e folhas e flores da A. schottii. Os resultados

sugerem maior expressividade da agdo antiviral no extrato bruto das folhas da A. schottii e

significantte atividade nas demais extratos como pode ser observado na tabela 30.



Tabela 30 - Resultados dos indices de seletividade dos extratos testados para raiva (cepa PV)
em células McCoy.

Extrato CCsp mg/mL* CEso mg/mL* IS(CC5¢/CEsp)
A. blanchetti (raizes) <2,0 0,99 + 0,08 2,0
A. blanchetti (caule) 1,43 + 0,37 0,42 + 0,08 3.4
A. schottii (folhas) 1,29 £ 0,36 0,23 £0,06 5,6
A. schottiii (flores) 1,54 £ 0,27 0,50+ 0,11 3,1

*Valores representados pela média de trés experimentos independentes + desvio padrao
da média.
5.4.7. ATIVIDADE LEISHMANICIDA FRENTE AS FORMAS PROMASTIGOTAS

DE Leishmania amazonensis

Dentre as varias doencas que acometem os homem, as parasitoses e notadamente as
protozooses , sdo responsaveis por elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Neste contexto
as leishmaniioses e Doenca de Chagas representam um grande impacto social e economico
nos paises da América Latina, onde milhdes de individuos encontram-se infectados pelos
parasitas.®®® No presente trabalho a atividade leishmanicida de extratos brutos e fragdes
semipurificadas diversos orgaos da espécie A.schottii foram testadas em 2 grupos de pesquisa
diferentes e em formas infestantes também diferentes, com a finalidade de avaliagdo de
atividade leishmanicida. Os resultados da triagem das fragdes de A.schottii frente as formas
promastigotas de L. amazonensis (realizada pelo primeiro grupo de pesquisa) encontram-se
nos graficos abaixo, demonstrando uma expressiva acdo leishamnicida. A atividade
leishmanicida foi realizada segundo a metodologia de Napolitano et al, 2004 onde cada tubo
recebeu um inéculo de 1x10° promastigotas/ml. 23505 resultados obtidos sdo mostrados na

tabela tabela 31 e 32.



Tabela 31 — Diminuigdo das formas promastigotas de L. amazonensis frente a fragdo DCM




Fracéo

Diclorometano

Fracédo

Diclorometano

Fracéo

Diclorometano

Fracéo

Diclorometano

{QR gl ml} {Rn g/ml}
|
Controle
| ubo
Cultivo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N° de
1,0375x | 1,2925x | 9,525 | 6,75x | 1,3625x | 3,6 x 6,25x |3,25x| 2,75x | 2,75 x
células 10’ 10’ x 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10°
30
tissla 1,65 x 10" |8,1375 x10° |2,48125 x10° 475 x10°| 2,75 x10°
Viabilidade
100% 69,85% 21,30% 4,08% 2,36%
(%)
Inviabilidade
0% 30,15% 78,70% 95,92% 97,64%
(%)
N° de
células 2,365x | 3,195x | 2,08 x | 1,865 x | 1,025 1,675x | 8,5x 6,75 x
5° 107 10° 10’ 10’ x 10° [1,0075x10"|  10° 10° |5,0x107 10°
tissla 2,78 x 10" |1,9725 x10" | 555 x 10° 1,2625 x10° | 5875 x10°
Viabilidade
100% 70,95% 19,78% 4,54% 2,11%
(%)
Inviabilidade
0% 29,05% 80,12% 95,46% 97,89%
(%)

Tabela 32 — Diminuigdo das formas promastigotas de L. amazonensis da fragdo DCM




Fracédo

Diclorometano

Fracéo

Diclorometano

Fracdo

Diclorometano

Fracéo

Diclorometano

{25 g/ ml} {50 g/ml}
{10 g/ml} 75 g/ml
Dias de Tubo | Tubo | Tubo Tubo | Tubo | Tubo Tubo Tubo | Tubo Tubo
Cultivo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N° de 9,775 | 8,125 | 6,175 | 525 | 2,325 | 2,225 | 7,25 4,0 50 4,75
células x10°% | x10° | x10° x10° | x10° | x10° x10° | x10° | x10° | x10°
30

