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RESUMO

Neste trabalho realizou-se o e studo fitoquimico das espécies vegetais
Croton antisyphiliticus Martius e Croton heterodoxus Baillon. O s
flavonoides O-glicosilados rutina, isoquercitrina e quercitrina € o

flavonoide C-glicosilado vitexina foram identificados por eletroforese
capilar na espéciec C. antisyphiliticus. Os compostos vitexina ¢ acido
quinico foram isolados como compostos majoritarios, € quercetina como
um artefato de isolamento. Os triterpenos fern-9(11)-eno-2a-ol-3-oxo,
3B-hidroxihop-22(29)eno, fern-9(11)-eno-2a,3p-diol e  2a,3B,23-
trihidroxiolean-12-eno, o esterol [-sitosterol, os flavonoides
pachypodol, catequina, astragalina ¢ a mistura de flavonoides quercetina
(~83%) — canferol (~13,5%) foram isolados de C. heterodoxus. Todos
os compostos isolados da espécie C. heterodoxus foram relatados pela
primeira vez para esta espécie vegetal, sendo que o triterpeno fern-
9(11)-eno-2a-ol-3-0xo0 ¢ médito na literatura. Os triterpenos fern-9(11)-
eno-20,3B-diol e 2a,3p,23-trihidroxiolean-12-eno foram analisados por
difragdo de raios-X, confirmando de maneira inequivoca as estruturas
dos compostos. Os extratos brutos, fragdes e compostos isolados das
duas espécies vegetais foram submetidos a ensaios para verificacdo de
atividades bioldgicas, apresentando resultados em diferentes niveis. O
contetido de compostos fendlicos e o teor de flavonoides dos extratos e
fragGes foram avaliados, mostrando que as fragdes acetato de etila sdo
ricas fontes destas classes de compostos. Em geral, a espécie C.
antisyphiliticus foi a mais ativa nos ensaios antioxidantes de inibi¢do da
peroxidagdo lipidica, DPPH e potencial redutor. Dos compostos
1solados, a quercetina ¢ a mistura quercetina/canferol apresentaram as
melhores capacidades de sequestro de radicais DPPH e as maiores
capacidades redutoras. Ensaios de citotoxicidade sobre linhagens de
células tumorais humanas e toxicidade sobre A. salina, inibigdo da
AChE eav aliagdo da atividade antimicrobiana também foram
realizados. A fragdo aquosa de C. antisypiliticus e 0s compostos
vitexina, acido quinico e quercetina apresentaram acgao anti-inflamatoria
em modelos de inflamagdo induzida pela carragenina em camundongos.
Os triterpenos fern-9(11)-eno-2a-o0l-3-0x0, 3B-hidroxihop-22(29)eno,
fern-9(11)-eno-20,3p-diol e 2a,3p.23-trihidroxiolean-12-eno
apresentaram acdo antihiperglicemiante aguda. Os triterpenos fern-
9(11)-eno-20,3B-diol e 2a,3p,23-trihidroxiolean-12-eno apresentaram



efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio sobre a nocicepgdo induzida
pela formalina em camundongos.

PALAVRAS-CHAVE: Croton heterodoxus, Croton antisyphiliticus,
triterpenos, flavonoides, atividades biologicas.



ABSTRACT

In this work the phytochemical study of the plant species Croton
antisyphiliticus Martius and Croton heterodoxus Baillon was performed.
Flavonoids O-glycosylated rutin, isoquercitrin, quercitrin and C-
glycoside vitexin were identified by capillary electrophoresis in C.
antisyphiliticus. The compounds vitexin and quinic acid were isolated as
major compounds and quercetin as an artifact of isolation. Triterpenes
fern-9(11)-ene-2a-o0l-3-0xo0, 3B-hidroxyhop-22(29)ene, fern-9(11)-ene-
2a,3p-diol and 2a,3P.23-trihidroxyolean-12-ene, sterol [-sitosterol,
flavonoids pachypodol, catechin, astragalin and a mixture of flavonoids
quercetin (~ 83%) - kaempferol (~ 13.5% ) were isolated from C.
heterodoxus. All compounds isolated from C. heterodoxus were first
reported for this plant species, and the triterpene fern-9(11)-ene-2a-o0l-3-
oxo 1s unpublished in the literature. Triterpenes fern-9(11)-ene-2a.3p-
diol and 2a,3B,23-trihidroxyolean-12-ene were analyzed by X-ray
diffraction, confirming unequivocally the structures of compounds. The
extracts, fractions and isolated compounds from the two plant species
were submitted to biological activities verification assays and presenting
results at different levels. The content of phenolic and flavonoid
compounds of extracts and fractions were evaluated, showing that the
ethyl acetate fractions are rich sources of these compounds. In general
C. antisyphiliticus was the most active in the antioxidants assays of lipid
peroxidation inhibiting, DPPH and reducing potential. Between the
isolated compounds, quercetin and the mixture quercetin/kacmpferol
showed the best DPPH scavenger ability and higher reducing capacity.
Cytotoxicity assays on human tumor cell lines and toxicity against A.
salina, inhibition of AChE and antimicrobial activity were also
conducted. The aqueous fraction of C. antisypiliticus and compounds
vitexin, quinic acid and quercetin showed anti-inflammatory action in
inflammation models carrageenan-induced in mice. Triterpenes fern-
9(11)-ene-2a-ol-3-ox0, 3B-hidroxyhop-22(29)ene, fern-9(11)-ene-2a,33-
diol and 20,3[3,23-trihidroxyolean-12-ene had acute antihiperglicemiante
action.  Triterpenes  fern-9(11)-ene-2a,3p-diol  and  2a.,3P,23-
trihidroxyolean-12-ene showed antinociceptive and anti-inflammatory
action on the formalin-induced nociception in mice .

KEYWORDS: Croton  heterodoxus, Croton  antisyphiliticus,
triterpenes, flavonoids, biological activities.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Em territorio brasileiro encontram-se arcas de grande
biodiversidade, dentre as quais o C errado merece lugar de destaque.
Apesar de incompletamente conhecida, a flora do Cerrado € riquissima,
sendo superada apenas pelas Florestas Amazonica e Atlantica. Outra
caracteristica da flora do Cerrado éah ecterogeneidade de sua
distribuicdo, apresentando espécies particulares para cada regido.
Todavia, esta biodiversidade encontra-se ameacgada por atividades
econémicas como a monocultura de grios e a pecudria extensiva. Ainda,
a caréncia de estudos voltados para a1 dentificagcdo de plantas com
potencial terapéutico representa um risco de extingdo dos recursos
naturais oferecidos pelo Cerrado.

As espécies vegetais Croton antisyphiliticus e Croton
heterodoxus (Euphorbiaceac) podem ser encontradas em diversas
regides dos Cerrados brasileiros, como na regido dos Campos Gerais do
Parana.

O género Crofon, Familia Euphorbiaceae, possui espécies
amplamente distribuidas em regides tropicais € subtropicais de ambos os
hemisférios. O género ¢ conhecido por possuir espécies com uma grande
variedade de propriedades biologicas. A espécie C. antisyphiliticus,
conhecida como pé-de-perdiz, perna de perdiz, cancla de perdiz e
curraleira, ¢ utilizada na medicina popular para o tratamento de ulceras,
eczemas, infecgGes de utero eo vario, como anti-inflamatdrio,
depurativo do s angue e anti-sifilitico (RODRIGUES; CARVALHO,
2001). Compostos como triterpenos e flavonoides foram detectados e
identificados para esta espécie, todavia, com relagdo aes pécie C.
heterodoxus, ndo se encontram na literatura estudos sobre seu uso na
medicina popular ou e studo fitoquimico detalhado. Desta forma, este
estudo visa o isolamento ¢ identificacdo dos metabolitos secundarios
majoritarios das espécies vegetais citadas, e avaliagdo de seu potencial
terapéutico para fins medicinais.

Croton possui uma composi¢do quimica bastante variada, sendo
que os terpenoides sdo os metabolitos secundarios predominantes.
Triterpenoides pentaciclicos ou esteroidais sdo frequentemente
encontrados em diversas espécies, assim como flavonoides e compostos
fenolicos em geral (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). Os
triterpenos pentaciclicos sdo conhecidos pela diversidade de atividades
biolégicas que apresentam, incluindo propriedades anti-inflamatéria e
antinociceptiva (NARDI et al., 2007). A estrutura tnica ¢ complexa de
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moléculas de origem natural nfo pode ser obtida facilmente pela
quimica sintética, sendo assim a natureza representa uma rica fonte na
pesquisa por novos compostos ativos candidatos a farmacos. A exemplo
da galantamina, inibidor da enzima AChE (VIEGAS JUNIOR et al.,
2004) ¢ do taxol (CORREA, 1995), agente utilizado no tratamento do
cancer, produtos naturais desempenham um importante papel na
pesquisa de novos farmacos. Os estudos farmacologicos com extratos
vegetais tem mostrado grande variedade de atividades com potencial
terapéutico para diversos males, mostrando a importancia da pesquisa
com produtos naturais.

Durante a ultima década o uso da medicina tradicional tem
expandido globalmente e adquirido popularidade, ndo apenas em paises
em desenvolvimento, mas também em paises onde am edicina
convencional é predominante no sistema de saude, o que evidencia uma
mudanga de perfil das populagdes em geral. Todavia, pesquisa cientifica
¢ necessaria para fornecer evidéncias adicionais de sua seguranga e
eficacia.

Atualmente ja ¢ grande o numero de espécies citadas como
medicinais em levantamentos etnobotanicos nos Cerrados brasileiros.
No entanto, maior ainda deve ser arelagdo de plantas que ndo foram
listadas, mas que tém possibilidades de uso pela humanidade. Com o
desenvolvimento deste projeto, pretende-se mostrar a importancia da
preservagdo de espécies da flora do importante Bioma do Cerrado, além
de identificar compostos com possivel agdo medicinal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOMINIOS BRASILEIROS

O espago geografico brasileiro apresenta uma grande
diversidade de clima, solos, vegetagdo e fauna. Em territorio brasileiro
encontram-se sete arcas de grande biodiversidade, conhecidos como
Dominios, sendo eles: Dominio Amazoénico, Dominio da Mata
Atlantica, das Caatingas, dos Cerrados, do Pantanal, dos Campos
Sulinos ¢ a Zona Costeira (Figura 01). Como tais espagos ndo tém
limites lineares na natureza, faixas de transi¢do, mais ou menos amplas,
existem entre eles (COUTINHO, 2000).

o
-
.

"

Figura 01: Dominios e sua localizag¢do no territorio brasileiro.

Dentre estas areas, o Cerrado merece lugar de destaque por sua
expressiva biodiversidade. A porcentagem de espécies brasileiras que
ocorrem nesta areca pode representar algo entre 20 e 50% (MACHADO
etal., 2004).

O Dominio do Cerrado encontra-se representado, em sua maior
extensdo, nos estados do Planalto Central Brasileiro, podendo ser
encontrado também em outras regides do pais (COUTINHO, 2000). A
area "core" estimada é de aproximadamente 1,5 milhdo de km?, porém,
levando em consideragdo arcas periféricas, que se acham encravadas em
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outros dominios vizinhos e nas faixas de transi¢do, este valor pode
alcancar 1,8 ou 2,0 milhdes de km’ (MACHADO et al., 2004).

O Cerrado ¢ uma regidio muito diferenciada com seus principais
condicionantes sendo o clima ¢ a natureza do solo. Possui uma
aparéncia arida decorrente, em parte, de solos pobres e acidos ed a
ocorréncia de apenas duas estagGes climaticas: uma seca e outra chuvosa
(OLIVEIRA FILHO; LIMA, 2002).

A vegetagdo do Cerrado ndo possui uma fisionomia unica em
toda a sua extensdo, apresentando-se na natureza como um mosaico de
formas fisionémicas, ora manifestando-se como campo sujo, ora como
cerraddo, ora como campo cerrado, ora como cerrado sensu stricto ou
campo limpo. Apesar de incompletamente conhecida, a flora do Cerrado
¢ riquissima, sendo superada apenas pelas florestas Amazonica e
Atlantica. Outra caracteristica ¢ a h eterogeneidade de sua distribuigéo,
apresentando espécies especificas ¢ particulares para cada regido. Por
esta razao, unidades de conservagdo, com areas significativas, deveriam
ser criadas e m antidas nas mais diversas regides do D ominio do
Cerrado, a fim de garantir a preservacdo do maior numero de espécies
da flora deste Bioma, bem como da fauna a ela associada (COUTINHO,
2000).

O Cerrado apresenta grande diversidade de espécies endémicas,
compartilhadas com outros Biomas. Para alguns grupos, como as plantas
herbaceas, o nivel de endemismo pode chegar a mais de 70%
(MACHADO et al., 2004). Todavia, apesar da biodiversidade do Bioma,
esta encontra-se ameagada principalmente por trés atividades
econdmicas: a monocultura intensiva de graos, principalmente a soja; os
investimentos em infra-estrutura e ap ecuaria extensiva de baixa
tecnologia (OLIVEIRA FILHO; LIMA, 2002; MACHADO et al.,
2004). O Cerrado ¢ uma area que apresenta fragilidades, e a devastagdo
que vem ocorrendo ao longo dos anos compromete sua integridade,
podendo gerar impactos ambientais irreversiveis (OLIVEIRA FILHO;
LIMA, 2002).

Apesar de ser apontado como grande detentor de diversidade
biologica, ainda ha caréncia de estudos voltados para a identificagdo de
plantas uteis do C errado, principalmente quando comparada a
diversidade ¢ a ar ea ocupada. Os recursos naturais, uma vez extintos,
estardo indisponiveis as futuras geragdes, entre estes, o potencial
terapéutico oferecido pelas plantas medicinais. Segundo Guarim Neto ¢
Morais (2003), por suas -caracteristicas, o Cerrado deveria ser
considerado area prioritaria de pesquisas com plantas medicinais e
conservagao de recursos naturais.
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2.2 REGIA0O DOS CAMPOS GERAIS, PARANA

A presenca de Cerrado no Parana ocorre na forma de
fragmentos isolados, chamados encraves, como disjungdes na periferia
da area “core”” do Bioma. O Estado ¢ o limite meridional de ocorréncia
do Cerrado, a formagdo floristica mais antiga ou primaria do estado do
Parana (MAACK, 1968).

Os Campos Gerais fazem parte do Planalto Meridional do
Brasil, no segundo planalto paranaense, limitados aleste pela escarpa
Devoniana e¢ ao este pela escarpa da Esperanga (Serra Geral), e
apresenta encraves de Cerrado disjuntos a Florestas Ombrofila Mista e
Campos (RITTER; MORO, 2007). Esta regido compreende os campos
limpos e cam pos cerrados naturais e car acteriza-se pela vegetagdo
dominante de campos em solos rasos, derivados do Arenito Furnas e
unidades arenosas do Subgrupo Itararé. No relevo movimentado
caracteristico, sobressaecm a Escarpa Devoniana, o Canyon do Guartela e
outros sitios singulares, com arroios em leito rochoso, cachoeiras,
matas-ciliares, furnas, relevos ruiniformes, gargantas e despenhadeiros.
Alguns dos sitios naturais sdo objeto de unidades de conservagdo ja
implementadas ou em implementagdo (MELO; MATIAS, 2003).

A vegetacdo desta regido encontra-se preservada devido aos
solos pobres, rasos e arenosos, e, principalmente, gragas ao isolamento
imposto pela barreira geomorfoldgica representada pela Escarpa
Devoniana (MELO; MATIAS, 2003). Todavia, a diversidade da
vegetacdo da regido dos Campos Gerais apresenta-se ameacada devido a
agricultura e p astagens extensivas, manejadas através de queimadas
periddicas (TAKEDA; TAKEDA; FARAGO, 2001).

Através de coletas botanicas el evantamento bibliografico,
Ritter e Moro (2007) estimaram 344 espécies de Cerrado para oito areas
estudadas na regido dos Campos Gerais do Parana. Diversas espécies
foram identificadas no entorno do manancial Alagados, entre elas as
espécies de interesse neste estudo, Croton antisyphiliticus e Crofon
heterodoxus (Euphorbiaceae).

2.3 PLANTAS MEDICINAIS

A medicina tradicional envolve ouso de plantas medicinais,
partes de animais ¢ minerais, ¢ ¢ empregada para manutenc¢do da saude,
prevengdo, diagnostico, melhoramento ou tratamento de doengas fisicas
e mentais. Tal pratica varia de regido para regido, ¢ ¢ influenciada por
fatores como cultura, historia, atitudes pessoais ¢ filosofia. O uso
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histérico da medicina tradicional, incluindo experiéncias passadas de
geracdo em geracdo, demonstra sua seguranca e ef iciéncia. Todavia,
investigagdo cientifica ¢ necessaria para fornecer evidéncias adicionais e
confiaveis de seus riscos e beneficios. Desta forma, ap esquisa que
envolve a medicina tradicional deve respeitar o conhecimento ¢ a
experiéncia transmitidos ao longo dos anos (WHO, 2000).

Segundo a WHO (2005), podem-se considerar plantas
medicinais os materiais derivados de plantas ou preparagées com
beneficios terapéuticos ou outros beneficios para a saade humana, que
contém ingredientes brutos ou pr ocessados de uma ou m ais plantas,
sendo que em algumas tradigdes, materiais de origem inorganica ou
animal, podem também estar presentes. As plantas medicinais sdo
divididas nas seguintes categorias: plantas medicamentos, alimentos
funcionais, probiodticos, substincias bioativas e cosméticos (WHO,
2005).

Para ser considerado como produto natural, o m edicamento
deve apresentar como ingrediente ativo parte da planta considerada
medicinal ¢ com atividade terapéutica. Em casos onde ndo ¢é possivel
identificar os ingredientes ativos, toda a planta medicinal pode ser
considerada como um ingrediente ativo. A atividade terapéutica se
refere ao sucesso na prevengdo, diagndstico e tratamento de doengas
fisicas ¢ mentais, melhoramento de sintomas de doengas, bem como
alteragdo benéfica ou regulagdo dos niveis fisicos € mentais do corpo
(WHO, 2000).

Durante a ultima década o uso da medicina tradicional tem
expandido globalmente e adquirido popularidade. Ela tem sido usada
ndao apenas como cuidado basico da saude em paises pobres em
desenvolvimento, mas também em paises onde a medicina convencional
¢ predominante no sistema nacional de cuidado da saude (WHO, 2000).

A medicina tradicional ¢ usada por cerca de 60% da populagédo
mundial ¢ em alguns paises é incorporada no sistema publico de saude
(WHO, 2000). Na Africa, mais de 80% da populagdo usa a medicina
tradicional para auxiliar no cuidado de suas necessidades de saude. Na
Asia ¢ América Latina, as populagdes continuam au sar am edicina
tradicional como um resultado de circunstancias historicas e cr engas
culturais. Na China, a medicina tradicional conta com cerca de 40% do
sistema de cuidado a saude. A porcentagem da populacdo que usa a
medicina tradicional menos uma vez ¢ de 48% na Australia, 70% no
Canada, 42% nos Estados Unidos, 38% na Bélgica ¢ 75% na Franga
(WHO, 2002).
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No Brasil, ndo existe uma politica nacional sobre a medicina
tradicional. Todavia, regulacdo de plantas medicinais existe desde 1967,
com a versdo das normas RDC 48/2004 publicada em 2004, que ¢
praticamente a mesma legislagdo de produtos farmacéuticos
convencionais (WHO, 2005). Com a expansdo dous o da medicina
tradicional no mundo, a seguranga, eficiéncia ¢ o controle de qualidade
de plantas medicinais ¢ terapias baseadas em procedimentos tradicionais
se tornam importantes atribui¢cdes das autoridades publicas ¢ da saude
(WHO, 2000).

2.3.1 Plantas medicinais do Cerrado

Algumas plantas da regido do Cerrado sdo conhecidas pelo seu
valor medicinal (DE PAULA et al., 2009). Estudos mostram a utilizagdo
das plantas para fins medicinais por populagdes locais. Rodrigues ¢
Carvalho (2001) identificaram 167 espécies de plantas medicinais, das
quais 118 sdo de formacdes vegetais de Cerrado e campos cerrados. As
espécies mais utilizadas na medicina popular sdo: Baccharis trimera
(carqueja), Banisteriopsis  argyrophylla  (cipo-prata), Bauhinia
holophylla  (unha-de-vaca), Bidens pilosa (picdo), Brosimum
gaudichaudii (mamacadela), Cayaponia tayuya (tawia), Caryocar
brasiliense  (pequi), Croton antisyphiliticus  (canela-de-perdiz),
Dorstenia brasiliensis (carapia), Herreria salsaparilha (salsaparilha),
Heteropteris  anceps  (guiné-do-campo), Jacaranda  decurrens
(carobinha), Lychnophora pinaster (arnica), Mikania smilacina (guaco),
Rudgea viburnoides (bugre), Smilax campestris (Japecanga), Strychnos
brasiliensis (quina-cruzeiro), Strychnos pseudo-quina (quina-mineira),
Stryphnodendron adstringens (barbatimdo) e Vernonia polyanthes
(assapeixe). As plantas sdo utilizadas principalmente para afec¢Ges dos
rins, reumatismo, facilitar a secrecdo urinaria, diabetes, ma circulagédo
do sangue, arterosclerose, depurativo do s angue, inflamagdes, sifilis,
colesterol alto, hemorragias, hemorroidas, dores estomacais,
cicatrizagdo, paralisias, dores lombares, tlceras, afec¢Ges do aparelho
respiratorio, hematomas, contusdes, pancadas, anestésico, moléstias do
figado, doengas venéreas, afec¢Bes do aparelho urinario, diarréias,
febres, regular ciclos menstruais, afeccdes da pele e v ermes, sendo
utilizadas na forma de chas, em decocto ou infuso.

Rodrigues et al. (2002) coletaram ¢ identificaram 124 espécies
de plantas, das quais 74 sdo consideradas pela populagdo como
medicinais no municipio de Luminarias, MG. Em um levantamento
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bibliografico, Guarim Neto e Morais (2003) constataram o total de 509
espécies de plantas medicinais no Cerrado Mato-Grossense. Botrel et al.
(2006) verificaram que, de 144 e spécies investigadas em regides de
Cerrado e campo cerrado, 53, ou seja, 37,06%, foram indicadas pela
populagdo local como sendo medicinais. Pereira et al. (2007) realizaram
um levantamento de 60 espécies no Cerrado da regido de Dourados, MS,
distribuidas em 23 f amilias e¢ 53 gé neros. As familias mais
representativas da flora medicinal foram, respectivamente, Asteraceae,
Leguminosae, Bignoniaceae, Rubiaceae ¢ Anacardiaceae.

Apesar da grande diversidade de espécies citadas como plantas
medicinais em levantamentos etnobotanicos nos Cerrados brasileiros,
maior ainda deve ser arelagdo de plantas que ndo foram listadas, mas
que apresentam potencial terapéutico e possibilidade de uso pela
humanidade. Devido a escassez de estudos, espécies reconhecidamente
terapéuticas correm o risco de desaparecer, devido a coleta desenfreada
e manejo inadequado do solo para outras finalidades (PEREIRA et al.,
2007).

2.3.2 Familia Euphorbiaceae

Euphorbiaceac ¢ uma das familias de maior importancia
econémica entre as Angiospermas. A familia Euphorbiaceae esta
representada nas regides tropicais e temperadas de todo o plancta por
um total de 8.000 espécies, distribuidas em 317 géneros. Estes estdo
agrupados em 49 tribos e cinco subfamilias, segundo o s istema de
classifica¢do proposto por Webster (1994).

2.3.2.1 Género Croton

Croton ¢ um grande género da Familia Euphorbiaceac com
cerca de 1300 espécies (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). O
género apresenta flores estaminadas com filamentos inflexiveis no
broto, ¢ flores pistiladas com pétalas geralmente reduzidas. A maioria
das espécies apresenta um habitat caracteristico (WEBSTER, 1993).

A grande variedade de propriedades biologicas ¢ uma
caracteristica marcante do género Croton. Gamboa-Angulo et al. (2008)
verificaram que o extrato bruto de Croton chichenensis apresenta um
vasto espectro de atividade contra diversos patdgenos estudados, entre
cles Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus sp., Fusarium
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oxysporum, com percentagens de inibigdo maiores de 60%. Dados de
espectrometria de massas sugerem que os compostos responsaveis pela
atividade antifingica presentes noe xtrato sdo derivados do
estigmasterol.

Pieters et al. (1993) isolaram oc omposto 3°.4-0-
dimetilcedrusina, uma lignina dihidrobenzofurano, como o principio
biologicamente ativo 7 vitro do “'sangue de dragdo”, um latex vermelho
viscoso produzido por varias espécies de Crofon e usado na medicina
popular da América do Sul para diversas finalidades.

A composigdo ¢ a atividade antimicrobiana do déleo da casca de
Croton stellulifer, uma espécie rara ¢ endémica das Ilhas de Sdo Tomé e
Principe, foi reportada por Martins et al. (2000). O dleo essencial
apresentou atividade contra fungos e bactérias, e os principais
constituintes encontrados foram a-phellandreno, p-cimeno, linalool ¢ -
pineno. Kessano, um oxido sesquiterpenoide, também foi identificado
por RMN. Atividade antimicrobiana também foi verificada por Abo,
Ogunleye ¢ Ashidi (1999) para Croton zambesicus. O extrato da casca
do caule exibiu efeito antibacteriano comparavel a ampicilina e
gentamicina. O efeito antifungico foi comparavel ao do tioconazol. As
classses de compostos encontrados neste estudo foram taninos,
saponinas, antraquinonas ¢ alcaldides. Os resultados justificaram o uso
da espécie na medicina tradicional para o tratamento de desenterias e
varias doengas intestinais.

Estudos mostram que Crofon cajucara apresenta atividade
leishmanicida devido a presenga de linalool no dleo essencial
(ALVIANO et al., 2005; ROSA et al., 2003). O dleo essencial apresenta
ainda atividade gastroprotetiva (HIRUMA-LIMA et al., 2000), sendo
utilizado na medicina popular brasileira como infusdes da casca ¢ das
folhas para tratar diversos sintomas gastrointestinais (HIRUMA-LIMA
et al., 1999). Estudos mostraram ainda que esta espécie possui efeitos
antinociceptivos ¢ anti-inflamatérios em modelos de inflamagdo agudos
e cronicos (BIGHETTI et al., 1999).

Croton urucurana é uma espécie empregada na medicina
popular do Brasil devido aos seus efeitos analgésico e anti-inflamatorio.
Estudos mostram que os compostos responsaveis pela atividade
analgésica sdo campesterol, [B-sitosterol, estigmasterol, acido acetil
aleuritolico, catequina, galocatequina e [-sitosterol-O-glucosideo
(PERES, et al., 1997; PERES, et al., 1998a). Croton tonkinensis também
apresenta forte atividade anti-inflamatoria atribuida a dois diterpenoides
isolados das folhas da planta medicinal endémica Vietnamita
(THUONG et al., 2009). A lém de significativa atividade anti-
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inflamatoria, fragbes de Crofon celtidifolius também apresentaram
propriedades antioxidantes (NARDI et al., 2003; NARDI et al., 2007), e
potencial aplicagdo para prevengdo ¢ tratamento de doengas
cardiovasculares, uma vez que apresenta efeito vasorelaxante (DALBO
et al., 2008). Estudos demonstraram que o extrato ectanolico das cascas
de Croton celtidifolius, as fragdes acetato de etila, butandlica e aquosa
(NARDI et al., 2006), e algumas subfragdes (DALBO et al., 20006)
possuem efeitos antinociceptivos. Além disso, a fragdo acetato de etila e
algumas subfragGes apresentaram efeitos anti-inflamatdrios na pleurisia
induzida pela carragenina em ratos (NARDI et al., 2007).

Algumas espécies de Crofon apresentam  atividade
anticancerigena. Compostos isolados do o6leo essencial das folhas de
Croton flavens, uma planta nativa do C aribe usada na medicina
tradicional (SYLVESTRE et al., 2006), ¢ da casca do caule de Croton
oblongifolius apresentaram forte citotoxicidade contra linhagens de
células tumorais humanas (ROENGSUMRAN et al., 2009).

O extrato aquoso de C. malambo possui efeitos antinociceptivos
¢ anti-inflamatorios significativos (SUAREZ et al., 2003), assim como o
extrato metanolico das folhas de C. pullei (ROCHA et al., 2008). O oleo
essencial de espécies como C. nepetaefolius (ABDON et al., 2002) ¢ C.
zehntneri (OLIVEIRA et al., 2001) t ambém apresentaram efeitos
antinociceptivos.

O género Croton possui uma composi¢do quimica bastante
variada. Porém, apesar da diversidade de compostos encontrados no
género, os terpenoides sdo os metabolitos secundarios predominantes,
sendo os diterpenoides o0s compostos de maior ocorréncia.
Triterpenoides pentaciclicos ou esteroidais sdo também frequentemente
encontrados em diversas espécies, principalmente triterpenos de
esqueleto lupano, hopano, oleanano, ¢ derivados da o ¢ [P-amirina
(SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007).

Os triterpenos pentaciclicos sdo conhecidos pela diversidade de
atividades biologicas que apresentam, incluindo propriedades anti-
inflamatdria e antinociceptiva. Estudos mostram que os triterpenos
3B,6p,16P-trihidroxilup-20(29)-eno (PIETROVSKI et al., 2006), urs-12-
eno-3B-16p-diol (OTUKI et al., 2001), acido acetil aleuritolico (PERES
et al., 1997), o e f-amirina (LIMA-JUNIOR et al., 2007) e o derivado
semi-sintético octanoato de amirina (SOLDI et al., 2008; MARCON et
al., 2009) apresentam efeitos significativos na nocicepgao.

Brasil et al. (2010) isolaram o diterpeno 8-epicordatina das
cascas de Croton palanostigma, além de outros seis diterpenos e os
triterpenos acido acetil aleuritolico (AAA), 11a-hidroxiurs-12-en-3-ona,
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a-amirenona, 24-metilenocicloartenona ¢ lupenona. Os triterpenos
lupenona, lupeol, 3-0x0-22-hidroxihopano, 3-0x0-20-5-
hidroxitaraxastano, 3-oxo0-20-hidroxilupano, acido 3-oxo-olean-12-en-
28-01co, acido 3-oxo-olean-18-en-28-0ico, ¢ acido 3-oxo-cicloart-24E-
en-26-6ico foram isolados do e xtrato hexano das folhas de Croton
betulaster, uma espécie do nordeste brasileiro (BARBOSA et al., 2003).
O triterpeno AAA foi isolado de diversas species de Croton nativas do
Brasil, como C. cajucara (MACIEL, et al., 2000; SAN GIL et al., 2008;
MACIEL et al., 1998), C. urucurana (PERES et al., 1997, PERES et al.,
1998 a, b) ¢ C. palanostigma (BRASIL et al., 2010). Os triterpenos o e
B-amirina, lupeol ¢ hop-22(29)-en-3B-ol foram encontrados nos brotos
de C. hieronymi, uma espécic nativa do noroeste da Argentina
(CATALAN et al., 2003). De C. pullei, um cipd que cresce em outras
arvores encontradas na Amazonia brasileira, o triterpeno lupeol também
foi isolado (ABREU et al., 2001; BARBOSA et al., 2007).

Além de terpenoides (ADELEKAN et al., 2008; SANTOS et
al., 2009; YANG et al., 2009; MARTINSEN et al., 2010; MOTTA et
al., 2011), flavonoides podem também ser encontrados. Zou et al. (2010)
detectaram dez flavonoides, isolados dos caules de Croton caudatus:
crotoncaudatina, 3,5,6,7.8,3'4'-heptametoxiflavona, tangeretina,
nobiletina, 5,6,7.4'- tetrametoxi-flavone, sinensetina, kaempferol,
tilirosida, kaempferol-3-O-rutinosida e rutina. O flavonoide canferol-3-
0-(67-0-p-cumaroil)-pB-D-glicopiranose, comumente conhecido como
tilirosideo, foi isolado do extrato etanodlico das partes aéreas de Croton
gnaphalii (LENCINA et al., 2001). Do extrato butandlico de Crofon
campestris, espécie encontrada no nordeste e sudeste brasileiro, foram
isolados os flavonoides 3-O-f-D-apiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil
quercetina, 3-0-p-D-galactopiranosil quercetina, 3-0-a-L-
arabinopiranosil quercetina e 3-O-o-L-ramnopiranosil quercetina
(SANTOS; SCHRIPSEMA ; KUSTER, 2005).

2.3.2.1.1 Croton antisyphiliticus

A espécie Crofon antisyphiliticus Martius (Figura 02, a) € citada
na literatura como planta medicinal (RODRIGUES et al., 2002;
PEREIRA et al., 2007). E conhecida no planalto central brasileiro como
pé-de-perdiz, perma de perdiz, cancla de perdiz ¢ curraleira, ¢ utilizada
para o tratamento de ulceras, eczemas, como anti-inflamatorio,
depurativo do s angue e anti-sifilitico (RODRIGUES; CARVALHO,
2001). Além destes usos, Botrel et al. (2006) verificaram que a
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populagdo de Ingai, Minas Gerais — BR utiliza aes pécie Croton
antisyphiliticus para tratamento de infecgdes de utero e ovario. Extratos
etandlicos de Croton antisyphiliticus, também apresentaram atividade
nematocida /72 vitro (SLOMP et al., 2009).

Serra et al. (2005) demonstraram que o ¢ xtrato etanolico de
Croton antisyphiliticus apresenta potencial inibidor contra aen zima
conversora de angiotensina (ACE), o que se torna interessante como
principio terapéutico not ratamento de hipertensdo. Todavia, os
compostos responsaveis por esta atividade ndo foram isolados e
identificados. Pereira et al. (2012) isolaram o diterpeno acido ent-kaur-
16-en-18-6ico como componente majoritario do e xtrato cloroféormico
das raizes de C. anmtisyphiliticus. O estudo avaliou ainda a atividade
antimicrobiana do e xtrato bruto, das frages ¢ do di terpeno isolado,
mostrando uma CIM de 0,250 mg mL™"' para o 4cido ent-kaur-16-en-18-
oico frente a Staphylococcus aureus, em comparagdo com o acido
kaurenoico, que apresentou uma CIM de 0,125 mg mL". A atividade
citotoxica e apoptotica do epimero do acido kaurendico, um diterpeno
do tipo kaurano, isolado de Croton antisyphiliticus foi avaliada frente a
linhagens de células tumorais HeLa ¢ B-16 e fibroblastos normais 3T3.
Apesar do composto isolado ndo ter se mostrado seletivo entre células
cancerigenas ¢ n ormais, os resultados mostraram que o di terpeno
isolado foi capaz de induzir a apoptose das células (FERNANDES et. al,
2013).

Os odleos volateis de sete espécies vegetais de Croton foram
analisados por CG/EM, entre elas C. antisyphiliticus. Os monoterpenos
B-pineno (50,67%) e sabineno (49,33%) foram os componentes
majoritarios do 6leo do caule, enquanto o sesquiterpeno clixeno (98%)
foi o componente majoritario do o6leo das folhas de C. antisyphiliticus.
Além destes compostos, 0 monoterpeno a-pineno € o sesquiterpeno
espatulenol também foram detectados. Os extratos hidroalcodlicos
foram analisados por CLAE/EM para deteccdo de flavonoides. Os
flavonoides vitexina, orientina ¢ isoorientina foram identificados nas
folhas, enquanto rutina, quercitrina e tilirosideo foram encontrados tanto
nas folhas como nos caules desta espécie vegetal. No extrato etandlico
bruto analisado por CG/EM foi detectada ap resenga de grande
diversidade de esteroides et riterpenos (sitosterol, campesterol,
estigmaesterol, o-amirina, [-amirina, estigmast-4-en-3-ona), fitol e
ésteres metilicos de acidos graxos, como éster metilico do acido n-
hexadecandico ¢ do a cido octadecanoico, principalmente nas folhas
(MATOS, 2011).
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2.3.2.1.2 Croton heterodoxus

Com relagdo a espécie Crofon heterodoxus Baillon (Figura 02,
b), podendo também ser encontrada como Croton debilis Miill. Arg.
(TROPICOS, 2013), ndo foram encontrados na literatura, até o presente
momento, estudos sobre seu uso na medicina popular bem como estudos
fitoquimicos. Apenas estudos de levantamento de espécies vegetais
como o de Ritter ¢ Moro (2007), Caruzo e Cordeiro (2007) ¢ Dalazoana,
Silva ¢ Moro (2007) foram encontrados.

@) S ()

Figura 02: (a) Croton antisyphiliticus e (b) Croton heterodoxus.

Dada aes cassez de estudos com relagdo aes pécie Croton
heterodoxus ¢ ao pequeno numero de informagdes encontrados
referentes a Croton antisyphiliticus, torna-se relevante o estudo
fitoquimico e avaliagdo de suas possiveis atividades bioldgicas, uma vez
que fazem parte doa mplo e diverso género Crofon e que,
rotineiramente, diversas plantas sdo utilizadas pelas populagdes como
medicinais, entre clas uma das espécies objeto deste estudo.

2.4 BIOSSINTESE DE TERPENOIDES E FLAVONOIDES

O género Croton apresenta uma grande diversidade de
compostos, sendo que os terpenoides sdo frequentemente encontrados na
maioria das espécies vegetais pertencentes ao género. Além de
terpenoides, o gé nero ¢ bastante rico em flavonoides e compostos
fendlicos em geral. Em sintese, pode-se afirmar que a origem dos
metabolitos secundarios nas espécies vegetais esta no metabolismo da
glicose, via dois intermediarios principais: o a cido chiquimico e o
acetato. Do acido chiquimico formam-se os aminoacidos aromaticos
precursores de grande parte dos metabolitos secundarios aromaticos. Ja
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os derivados do acetato podem ser classificados de acordo com avia
metabolica que seguem: derivados do acetato via ciclo do acido citrico,
via mevalonato ou pr odutos da condensagdo do acetato. Alguns
metabolitos secundarios podem ainda ser resultado da combinacgdo de
uma unidade de acido chiquimico com uma ou mais unidades de acetato
ou derivados, como por exemplo as antraquinonas, flavonoides e taninos
condensados (SANTOS, 2003).

2.4.1 Terpenoides

A acetil coenzima-A, também conhecida como acido acético
ativado, é o pr ecursor biogenético dos terpenos. Duas moléculas de
acetil-CoA se ligam para formar aacet oacetil-CoA em uma
condensagdo de Claisen. A acetoacetil-CoA reage entdo com outra
molécula de acetil-CoA atuando como nucleéfilo em uma reagdo do tipo
aldol para formar o p-hidroxi-f-metilglutaril-CoA, seguido de uma
reducdo enzimatica com NADPH (dihidronicotinamida adenina
dinucleotideo) na presenga de agua, dando origem ao (R)-acido
mevaldnico. A fosforilagdo do acido R-meval6nico por ATP (trifosfato
de adenosina) origina o difosfato doa cido mevalénico que ¢
descarboxilado e desidratado para formar o isopentenilpirofosfato (IPP),
ou isopreno ativo, a unidade basica de formacdo dos terpenos.
Posteriormente ocorre uma isomerizagdo na presenca de uma isomerase
contendo grupos SH para fromar o y,y-dimetilalilpirofosfato. O grupo
CH, alilico eletrofilico de y,y-dimetilalilpirofosfato ¢ o grupo metileno
nucleofilico de isopentenilpirofosfato se ligam para formar o
geranilpirofosfato. A reagdo seguinte de geranildifosfato com uma
molécula de isopentenildifosfato forma of arnesildifosfato, um
sesquiterpeno (Figura 03). Uma ligagdo cauda-cauda de duas moléculas
de farnesilpirofosfato, que requer um NADPH, leva ao esqualeno,
precursor dos triterpenos, Figura 03 (BREITMAIER, 2006).
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Figura 03: Biossintese dos terpenos (Fonte: BREITMAIER, 2006).

Os triterpenos policiclicos podem ser originados a partir da
ciclizagdo do esqualeno ou do 2.3-epdxido esqualeno (WENDT et al.,
2000, WENDT, 2005). O 2.3-epoxido esqualeno ¢ formado no m eio
biologico através da epoxidagdo do esqualeno por uma enzima
monoxigenase, que utiliza oxigénio molecular ¢ a coenzima NADH,
Fig. 04 (CAREY, 2000).
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Figura 04: Epoxidacdo do esqualeno (Fonte: CAREY, 2000).
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As poliolefinas sdo estercoseletivamente ciclizadas ¢
rearranjadas em reagdes catalisadas enzimaticamente para formar os
triterpenoides tetra e pentaciclicos, Figura 05. As enzimas esqualeno
hopeno ciclase e oxidoesqualeno lanosterol ciclase sdo responsaveis pela
ciclizagdo do esqualeno e do 2.3 -epoxido esqualeno, respectivamente,
originando triterpenoides de varios tipos de esqueleto, além de
precursores dos esteroides (WENDT et al., 2000).
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Figura 05: Ciclizagdo do esqualeno e do 2,3-epoxido esqualeno para formagio
dos triterpenos policiclicos (Fonte: WENDT et al., 2000).

A ciclizagdo enzimatica do esqualeno ou do 2.3-epdxido
esqualeno para formar triterpenos policiclicos ¢é at ¢ hoje de grande
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interesse para aci éncia dos produtos naturais e 1 ncompletamente
compreendida (WENDT et al., 2000).

2.4.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo originados nas plantas a partir de cinamoil-
CoA e malonil-CoA, formando um policetideo que, de acordo com a
enzima envolvida na etapa posterior, pode seguir por dois diferentes
caminhos: rea¢Ges do tipo aldol ou Claisen. As enzimas estilbeno sintase
¢ chalcona sintase ligam uma molécula de cinamoil-CoA com trés
moléculas de malonil-CoA, originando os estilbenos como o resveratrol,
ou as chalconas como a naringenina-chalcona, respectivamente. As
chalconas atuam como precursoras de um grande numero de
flavonoides. A maioria contém um anel heterociclico de seis membros
formado pelo ataque nucleofilico tipo Michael de um grupo fenol sobre
a cetona insaturada, formando uma flavanona, como a naringenina,
Figura 06. E m condi¢les acidas a flavanona ¢ favorecida, e e m
condigdes basicas ach alcona. Porém, na natureza ar eagdo ¢
estereoespecifica e catalisada enzimaticamente, resultando na formagéo
de apenas um enantidbmero da flavanona. As flavanonas podem entdo
originar muitos derivados deste esqueleto basico, como flavonas,
flavonois, antocianidinas e catequinas, Figura 07. M odifica¢des nos
padrdes de hidroxilagdo dos dois anéis aromaticos podem ocorrer, assim
como reagdes de metilagdo, glicosilacdo e dimetilalilagdo, aumentando
assim a gama de compostos que podem ser encontrados na natureza
(DEWICK, 2002).
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Figura 06: Biossintese dos flavonoides (Fonte: DEWICK, 2002).
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Figura 07: Biossintese dos flavonoides, continuagéo (Fonte: DEWICK, 2002).
2.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

2.5.1 Ensaios antioxidantes

O estresse oxidativo esta relacionado com diversos estados
patoldgicos, como arteriosclerose, processos inflamatorias, certos tipos
de cancer eo envelhecimento (YOUNG; WOODSIDE, 2001). O
conhecimento dos processos dependentes de espécies reativas ¢
essencial para compreender sua agdo na fisiopatologia dessas e de outras
doengas (MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO, 1999). Os antioxidantes
previnem a formagéo de radicais livres consumindo-os ou promovendo a
sua decomposi¢éo, evitando desta forma o dano produzido aos tecidos
por estes radicais (YOUNG; WOODSIDE, 2001). Desta forma, ensaios
que avaliem a capacidade antioxidante de diferentes compostos podem
revelar novos antioxidantes que auxiliem no c ombate ao estresse
oxidativo.