Média 895 x10° |5,7125 x10° | 2,275 x10° | 5,625 x10° | 4,875 x10°
Viabilidade

100% 63,83% 25,42% 6,29% 5, 45%
(%)
Inviabilidade

0% 36,17% 74,58% 93,71% 94,55%
(%)
N de 1,852 [ 1,725 | 1,14575 | 1,05 | 4,325 | 4,1
células x10” | x10” | x10" | x10" | x10° | x10’

50

Média 1,725 x 107 [1,10375 x 10" [4,2125 x 10°
Viabilidade

100% 62,18% 23,73%
(%)
Inviabilidade

0% 37,82% 76,27% 100,00% 100,00%
(%)

Atividade leishmanicida das fracdes testadas pode ser observada pelos indices obtidos,

onde a presenca da fragdo DCM nas culturas promoveu crescente diminui¢do no crescimento

das formas promastigotas de L.amazonensis. Na concentra¢do de 10mg/ml, o crescimento de

tais células foi reduzido 33,16%, apds 72h de incubagdo (o que se repetiu apos 120h), a




25mg/ml, a reducao foi de 76,64%, a SO0mg/ml, de 94,82%, e a 75Smg/ml nao mais se observou
a presenca de células vivas. A concentragdo desta fracdo que inibiu 50% do crescimento
(DL50) de L. amazonensis foi estimada em 15,6mg/ml. A fragdo hexanica mostrou atividade
leishmanicida a concentragdes maiores, nao tendo sido observadas células vivas a
concentragdo de 250mg/ml.Como conclusdo, podemos afirmar que ambas as fragdes
provenientes da A. schotti mostraram atividade contra as formas prosmatigotas da cepa

IFA/BR/67/PHS8 de L. amazonensis.

5.4.8. ATIVIDADE LEISHMANICIDA FRENTE AS FORMAS PROMASTIGOTAS

DE Leishmani chagasi

Neste segundo ensaio buscando verificar a atividade leishmanicida de extratos brutos e
fracdes semipurificadas foram testados diversos orgdos da espécie A .schotti . Neste ensaio
foram utilizadas formas promastigotas de L. chagasi. Os resultados da triagem das fragdes de
A.schottii frente as formas promastigotas de Leishmania chagasi encontram-se na tabela 33,
demonstrando uma expressiva a¢do leishmanicida.

Uma vez que os 2 testes tiveram abrangéncia a parasitas diferentes, conclui-se que os
extratos e fragdes semipurificadas de A. schottii promovem um efeito citotoxico bastante
significativo, o que oportuniza estudos futuros mais detalhados. A possibilidade de se testar
futuramente os compostos isolados da A. schottii pode ser considerada uma via de acesso
bastante promissora para elucidacdo dos possiveis mecanismos que a composi¢do quimica

desta espécie pode provocar nestes parasitas.



Tabela 33 — Fragoes de A.schottii frente as formas promastigotas de L. chagasi

A. schottii - Percentagem de Inibi¢ao
Fragoes 1000 pg/mL 1000 pg/mL
Raiz AE 100 100
Raiz DCM 100 100
Caule Hex 100 100
Caule DCM 100 oy
Caule AE 100 10
Folha Hex 100 100
Folha DCM 100 30
Flor Hex 100 44
Flor DCM 100 100
Semente Hex 48 19
Semente DCM 100 65
Semente AE 100 74
Raiz BuOH 100 100

5.4.9. ATIVIDADADE TRIPANOMICIDA

A atividade tripanocida em extratos brutos e compostos obtidos de plantas tém sido
pesquisada por diferentes autores. Mafezoli e colaboradores (2000) estudando a atividade de
extratos brutos de 9 espécies de plantas da familia Rutaceae contra tripomastigotas sanguineos
da cepa Y de T. cruzi, verificaram que 8 dos 32 extratos, ocasionaram a mortalidade de 75%
dos parasitas na concentracdao de 4 mg/mL. De 25 fracdes obtidas a partir dos extratos ativos,
6 ocasionaram uma redu¢do de 80% no numero de parasitas, na concentragdo de 2 mg/ mL.
309