A atividade antioxidante de extratos, fragGes ¢ compostos
1solados de espécies vegetais pode ser avaliada por meio de diferentes
ensaios, escolhidos de acordo com as caracteristicas das amostras em
estudo. Os ensaios a seguir aplicados a este trabalho sdo de uso rotineiro
em laboratdrios de produtos naturais.

2.5.1.1 Conteudo de compostos fenélicos totais

Os compostos fenodlicos estdo presentes nas espécies vegetais na
forma livre ouligados a agucares ¢ proteinas, podendo também se
apresentarem na forma de polimeros como taninos condensados e
ligninas. Fazem parte deste grupo de compostos os fenois simples, os
aldeidos derivados dos acidos benzoicos, taninos, ligninas, flavonoides e
derivados, acidos fenolicos e cumarinas (SOARES, 2002). De maneira
geral, existe uma correlagdo positiva entre o ¢ onteudo fenodlico de
espécies vegetais ¢ aa tividade antioxidante, porém, esta correlagdo
algumas vezes ¢ contraditoria. Enquanto alguns autores (XI; SHOUQIN,
2007; BENZIE; SZETO, 1999; ZARDO et al., 2009; ROESLER et al.,
2007, BERTONCELJ et al., 2007; BERETTA et al., 2005) observaram
uma alta correlagdo entre o conteudo fenolico ¢ a atividade antioxidante,
Nsimba, Kikuzaki ¢ Konishi (2008) encontraram a menor atividade
sequestrante de radicais DPPH para um tipo de C. quinoa que
apresentou o maior conteudo fendlico. Segundo Roesler et al. (2007), a
correlagdo entre o conteudo fenolico e a cap acidade antioxidante pode
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depender do método escolhido et ambém das caracteristicas
hidrofobicas ou hidrofilicas do s istema teste e¢ dos antioxidantes
testados. Segundo Nsimba, Kikuzaki e Konishi (2008), os baixos
valores de correlagdo entre o total fendlico e a atividade antioxidante
sugerem que os principais compostos antioxidantes dos sistemas de
Chenopodium quinoa ¢ Amaranthus spp. estudados podem ser nfo-
fendlicos, como acido ascorbico, acido fitico, tocoferdis, esterois,
carotendides ¢ saponinas. Desta forma, é importante que os resultados
de ensaios antioxidantes determinados a partir de diferentes métodos
sejam interpretados com cautela (NSIMBA; KIKUZAKI; KONISHI,
2008).

2.5.1.2 Conteudo de flavonoides

Nas plantas, os flavonoides apresentam diversas fungdes, entre
clas, pode-se citar a protecdo contra raios ultravioleta ¢ microrganismos
patogénicos, acdo antioxidante ¢ alelopatica, ¢ inibicdo enzimatica. A
atividade antioxidante dos flavonoides ¢é consequéncia das suas
propricdades de 6xido-redugdo. Eles apresentam estruturas quimicas de
anéis conjugados, ricas em grupos hidroxilas, que tem potenciais agGes
antioxidantes por reagirem ¢ inativarem anions superdxido, oxigénio
singleto, radicais peroxido e/ou estabilizando radicais livres envolvidos
no processo oxidativo através da hidrogenagdo ou complexagdo com
espécies oxidantes (MACHADO et al., 2008). Grandes quantidades de
flavonoides sdo consumidos diariamente na nossa dieta vegetal, néo
apresentando efeitos adversos significativos para o homem. Pelo
contrario, os flavonoides sdo benéficos a saude atuando como
antioxidantes e prevenindo contra doengas cardiovasculares, certos tipos
de cancer e degeneracdo de componentes celulares (DEWICK, 2002).

2.5.1.3 Acido sequestradora de radicais livres DPPH

A producdo de radicais livres ocorre continuamente em todas as
células do organismo como parte do metabolismo normal. Todavia o
excesso na producdo de radicais livres originados de fontes endogenas
ou exdgenas pode estar relacionado com diversas doengas. Além do
sistema de defesa natural do organismo contra os radicais livres, os
antioxidantes da dieta encontrados naturalmente nos alimentos
representam importantes componentes de defesa para o organismo. Um
antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentragdes comparadas aquelas do substrato
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oxidavel, diminui significativamente ou inibe a oxidagdo do substrato
(YOUNG:; WOODSIDE, 2001).

O ensaio do DPPH ¢é uma metodologia simples, rapida e
sensivel (ROESLER et al., 2007), e es tavel atemperatura ambiente,
evitando desta forma ad egradacdo térmica das substancias
(PETERSON, 2001). Os ensaios sdo baseados na transferéncia de
elétrons de uma molécula doadora ao referido radical. O radical livre
estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil pode aceitar um elétron ou radical
hidrogénio para se tornar uma molécula estavel ¢ ¢ d ificilmente
oxidado. Devido ao seu elétron desemparelhado, o DPPH mostra uma
forte banda de absor¢do em 517nm e suas solugdes apresentam
coloragdo violeta intenso. Com o ¢ mparclhamento dos elétrons, a
absorgdo desaparece e a descoloragdo resultante € estequiométrica com
o respectivo numero de elétrons recebidos (Figura 08) (BLOIS, 1958).

OH

Figura 08: Estabilizagdo do radical livre DPPH na presenca de um flavonoide.
2.5.1.4 Potencial redutor do ion férrico

A peroxidagdo lipidica pode ser influenciada por diversos
fatores que agem cataliticamente neste processo como luz, temperatura,
ions metalicos, radicais livres ¢ pH (SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999). O potencial redutor de uma amostra indica ap resenga de
compostos doadores de elétrons capazes de reagir com radicais livres a
fim de converté-los a produtos mais estaveis ¢ finalizar ar eagéo
radicalar em cadeia ou reduzir ions metalicos, catalisadores da
peroxidagdo lipidica (YEN; CHEN, 1995). O método utilizado para a
determinacdo do potencial redutor baseia-se no fato de que redutores
presentes nas amostras analisadas sdo oxidadas enquanto os ions
férricos, adicionados a solug¢do na forma de FeCls, sdo reduzidos para
ions ferrosos, ¢ detectados a partir da formagdo de um complexo azul
(Fe4[Fe(CN)s]3) com or eagente ferriciancto de potassio, a 720 nm
(WATERMAN; MOLE, 1994).
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2.5.1.5 Inibi¢do da peroxidacio lipidica

Todos os componentes celulares s3o suscetiveis aagdo das
ERMO (Espécies Reativas do M etabolismo do O xigénio), porém a
membrana ¢ um dos mais atingidos (FERREIRA; MATSUBARA,
1997) devido a grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados
(MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO, 1999). A fluidez da membrana
esta relacionada diretamente ap resenca de cadeias insaturadas dos
fosfolipidios ¢ do colesterol, ¢ d anos a esta camada lipidica tendem a
diminuir a fluidez da membrana. O ataque de algumas ERMO abstraem
um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos graxos
poli-insaturados, iniciando desta forma o pr ocesso de peroxidagdo
lipidica (MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO, 1999).

A peroxidagdo lipidica ¢ uma reacdo em cadeia, representada
pelas etapas de iniciagdo, propagacdo ¢ terminagdo (LIMA; ABDALLA,
2001). A reacdo inicia-se com o sequestro de um atomo de hidrogénio
de um acido graxo poli-insaturado da membrana celular pelos radicais
hidroxila ou alcoxila, com consequente formagdo do radical lipidico. Na
primeira equagdo de propagagdo, o radical lipidico reage rapidamente
com o O, resultando no radical peroxila, que, por sua vez, sequestra
novo hidrogénio do acido graxo poli-insaturado, formando novamente o
radical lipidico na segunda equagdo de propagagdo. O término da
peroxidacdo lipidica ocorre quando os radicais lipidico e peroxila
produzidos nas ctapas anteriores propagam-s¢ até destruirem-se as i
proprios (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

2.5.2 Toxicidade frente a Artemia salina

Artemia salina Leach, de acordo com conhecimento popular, é
um microcrustaceo de agua salgada comumente utilizado como alimento
para peixes ornamentais por ndo apresentar carapaca rigida ¢ ser rico em
proteinas. O bioensaio de toxicidade utilizando Artemia salina é um
método simples, rapido, reprodutivel e de baixo custo, sendo de uso
rotineiro em laboratérios de pesquisa de produtos naturais (MEYER et
al., 1982).

A toxicidade frente a Artemia salina pode ser correlacionada
com diversas atividades bioldgicas, como atividade larvicida (LUNA et
al., 2005) e moluscicida (SILVA et al., 2007). A baixa toxicidade frente
a Artemia salina pode também ser interessante em alguns casos, como
em ensaios de atividade antiulcerogénica, mostrando que os extratos
analisados podem ser utilizados devido a sua agdo gastroprotetora e
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atoxica (MOTA et al., 2008). Desta forma, o ensaio de toxicidade frente
a Artemia salina configura-se como um ensaio preliminar de atividade
biolégica, que além de avaliar a toxicidade geral de extratos também
fornece a oportunidade de monitorar e selecionar extratos bioativos para
o fracionamento inicial e posteriores estudos farmacologicos (COSTA et
al., 2009; ARAUJO; CUNHA; VENEZIANI, 2010).

2.5.3 Inibigdo da enzima acetilcolinesterase

A enzima acetilcolinesterase (AChE) catalisa a h idrolise da
ligacdo ¢éster da acetilcolina (ACh), um neurotransmissor que participa
dos processos cognitivos € de memoria, exercendo uma fungao essencial
como enzima regulatoria dos eventos fisiologicos promovidos por este
neurotransmissor. A Doenga de Alzheimer (DA), associada com a
disfungdo da neurotransmissdo colinérgica, ¢ uma patologia
neurodegenerativa progressiva, que afeta principalmente a p opulagédo
1dosa e ¢ responsavel por 50-60% dos casos de deméncia em pessoas
com mais de 65 anos de idade. Os principais sintomas associados a DA
envolvem deficiéncia organica cognitiva, principalmente perda de
memoria. Uma das formas de tratar a doenga é aumentar o nivel de ACh
na fenda sinaptica usando inibidores da AChE. Estes inibidores podem
interagir com o sistema colinérgico central para melhorar os déficits de
memoria ¢ cognitivos de pacientes pela diminuigdo da hidrolise da
acetilcolina na fenda sinaptica no cérebro (BARBOSA FILHO et al.,
2006). Diversos inibidores da AChE estdo disponiveis no m ercado,
como tacrina (Cognex®), donepezil (Aricept®), rivastigmina (Exelon®)
e, por ultimo, a galantamina (Reminyl®), um produto natural. Todavia,
tais farmacos podem apresentar alguns efeitos colaterais, além de
possuirem elevado custo (VIEGAS JUNIOR et al., 2004).

2.5.4 Atividade antibacteriana

A resisténcia bacteriana ¢ considerada um problema de saude
publica mundial, mobilizando orgdos nacionais e internacionais de
vigilancia e controle epidemiologicos como Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Organizagcdo Mundial de Saude (OMS),
Centro de Controle ¢ Prevencdo de Doengas (CDC) e associagGes de
controladores de infec¢Ges hospitalares, além da industria farmacéutica
mternacional (OLIVEIRA; SILVA, 2008).

O desenvolvimento da resisténcia bacteriana observada nos
ultimos anos ¢ uma consequéncia dous o indiscriminado de
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antimicrobianos com espectro maior do que necessario, apesar da
diversidade de mecanismos de agdo destes antimicrobianos; o esquema
posoldgico inadequado e ot empo prolongado dot ratamento com
antibidticos (HOEFEL; LAUTERT, 2006; OLIVEIRA; SILVA, 2008).
Uma vez observada a resisténcia ao antibidtico, faz-se necessario o uso
de outras alternativas para combater o0s microrganismos, que
frequentemente estdo associadas a maior toxicidade para os pacientes
(HOEFEL; LAUTERT, 2006). Todavia, estudos mostram que a
utilizacdo de extratos vegetals ou fitofarmacos em pequenas
concentragdes, associados a antibidticos, podem potencializar a agdo de
farmacos ja ineficazes sobre algumas bactérias resistentes. A eficacia da
utilizacdo de pequenas quantidades de extratos vegetais associadas a
antibidticos ¢ u m efeito interessante, uma vez que pode minimizar
possiveis efeitos toxicos. Extratos vegetais apresentam grande potencial
antimicrobiano contra diversos microrganismos; desta forma, estudos
sobre o uso terapéutico das plantas, seja em sua agdo individual ou em
baixas concentragdes associadas a antibioticos, sobre bactérias, devem
ser intensificados. Vale lembrar que estudos de toxicidade 77 vivo devem
ser realizados para o proposito do desenvolvimento de novos farmacos
(NASCIMENTO et al., 2000).

2.5.5 Atividade antifungica

Nas ultimas décadas foi observado um aumento drastico de
casos severos de infecgdo fungica devido ao aumento da populacdo
imunocomprometida, principalmente resultantes de transplantes de
orglos, tratamento de cancer ¢ infecgdo HIV (LIN, 2009; LOPEZ-
MARTINEZ, 2010). Candidoses sdo as micoses emergentes com maior
cfeito, devido a sua frequéncia e g ravidade de suas complicagdes
(LOPEZ-MARTINEZ, 2010). Meningites criptocdcicas, causadas por
Cryptococcus neoformans, sdo observadas na maioria dos pacientes
imunocomprometidos ¢ sdo responsaveis pela morte de cerca de
624.000 pessoas por ano. Representam, ainda, o pr incipal fator de
mortalidade em pacientes com AIDS (LIN, 2009). Paracoccidioides
brasiliensis, um fungo de ocorréncia na América Central ¢ do Sul, ¢
responsavel pela Paracoccidioidomicose (PCM), uma infecgdo pulmonar
caracterizada por lesdes cutaneas e de mucosas, que afeta 10 milhées de
pessoas na América Latina (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993, LORTHOLARY; DENNING; DUPONT, 1999). Os farmacos
mais comumente utilizados para tratamento de pacientes com PCM sdo
sulfonamidas, cetoconazol, itraconazol e anfotericina B, todavia, longos
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periodos de tratamento podem representar um aumento na toxicidade e
custo do tratamento (PANIAGO et al., 2003; TRAVASSOS;
TABORDA; COLOMBO, 2008).

Infelizmente, poucas classes de antifungicos estdo atualmente
disponiveis, os quais apresentam lacunas em seu espectro de agdo ou sdo
toxicos para o homem (LIN, 2009). Um novo desafio no tratamento de
micoses consiste no desenvolvimento de resisténcia apresentada pelos
microrganismos aos agentes antifungicos, principalmente ao fluconazol
¢ itraconazol (LOPEZ-MARTINEZ, 2010).

Em virtude do aumento ¢ da gravidade das infecg¢Ges fungicas, ¢
dos efeitos colaterais dos farmacos utilizados para o tratamento, a
pesquisa por novos agentes antifungicos tem se intensificado nos
ultimos anos. Estudos mostram que diferentes espécies vegetais atuam
como importantes inibidores de leveduras patogénicas como as do
género Candida (LIMA et al., 2000) e criptococose causadas por C.
neoformans var. neoformans ¢ C. neoformans var gattii (PASSOS et al.,
2002).

2.5.6 Citotoxicidade

O crescimento desordenado (anormal) de células que invadem
os tecidos e orgdos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides
do corpo € conhecido como céancer. A metastase € a principal causa de
morte em pacientes com cancer. Estas células que se dividem ese
multiplicam rapidamente sdo incontrolaveis e agressivas, originando a
formagdo de tumores ou neoplasias malignas, como atualmente ¢
conhecido. O cancer se¢ forma a partir de uma tnica célula. A
transformagdo de uma célula normal numa célula cancerosa ¢ u m
processo de multiplos estagios, geralmente uma progressdo de uma
lesdo pré-cancerosa aum tumor maligno, como resultado da interagdo
entre fatores genéticos da pessoa ¢ trés categorias de agentes externos:
carcinogenos fisicos (radiagdo ultravioleta e ionizante), quimicos
(amianto, componentes da fumaca do tabaco, aflatoxina e arsénico) e
carcinogenos biologicos (infecgdes por alguns tipos de virus, bactérias
ou parasitas). O uso de alcool ¢ cigarro, a auséncia de uma dieta
alimentar saudavel e a falta de atividade fisica sdo os principais fatores
de risco do cancer ao redor do mundo (OMS, 2013). O céancer pode ter
inicio em diferentes células do corpo. Quando ocorre em tecidos
epiteliais como pele ou mucosas, ¢ denominado carcinoma. Em tecidos

conjuntivos como 0sso, musculo ou cartilagem ¢ chamado de sarcoma
(INCA, 2013).
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Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) José Alencar
Gomes da Silva, no Brasil, as estimativas para o ano de 2012, validas
também para o ano de 2013 apontam a ocorréncia de aproximadamente
518.510 casos novos de cancer. Os tumores mais incidentes, com
excegdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo o cancer de
prostata (60 mil) e de pulmao (17 mil) para o sexo masculino, mama (53
mil) e colo do ttero (18 mil) para o sexo feminino. A distribuicdo dos
novos casos de cancer entre homens ¢ mulheres no Brasil pode ser
observada na representagdo espacial da Figura 09.
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Figura 09: Representagio espacial das taxas brutas da incidéncia de cancer por
100 mil habitantes no Brasil, para homens e mulheres, estimadas para o ano de
2012/2013. (Fonte: INCA 2013).

O cancer da mama éo tipo de cancer que mais atinge as
mulheres em todo o mundo, tanto em paises em desenvolvimento quanto
em paises desenvolvidos. Em 2012-2013, esperam-se, para o Brasil,
52.680 casos novos de cancer da mama, com um risco estimado de 52
casos a cada 100 mil mulheres. A idade ¢ o principal fator de risco para
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esta neoplasia, sendo que as taxas de incidéncia aumentam rapidamente
até os 50 anos e, posteriormente, esse aumento ocorre de forma mais
lenta. Outros fatores de risco como aqueles relacionados av ida
reprodutiva da mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da
primeira gestagdo acima dos 30 anos, anticoncepcionais orais,
menopausa tardia e terapia de reposigdo hormonal), historia familiar de
cancer da mama, alta densidade do tecido mamario (razdo entre o tecido
glandular ¢ o tecido adiposo da mama) ¢ exposi¢do a radiagdo ionizante
também estdo relacionados ao cancer de mama.

O cancer tem se tornado um problema de saade publica mundial nas
ultimas décadas devido a precariedade no tratamento, gravidade dos
casos ¢ das estimativas assustadoras para a incidéncia de casos de cancer
nos proximos anos. A exemplo do taxol, importante agente utilizado no
tratamento de cancer ¢1i solado primeiramente de Taxus brevifolia,
produtos naturais sdo uma rica fonte de pesquisa de novos farmacos para
o tratamento de diversas doengas (CORREA, 1995; CRAGG, 1998).

2.5.7 Atividade anti-inflamatoria

O processo inflamatorio ¢ uma tentativa do or ganismo de se
defender de qualquer agressfio externa, que envolve um conjunto de
reacdes celulares do sistema imunologico e vascular. Esta associado a
varias doengas de origem infecciosa ou ao sistema imunoldgico
(NEWTON; DIXIT, 2012). Contudo, quando esta resposta se torna
exacerbada, pode lesionar severamente o tecido causando disfungdo do
orgdo envolvido neste processo (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004).

Os sinais visiveis caracteristicos da inflamagdo sdo rubor, calor,
edema ¢ dor. Além de eventos celulares como migracdo de leucocitos
polimorfonucleares (PMNs) ¢ mononucleares e fagocitose (GILROY et
al, 2004; PHILLIPSON; KUBES, 2011; SHI: PAMER, 2011).
Juntamente com a migragdo de leucdcitos para o local da inflamagéo,
ocorre a passagem de proteinas plasmaticas, dando origem ao edema ou
inchago do local (POBER; SESSA, 2007).

A inflamagdo pode ser dividida em aguda ecr Onica,
dependendo do tempo de duragdo dos eventos relacionados ao processo
inflamatdrio e caracteristicas patologicas (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004). A inflamacdo aguda compreende algumas horas até
dias e ¢ caracterizada pelo aparecimento dos sinais clinicos como
vermelhiddo, calor e formagdo do edema (LAWRENCE;
WILLOUGHBY; GILROY, 2002; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
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2004; LAWRENCE; GILROY, 2007; NEWTON; DIXIT, 2012). A
inflamagédo cronica tem duracdo prolongada, estendendo-se de semanas
a meses (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004), ¢ car acteriza-se
por processo inflamatorio ativo com tentativas seguidas de reparo dos
tecidos lesionados (GILROY et al., 2004).

A inflamagdo pleural oupl eurisia pode ser reproduzida
experimentalmente em roedores através da administracdo de agentes
pré-inflamatorios na cavidade pleural, como a carragenina, extraida de
algas marinhas, que uma vez administrada desencadeia eventos
caracteristicos do processo inflamatorio (SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1996; MOORE, 2003; MOORE; AYOUB; SEED, 2010).
Este modelo experimental reproduz os eventos principais da inflamagao
aguda de forma similar a humana (JANTZ, ANTONY, 2008; MOORE;
AYOUB; SEED, 2010), sendo util para investigar o pa pel dos
mediadores ev 1as envolvidas na inflamagdo eo s efeitos anti-
inflamatdrios de novos agentes terapéuticos (MOORE, 2003; MOORE;
AYOUB; SEED, 2010).

2.5.8 Atividade anti-hiperglicémica

O diabetes mellitus ¢ uma doengca que ocorre quando o
organismo deixa de produzir insulina ou quando esta deixa de atuar de
forma eficaz. Como consequéncia, ha o aumento da taxa de glicose no
sangue, o que ¢ conhecido como hiperglicemia (BRASIL, 2013).

Ha trés tipos de diabetes: diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 ¢
diabetes gestacional. No diabetes tipo 1, conhecido como diabetes
insulinodependente, a producdo de insulina do pancreas ¢ insuficiente,
sendo necessario que os portadores deste tipo de diabetes administrem
injegdes diarias de insulina para manter a glicose no sangue em valores
normais. E mais comum em criangas, adolescentes ou adultos jovens.
Diabetes tipo 2, oun &do insulinodependente, corresponde a 90% dos
casos de diabetes. Ocorre geralmente em pessoas obesas com mais de 40
anos de idade embora também seja comum em pessoas com maus
habitos alimentares, sedentarismo ¢ estresse. O terceiro tipo, o diabetes
gestacional, pode ser observado pela elevacdo da glicose no sangue
durante a gravidez, o que geralmente é normalizado apods o parto. No
entanto as mulheres que apresentam ou apresentaram diabetes
gestacional, possuem maior risco de desenvolverem diabetes tipo 2
tardiamente, o mesmo ocorrendo com os filhos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2013).
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O diabetes ¢ uma epidemia que ja afeta mais de 200 milhGes de
pessoas no mundo. Até 2025, a previsdo ¢ de que esse numero chegue a
380 milhdes. A doenga apresenta altos indices de novos casos e
mortalidade, que além do impacto social, representa um elevado custo
financeiro para os sistemas de saude (BRASIL, 2013).

2.5.9 Atividade antinociceptiva

A dor ¢ um dos sistemas responsaveis pelo controle da
homeostasia corporal, sendo um sintoma clinicamente importante para
detecgdo e av aliagdo de diversas doengas no homem (WALL, 1999;
LOESER; TREEDE, 2008). De acordo com a Associagdo Internacional
para o Estudo da Dor, a dor é “uma experiéncia emocional ¢ sensorial
desagradavel associada com uma les@o tecidual real ou potencial ou
descrita em termos de tal lesdo” (LOESER; TREEDE, 2008).

A percepcdo da dor ¢ complexa, pois ¢ influenciada por fatores
fisiologicos e psicologicos, sendo, portanto, avaliada em animais de
forma indireta. O componente fisiologico da dor é conhecido como
nocicep¢do, que pode ser entdo avaliado em modelos animais apos o
estimulo nociceptivo (JULIUS; BASBAUM, 2001; TIOLSEN; HOLE,
1997).

Os nociceptores, receptores dos estimulos nociceptivos
localizados na epiderme sdo sensiveis a diferentes estimulos que podem
ser térmicos, mecanicos ou quimicos (BESSON; CHAOUCH, 1987,
DRAY, 1997, BESSON, 1999; KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL,
2003; MILLAN, 1999), sendo a duragdo do evento de ativagdo destes
nociceptores o fator determinante para a dor ser chamada de aguda ou
cronica. Na dor aguda, a ativacdo dos nociceptores ocorre em resposta a
alguma lesdo tecidual. Se a dor persistir mais que alguns dias ou
semanas, entdo passa aser considerada como dor crénica (LOESER;
MELZACK, 1999).

Atualmente, a industria farmacéutica conta com um numero
crescente de principios ativos isolados de plantas medicinais para
clucidagdo e tratamento de diversas doengas. Desta forma, a pesquisa ¢ a
busca de novos compostos com interesse terapéutico a partir dos
recursos naturais tem adquirido popularidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o e studo fitoquimico biomonitorado das espécies
Croton antisyphiliticus Martius e Croton heterodoxus Baillon. Isolar e
caracterizar os metabdlitos majoritarios através de técnicas
cromatograficas ¢ es pectroscopicas, respectivamente, ¢ av aliar as
atividades biologicas dos extratos, fragdes e compostos isolados através
de diversos ensaios.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Coletar as espécies para o estudo na regido dos Campos Gerais,
Ponta Grossa — PR — BR ¢ realizar a identificacdo botanica.

= Obter ¢ fracionar os extratos brutos das espécies selecionadas.

= [solar, através de métodos cromatograficos, metabolitos
secundarios presentes nas espécies selecionadas.

* Identificar os metabdlitos isolados através das técnicas
espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear de carbono
¢ hidrogénio, na regido do infravermelho ¢ espectrometria de
massas.

= Identificar os metabdlitos presentes nos extratos e f ragdes
através da técnica de eletroforese capilar.

* Analisar alguns dos compostos isolados através de
cristalografia de raios-X.

= Avaliar os parametros relacionados a atividade antioxidante tais
como conteudo fendlico, teor de flavonoides, potencial redutor
do ion férrico, inibigdo da peroxidacdo lipidica ¢ ensaio de
DPPH dos extratos, fragdes ¢ compostos isolados das duas
espécies vegetais.

» Correlacionar os resultados dos ensaios antioxidantes ao
conteiido de compostos fenodlicos e teor de flavonoides
presentes nos extratos vegetais e fragoes.

= Avaliar atoxicidade dos extratos e fragdes das duas espécies
vegetais através do teste de letalidade utilizando larvas de
Artemia salina.

=  Avaliar o potencial inibitorio frente a enzima acetilcolinesterase
dos extratos, fracdes e compostos isolados das espécies
vegetais.
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Avaliar o potencial antimicrobiano através de testes
antibacteriano ¢ antifiingico dos extratos, fracdes e compostos
1solados e identificar os compostos bioativos das duas espécies
de Croton estudadas.

Avaliar aci totoxicidade dos extratos, fragGes e compostos
1solados das duas espécies vegetais frente a diferentes linhagens
de células tumorais humanas.

Avaliar os efeitos dos extratos, fragdes ¢ compostos isolados da
espécie Croton antisyphiliticus em modelos in vivo de atividade
antinflamatéria ¢ identificar os principais compostos
responsaveis pela agdo.

Avaliar os efeitos de triterpenos bioativos isolados da espécie
Croton heterodoxus em modelos in vivo de atividade anti-
hiperglicémica.

Avaliar os efeitos de triterpenos bioativos isolados da espécie
Croton heterodoxus em modelos in vivo de atividade
antinociceptiva.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Materiais utilizados ¢ equipamentos

Todos os solventes ¢ reagentes utilizados no de senvolvimento
deste trabalho foram de grau analitico PA. O reagente de Folin-
Ciocalteu, DPPH  (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e tween 80
(polioxietilenosorbitano monoleato), utilizados nos bioensaios foram
obtidos da Sigma-Aldrich. Os cistos de Artemia salina e o sal marinho
foram adquiridos em lojas de aquario. A enzima acetilcolinesterase foi
adquirida da Sigma na forma de po liofilizado do peixe elétrico tipo VI-
S.

Para o procedimento de isolamento e purificagdo dos compostos
por cromatografia em coluna (CC) no modo gradiente de polaridade
utilizou-se como fase estacionaria silica gel 0,063 - 0,2 mm (70-230
mesh) e para cromatografia em coluna reldmpago no modo isocrastico,
silica gel 0,04 - 0,063 mm (230-400 mesh).

As fragdes e compostos obtidos foram analisados através de
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se placas de
aluminio recobertas com silica gel 60 (5 a 40 um) GF254, Merck, ¢ 0,25
mm de espessura. As substancias separadas nas placas cromatograficas
foram visualizadas utilizando varios reveladores: visualizagdo sob
lampada de UV 254 nm ¢ 365 nm , revelagdo em camara de iodo,
revelacdo com reagente cloreto férrico 5% e com reagente anisaldeido-
sulfurico (acido sulfurico concentrado, acido acético glacial e
anisaldeido 5:1:5 v/v/v em etanol) seguido de aquecimento a 110° C.
Para evaporacdo dos solventes utilizou-se um evaporador rotatorio
Fisatom-802; (Fisatom) sob pressdo reduzida (460 mm Hg; Vacuum Q-
355A2; Quimis).

Para determinagdo dos pontos de fusdo dos compostos isolados,
utilizou-se um aparelho digital Micro Quimica MQA PF — 301. Este
equipamento ¢ provido de lupa para a visualizagdo da fusdo da amostra e
uma chapa aquecida, sobre o qual ¢ colocada a amostra entre a lamina e
laminula.

Para a obtengdo dos espectros dos compostos isolados na regido
do infravermelho (IV), utilizou-se o espectrometro Perkin Elmer FTIR
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16 PC, com as amostras preparadas em pastilhas de KBr, grau
espectroscopico, sendo os valores registrados de 4000 a 400 cm™.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono foram obtidos utilizando-se o espectrometro Varian AS-400,
operando em 400 MHz para 'H ¢ 100 MHz para °C. As amostras foram
dissolvidas em metanol, cloroférmio, dimetilsulfoxido e piridina
deuterados, de acordo com a solubilidade, empregando-se
tetrametilsilano (TMS) como referéncia. Os deslocamentos quimicos (J)
foram registrados em valores adimensionais, a constante de acoplamento
J em Hz, ¢ a multiplicidade dos sinais foram indicadas como s =
simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto e m = multipleto.

Para aes pectroscopia na regido do ultravioleta utilizou-se o
aparelho espectrofotometro da Perkim Elmer UV-VIS, com varredura
entre 300 ¢ 700 nm e cubetas de quartzo com caminho optico de 1 cm.

As analises de ecletroforese capilar foram realizados em um
cquipamento  HP'°CE (Agilent Technologics), equipado com um
detector UV de arranjo de diodo, ajustado em 390 nm. A aquisi¢do dos
dados foi realizada com o software HP Chem Station, rev. B.04.03. A
cela do capilar foi ajustada para 25° C em todos os experimentos. As
analises ESI-Q-TOFMS foram realizadas em um espectémetro de
massas micrOTOF Q-II (Bruker Daltonics Inc.) equipado com uma
bomba de seringa automatica para inje¢cdo da amostra (KD Scientific).
Os dados foram processados utilizando os oftware Bruker Data
Analysis, versdao 4.0 ( Bruker Daltonics Inc.). As analises de CLAE
foram realizadas utilizando um equipamento Shimadzu (Shimadzu
Corporation) com detector UV/vis SPD-10AV-VP (monitorando a 280
nm), um injetor manual ¢ software Shimadzu Class-VP.

4.1.2 Material vegetal

A espécie Croton antisyphiliticus Martius foi coletada na Usina
Sdo Jorge, de coordenadas UTM 594048 ¢ 7231888 (Figura 10, a), ¢ a
espécic Croton heterodoxus Baillon no Abrigo Rio Pitangui sob as
coordenadas UTM 593095 ¢ 7231847 (Figura 10, b), na regido dos
Campos Gerais, no municipio de Ponta Grossa, Parana — BR, nos meses
de abril, junho e novembro de 2010, ¢ abril de 2011 em parceria com o
projeto "Identificagdo de espécies para restauracdo de ecossistemas
impactados pela silvicultura no entorno do manancial de Alagados", sob
a coordenacgdo de Rosemeri Segecin Moro, da Universidade Estadual de
Ponta Grossa. As espécies foram coletadas por comparagdo com
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exsicatas depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, indexado no Index Kewensis como HUPG, com tombos de
numero 1576 para C. antisyphiliticus ¢ 11759 para C. heterodoxus. As
espécies coletadas foram identificadas pelo Prof. Dr. Daniel de
Barcellos Falkenberg, por comparagdo com exsicatas ja depositadas no
herbario FLOR da Universidade Federal de Santa Catarina, no
Departamento de Botanica, com codigos FLOR 37688 ¢ FLOR 37689,
respectivamente.

(@) O
Figura 10. Pontos de coleta das espécies vegetais no entorno do manancial de
Alagados, Ponta Grossa — PR — BR. (a) Usina Sdo Jorge e (b) Abrigo Rio
Pitangui.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparagdo dos extratos vegetais

O material vegetal (folhas e caules de C. antisyphiliticus e C.
heterodoxus), apds coleta e1 dentificacdo, foi seco em estufa com
circulagdo de ar a 50° C. Apds a secagem, as folhas foram separadas dos
caules e trituradas em liquidificador comum devidamente limpo e seco,
¢ submetido ao procedimento de maceracdo em ctanol hidratado 96%
durante sete dias. Os caules foram cortados manualmente em partes
menores ¢ submetidos a m aceragdo também em etanol hidratado 96%
durante sete dias. Os extratos totais das partes aéreas das duas espécies
foram preparados da mesma maneira. O extrato obtido foi filtrado ¢ o
solvente extrator evaporado sob vacuo em rota-evaporador (a
temperatura de 60° C) até 1/3 do volume inicial. O solvente evaporado
foi recuperado e posteriormente reutilizado para nova maceragdo. Este
procedimento foi realizado por mais duas vezes durante sete dias para as
folhas, ep or mais quatro vezes durante sete dias para os caules,
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resultando no Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBH) das Folhas e Extrato
Bruto Hidroalcodlico dos Caules, respectivamente, para C. heterodoxus
e C. antisyphiliticus. Além dos extratos citados anteriormente, preparou-
se também o Extrato Bruto Aquoso (EBW) Total de C. antisyphiliticus.
As partes aéreas de C. amtisyphiliticus (2051,0 g) secas e trituradas
foram submetidas a extragdo com etanol a 96% durante o periodo total
de 21 dias, sendo removido o etanol a cada 7 dias. O extrato bruto
hidroalcodlico obtido foi reservado. Em seguida, realizou-se nova
extragdo com uma mistura etanol:H,O (1:1) durante sete dias. O Extrato
Bruto Aquoso (EBW) foi entdo submetido ao fracionamento
cromatografico.

4.2.2 Fracionamento cromatografico

Os extratos brutos hidroalcodlicos (EBH) obtidos no
procedimento anterior foram submetidos a um fracionamento por
particionamento liquido-liquido com solventes de polaridade crescente
(hexano, acetato de ctila ¢ agua) resultando nas frages hexano, acetato
de etila e aquosa, respectivamente, conforme ilustrado na Figura 11. As
fragcdes obtidas foram submetidas ab ioensaios er eservadas para
posterior fracionamento cromatografico. Devido as suas caracteristicas,
o extrato bruto aquoso (EBW) de Croton antisyphiliticus foi submetido
diretamente ao fracionamento cromatografico. As fragdes aquosas
obtidas a partir dos EBH de C. heterodoxus ¢ o EBW de Croton
antisyphiliticus foram submetidos ao fracionamento cromatografico com
silica gel desativada com 15% de agua. Para cada 100 g de silica,
adicionaram-se 15 mL de agua destilada que fo1 submetida, em baldo de
fundo redondo, a pressdo reduzida com temperatura ambiente em
evaporador rotatorio para adsor¢do da agua.
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Maceragio em Material vegetal Maceragio em
etanol:H20 (1:1) seco e moido etanol 86%

Extrato Bruto ’

Extrato Bruto
Aquoso (EBW)
C. antisyphiliticus

. : Hidroalcodlico (EBH)
— C. heterodoxus

Particdo liquido-liquido

Fragdo Acetato ] Fragio Aquosa

[ Fragdo Hexano ]

| Bioensaios I <

Fracionamento Fraci
Cromatogrifico raclonImenio
em Coluna Cromatografico
em Coluna

Figura 11: Obtengdo e fracionamento dos extratos das espécies vegetais C.
antisyphiliticus e C. heterodoxus.

4.2.2.1 Separacio cromatografica das fracdes de C. antisyphiliticus e

C. heterodoxus

As seguintes fragGes foram submetidas a cr omatografia em
coluna para separacdo dos compostos:

4.2.2.1.1 Extrato Bruto Aquoso Total de Croton antisyphiliticus
(CATW)

De 2051 g de planta obteve-se 157,17 g do extrato bruto total
aquoso (EBW) de C. antisyphiliticus. Parte deste extrato (55 g) foi
solubilizado em uma mistura etanol:agua (1:1) e adsorvido em silica, e
em seguida submetido ao fracionamento cromatografico em uma coluna
de silica gel 60 desativada com 15% de agua. A pastilha fo1 preparada
na proporgédo de 2:1 (silica:fragdo). A coluna foi eluida com acetato de
ctila e quantidades crescentes de etanol (0-100%) ¢ metanol, resultando
em 46 fracdes (125 mL cada). As fragbes 2-3 (100% acetato de ctila)
foram reunidas e a pos sucessivas lavagens com acetato de etila
forneceram 0,7865 g (1,43%) de quercetina (6) na forma de um fino
solido amarelo. As fragdes 12-24 (85:15 acetato de ctila-etanol) foram
reunidas e purificadas com acetato de etila, e f orneceram 1,8205 g
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(3.31%) de vitexina (3) também na forma de um fino sélido amarelo. As
fragdes 45-47 (100% metanol) foram reunidas e purificadas com etanol,
fornecendo 2,3265 g (4,23%) de acido quinico (5) na forma de um fino
solido marrom claro.

Vitexina (3): P6 amarelo; pf. >280° C; CCD Rf 0,8 (75:20:3:2 acetato de
etila-H,0-4cido formico-acido acético); IV (KBr) vy cm™ 3380, 3261,
2961, 1652, 1612, 1363. RMN 'H (Pir, ppm) & 6,84 (s, H-3): 6,73 (s, H-
6); 8,30 (d, H-2’, H-6") J=8.30 Hz: 7.30 (d, H-3’, H-5") J=8.30 Hz; 5.97
(d, H-1"") J=9,55 Hz; 4,24 (nd*, H-3”, H-4”, H-57); 4,57 (nd*, H-2”, H-
6): 13,97 (s, OH quelado) . RMN "°C (Pir, ppm) & 162.4 (C-2); 103.4
(C-3); 1833 (C-4); 165,1 (C-5); 99.4 (C-6); 164.8 (C-7): 1063 (C-8);
157.,5 (C-9); 105,5 (C-10); 1227 (C-1"); 129,9 (C-2°, C-67); 117.1 (C-
3%, C-5%); 1629 (C-4); 75,7 (C-1): 73,2 (C-27); 81,0 (C-3): 72.5 (C-
47); 83,7 (C-5); 63,2 (C-67). nd* nio definido.

Acido Quinico (5): P6 marrom claro; pf 165,8-167,2° C; IV (KBr) vy
cm™ 3412, 2926, 1612. RMN 'H ¢ "°C ndo resolvidos. HRMS (ESI")
m/z: calculado para C;H1,0s [M-H]: 191.0561; encontrado, 191.0556.

Quercetina (6): P6 amarelo; pf. >280° C; CCD Rf 0,5 (60:40 acetato de
etila-hexano); IV (KBr) vy cm™ 3413, 3295, 2924, 1664, 1610, 1261.
RMN 'H (Pir, ppm) & 6,78 (d, H-6) J=2.34 Hz; 6,75 (d, H-8) J=2.34 Hz;
8,14 (dd, H-2") J=8.60 ¢ 2,34 Hz; 7.42 (d, H-3) J=8,60 Hz; 8,66 (d, H-
6’) J=1,95 Hz; 13,38 (s, OH quelado). RMN "°C (Pir, ppm) & 1463 (C-
2): 136,5 (C-3); 175.8 (C-4); 161,0 (C-5); 97,7 (C-6); 164,1 (C-7); 92.8
(C-8): 156.0 (C-9); 103,0 (C-10); 122.6 (C-17); 121,6 (C-27); 119.6 (C-
3°): 147.9 (C-4°); 145,6 (C-5°); 115,2 (C-6).

4.2.2.1.2 Fragdo Hexano dos Caules de C. heterodoxus (CHCH)

De 1628.5 g de caules obteve-se 152,51 g do ¢ xtrato bruto dos
caules. Este extrato foi submetido ao fracionamento liquido-liquido,
resultando nas fragGes hexano, acetato de etila ¢ aquosa.