Berger e colaboradores (1998) avaliando a atividade tripanocida de 5 espécies de

plantas da Guatemala, utilizadas em medicina popular mostraram que as fragdes etanolicas,



hexanica e aquosa de Neurolaen alobata (Asteraceae) apresentaram ICyy de 290,6; 1524 ¢
551,8 ug/mL para epimastigotas de T. cruzi. 310 Na Medicina Tradicional Chinesa foram
testadas 18 plantas e foi verificado que 50% dos extratos inibiram o crescimento de
epimastigotas de T. cruzi na concentragdo de 250 ug/ mL. 310

Neste estudo, fracdes AE e DCM (raizes), Hex, DCM e AE (caules), Hex ¢ DCM
(folhas), Hex e DCM (flores) ¢ Hex, DCM e AE (sementes) da A. schottii foram testadas com
a finalidade de avaliar a inibi¢do de formas infestantes causadoras do mal de Chagas. Os
resultados da triagem das fragdes de A.schotti frente as formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi cepa Y e a determinagdo das ICsy das fragdes de A.schottii contra formas epimastigotas
de Trypanosoma cruzi cepa Y, quando comparados com o benznidazol encontram-se na figura
61. Os resultados das fragoes raiz AE e DCM, caule — fragao Hex, folha —fragdo Hex e flor —
fragdo DCM podem ser consideradas fragdes bastante promissoras em virtude dos indices
apresentados quando comparados com o benznidazol.

O mecanismo de ac¢do do benznidazol ¢ através do bloqueio da sintese de acido
nucléico e de proteinas. Este medicamento usado na clinica reduz a duracdo e a severidade da
doenga de Chagas na fase aguda congénita, mas resulta no “clearence” total do parasita
somente em 50% dos pacientes tratados. 312 Além disso, a variacdo de sua eficacia de acordo

. n , A 313
com as cepas do parasita e a regido geografica tém sido reportadas.
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Os resultados obtidos na determinagdo das ICsy das fragdes de A.schottii contra as
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi sugerem que 4 fragdes da A. schottii
desenvolveram atividade igual ou superior ao benznidazol, o que nos anima e nos leva a

propor uma estratégia de continuidade deste trabalho em estudos futuros.

5.4.10. ATIVIDADE ANTI-LEUCEMICA

A industria farmacéutica motivada, em parte, pela descoberta de quimioterapicos
eficazes como a vimblastina, vincristina, podofilotoxina e os andlogos etoposideo e
teniposideo, camptotecina e taxol, reativou o interesse pelos medicamentos de origem vegetal,
principalmente pela busca de substancias com estruturas moleculares complexas,
praticamente impossiveis de serem obtidas por um processo sintético de custo racional. **'*

Em virtude dos resultados expressivos relatados pelo género Allamanda em processos
neoplésicos, procurou-se avaliar extratos brutos etandlicos de caules, folhas e raizes das
espécies A.blanchetti e A.schotti.

A atividade dos extratos etanolicos da A.blanchetti e A.schotti, foram avaliadas em
estudos da proliferagdo células endoteliais do cordao umbilical (HUVEC) e da medula 6ssea
(BMEC) e sobrevivéncia de células de linhagem leucémica K562, utilizando o ensaio
colorimétrico MTS da Promega (Figuras 62 ¢ 63).

Uma vez que, as atividades farmacoldgicas de determinadas espécies vegetais sdo
mais significativas nos compostos puros isolados, realizou-se ensaios com o plumierideo,
canferol, isoquercitrina e acido-p-OH-cindmico obtidos de raizes, na inteng¢do de se rastrear

seu perfil antileucémico frente a células de linhagem leucémica K562.

Os resultados obtidos encontram-se na figura 64.
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Os resultados preliminares obtidos (figura 62, 63 e 64) demostram uma elevada
atividade citotoxica em todas as células testadas. Na comparagdo entre os extratos dos
diversos orgdos, o extrato da raiz mostrou ser o mais potente de todos.

Quanto a espécie, os extratos de A. schottii sdo pouco mais potentes que os da A.
blanchetti. O extrato da raiz mostrou efeito citostatico sobre as células endoteliais a
concentragdes de 1pug /125 mL, enquanto que o mesmo efeito € observado nas células K562 a
concentragdes de 101ug /125 mL. Concentragdes 10 vezes mais elevadas determinam forte
efeito citoxico. Efeitos citostaticos e citotoxicos foram também verificados nas células
endoteliais, entretanto, em concentragdes 5 a 10 vezes inferiores as necessarias para células da
linhagem leucémica, 8 e 80 pug/mL, respectivamente

Para teste pelo método da incorporagio de [*H]-thymidine fez-se uso do extrato
etanolico de folhas e diferentes linhas celulares de leucemia. Os resultados obtidos mostram
significante inibi¢do da proliferagdo celular nas concentragdes de 10, 100 e 10001pug/mL O
efeito mais acentuado foi observado nas linhas celualres JUKART, RAJI e NALMS6.

Quanto aos compostos puros, pode-se afirmar que se constituem um potencial a ser
explorado, uma vez que os resultados obtidos foram expressivos quando avaliados em 0,1
png/mL,1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL e 1000 pg/mL.

Estes resultados sdo promissores, tornando as raizes da Allamanda schottii
bons alvos para proximas analises objetivando elucidar o composto ou classe de compostos

responsaveis pela atividade antileucémica.



5.5. CONTROLE DE QUALIDADE SAZONAL

Como constatamos pela revisdo bibliografica, a composi¢do quimica de uma espécie
vegetal ¢ mutante e instavel dependendo dos inumeros agentes a que estd exposta. As
transformagoes qualitativas e quantitativas de seus fitoconstiuintes se refletem de forma
determinante nas atividades terapéuticas esperadas desta planta. Portanto, o controle de
qualidade sazonal tem sido uma estratégia importantissima dentro da area de produtos
naturais, uma vez que direciona a melhor época do ano para a coleta e seu beneficiamento.
Inumeros trabalhos sdo relatados na literatura, mostrando que, através deste tipo de analise ¢
possivel tragar um perfil quimico dos metabolitos secundarios da planta, como se fosse sua
impressao digital e dessa forma, otimizar e oportunizar melhor o aproveitamento do seu
potencial terapéutico. **°

Motivados pelos resultados farmacoldgicos obtidos € compostos isolados ao estudar a
A. schottii, nos sentimos encorajados a desenvolver um controle de qualidade sazonal,0 qual
teve como parametro coletar raizes, caules, folhas, flores e sementes nas diversas estagdes do
ano (verdo, outono, inverno ¢ primavera) dos anos de 2003 e 2004. Apo6s a obtengdo dos
extratos brutos foi realizado o particionamento de cada extrato com solventes de polaridade
crescente. Os indices obtidos das fragdes Hex, DCM, AE ¢ BuOH estao demonstrados nas
tabelas 34 e 35. Como se pode notar pelos percentuais obtidos, existem diferencas
significantes de uma estacao do ano para outra, de 6rgdo para 6rgdo ¢ também de ano para
ano. Neste trabalho, no ano de 2004, a fragdo AE foi a que resultou em maior rendimento em
massa de todos os 6rgios e sempre na estagdo inverno. No ano de 2003, ja houve diferengas

quanto aos rendimentos das fragdes e também a época do ano. A fragdo DCM das folhas e



caules do outono foi a mais rentavel de todas. As fragdes hexano e BuOH das raizes foram as

que resultaram em maior € mesmo rendimento em massa porém em outra estacdo, no inverno.