Parte da fracdo hexano dos caules de C. heferodoxus (25 g) foi
submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de silica gel 60.
A pastilha foi preparada com silica gel 60 na propor¢do de 2:1
(silica:amostra) e aco luna foi cluida com hexano e quantidades
crescentes de acetato de etila (0—100%), resultando em 155 fra¢Ges de
125 mL cada. As fragdes 17-20 (85:15 hexano:AcOEt) foram reunidas ¢
apos sucessivas lavagens com AcOEt forneceram 1,1026 g de fern-
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9(11)-eno-20-0l-3-0x0 (7) na forma de um fino sélido branco. Fragdes
24-25 (80:20 hexano:AcOEt) foram reunidas, lavadas com AcOEt e
forneceram 0,6231 g de 3p-hidroxihop-22(29)eno (8) na forma de um
fino solido branco. As fragdes 37-40 (80:20 hexano:AcOEt) foram
reunidas, lavadas com hexano ¢ forneceram 00,6012 g de cristais em
forma de agulhas de P-sitosterol (9). Fragbes 69-75 (70:30
hexano:AcOEt) foram reunidas, lavadas com AcOEt e f orneceram
3,7428 g de fern-9(11)-eno-2a,3p-diol (10) inicialmente na forma de um
fino sélido branco. Apos recristalizagdo em mistura de hexano AcOEt
(70:30), obteve-se cristais adequados para analise por cristalografia de
raios-X. As fragdes 115-116 (60:40 hexano:AcOEt) foram reunidas,
lavadas com AcOEFEt e forneceram 1,6100 g de 2a.3[,23-trihidroxiolean-
12-eno (11) na forma de um fino sélido branco, que apos recristalizagdo
em CH,CIl, forneceu cristais adequados para analise por cristalografia de
raios-X.

Fern-9(11)-eno-2a-ol-3-oxo (7): Fino sélido branco; HRMS (ESI)
m/z: calculado para CsHsO, [M+Na]: 463.3547; encontrado
463,3545. pf. 184,8-186,3°C; CCD Rf 0,63 (80:20 hexano-acetato de
etila); IV (KBr) vma cm™ 3500, 3431, 2971, 2958, 2944, 2877, 1709,
1644, 1472, 1389, 1379, 1002. RMN 'H (CDCls, ppm) & 2.64 (dd)
J=12.89 € 6,25; 1,41 (m) (H-1); 4,59 (m) J=12,83 € 6,28 (H-2); 1,72 (m)
(H-5); 1,76 (m) (H-6); 1,65 (m) (H-7); 2,07 (d) J=13,67 (H-8); 5,42 (dd)
J=508 e 2,73 (H-11); 1,65 (d) J=2,34 (H-12); 1,25 (m) (H-15); 1,42
(m); 1,37 (m) (H-16); 1,55 (m) (H-18); 1,33 (m); 1,21 (m) (H-19); 1,79
(m) (H-20); 0,95 (d) J=9,96 (H-21); 1.42 (m) (H-22); 1,13 (s) (H-23);
1,18 (s) (H-24); 1,39 (s) (H-25); 0,76 (s) (H-26); 0,78 (s) (H-27); 0,75
(s) (H-28); 0.84 (d) J=6.44 (H-29); 0,90 (d) J=6,64 (H-30). RMN “C
(CDCl;, ppm) 6 49,7 (C-1); 69,3 (C-2); 216.4 (C-3); 37,6 (C-4); 47,2
(C-5); 17,5 (C-6); 19,0 (C-7); 39,6 (C-8); 1484 (C-9); 47,1 (C-10);
117.5 (C-11); 36,5 (C-12); 38,2 (C-13); 36,7 (C-14); 29,2 (C-15); 36,0
(C-16); 42,8 (C-17); 51,8 (C-18); 20,0 (C-19); 28,1 (C-20); 59,5 (C-21);
30,7 (C-22); 24,1 (C-23); 21,6 (C-24); 25,1 (C-25); 15,3 (C-26); 15,8
(C-27); 13,9 (C-28); 22,9 (C-29); 22,0 (C-30).

3p-hidroxihop-22(29)eno  (8): Fino  solido  branco  (80:20
hexano:AcOEt); pf 2445-2523° C; CCD Rf 0,50 ( 80:20
hexano:AcOEt); MM 426,72 g mol™”. IV (KBr) U cm™ 3422; 2917-
2849; 1733cm™. RMN 'H (CDCls, ppm) & 1,68 (m) (H-1); 0,95 (m) (H-
2); 3,20 (dd) J=11,52 ¢ 5,27 (H-3); 0,67 (m) (H-5); 1,68 (m) (H-6); 2,34
(m) (H-7); 1,25 (H-9); 2,12 (m) (H-11); 1,55 (m) (H-12); 1,22 (H-13);
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1,38 (m) (H-15); 0,90 (m) (H-16): 0,65 (m) (H-17); 2,00 (m) (H-19):
1,43 (m) (H-20): 1,45 (m) (H-21); 1,03 (s) (H-23): 0,76 (s) (H-24); 0,79
(s) (H-25): 0,97 (s) (H-26): 0,94 (s) (H-27): 0,72 (s) (H-28): 4,78 (sl)
(H-29): 1,75 (s) (H-30). RMN “C (CDCls, ppm) & 38,8 (C-1): 31,9 (C-
2); 79,0 (C-3): 29.4 (C-4); 55.1 (C-5): 18.4 (C-6); 33.3 (C-7): 41,7 (C-
8): 50,3 (C-9): 37.1 (C-10); 21,0 (C-11); 22,7 (C-12); 49,4 (C-13); 42,0
(C-14); 33,6 (C-15); 21,6 (C-16); 54,8 (C-17); 44,8 (C-18): 41,9 (C-19);
23.9 (C-20); 46,4 (C-21); 148.7 (C-22): 28.0 (C-23): 16,7 (C-24); 14.1
(C-25); 16,1 (C-26): 16,6 (C-27); 15,8 (C-28); 110,1 (C-29): 25.0 (C-
30).

p-sitosterol (9): Cristais em forma de agulha incolores (80:20
hexano:AcOEt); p.f. 124,0-129,7° C; CCD Rf 0,36 (80:20 hexano-
AcOEY). IV (KBr) vy cm™ 3427; 2960-2850; 1639. RMN 'H (CDCl,,
ppm) & 1,02 (s) (H-18); 1,26 (s) (H-19); 0,69 (s) (H-21); 0,85 (s) (H-
26); 0,83 (s) (H-27); 0,81 (s) (H-29). RMN "*C (CDCls, ppm) & 37.2 (C-
1); 31,6 (C-2); 71,8 (C-3); 42.3 (C-4); 140,7 (C-5); 121,7 (C-6); 31,9
(C-7); 31,9 (C-8); 50,1 (C-9); 36,5 (C-10); 21,1 (C-11); 39,8 (C-12);
42.3 (C-13); 56,8 (C-14); 24,3 (C-15); 28,2 (C-16); 56,0 (C-17); 12,0
(C-18); 19,8 (C-19); 36,1 (C-20); 18,8 (C-21); 33,9 (C-22); 26,0 (C-23);
45,8 (C-24); 29,1 (C-25); 19.4 (C-26); 19,0 (C-27); 23,0 (C-28); 11,8
(C-29).

Fern-9(11)-eno-2a,3p-diol (10): Cristais incolores (70:30 hexano-
acetato de etila); HRMS (ESI") m/z: calculado para Cs,Hs00, [M+Na]":
465,3703; encontrado 465,3704; pf. 167,3-172,8°C; CCD Rf 0,46 (60:40
hexano-acetato de etila); IV (KBr) vy cm™ 3557, 3395, 2949, 2867,
1642, 1471, 1454, 1379, 1054. RMN 'H (CDCls, ppm) & 2.25 (dd)
J=12,50 ¢ 4,30; 1,22 (m) (H-1); 3,69 (m) J=11,87; 9.31 ¢ 4,37 (H-2);
3,01 (d) J=9,37 (H-3); 1,35 (m) (H-5); 0,79 (m) (H-6); 1,63 (m) (H-7);
2,08 (d) J=11,32 (H-8); 5,35 (dd) J=5,27 € 2,73 (H-11); 1,64 (m); 1.41
(m) (H-12); 1,29 (m) (H-15); 1,66 (m) (H-16); 1,54 (m) (H-18); 1,25
(m) (H-19); 1,05 (m) (H-20); 0,98 (d) J=9,57 (H-21); 1,44 (m) (H-22);
1,01 (s) (H-23); 0,91 (s) (H-24); 1,14 (s) (H-25); 0,74 (s) (H-26); 0,81
(s) (H-27); 0,76 (s) (H-28); 0,84 (d) J=6,64 (H-29); 0,89 (d) J=6.44 (H-
30). RMN "C (CDCls, ppm) & 47,2 (C-1); 69,2 (C-2); 83,5 (C-3); 39,2
(C-4); 443 (C-5); 17,7 (C-6); 18,9 (C-7); 39,8 (C-8); 150,1 (C-9); 39,0
(C-10); 116,6 (C-11); 36,6 (C-12); 36,7 (C-13); 37,6 (C-14); 29,2 (C-
15); 36,1 (C-16); 42,9 (C-17); 51,9 (C-18); 20,1 (C-19); 28,2 (C-20);
59,6 (C-21); 30,7 (C-22), 27,9 (C-23); 16,2 (C-24); 26,1 (C-25); 15,3
(C-26); 15,8 (C-27); 13,9 (C-28); 23,0 (C-29); 22,1 (C-30).
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2a,3p,23-trihidroxiolean-12-eno (11): Cristais incolores (CH,Cl,);
HRMS (ESI") m/z: calculado para Cs;Hs0O; [M+Na]": 481,3652;
encontrado 481,3651. pf. 243,6-244,4°C; CCD Rf 0,26 (40:60 hexano-
acetato de etila); IV (KBr) vmsx cm™ 3461, 3376, 3323, 2972, 2943,
2915, 2877, 2857, 1644, 1462, 1379, 1056. RMN 'H (CDCls, ppm) &
2,05 (m); 0,94 (m) (H-1); 3,90 (m) (H-2); 3,20 (d) J=8.99 (H-3); 0,96
(m) (H-5); 1,62 (m) (H-6); 1,40 (m); 0,87 (m) (H-7); 1,92 (m) (H-11);
5,19 (dd) J=3,95 e 3,13 (H-12); 1,25 (m) (H-15); 0,80 (m) (H-16); 1,94
(m) (H-18); 1,66 (m); 1.11 (m) (H-19); 1,22 (m) (H-21); 1,23 (m); 1,40
(m) (H-22); 4,10 (d) J=11,33; 3,40 (d) J=11,33 (H-23); 1,30 (s) (H-24);
0,97 (s) (H-25); 0,94 (s) (H-26): 1,13 (s) (H-27); 0,83 (s) (H-28); 0,88
(s) (H-29); 0,87 (s) (H-30). RMN "°C (CDCls, ppm) & 46.4 (C-1); 69,1
(C-2); 85,4 (C-3); 43,2 (C-4); 55,8 (C-5); 18,4 (C-6); 32,7 (C-7); 39,8
(C-8); 47,7 (C-9); 38,1 (C-10); 23,8 (C-11); 121,3 (C-12); 1452 (C-13);
41,7 (C-14): 26,0 (C-15); 26,8 (C-16); 32,4 (C-17); 47.1 (C-18); 46,7
(C-19); 31,1 (C-20); 34,7 (C-21); 37,1 (C-22); 65,6 (C-23); 22,9 (C-24);
17.4 (C-25); 16,7 (C-26); 26,0 (C-27); 28,4 (C-28); 33,3 (C-29); 23,6
(C-30).

4.2.2.1.3 Fragdo Acetato de Etila dos Caules de C. heterodoxus
(CHCA)

Parte da fragdo acetato de etila dos caules de C. heterodoxus (40
¢) foi submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de silica
gel 60. A pastilha foi preparada com silica gel 60 na proporgdo de 2:1
(silica:amostra) e eluida com hexano e quantidades crescentes de acetato
de etila (0-100%) e etanol (0-100%) resultando em 200 fra¢des de 125
mL cada. As frages 55-61 (80:20 hexano:AcOEt) foram reunidas e
apos sucessivas lavagens com AcOEt forneceram 0,6022 g de
pachypodol (12) na forma de um fino soélido amarelo claro. As fragGes
146-150 (100% AcOEt) foram reunidas, lavadas com AcOEt e
forneceram 0,1021 g de catequina (13) na forma de um fino soélido
amarelado.

Pachypodol (12): Fino solido amarelo claro (80:20 hexano:AcOEt); p.f.
198,8-202,1° C. IV (KBr) vpaccm™ 3559, 3420, 2950, 1646, 1636, 1383.
RMN 'H (CDCls, ppm) & 12.65 (s) (H-5); 6,38 (d) J=2.21 (H-6); 6.46
(d) J=2.21 (H-8); 7.71 (d) J=1,95 (H-2"); 7.07 (d) J=8.24 (H-5); 7.67
(dd) J=8.60 ¢ 1,95 (H-6"); 3.86 (s) H-(O-CH3 — C3); 3,89 (s) H-(O-CH3
— C7): 3,99 (s) H-(O-CH3 — C3°). RMN "*C (CDCl, ppm) & 156.0 (C-
2): 139.6 (C-3); 162.0 (C-5); 97.8 (C-6); 165.4 (C-7); 92.2 (C-8); 156,7
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(C-9); 1064 (C-10); 122.4 (C-1): 110,9 (C-2"); 146,3 (C-3"); 1483 (C-
47): 114,6 (C-57); 122,7 (C-6); 60,2 (O-CH3 — C3): 55,8 (O-CH3 — C7):
56,1 (O-CH3 - C3").

Catequina (13): Fino solido amarelado (100% AcOEt), p.f. 166,5-
173,8° C. IV (KBr) vyax cm™ 3332, 2920-2850, 1621, 1200-1400. RMN
'H (Acetona, ppm) & 4,57 (d); J=7.88 Hz (H-2); 3,99 (m) (H-3); ax 2,58
(dd); J=16,00 ¢ 8,49 Hz, eq ~ 2,85 (H-4); 6,03 (d); J=2,34 Hz (H-6);
5,88 (d); J=2.,46 Hz (H-8); 6,89 (d); J=1,60 Hz (H-2"); 6,82 (d); J=7.75
Hz (H-5%); 6,77 (dd); J=8.37 ¢ 1,72 Hz (H-6"). RMN “C (Pir, ppm) &
83,5 (C-2); 68,5 (C-3); 30,3 (C-4); 97,0 (C-6); 96,5 (C-8); 101,3 (C-10);
131,0 (C-1°); 116,4 (C-2°); 1474 (C-3°); 1474 (C-4’), 116,6 (C-5);
120,0 (C-6").

4.2.2.1.4 Fracdo Aquosa dos Caules de C. heterodoxus (CHCW)

A fragdo aquosa dos caules de C. heterodoxus (41,7 g) foi
submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de silica gel
desativada com 15% de agua. A pastilha foi preparada com silica gel 60
na proporgdo de 2:1 (silica:amostra) ¢ eluida com hexano e quantidades
crescentes de acetato de etila (80—100%) e metanol (0-60%) resultando
em 96 fragGes de 125 mL cada. As fragdes 14-18 (100% AcOEt) foram
reunidas e apos sucessivas lavagens com AcOEt forneceram 0,5052 g de
astragalina (14) na forma de um fino sélido amarelo.

Astragalina (14): Fino solido amarelo (100% AcOEt), p.f. 2215 -
228,5° C. IV (KBr) Umax cm™ 3402, 2917, 2850, 1661, 1180. RMN 'H
(MeOD, ppm) & 6,05 (d); J=2.35 Hz (H-6); 6,25 (d); J= 2,34 Hz (H-8);
791 (d); J= 8,99 Hz (H-2"); 6,74 (d); J= 8,99 Hz (H-3"); 6,74 (d); J=
8,99 Hz (H-57); 7,91 (d); J= 8,99 Hz (H-6"); 4,99 (d); J= 6,25 Hz (H-17);
3,75 (dd); J=8,20 e 6,65 Hz (H-2"); 3.49 (dd); J=8,20 ¢ 3,13 Hz (H-3");
3,64 (dd); J=13.68 ¢ 3,91 Hz (H-4"); 3,65(m) (H-5); 3,26 (dd); J=13,68
¢ 3.91 Hz (H-6"). RMN "C (MeOD, ppm) & 158.6 (C-2); 137.3 (C-3):
179,7 (C-4); 163,2 (C-5); 100,0 (C-6); 166,1 (C-7); 94,9 (C-8); 159,0
(C-9); 105.8 (C-10); 122,7 (C-17); 132,4 (C-27); 116,4 (C-37); 161,7 (C-
4°); 116,4 (C-5°); 132.,4 (C-67); 104,5 (C-17); 72.8 (C-27); 74,1 (C-37);
69,1 (C-47); 72,9 (C-57); 66,9 (C-6”).
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4.2.2.1.5 Fragdo Hexano das Folhas de C. heterodoxus (CHFH)

De 1548,7 g de folhas obteve-se 409,92 g do extrato bruto das
folhas. Este extrato foi submetido ao fracionamento liquido-liquido,
resultando nas fragGes hexano, acetato de etila ¢ aquosa.

Parte da fragdo hexano das folhas de C. heterodoxus (40 g) foi
submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de silica gel 60.
A pastilha foi preparada com silica gel 60 na propor¢do de 2:1
(silica:amostra) ¢ eluida com hexano e quantidades crescentes de acetato
de etila (0-100%), resultando em 110 fra¢des de 125 m L cada. As
fragdes 25-35 (80:20 hexano:AcOEt) foram reunidas, lavadas em
hexano e forneceram 0,4236 g de cristais em forma de agulhas de [3-
sitosterol (9). As fra¢des 63-80 (70:30 hexano:AcOEt) foram reunidas e
apos sucessivas lavagens em AcOFEt forneceram 1,0036 g de fern-9(11)-
eno-2a,3B-diol (10) na forma de um fino sélido branco.

4.2.2.1.6 Fragdo Acetato de Etila das Folhas de C. heterodoxus
(CHFA)

Durante o procedimento de particionamento liquido-liquido de
parte do extrato bruto das folhas, observou-se no funil de separagdo a
precipitacdo de um solido amarelo ao adicionar acetato de etila. Este
solido foi separado para analise e lavado em AcOEt, fornecendo 2,0856
g de uma mistura de flavonoides identificados como quercetina-canferol
(15).

Quercetina-canferol (15): Solido amarelo (100% AcOEt), faixa de
fusdo 185,0-194,0° C. IV (KBr) vy cm™ 3379, 3289, 2961, 1673, 1616,
1364. RMN 'H (DMSO, ppm) - QUERCETINA § 6,72 (d, 2,0) (H-6);
6,97 (d, 2,0) (H-8); 8,28 (d, 2,1) (H-2"); 7,46 (d, 8.5) (H-5"); 8,17 (dd,
2.3; 8.6) (H-6"). RMN *H (DMSO, ppm) — CANFEROL & 8,58 (d, 2.1)
(H-6); 8,63 (d, 2,1) (H-8); 7,49 (d, 9,0) (H-2"); 8,47 (sl) (H-3"); 8,47 (sl)
(H-5%); 7,49 (d, 9,0) (H-6").

4.2.2.1.7 Fra¢do Aquosa das Folhas de C. heterodoxus (CHFW)

Parte da fragdo aquosa das folhas de C. heterodoxus (42 g) foi
submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de silica gel
desativada com 15% de agua. A pastilha foi preparada com silica gel 60
na proporgdo de 2:1 (silica:amostra) ¢ eluida com acetato de etila e
quantidades crescentes de etanol (0-100%) resultando em 56 fra¢Ges de
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125 mL cada. As fragdes 7-14 (100% AcOEt) foram reunidas e apos
sucessivas lavagens com AcOEt também forneceram o flavonoide
astragalina (14) (0,7724 g) na forma de um fino s6lido amarelo.

Nestes procedimentos obtiveram-se compostos com quantidade
suficiente para submissado aos ensaios de atividade biologica.

4.2.3 Identificacdo de compostos isolados das fragbes obtidas de C.

antisyphiliticus e C. heterodoxiuis

As estruturas dos compostos isolados através de cromatografia
preparativa em coluna normal e relampago foram elucidadas através das
analises dos respectivos espectros de Infravermelho, Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H ¢ °C, ¢ dos mapas de correlagio de
RMN COSY, HMQC e¢ HMBC. A confirmagdo das estruturas foi
realizada através de comparacdo dos dados espectroscopicos com
aqueles da literatura ep or co-cluigdo em CCD com padrdes.
Eletroforese capilar, espectrometria de massas ¢ difracdo de raios-X
também foram utilizadas a fim de identificar os compostos isolados.

4.2.3.1 Espectrometria de massas

A analise por espectrometria de massas foi realizada por Paulo
C. Leal, no Laboratério Multiusuario CEBIME-UFSC.

A estrutura do acido quinico foi eclucidada com auxilio da
espectrometria de massas com ionizagdo por “electrospray” e analisador
do tipo quadrupolo-tempo de véo (ESI-Q-TOFMS) e através de
comparagdo com aliteratura (NG; LAFONTAINE; VANIER, 2004;
SANTOS et al. 2011). As massas moleculares dos triterpenos também
foram determinadas. As medidas ESI-Q-TOFMS foram realizadas em
um espectometro de massas micrOTOF Q-II (Bruker Daltonics Inc.)
equipado com uma bomba de seringa automatica para injecdo da
amostra (KD Scientific). O espectrometro de massas ESI-QTOF operou
no modo ion positivo a 4.5 kV e uma temperatura de dessolvatagio de
180 °C. A fonte de ions “electrospray’ padrdo (ESI) foi utilizada para
geracdo dos ions. As amostras foram injetadas utilizando uma razdo de
fluxo constante (3 uL min™). Como solvente utilizou-se uma mistura
acetonitrila/metanol. O instrumento ESI-Q-TOF MS foi calibrado na
faixa de 50-3000 m/z utilizando um padrdo de calibragdo interna
(solucdo mista de baixa concenteracdo) fornecida pela Agilent
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Technologies. Os dados foram processados utilizando o software Bruker
Data Analysis, versdo 4.0 (Bruker Daltonics Inc.).

4.2.3.2 Eletroforese capilar

As analises de eletroforese capilar foram realizadas no
Laboratorio de Eletroforese Capilar, Departamento de Quimica — UFSC,
sob orientagdo do Professor Gustavo Amadeu Micke.

As amostras EBH, EBW de C. antisyphiliticus, os compostos
1solados e padrédo foram injetados hidrodinamicamente (50 mbar por 5 s)
e o sistema eletroforético foi operado sob polaridade normal e condi¢Ges
constantes de tensdo +30 kV nol ado da inje¢do. Em todos os
experimentos foi utilizado capilar de silica fundida (Polymicro) com
revestimento externo de poliimida, dimensdes: 40 cm Lge, 48,5 cm Lyy;
50 um D. I; 375 pm D.E. Inicialmente o capilar foi condicionado por
30 min com hidréxido de sédio 1,0 mol L™, seguidos de 30 min de 4gua
desionizada. Diariamente os capilares foram condicionados por 5 min
com hidréxido de sédio 1,0m ol L, seguidos de 5m in de agua
deionizada e 5 min com o eletrdlito de corrida. O eletrolito de corrida foi
constituido de tetraborato de sédio 20 mmol L ¢ metanol 10%, pH 9.3.
O capilar foi lavado por 1 minuto com o eletrolito de corrida entre as
corridas.

As amostras foram preparadas dissolvendo-se 9,5 mg de EBH ¢
10,5 mg de EBW em 5 mL de metanol, respectivamente. As amostras
foram sonicadas por 10 minutos ¢ injetadas no sistema eletroforctico
sem qualquer diluigéo.

A determinacdo qualitativa dos flavonoides no EBH ¢ EBW foi
realizada pela comparagdo dos eletroferogramas gerados pelas amostras
com os respectivos eletroferogramas da mistura de padrGes analiticos a
50 ppm cada. Os parametros de tempo de migragdo e espectro de UV
foram utilizados para confirmar a identificagcdo dos compostos. Outros
testes também foram realizados com flavonoides padrdo para aumentar a
credibilidade da analise. Flavonoides padrdo foram misturados com as
amostras de EBH e EBW ¢ os eletroferogramas resultantes mostraram o
aumento na altura dos picos sem formagdo de ombros. Os extratos
também foram hidrolisados ¢ analisados. 500 pL de extrato foram
transferidos para um tubo de ensaio com tampa, adicionaram-se 500 pL
de 4gua ¢ 200 uL de HCI 8 mol L ¢ o tubo foi colocado em estufa a
100° C durante 1 hora. Apds o tempo de hidrolise, esperou-se arrefecer
o tubo e adicionou-se 2 mL de agua ¢ 2 mL de acetato de etila para
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extragdo. Depois da agitagdo e separagdo de fases, o sobrenadante foi
transferido para um tubo cOnico ¢ mais uma extragdo com 2ml de
acetato de etila foi feita. Em seguida, o sobrenadante foi seco sob fluxo
de N, e aquecimento a 70°C ¢ o residuo foi ressuspendido em 500 pL de
uma solugdo MeOH:H,0 50 %.

4.2.3.3 Difracéo de raios-X

As analises por Difragdo de raios-X foram realizadas pelo Prof.
Dr. Adailton J. Bortoluzzi na Central Analitica do D epartamento de
Quimica-UFSC.

Os triterpenos HCH70 e¢ HCHI15 foram submetidos a
cristalizagdo e forneceram cristais adequados para analise de difragdo de
raios-X. Para cada composto um cristal foi selecionado da amostra
cristalina representativa. Os dados de intensidade para estes compostos
foram coletados com um difratdbmetro APEX II DUO com radiagdo
monocromada. As imagens foram adquiridas utilizando varreduras fi e
omega. A estrutura foi resolvida por métodos diretos e refinada pelos
métodos de matriz completa e minimos quadrados usando os programas
SIR97 (ALTOMARE et al., 1999) ¢ SHELXL97 (SHELDRICK, 2008),
respectivamente. Todos os 4tomos, com excessdo do hidrogénio, foram
refinados anisotropicamente. Atomos de hidrogénio ligados a atomos de
carbono foram colocados em suas posi¢des idealizadas, com distancias
C-H e valores U, tomados a partir das configuragdes padrdo do
programa de refinamento. Os atomos de hidrogénio da agua de
solvatagdo e dos grupos alcool foram localizados no mapa de diferenga
de Fourier e tratados com o modelo de monta no composto 2, € como
atomos livres no composto 3. Devido a auséncia de uma fonte de
dispersdo andmala eficiente, a configuragdo absoluta das estruturas ndo
pode ser determinada. A obtencdo de plots ORTEP bem como o
procedimento de validagdo cif foram realizados utilizando o software
PLATON. Outros dados cristalograficos obtidos a partir da analise dos
compostos HCH70 e HCHI115 estdo resumidos na Tabela 06, pag. 137.
Dados cristalograficos das estruturas foram depositados no Cambridge
Crystallographic Data Centre como publicagdo suplementar niimero
CCDC 950065 ¢ CCDC 950066. C o6pias dos dados podem ser
adquiridas gratuitamente no endereco
http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html ou no Cambridge
Crystallographic Data Centre, CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2
1EZ, UK; fax: +44 1223 336033. E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk.
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4.2.4 Ensaios para verificagdo de atividades biologicas

Os ensaios antioxidantes, toxicidade frente a Artemia salina e
inibigdo da enzima acetilcolinesterase foram realizados no grupo de
estudos do Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais da UFSC, sob
orientagdo da Professora Inés Maria Costa Brighente.

4.2.4.1 Ensaios antioxidantes
4.2.4.1.1 Determinagdo do contetido de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado usando o
reativo de Folin-Ciocalteau, de acordo com o método descrito por
Anagnostopoulou et al. (2006). A 0,5 mL de uma solugdo da amostra
(extrato bruto e fragbes na concentracdo de 1000 ppm, diluidos em
etanol), foram adicionados 5.0 mL de agua destilada ¢ 0,25 mL do
reativo de Folin-Ciocalteau. Apds trés minutos adicionou-se 1,0 mL da
solucdo saturada de Na,CO;, agitou-se ¢ as olugdo permaneceu em
repouso por 1 hora. As absorbancias das solugdes foram determinadas
em espectrofotometro a 725 nm. Como branco, utilizou-se uma solugéo
preparada conforme descrito acima, porém, sem a solugdo da amostra.
Um aparecimento de coloragdo azul-escura ¢ indicativo da presenca de
fendlicos no e xtrato ou fragdo testados. Construiu-se uma curva de
calibragdo com solugdes padrao de acido galico nas concentragdes de 25
a 500 pg mL”, diluido em etanol, para comparagdo. Os testes foram
realizados em triplicata. O teor de compostos fenolicos totais foi
determinado em mg de acido galico/g de amostra. A determinagdo dos
polifendis totais, por reagdo com o reagente de Folin-Ciocalteau, baseia-
se no principio de que em meio alcalino os fenois reduzem a mistura dos
acidos fosfotungstico ¢ fosfomolibdico a 6xidos de tungsténio e
molibdénio de cor azul (GUTFINGER, 1981).

4.2.4.1.2 Determinagdo do teor de flavonoides

A determinacdo do teor de flavonoides foi realizada conforme
método descrito por Woisky e Salatino (1998). A 0,5 mL de uma
solucdo da amostra (extrato bruto e fragdes na concentragdo de 1000
ppm diluidos em etanol), foram adicionados 2,5 mL de etanol ¢ 0,5 mL
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de uma solugdo de AICI; 2%. Apos 1 hora, as absorbancias foram
determinadas em espectrofotometro a 415 nm. Como branco utilizou-se
etanol. Um aparecimento de coloragdo verde-florescente é indicativo da
presenga de flavonoides. Uma curva de calibragdo foi construida com
solugdes padrdo de quercetina nas concentragdes de 1 a 100 ug mL™,
diluida em etanol, para comparagdo. Os testes foram realizados em
triplicata. O teor de flavonoides foi determinado em mg de quercetina/g
de extrato ou fragao.

4.2.4.1.3 Determinagdo da agdo seqiiestradora do radical livre DPPH

O ensaio para a determinagdo da atividade antioxidante
utilizando o radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) baseia-se no
método descrito por Cavin et al. (1998), com algumas modificagdes.
Uma solugdo de DPPH 0,004 % foi adicionada a solucdo teste nas
concentrages de 10 a 200 pg mL™' para extratos e fragdes ¢ de 1 a 100
pg mL"' para os compostos isolados. A absorbancia das solugdes foi
determinada em espectrofotometro UV-Vis (517 nm) apds 30 minutos.
Por meio da leitura da absorbancia de uma solu¢do de DPPH (2 mL de
solugdo 0,004 %), acrescentado de 1m L de etanol, obteve-se a
absorbancia no tempo inicial (Ao). A cada uma das concentra¢des da
solugdo teste em analise (1 mL) foram adicionados 2 mL de solucdo de
DPPH, obtendo-se aab sorbancia de cada amostra nas diferentes
concentragdes. A absorbancia de uma solugéo teste (1 mL) em etanol (2
mL), foi subtraida da absorbancia das amostras analisadas, a fim de
descontar ap ossivel interferéncia do extrato nesse comprimento de
onda. A analise foi realizada em triplicata. Os valores obtidos para as
absorbancias das diferentes solugdes testes foram plotados em graficos
na forma de % de decréscimo da absorbancia de DPPH em fungédo da
concentracdo da solugdo teste, onde determinou-se a concentragio
necessaria para diminuir a concentragdo do DPPH em 50 % (Clso) nas
solugdes testadas.

4.2.4.1.4 Determinagdo do potencial redutor

O ensaio para aan alise da atividade antioxidante através da
determinagdo do potencial redutor baseia-se no m ¢todo de Price e
Butler, proposto por Waterman ¢ Mole (1994), com adaptagdes. A 100
uL (extratos brutos ¢ fragdes, diluidos em etanol, na concentragdo de
1000 ppm) ¢ a 100 pL (compostos isolados, diluidos em etanol, na
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concentragdo de 500 ppm) das solugdes teste foram adicionados 8,5 mL
de agua deionizada. Adicionou-se entdo 1,0 mL da solucdo de FeCl; 0,1
mol L™, ¢ apos 3 minutos, 1,0 mL da solugdo de ferrociancto de potassio
0,08 mol L , ¢ misturou-se. Apés 15 minutos, realizou-se a leitura da
absorbancia da solug¢do em espectrofotometro a 720 nm. O aparecimento
da cor azul da Prussia é indicativo de potencial redutor. A analise foi
realizada em triplicata. Como branco, utilizou-se uma solugdo preparada
conforme o procedimento acima, sem a adigdo da amostra. Uma curva
de calibragdo foi construida utilizando solu¢des padrdes de acido
ascorbico nas concentragdes de 0 a 1000 ppm. O potencial redutor das
amostras foi expresso em mg de acido ascérbico/ g de amostra.

4.2.4.1.5 Determinagdo do potencial inibidor contra a peroxidag¢do
lipidica

A inibicdo da peroxidagdo lipidica foi avaliada através do
modelo fB-caroteno - acido linoléico (MOKBEL; HASHINAGA, 2006).
Uma emulsdo foi preparada com 3.0 mg de B-caroteno, 1,0 m L de
CHCI;, 45 mg de acido linoléico e 215 mg de tween-80. O cloroférmio
foi removido em evaporador rotatdrio, durante 4 minutos, sob
temperatura de 45° C. A mistura resultante foram adicionados 6,0 mL de
agua destilada, sob agitacdo, para fazer a emulséo.

A emulsdo foi entdo dissolvida para 100 mL com perdxido de
hidrogénio 0,01 mol L. Aliquotas desta emulsdo (4,0 mL) foram
adicionadas a tubos contendo 0,2 m L das solucdes teste (extratos ¢
fragdes na concentragdo de 1000 ppm, dissolvidas em etanol). Como
controle positivo utilizou-se uma solu¢do de BHT (2,6-di-terc-butil-4-
hidroxitolueno) na concentragdo de 1000 ppm. Um controle negativo,
contendo 0.2 mL de etanol ¢ 4,0 m L da emulsdo acima também foi
preparado. Todos os tubos foram colocados em banho-maria, a 50° C, e
as absorbancias das solu¢des determinadas no tempo zero, ¢ a cada 30
minutos, em espectrofotdmetro a 470 nm, até a descoloragdo do tubo
contendo o controle negativo (180 minutos). Como branco, utilizou-se
uma emulsdo preparada como descrita acima, porém sem a presenca de
B-caroteno. Os resultados dos ensaios foram expressos através de
graficos de absorbancia das solugdes testes em fungdo dotempo de
ensaio. A atividade antioxidante (AA) (potencial inibidor da
peroxidacao lipidica, em porcentagem) foi calculada através da seguinte
formula:

AA=100[1-(Ag—A) /(A% —A")]
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Onde:

A, = Absorbancia da amostra no tempo zero;

A= Absorbancia da amostra apds 180 minutos;

A’ = Absorbancia do controle negativo no tempo zero;
A’ = Absorbancia do controle negativo apés 180 minutos.

4.2.4.2 Toxicidade usando larvas de Artemia salina

Para o bioensaio de letalidade frente a 4. salina, utilizou-se a
metodologia descrita por Meyer et al. (1982), com algumas
modificagdes. Os extratos brutos ¢ fracGes das duas espécies foram
diluidos em agua/etanol, a fim de obterem-se concentragdes necessarias
para o ensaio. O meio para o cultivo das larvas de A. salina foi agua
salgada (19 gde sal marinho/L de agua destilada). As larvas foram
utilizadas nos ensaios 72 horas apds a eclosdo. Para realizagdo do teste
foram transferidas entre 6 ¢ 10 larvas de 4. salina para cada cavidade de
uma placa de 24 pogos, contendo solugdo marinha com 1 % de tween 80
(v/v) e os respectivos extratos em diferentes concentragdes (100 a 1000
ng mL™). A contagem dos animais mortos ¢ vivos foi realizada apos 24
horas da incubagdo das larvas com a solugédo teste. A dose necessaria
para matar 50 % das larvas (DLs) foi obtida através do grafico da % de
animais mortos em fungdo do logaritmo da dose testada. Como controle
positivo utilizaram-se solu¢Ges de K,Cr,O7 cuja DLso ¢ de 20 a 40 g mL”
' ¢ como controle negativo empregou-se apenas o solvente utilizado para
a preparagdo das solugdes teste. Os testes foram realizados em triplicata.

4.2.4.3 Acao inibitéria da enzima acetilcolinesterase

O bioensaio de inibicdo da acetilcolinesterase foi realizado
conforme Mata et al. (2007) com modificagbes. Em uma cubeta
adicionou-se tampao Tris-HCI 50 mmol L' pH = 8, as amostras a serem
analisadas (0,1 mg mL™") ¢ a enzima acetilcolinesterase. Apos 15 min, a
temperatura ambiente, adicionou-se nesta cubeta iodeto de
acetiltiocolina e o reagente de Ellman. Apds trinta minutos realizou-se a
leitura em espectrofotémetro UV-VIS a 405 nm. Como controle positivo
utilizou-se a galantamina, do farmaco comercial Remynil, (0,01 mg mL"
") ¢ como controle negativo o mesmo solvente em que se dissolveu a
amostra vegetal, onde a atividade enzimatica foi considerada 100%. Na
referéncia (ou branco) foram utilizados todos os reagentes exceto a
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enzima. As amostras que apresentaram porcentagem de inibigdo
enzimatica acima de 50% foram submetidas a d eterminagdo da Cls
(Concentragdo da amostra capaz de inibir 50% da a¢do da enzima),
utilizando-se 0 mesmo procedimento experimental com 100 u L das
amostras em diferentes concentragdes.

4.2.4.4 Determinagio da atividade antimicrobiana

4.2.4.4.1 Atividade antibacteriana

Os experimentos para ad eterminagdo da atividade
antibacteriana dos extratos e fragGes foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Clinica da Universidade Regional de Blumenau, sob a
supervisdo do professor Eduardo Monguilhott Dalmarco.

CULTURA

Para aav aliagdo da atividade antibacteriana foram utilizadas
cepas da American Type Culture Collection (ATCC, Rochville, MD,
EUA): bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus cereus (ATCC 11778), bactérias Gram-negativas:
Escherichia coli (ATCC 25922), Acinetobacter baumannii (ATCC
17978).

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO  INIBITORIA
MINIMA (CIM)

Para realizagdo do bioensaio as amostras das duas espécies
vegetais foram solubilizados em dimetil sulfoxido (DMSO) resultando
em solugdes na concentragdo de 100 mg mL™" para extratos ¢ fragdes ¢
solugdes na concentragdo de 10 mg mL™ para os compostos isolados.
Posteriormente realizaram-se diluigdes seriadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) em diferentes concentra¢Ges. Em uma placa estéril
contendo 96 micropogos adicionaram-se¢ 100 p L das solu¢des em
diferentes concentragdes ¢ 5 pL do indculo bacteriano (5x10° UFC/mL
de cada microrganismo testado) em cada orificio. As placas foram
incubadas em aerobiose a 37 °C por 24h e, apds este periodo inicial,
adicionou-se 10 uL de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazolio (5% v/v) em
metanol acad a micropogo da placa utilizada no experimento. Na
sequéncia, realizou-se outra incubagdo em acrobiose a 37 °C por 30 min,
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onde fo1 possivel verificar a mudanga de coloragdo para vermelho nos
micropogos onde houve presenca de Dbacterias viaveis. Nestes
micropogos os compostos ndo foram capazes de inibir o ¢ rescimento
bacteriano. Os experimentos foram realizados em duplicata. A
concentracdo inibitéoria minina (CIM) foi considerada a menor
concentragdo onde ndo se verificou crescimento bacteriano. Foi
utilizado como controle positivo o antibidtico gentamicina. O teste do
tetrazolio baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases presentes
nos processos respiratorios dos tecidos. Durante a respiragdo celular,
ocorre a liberagdo de ions hidrogénio, com os quais o sal 2.3,5 trifenil
cloreto de tetrazdlio reage formando uma substancia de cor vermelha e
insolavel, denominada de formazam (JOHNSON et al, 1985;
RAHMAN et al., 2004).

4.2.4.4.2 Atividade antifiingica

Os ensaios de atividade antifingica foram realizados no
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), sob orientagdo da pesquisadora Susana Johann.

SOLVENTES E MEIOS DE CULTURA

Para dissolver e diluir as amostras das plantas estudadas
utilizou-se dimetilsulfoxido (DMSO) e a concentragio final deste
solvente no ensaio ¢ de 0,002%. O meio de Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) e 0 meio YPD (extrato de levedura, peptona e dextrose), foram
utilizado para a manutengdo das culturas fiingica ¢ o meio de RPMI
1640 (Sigma) tamponado com acido morfolinepropano sulfénico
(MOPS) (Sigma) para os testes de microdiluigao.

CULTURA

Para a determinagdo da atividade antifungica foram utilizadas
cepas da American Type Culture Collection (ATCC, Rochville, MD,
EUA): Candida albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC
750), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Cryptococcus gattii (ATCC
32608) e Cryptococcus neoformans (ATCC 32608). O fungo isolado
clinico Paracoccidioides brasiliensis-Pb18 foi cedido pela Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo-S.P.

INOCULO
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Para as espécies de Candida as amostras foram repicadas em
estrias, 24 hor as antes da realizagdo dos testes e p ara as espécies de
Cryptococcus 48 horas, em SB ¢ mantidas a 35°C. O indculo foi feito de
acordo com o documento M27-A2 (CLSI, 2002).

O Pb18 nas formas de levedura foi repicado em tubos com meio
YPD a37°C.

Para o teste de microdiluigdo os fungos foram ressuspendidas,
com o auxilio de uma alga de Henle, em solugéo fisiologica esterilizada
e homogeneizadas em vortex e aj ustadas aturbidez de 75-80% em
espectrofotometro a 70% em comprimento de onda de 530 nm ,
equivalente a 1x10° — 5x10° UFC/mL. A partir deste inéculo foram
feitas diluigdes 1:50 e 1:20, correspondendo a um indculo de 1x10° -
5x10° UFC/mL para as amostras de Candida spp. ¢ C. neoformans. Para
o fungo dimérfico P. brasiliensis as células leveduriformes em fase
exponencial foram coletadas assepticamente com alga de Henle ¢
suspensas em Sml de salina estéril (0,85%) (MANOCHA; SAN-BLAS;
CENTENO, 1980). O inoéculo foi homogeneizado em vortex ¢ deixado
em repouso para a decantagdo ¢ somente apos 5 minutos o sobrenadante
foi coletado. A transmitancia do s obrenadante foi medida com
comprimento de onda de 520 nm ¢ ajustada para 69-70% (1 x 10° a 5 x
10> células por mL), contando o numero de células vidveis em camera
de Neubauer. As suspensdes foram entdo diluidas em RPMI (1:10) para
obtencdo do indculo final 1x 10* a 5x10* cel/mL (HAHN; HANDAM,
2000).

TESTE DE TRIAGEM DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para o teste de triagem todas as amostras foram diluidas a 500 pg
ml" em RPMI. Posteriormente 100 pl de cada amostra foi adicionada
em um pogo de duas placas de 96 pogos. Foram feitos também os
controles de toxicidade do DMSO na concentracio de 0,002%,
crescimento fungico, esterilidade do meio de cultura e suscetibilidade ao
itraconazol (0,5pug m1™).