Tabela 34 - Percentual de rendimento de cada fracdo da A. schottii, nas diversas estagdes do

ano de 2004
RAIZ ESTACAO DO ANO

Fragdio Veriio % Outono % Inverno % Primavera %
Hexano 50 mg 0,5 70 mg 0,7 60 mg 0,6 40 mg 0,4
DCM 70 mg 0,7 180 mg 0,18 240 mg 0,24 130 mg 0,13
AE 220 mg 2,2 140 mg 1,4 440 m 4.4
FOLHAS ESTACAO DO ANO
Fragio Veriio % Outono % Inverno % Primavera %
Hexano  110mg 0,11 120mg 0,12 120mg 0,12 120mg 0,12
DCM 240mg 0,24 200mg 0,20 190mg 0,19 280mg 0,28
AE 160 mg 1,6 150 mg 1,5 300 mg 3.0
CAULE ESTACAO DO ANO

Fragdio Veriio % Outono % Inverno % Primavera %
Hexano 180 mg 1,8 90 mg 0,9 70 mg 0,7 30 mg 0,3
DCM 150 mg 1,5 100 mg 1,0 140 mg 1,4 100 mg 1,0
AE 190 mg 1,9 100 mg 1,0 240 mg 24
SEMENTE ESTACAO DO ANO

Fragio Veriio % Outono % Unverno % Primavera %
Hexano 650mg 0,65 640 mg 0,64 810 mg 0,81 1,2¢g 12
DCM 300mg 0,30 7710 mg 0,77 680mg 0,68 240mg 0,24
AE 250 mg 2,5 280 2,8 320 mg 3.2




Tabela 35 - Percentual de rendimento de cada fragdo da A. schottii, nas diversas esta¢des do

ano de 2003

RAIZ ESTACAO DO ANO

Fragiio Verio % Outono % Inverno % Primavera %
Hexano 47 mg 0,47 21mg 0,21 22mg 2.2 24mg 0,24
DCM 71 mg 0,71 109mg 1,0 109 mg 1,0

AE 68 mg 0,68 73mg 0,73 65mg 0,65

BuOH 69 mg 0,69 74mg 0,74 229 mg 2.2

FOLHAS E CAULES ESTACAO DO ANO

Fragio Veriio % Outono % Inverno % Primavera %

Hexano 104 mg 1,0 111 mg 1,1 162 mg 1,6
DCM 232 mg 2,3 569 mg 56 308mg 3,0
AE 104 mg 1,0 106 mg 1,0 78 mg 0,78

BuOH 147 mg 1,4 155 mg 1,5 831 mg 0,83

Tais resultados instigam a nossa curiosidade e nos levam a propor inimeras hipoteses
sobre as a presenca de quais metabolitos secundarios que podem estar presentes nas diversas
fragdes estudadas e em “quais” concentragoes.

Impulsionados pelo espirito investigativo, na sequéncia , como continuidade deste
trabalho, pretendemos utilizar o iriddide plumierideo, os flavonodides quercitina e kaempferol
e o terpeno acido ursélico, como fitofarmacadores e proceder a um rastreamento qualitativo
e quantitativo nas fracdes hexano, DCM e AE de todos os orgdos e estagdes dos anos

coletados. Pretende-se avaliar qualitativamente e quantitativamente estes metabdlitos



secundarios por HPLC. Este trabalho de rastreamento cromatografico esta em fase inicial, em
funcdo de uma parceria existente entre a UFSC e o NIQFAR (Nucleo de Investigagao
Quimico-Farmacéutico) — Univesrsidade do Vale do Itajai- Itajai- SC.

Consideramos esta parte do nosso trabalho, como um fecho gratificante, porque
acreditamos que dessa forma, estaremos estabelecendo parametros importantes para o
controle de qualidade da A. schottii. Ao proporcionar uma faceta referencial a mais desta
espécie vegetal, investigagdes futuras poderdo aproveitar de forma mais consistente o

potencial terapéutico comprovado neste trabalho.
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