Posteriormente em cada poco teste ¢ nos pogos controles, exceto o
controle de esterilidade do meio, foram adicionados 100 pl do indculo.
ll)esta forma a concentragéo final das drogas nos pogos foi de 250 ug ml’

Posteriormente as placas foram incubadas a=+37°C. No ensaio
utilizando as leveduras do género Candida as placas ficaram incubadas
por 48h, para as espécies de Cryptococcus por 72 horas. Para o Pb18 as
placas foram incubadas por 10 dias.
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Apos a incubagdo, em cada pogo foi acrescentado 10 uL de
brometo tiazolil azul de tetrazolio (MTT/ AMRESCO - 5 mg/mL), o
conteudo homogencizado e as placas foram novamente incubadas a
mesma temperatura de crescimento dos respectivos indculos por 4
horas. Nas mitocondrias das células alvos, o MTT é metabolizado em
formazan, revelando a presenca de células metabolicamente ativas.
Apé6s o metabolismo do MTT, foram adicionados 100 pL/pogo de
SDS/isopropanol  (5%), que rompe a membrana celular dos
microrganismos alvos ¢ disponibiliza no meio o formazan.

A leitura foi realizada por meio do método colorimétrico do MTT
em um leitor de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo
programa Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), com a absorbancia de
570 nm. A absorbancia dos pogos testes foi comparada com a
absorbancia do pogo controle contendo apenas o microrganismo, sendo
a porcentagem de inibicdo calculada pela seguinte formula:

% de inibicdo = Densidade Optica pogo controle — DO pogo tratado X 100
Densidade Optica pogo controle

As drogas foram consideradas ativas quando inibiram o
crescimento fingico em valor igual ou maior que 70%.

TESTE DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Este teste fo1 feito utilizando a metodologia do teste de
Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) descrito no documento M27-A2
do CLSI (2002). O teste de CIM para o Pb 18 foi feito conforme
descrito por Johann et. al (2010). Primeiramente os extratos, fragdes e
substancias foram dissolvidos em DMSO e diluidos em caldo RPMI,
mantendo o volume constante de 1000 uLL. em cada tubo. Foram testadas
10 concentragdes que variaram de 250-0,45 pg/mL. A partir de cada
diluicdo, aliquotas de 100 pL foram distribuidas em orificios da placa de
microdiluigdo. Como controle positivo foi utilizado o1 traconazol
(Sigma) nas concentragdes de 8-0,007 pg mL™".

Apos am ontagem das placas, cada orificio teste e controle de
crescimento recebeu 100 puL do 1 ndculo microbiano. O tempo ¢ a
temperatura de incubacfo, assim como a leitura das placas foram feitos
como descrito acima no teste de triagem.

As CIMs foram consideradas como a menor concentragdo do
produto natural, que inibiu o crescimento do m icrorganismo em pelo
menos 90%, em relagdo ao controle de crescimento apds a incubagédo e
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-1 . .
foram expressas em pg mL™. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata e repetidos pelo menos duas vezes.

4.2.4.5 Determinacio da atividade citotoxica contra linhagens de
células cancerigenas humanas

Esse bioensaio foi realizado no Departamento de Fisiologia e
Biofisica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), sob orientagdo da pesquisadora Susana Johann.

4.2.4.5.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares MCF-7 (mama) e TK-10 (renal) foram
adquiridas da National Cancer Institute (Maryland, EUA). Todas as
linhagens foram cultivadas em fase logaritmica de crescimento em
RPMI-1640 Sigma-Aldrich (St. Louis) suplementado com 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (GIBCO BRL, Grand Island,
NY), enriquecido com 2 mM de L-glutamina e 10% de soro fetal
bovino. Todas as culturas foram mantidas em estufa a 37 C e 5% de
CO,.

4.2.4.5.2 Ensaio com linhagens celulares de cancer humano

O efeito dos extratos, fracdes € compostos isolados sobre a
sobrevivéncia ¢ crescimento de linhagens de células humanas de cancer
solido MCF-7 (mama) ¢ TK-10 (renal) foi determinado utilizando um
método colorimétrico desenvolvido no I nstituto Nacional do Céncer-
EUA (MONKS et al., 1991; SHOEMAKER, 2006). Resumidamente, as
células foram inoculadas em placas de 96 micropogos ¢ incubadas a 37°
C durante 24 h em atmosfera de 5% de CO,. As solugdes das amostras
foram adicionadas aos micropogos da cultura para alcangar as
concentragcdes desejadas, ¢ as placas incubadas por 48 h. A cido
tricloroacético foi adicionado acad a micropogo para precipitar as
proteinas, as quais foram coradas com sulforodamina B.

Depois de lavar o corante, a proteina foi dissolvida com 10 mM
Tris e a absorbancia medida no comprimento de onda de 515 nm. Os
resultados foram calculados utilizando o seu valor medido no test wells
(T) em compara¢do com a dos micropogos de controle correspondente
ao inoculo inicial da célula (Ti) e células cultivadas por 48 h sem a
droga (Tf), utilizando a féormula: [(T-T1)/ (Tf-T1)] x100. E sta formula
permite a quantificacdo da inibi¢do do crescimento (valores entre zero e
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100) e a morte celular (valores menores que zero). Cada amostra foi
testada em duplicata, em dois experimentos independentes. Os
experimentos para determinar as curvas de dose-resposta € metade da
concentragdo maxima inibitoria (Clsy) foram executados como descrito
acima, utilizando 01:02 diluicdes dot este (com as amostras) para
alcangar as concentragdes adequadas. Estes experimentos foram
realizados em duplicatas e repetidos pelo menos trés vezes.

Todos os compostos foram dissolvidos em dimetil sulféxido
(DMSO) antes da diluigdo. A metade da concentragdo maxima inibitdria
(Clso) foi determinada por uma gama de concentragdes (0,1-100
ug/mL). Todas as culturas celulares foram incubadas em atmosfera de 5
% CO,/ 95 % de ar umidificado a 37 °C por 48 h.

A viabilidade celular foi calculada medindo ataxa de redugéo
mitocondrial do sal de tetrazolio (cor amarela) MTT (3-(4,5-dimetil-2-
i1)-2,5 brometo difeniltetrazolim) para insolaveis cristais roxo de
formazan (MOSMANN, 1983). Apds a incubagdo com as amostras, a
solugdo de MTT (20 pL, 5 mg/mL) foi adicionada a cada micropogo e
foram incubados por 4 h. Apds este periodo de incubagdo, o
sobrenadante foi removido ¢ 200 pL de HCl 0,04 M em alcool
isopropilico foi adicionado para dissolver os cristais de formazan. A
absorbancia foi medida em um espectrofotdometro a 590 nm . Os
resultados foram normalizados com o ¢ ontrole DMSO (0,05%) e
expresso como porcentagem de inibicdo da viabilidade celular.
InteragGes dos compostos ¢ meios foram estimados com base nas
variagdes entre o meio contendo a droga e meio sem adroga para
controle de resultados falso-positivos ou falso-negativos. Os valores de
ClIs, foram obtidos graficamente a partir de curvas de dose-efeito usando
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.). Para comparagdo, a citotoxicidade
do etoposideo foi avaliada sob as mesmas condi¢Ges experimentais. Os
experimentos foram realizados em triplicata e em trés dias diferentes.

4.2.4.6 Determinagdo da atividade anti-inflamatoéria

Os ensaios para determinagdo da atividade antinflamatdria dos
extratos, fragGes ¢ compostos isolados foram realizados no Laboratdrio
de Imunologia Clinica da UFSC, sob orientagdo da Professora Tania

Silvia Frode

4.2.4.6.1 Animais
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Foram utilizados camundongos albinos Swiss com 2 meses de
idade, fémeas, pesando entre 18-22 g, fornecidos pelo Biotério Central
da UFSC. Os animais receberam a devida alimentagdo, com agua “* """
durante todo o experimento, acomodagdo a luz natural em gaiolas de
plastico (40 x32 ¢ m), com temperatura controlada de 22 + 2°C. O
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Uso de Animais
(CEUA/UFSC) em 2011, sob o protocolo: PP00617/CEUA.

4.2.4.6.2 Modelo de inflamagdo

Diferentes grupos de animais receberam tratamento prévio com
diferentes doses do extrato bruto total hidroalcodlico - EBH (25 — 200
mg kg™, via intraperitonial - i.p.), fragdes hexano (10 — 50 mg kg™, i.p.),
acetato de etila - AcOEt (10 — 50 mg kg™, i.p.) e aquosa - Aq (10 — 50
mg kg, i.p.) ¢ os compostos isolados quercetina (5 — 25 mg kg'),
vitexina (5 — 25 mg kg”) ¢ 4cido quinico (5 — 25 mg kg™) da espécie
Croton antisyphiliticus Mart. Apos um intervalo de 0,5hda
administragdo do material vegetal, a pleurisia foi induzida com uma
mjecdo de 0,1 mL de Cg (1%) na cavidade pleural (i.pl.) (SALEH,
CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Passadas 4 h oras da indugdo da
pleurisia, os animais foram submetidos ao procedimento de morte
indolor assistida, com overdose de pentobarbital (180 mg kg™, i.p.). Em
seguida, a cavidade pleural foi aberta e lavada, com 1,0 mL de solucdo
salina tamponada (PBS, pH 7,6, composicdo mM: NaCl 130, Na,HPO,
5, KH,PO, 1, em é4gua destilada) ¢ heparinizada (20 UI mL™") para a
determinacdo da migragdo leucocitaria, exsudacfo, atividade das
enzimas: MPO ¢ ADA, e concentragcdo dos mediadores inflamatorios:
NOx, TNF-o ¢ IL-17.

A fragdo Aq foi solubilizada apenas em solugéo salina (NaCl,
0,9%), o EBH, as demais fracdes ¢ os compostos isolados foram
solubilizados em uma mistura de 10% de dimetilsulféxido (DMSO) em
solugéo salina (NaCl, 0,9%).

Todos os experimentos foram acompanhados por controles
positivo (animais que receberam somente as ubstincia que gera
inflamagdo - agente flogistico (carragenina, Cg) na cavidade pleural,
1.pl.) e negativo (animais tratados somente com solugdo salina estéril -
soro fisiologico NaCl 0,9%, 1.pl.).

Em paralelo, diferentes grupos de animais foram tratados
previamente com farmacos de referéncia com atividade anti-
inflamatoéria; dexametasona (Dexa, 0,5 mg kg, ip.) ¢ indometacina
(Indo, 5mg kg, i.p.). Dexametasona ¢ indometacina sdo dois anti-
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inflamatdrios conhecidos clinicamente e q ue apresentam diferentes
mecanismos de agdo. Por este motivo, ambos sdo utilizados para
demonstrar os efeitos dos produtos naturais com relagdo aos farmacos
de referéncia.

4.2.4.6.3 Contagem total de leucécitos

Para a contagem de leucocitos totais, foram utilizados 20 pL do
lavado da cavidade pleural, diluidos em liquido de Tirk (1:20) e
contados em camara de Neubauer, com o auxilio de um microscépio
optico comum (aumento de 400 vezes). Os resultados foram expressos
em nimero total de leucécitos x10°mL™".

4.2.4.6.4 Determinagdo da exsudagdo

Para a avaliacdo indireta da exsudagdo, os animais foram
tratados com uma solugdo do corante Azul de Evans (25 mg kg, 0,2
mL animal”, i.v.), 10 minutos antes da indugdo da pleurisia (SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Este corante se liga a proteinas
plasmaticas, principalmente a albumina, permitindo avaliar o grau de
extravasamento vascular. Apos 4 horas de pleurisia, os animais foram
mortos com overdose de pentobarbital ¢ o lavado obtido da cavidade
pleural foi aliquotado (200 pL) para a determinagdo da concentragdo do
corante Azul de Evans com o auxilio de uma leitora de microplacas de
enzimaimunoensaio (ELISA) (Organon — Tecknica, Roseland, New
Jersey, EUA). A leitura optica foi realizada no comprimento de onde de
620 nm.

Para quantificar a concentragdo de Azul de Evans nas amostras,
uma curva padrao, com diferentes concentragées do corante (0,1 — 25 ug
mL™), foi previamente realizada e lida no comprimento de onda de 620
nm, gerando uma equagdo da reta que permitiu a dosagem de Azul de
Evans nas amostras desconhecidas. Os valores das concentragdes de
Azul de Evans foram expressos em pug mL™.

4.2.4.7 Determinacio da atividade anti-hiperglicémica

A determinacdo da atividade anti-hiperglicémica foi realizada
no Laboratério de Horménios & Transdugdo de Sinais da UFSC, sob
orientagdo da Professora Fatima R. M. Barreto Silva.
4.2.4.7.1 Animais
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Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 180-220 g,
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e alimentados
com ragdo comercial ¢ agua ad libitum em sala climatizada @' “2 "¢
submetidos a um ciclo normal de claro/escuro (1% 2eeses das 6 as 18 horas)
Todos os animais foram monitorados ¢ mantidos em concordancia com
as recomendagdes do Conselho Brasileiro de Medicina Veterinaria e do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal. Utilizou-se o Protocolo
PP00414 aprovado pelo Comité de Etica do Uso de Animais/ UFSC - CEUA/UFSC em
05/03/2010.

4.2.4.7.2 Teste oral de tolerdncia a glicose

Os animais foram divididos em 3 grupos (n=5) determinados
como: Grupo controle hiperglicémico (animais hiperglicémicos néo
tratados); Grupo veiculo (animais hiperglicémicos que receberam
Tween 80, 2,5%); Grupo tratado (animais hiperglicémicos tratados com
os triterpenos HCH18, HCH25, HCH70 ¢ HCH115 nas doses de 0,1; 1 ¢
10 mg kg em tween 80, 2.5%). Ap6s jejum de 16 horas, os animais
foram pré-tratados com os triterpenos em diferentes doses por via oral
(tempo zero) ¢ 15 minutos depois a hiperglicemia foi induzida com a
administracdo de 4mg kg de glicose por meio de gavagem. Amostras
de sangue foram coletadas 15, 30, 60 ¢ 180 minutos apds a indugdo da
hiperglicemia, os niveis séricos de glicose foram determinados por meio
do método da glicose oxidase em comprimento de onda de 500 nm ¢ os
resultados expressos em mg dL™.

4.2.4.7.3 Atividade das dissacaridases intestinais

Animais em jejum foram eutanasiados e a por¢do duodenal do
intestino delgado removido, lavado com solugdo salina (0,9%), pesado ¢
homogeneizado (400 mg de tecido por mL). Este homogeneizado foi
centrifugado (8000 rpm 8 minutos™) ¢ o sobrenadante utilizado para os
experimentos de determinagdo da atividade das dissacaridases Maltase,
Lactase e Sacarase.

Aos grupos controle e tratado, os homogenatos foram pré-
incubados por 5 minutos a 37°C em presenca (tratado) ou ndo (controle)
dos triterpenos nas concentragdes de 1000, 100, 10 ¢ 1 pg mL" ¢ em
seguida adicionado ao meio 0,056 uM de sacarose, lactose ou maltose
(em tampdo maleato de sodio, pH 6.0) por 5 minutos a 37°C. A
atividade das dissacaridases foi mensurada por meio do m étodo de
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glicose oxidase em comprimento de onda de 500 nm. Uma unidade de
enzima foi definida como aq uantidade de enzima que catalisa a
liberagdo de 1 uM de glicose por minuto sob as condi¢Ges de ensaio. A
atividade especifica da enzima foi definida com a atividade desta por
miligrama de proteina. A concentragdo de proteina foi determinada pelo
método de Lowry et al (1951).

4.2.4.7.4 Determinagdo do conteiido de glicogénio hepdtico

O conteudo de glicogénio hepatico foi desenvolvido de acordo
com o método de Krisman (1962). Ratos normais foram submetidos a
um jejum de 16 horas ¢ em seguida tratados com os triterpenos nas
doses de 0,1; 1 ¢ 10 mg kg™'. Trés horas apos indugdo da hiperglicemia
os animais foram ecutanasiados e¢ o figado removido, pesado e
homogeneizado em KOH (33%) a 100 °C por 20 minutos. Apods
resfriamento do homogeneizado, adicionou-se 5 m1 de etanol (96%) as
amostras ¢ estas foram aquecidas a 70 °C por 15 minutos e
imediatamente inseridas em gelo para precipitagdo do glicogénio.
Seguiu-se com centrifugagdo a 1300 xg por 15 minutos, o sobrenadante
fo1 desprezado e o precipitado resolubilizado em agua. O contetdo de
glicogénio foi determinado por meio de reagente contendo lodina e
analisado espectrofotometricamente em comprimento de onda de 460
nm. Os resultados foram expressos como mg de glicogénio g de tecido™.

4.2.4.8 Determinacio da atividade antinociceptiva

Os ensaios para determinagdo da atividade antinociceptiva dos
triterpenos isolados foram realizados no Laboratorio de Neurobiologia
da Dor e Inflamagdo (LANDI) da UFSC, sob orientagdo do Professor
Adair R. S. Santos.

4.2.4.8.1 Animais

Para ar ecalizagdo dos experimentos foram utilizados
camundongos suicos machos (25 a 35 g) obtidos do Biotério Central da
UFSC, mantidos em temperatura controlada de 22 + 2° C, em ciclo de
12h claro e 12h escuro (luzes acesas as 6:00h) e com agua ¢ ragdo ad
libitum. Os animais foram distribuidos homogeneamente entre os grupos
e mantidos no laboratorio para aclimatagdo por pelo menos 1 hora antes
da realizacdo dos experimentos, sendo que os experimentos descritos
foram realizados de acordo com as normas éticas para o estudo de dor
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com animais de laboratério (ZIMMERNANN, 1983). O numero de
animais utilizados e os estimulos empregados foram os minimos
necessarios para demonstrar efeito dos tratamentos. Além disso, todos
os procedimentos experimentais realizados foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) pelo protocolo PP00725.

4.2.4.8.2 Drogas utilizadas

As seguintes substincias foram utilizadas neste ensaio:
formalina (Merck, Darmstadt, Germany); carragenina lambda, IL-1p,
TNF-a, aprotinina, PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridro, cloreto de
benzametonio (Sigma Chemical CO., St Luis, MO, EUA);
dexametasona (Aché, Guarulhos/SP, Brasil) éter etilico, tween 80
(Vetec, Duque de Caxias/RJ, Brasil); tween 20, EDTA - acido
etilenodiamino tetra-acético, BSA — albumina de soro bovino (LGC
Biotecnologia, Sao Paulo/SP, Brasil); cloreto de sodio (Labsynth,
Diadema/SP, Brasil); heparina (Roche, Sdo Paulo/SP, Brasil); PBS
(Laborclin, Pinhais/PR, Brasil).

Nos experimentos as drogas foram dissolvidas em solugdo de
NaCl a 0,9%, com excec¢do dos triterpenos HCH70 ¢ HCHI1135, que
foram dissolvidos em salina estéril (solugdo fisioldgica - NaCl 0,9%) e
tween 80 (5%, de modo a ndo influenciar na atividade exercida pelos
triterpenos). Os triterpenos HCH70 ¢ HCH115 foram administrados 30
min antes dos experimentos por via intraperitoneal (i.p.).

4.2.4.8.3 Nocicepgdo induzida pela formalina

Para confirmacdo em elhor compreensdo do efeito
antinociceptivo dos triterpenos HCH70 ¢ HCHI115 foi utilizado o teste
de nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar (i.pl.) de formalina.
Esse ¢ um modelo que permite avaliar dois tipos distintos de
nocicepgdo: a de origem neurogénica (estimulagio direta dos neurénios
nociceptivos) ¢ a de origem inflamatoria (caracterizada pela liberagéo de
mediadores inflamatérios) (HUNSKAAR, HOLE, 1987; TIOLSEN et
al., 1992). O procedimento utilizado foi semelhante ao previamente
descrito (HUNSKAAR:; FASMER; HOLE, 1985; NUCCI et al., 2012).
Tanto os animais do grupo controle quanto os que foram tratados com
os triterpenos HCH70 ¢ HCHI115 receberam na regido intraplantar da
pata posterior direita, uma inje¢do de 20 ul de formalina a 2,5% (0,92%
de formaldeido) ¢ o grupo salina recebeu uma injecao de 20 pl de NaCl
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a 0,9%. Apds a injecdo de formalina os animais foram colocados em
funis de vidro individuais em frente a espelhos e observados durante 0-5
min (primeira fase) ¢ 15-30 min (segunda fase) apos a injegdo de
formalina. O tempo em que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada com formalina foi cronometrado, sendo esse
tempo considerado como indicativo de nocicep¢do. Os animais foram
tratados com os triterpenos HCH70 ¢ HCH115 pela via intraperitoneal
(ip.), nas doses de 1,3,1 0, 30¢ 100mg Kg', 30 min antes da
realizagdo dos experimentos. Os grupos controles foram tratados com o
veiculo utilizado para diluir os triterpenos (10ml Kg™', i.p).

A diferenca da espessura (mm) entre ap ata direita, antes e
depois da injegdo de formalina, fo1 considerada como indice do edema,
verificado através da medigdo imediatamente proximal a linha do 1° ¢ 5°
dedos do animal, utilizando um paquimetro digital Stainless Hardened
(150 mm ou 6”). A diferenca da temperatura (°C) entre a p ata direita,
antes e depois da injecdo de formalina, foi considerada como indice da
temperatura local dos animais, verificado através da medigdo na
superficie ventral da pata. A diferenca da temperatura (°C) da orclha
direita, antes e depois do teste de formalina, foi considerada como indice
da temperatura sistémica nos animais, verificado através da medigdo
dentro do pavilhdo auditivo, imediatamente proximal ao meato acustico
externo do animal. Em ambas avaliagdes de temperatura foi utilizado
um Termosensor-Pré Mallory (10° C — 50° C).

4.2.4.8.4 Avaliacdo da atividade locomotora: Teste do Campo Aberto
(Open-field)

O teste do campo aberto foi usado para excluir a possibilidade
de que a acdo antinociceptiva dos triterpenos HCH70 ¢ HCHI115
pudessem estar relacionadas com efeitos inespecificos, tanto em nivel
central quanto periférico, sobre a atividade locomotora dos animais. O
comportamento dos animais foi verificado conforme descrito
previamente (MARTINS et al., 2011). O aparato consiste em uma caixa
de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O assoalho da arena é divido em
12 quadrados iguais, ¢ o numero de cruzamentos com todas as patas
(crossing), foi contado cumulativamente durante 6 min. Os animais
foram tratados com os triterpenos HCH70 ¢ HCH115 (30 ou 100 m g
Kg™, ip.) ouveiculo (10 ml Kg”', ip.) 30 min antes da realizagio do
experimento.

4.2.4.8.5 Indugdo da pleurisia
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Este modelo foi realizado conforme descrito anteriormente
(HENRIQUES et al., 1992; SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996;
FRODE; SOUZA; CALIXTO, 2001) com algumas modifica¢des. Neste
modelo, inicialmente, diferentes grupos de animais foram tratados com
o veiculo utilizado para diluir os triterpenos (10 ml kg', ip.),
dexametasona (0,5 mg kg, i.p.) ouc om os triterpenos HCH70 ¢
HCH115 (3, 10 ¢ 30 mg kg™, i.p.). Ap6s 30 min destes tratamentos foi
realizada, através do espago intercostal, a administragdo intrapleural de
0,1 ml de salina (NaCl 0,9%) no grupo salina (S) ¢ 0,1 ml de
carragenina (1%) nos grupos controle, dexametasona e tratados com os
triterpenos HCH70 ¢ HCH115.

Depois de 4 horas destas administragdes, os animais foram
mortos com uma overdose de édter etilico. A cavidade pleural foi
acessada e lavada com 1,0 ml de PBS [NaCl (137 mM), KCI (2,5 mM),
Na,HPO, (8.1 mM), KH,PO, (1,5 mM), com pH 7.2 — 7.4] estéril
heparinizado (20 Ul/ml) ¢ o liquido pleural foi coletado com auxilio de
pipeta automatica ¢ p rocessado para contagem total e d iferencial de
leucdcitos e q uantificagdo de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatoria.

4.2.4.8.6 Contagem celular de leucécitos

A contagem celular foi realizada de acordo com o descrito
previamente (HENRIQUES et al, 1992; SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1996; FRODE; SOUZA; CALIXTO, 2001), com algumas
adaptacGes. A contagem total de leucdcitos foi realizada, utilizando-se a
camera de Neubauer ¢ microscopio optico (aumento de 400 vezes). Para
tanto, as amostras foram previamente diluidas em liquido de Tirk (2%
de acido acético) na proporgdo de 1:20. Para a contagem diferencial, as
amostras foram centrifugadas a 4 °C e o deposito de leucdcitos formado
foi ressuspendido em 200 ul de albumina bovina a 3%, sendo secados a
temperatura ambiente e corados com auxilio do “kit” para coloragdo
hematolégica Instant Prov (Newprov LTDA, Pinhais, PR, Brasil). A
contagem diferencial foi feita em microscopio Optico comum, com
auxilio de objetiva de imersdo, contando-se aproximadamente 100
células por lamina.

4.2.4.8.7 Determinagdo dos niveis de TNF-a, IL-1§ e IL-10 no lavado
pleural
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Para a quantificagdo das citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e
IL-1B) ¢ anti-inflamatoria (IL-10), amostras de exsudato pleural foram
obtidas, utilizando uma solugdo tampéo [cloreto de benzamet6nio (0,1
mM), EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético, 10 m M), BSA
(albumina de soro bovino, 0,5%), Cloreto de sodio (0,4 M), tween 20
(0,05%), aprotinina (2 pg/ml) e PMSF (fenilmetilsulfonilfluoridro, 0,1
mM), diluidos em 50 ml de PBS]. A coleta foi realizada 4 h apds a
injegdo intrapleural de carragenina. As amostras foram centrifugadas a
8.000 rpm a 4°C, por 10 min (MORONEY et al., 1988). Em seguida, o
sobrenadante foi rapidamente congelado e estocado a - 80 25°C, para
posterior quantificagdo. A determina¢do dos niveis de citocinas foi
realizada pelo método imunoenzimatico de ELISA, utilizando “kits™
comercialmente disponiveis (BioLegend Inc., San Diego, CA, EUA ¢ R
& D Systems Inc. Minneapolis, MN, EUA), de acordo com as
especificacdes do fabricante.

4.2.5 Analise estatistica

Os resultados de alguns parametros estudados foram expressos
através da média + desvio padrdo da média. Os resultados foram
submetidos a an alise de variancia (ANOVA) e teste de Fisher para
multiplas compara¢Ges. Para todas as analises estatisticas, valores de p
menores que 0,05 indicam diferenca significativa.

Para o ensaio de atividade antinflamatoria os resultados foram
submetidos aan alise de variancia (ANOVA), complementado com
Newman-Keuls.

No ensaio de atividade anti-hiperglicémica os dados foram
expressos como média = EP.M (Erro Padrdo da Média). Analise de
variancia (ANOVA), seguido de pos-teste de Bonferroni ou Teste t ndo
emparclhado de Student foi wutilizado para identificar grupos
significativamente  diferentes.  Diferengas foram  consideradas
significativas para p < 0,05. O software InStat versdo 3.05; GraphPad
Software Inc., San Diego, CA foi utilizado para analise estatistica.

No ensaio de atividade antinociceptiva os resultados
comportamentais foram apresentados como média = erro padrdo da
média (E.P.M.). Todos os testes comportamentais foram realizados por
analise de variancia ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Newman
Keuls. Em todas as analises, valores de p menores que 0,05 (p<0,05)
foram considerados estatisticamente significantes. Para o calculo
estatistico, foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo foi dividida em duas partes, sendo a primeira o
estudo fitoquimico das espécies Croton antisyphiliticus Martius e
Croton heterodoxus Baillon ¢ a segunda ad iscussdo das atividades
bioldgicas dos extratos brutos, fragdes e compostos isolados das duas
espécies vegetais.

5.1 ESTUDO FITOQUIMICO DAS ESPECIES C. antisyphiliticus E C.
heterodoxus

Os extratos brutos hidroalcoodlicos das diferentes partes das
espécies Croton antisyphiliticus e Croton heterodoxus foram submetidos
ao fracionamento liquido-liquido com solventes de polaridade crescente,
resultando nas respectivas fragdes hexano, acetato de etila e aquosa. Os
rendimentos obtidos estdo sumarizados na Tabela 01.

Tabela 01: Rendimentos dos extratos brutos e das fragdes obtidas a partir das
espécies C. heterodoxus e C. antisyphiliticus.
FOLHAS CAULES TOTAL*
FRACOES Material RendimentoMaterial Rendimento Material Rendimento
seco (@) (%) seco(z) (%) seco() (%)
Croton heterodoxus
Material vegetal 1548,7 - 16285 - 566,30 -
Extrato bruto 409,92 26,47 152,51 9,36 64,03 11,31
Fragdo hexano 83,87 20,76 30,43 20,50 5,09 23,90
Fragdo acetato 54,41 13,37 46,60 31,40 6,97 32,77
Fracdo aquosa 105,00 26,00 41,70 28,10 - -
Croton antisyphiliticus

Material vegetal 667,40 - 184,40 - 421,00 -
Extrato bruto 59,64 8,94 10,20 5,53 4421 10,50
Fragdo hexano 22,92 38.43 0,88 8.62 5,07 2525
Fracdo acetato 1,90 3,18 1,10 10,81 1,06 5,28
Fracdo aquosa - - - - 157,17**  7,66**

*TOTAL refere-se ao extrato da planta inteira.
**Valores obtidos partindo-se de 2051 g de planta seca (folhas e caules) e extragdo conforme
descrigdo abaixo.

Como forma de apresentacdo ¢ discussdo dos resultados, os
diferentes extratos ef ragdes apresentados na Tabela 01 foram
codificados da seguinte maneira: As iniciais CH ¢ CA referem-se as
espécies vegetais Croton heterodoxus ¢ Croton antisyphiliticus,
respectivamente. EB refere-se aos Extratos Brutos Hidroalcodlico, F e C
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refere-se a folhas e caules, respectivamente ¢ H, A e W fazem referéncia
ao solvente extrator Hexano, Acectato de Etila ¢ Agua.

A analise por CCD dos extratos brutos das folhas e caules de C.
heterodoxus mostrou uma composi¢éo complexa com uma gama variada
de compostos. Assim, nossa estratégia de isolamento foi processar os
extratos de folhas ¢ caules separadamente. Por outro lado, a analise por
CCD da espécie C. antisyphiliticus revelou uma composi¢do
micromolecular bem mais simples, ¢ com menor rendimento, o que nos
orientou a trabalhar com o extrato total das partes aéreas (caules ¢ folhas
juntos). Desta forma, as fragdes hexano (CHFH), acetato de etila
(CHFA) ¢ aquosa (CHFW) das folhas, ¢ dos caules, CHCH, CHCA ¢
CHCW de C. heterodoxus e extrato bruto aquoso das partes aéreas de C.
antisyphiliticus (CATW) foram submetidos ao fracionamento
cromatografico para o1 solamento dos constituintes quimicos e
determinacdo das suas respectivas estruturas. No entanto, todas as
fragdes obtidas apresentadas na Tabela 01 foram testadas quanto a sua
atividade bioldgica, com excegdo das fragbes aquosas de C.
heterodoxus. As fragdes aquosas de C. heterodoxus total, C.
antisyphiliticus folhas e caules ndo foram utilizadas neste trabalho
devido ao seu baixissimo rendimento.

A espécie vegetal C. antisyphiliticus despertou maior interesse
para arealizagdo de estudos farmacoldgicos na arca de inflamagdo por
ser utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas doengas
de cunho inflamatorio. Considerando o b aixo rendimento obtido com
esta espécie, os trabalhos de isolamento dos principios ativos € o
monitoramento de atividade anti-inflamatéria, foram conduzidos com o
extrato bruto total ¢ suas fragGes. Orientados pelos resultados de
atividade anti-inflamatoéria ¢ dados encontrados na literatura (MATOS,
2011), que relatam a presenga de compostos polares na espécie, nossa
estratégia foi concentrar esforgos na fragdo aquosa, preparando, assim, o
extrato bruto total aquoso (EBW) tendo como solvente extrator uma
mistura etanol:H,O (1:1). Os resultados apresentados para af ragdo
CATW (Tabela 01) referem-se ao extrato bruto total aquoso de C.
antisyphiliticus.

5.1.1 Croton antisyphiliticus Martius

5.1.1.1 Extrato Bruto Total Aquoso de Croton antisyphiliticus
(CATW)
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A Figura 12 ilustra o fracionamento cromatografico do extrato
CATW e os compostos isolados através da cromatografia em coluna.

Extrato CATW
G5

46 Sub-fragdes

[ 23 ] [ 12-24 } [ 4547 ]
| | |
ATW2 ATWI12 ATW4S
Quercetina Vitexina Acido Quinico
(07365 ) (18205 ) (23265 )

Figura 12: Fracionamento cromatografico do extrato CATW.

A Figura 13 apresenta o cletroferograma capilar do extrato
bruto total (CAEBT), Fig. 13A, ¢ do extrato bruto total aquoso
(CATW), Fig. 13B, de C. antisyphiliticus. A Figura revelou uma
composigdo bastante similar para estes dois extratos. Com esta técnica
analitica foram identificados trés flavonoides O-glicosilados: rutina (1),
1soquercitrina (2) e quercitrina (4) e um flavonoide C-glicosilado:
vitexina (3), Figura 14. A identificagdo de 1-4 no eletroferograma foi
realizada por comparacdo do perfil de migracdo e co-migragdo com os
respectivos padrdes de flavonoides, Figuras 15 ¢ 16, pag. 111.
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Figura 13: Eletroferogramas dos extratos CAEBT (A) e C ATW (B) de C.
antisyphiliticus. Rutina (1); isoquercitrina (2); vitexina (3) e quercitrina (4).
Condigdes analiticas: Eletrolito de corrida constituido de tetraborato de sédio 20 mmol L ¢ metanol
10%, pH 9,3. Capilar de silica fundida com dimensdes de 40 cm Lget, 48,5 cm Lio; 50 pm D.I. Tensdo
aplicada de +30 kV. Injegdo por pressdo 50 mbar durante 5 s. Temperatura do capilar, 25 °C.
Detecgao direta em 390 nm.
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A analise dos eletroferogramas (Fig. 13 A ¢ B) mostrou que o
extrato CATW possui uma maior concentracdo dos compostos,
orientando-nos a trabalhar no fracionamento do extrato aquoso com a
expectativa de se obter maior quantidade dos flavonoides presentes na
planta (Figura 13 B).

Figura 14: Estruturas quimicas dos compostos identificados na espécie Croton
antisyphiliticus. Rutina (1), isoquercitrina (2), vitexina (3), quercitrina (4), acido
quinico (5) e quercetina (6).

O fracionamento do extrato CATW em coluna de silica gel
desativada com 15% de agua resultou no isolamento de vitexina (3) e
acido quinico (5), Figura 14, como compostos majoritarios da fracdo. A
quercetina (6), Figura 14, foi isolada em menor quantidade. Observou-se
que a quercetina ndo aparece no perfil do eletroferograma de CATW, o
que pode ser interpretado como um artefato de isolamento, resultado da
hidrolise durante o pr ocessamento do C AEBT ¢ CATW. De fato,
experimentos de hidrolise com CAEBT ¢ CATW, Figuras 17 ¢ 18,
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pag.112, respectivamente, mostraram claramente a presenga de
quercetina nas duas fragdes.

VITEXINA
QUERCETRINA

ISOQUER CETRINA

——— VITEXINA

ISOQUER CETRINA

—QUERCETRINA

Figura 15: Eletroferogramas A — CAEBT; B — CAEBT adicionado dos padrdes
de rutina, isoquercitrina, quercitrina e vitexina na concentragio de 20 mg L™
aproximadamente. Condigses analiticas: Eletrélito de corrida constituido de tetraborato de sodio
20 mmol L' e metanol 10%, pH 9,3. Capilar de silica fundida com revestimento externo de
poliimida, dimensdes: 40 cm Lge, 48,5 cm Lio; 50 pm D. I Tensdo aplicada 30 kV. Injegdo por
pressdo 50 mbar durante 5 s. Temperatura do capilar 25°C. Detecgdo direta em 390 nm.
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Figura 16: Eletroferogramas A — CATW; B — CATW adicionada dos padrdes de
rutina, isoquercitrina, quercitrina e vitexina na concentragio de 20m g L’
aproximadamente. Condigses analiticas: Eletrélito de corrida constituido de tetraborato de sodio
20 mmol L' e metanol 10%, pH 9,3. Capilar de silica fundida com revestimento externo de
poliimida, dimensdes: 40 cm Lge, 48,5 cm Lio; 50 pm D. I Tensdo aplicada 30 kV. Injegdo por
pressdo 50 mbar durante 5 s. Temperatura do capilar 25°C. Detecgdo direta em 390 nm.
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Figura 17: Eletroferograma CAEBT antes e depois da hidrolise. Condigdes
analiticas: Eletrolito de corrida constituido de tetraborato de sédio 20 mmol L™ e metanol 10%, pH
9.3. Capilar de silica fundida com revestimento externo de poliimida, dimensdes: 40 cm Lqet, 48,5 cm
Liot; 50 pm D. L. Tens3o aplicada 30 kV. Injegdo por pressdo 50 mbar durante 5 s. Temperatura do
capilar 25°C. Detecgio direta em 200 nm.
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Figura 18: Eletroferograma CATW antes e depois da hidrolise. Condigses analiticas:
Eletrélito de corrida constituido de tetraborato de sédio 20 mmol L e metanol 10%, pH 9,3. Capilar
de silica fundida com revestimento externo de poliimida, dimensdes: 40 cm Lger, 48,5 cm Lig; 50 pm
D. I. Tensio aplicada 30 kV. Injegdo por pressdo 50 mbar durante 5 s. Temperatura do capilar 25°C.
Detecgao direta em 200 nm.

A 1identificagdo dos compostos isolados foi confirmada através
da analise dos dados espectroscopicos ¢ por comparagdo com dados
previamente publicados na literatura (MIYAZAWA; HISAMA 2003;
TANAKA et al. 2005).

O espectro de infravermelho do composto 3 (Figura 14, pag.
110) mostrou um perfil de absor¢do caracteristico de flavonoides, Figura
19, pag. 114. Bandas de absor¢io em 3380 ¢ 3261 cm™ referentes ao
estiramento dos grupos OH livre ¢ em ligagcdo de hidrogénio foram
observadas. Observou-se ainda uma banda em 1652 cm’™, caracteristica
de estiramento de ligagdes C=0 (sistema a-p insaturado), uma banda em
1612 cm™ referente ao estiramento de ligagdes C=C, uma banda em
1363 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo C-O, ¢ uma banda de
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baixa intensidade em 2961 cm™', estiramento caracteristico de ligagdes
C-H. O espectro de RMN de 'H, Figura 20, apresentou um perfil
caracteristico de uma 4',5,7-tri-hidroxiflavona. A regido de hidrogénios
aromaticos apresentou um par de dupletos centrados em &y 8,30 (H-2'e
H-6") ¢ 6y 7,30 (H-3' ¢ H-5') com constantes de acoplamento para
hidrogénios orto relacionados (J=8.30 Hz), estabelecendo o padrdo de
substituigdo 4’-hidroxi do anel B de flavonoides. Um simpleto em &y
6,84, caracteristico do H-3 de flavonas ¢ um simpleto em Jy 6,73
atribuido ao H-6 sugerem a C-8 glicosilacdo. Também foi observado em
O 13,97 a absorgdo caracteristica da hidroxila quelada ligada ao
carbono C-5. O dupleto centrado em 6y 5,97 com J=9.55 Hz, tipico de
acoplamento trans-diaxial, foi atribuido ao H-1"" do carbono anomérico.
Os sinais observados entre oy 3,00 ¢ 5,00 indicam a presenga de uma
unidade de agucar na molécula, e, apesar de apresentarem-se como
sinais mal resolvidos, a integracdo dos picos revelou um total de 6
atomos de hidrogénio, os quais juntamente com o hidrogénio anomérico
totalizam 7 a tomos de hidrogénio ligados a carbono para a porgédo
glicosidica. Estes sinais combinados com os dados de "°C ¢ comparagio
com dados da literatura (BIANCO; SANTOS, 2003) sugerem a estrutura
da B-glucose. A posi¢do C-8 da unidade glicosidica foi confirmada pelo
mapa de correlagdio HMBC (anexos, MS 01), principalmente através das
correlagGes apresentadas entre H-17 ¢ o sinal em 6¢c 157,5 (C-9), e entre
H-6 ¢ os carbonos do anel A, especialmente a correlagdo com os sinais
em oc 164,8 (C-7), 6c 165,1 (C-5), &c 105.4 (C-10). O espectro de RMN
de "°C, Figura 21, apresentou 19 sinais, dois dos quais apresentam-se em
maior intensidade que foram atribuidos aos carbonos equivalentes C-2°
e C-6” (6¢ 129.9) ¢ C-3'e C-5' (8¢ 117,1), o que esta de acordo com a
literatura (TANAKA et al.; 2005). Estes dados podem ser observados na
Tabela 02,pag. 117,¢ confirmam a estrutura da vitexina para o
composto isolado.
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Figura 19: Espectro de infravermelho em pastilha de KBr do composto 3.
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Figura 21: Espectro de RMN de "*C (100 MHz em Pir) do composto 3.

O composto 5 (Fig. 14,pa g. 110) apresentou bandas
caracteristicas de acidos fendlicos no espectro de infravermelho. Foi
observada uma banda de absor¢do em 3412 cm’', caracteristica de
estiramento de grupos OH livres. Também foram observadas uma banda
em 1612 cm’, caracteristica de estiramento da ligagio C=0, ¢ uma
banda de baixa intensidade em 2926 cm™, caracteristica de estiramento
da ligagdo C-H, Figura 22. Apesar de néo terem sido obtidos espectros
claros de hidrogénio e carbono, foi possivel identificar o composto 5
como sendo o acido quinico através da espectrometria de massas de alta
resolugdo (HRMS) (ESI), que forneceu a relagdo carga/massa para o ion
molecular deprotonado de m/z 191.0556 (anexos, MS 02) (calculado
para C;H,04 [M-H]: 191.0561) e o padrdo de fragmentagdo do ion de
m/z 173, m/z 127 e m/z 111, que estdo de acordo com o perfil ESI-Q-
TOFMS previamente publicado na literatura (NG; LAFONTAINE;
VANIER, 2004; SANTOS et al. 2011).
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Figura 22: Espectro de infravermelho em pastilha de KBr do composto 5.

O composto 6 (Fig. 14, pag. 110) também apresentou um perfil
de absorcdo caracteristico de flavonoides no espectro de infravermelho.
P6de-se observar bandas de absorcdo referentes ao estiramento dos
grupos OH livre ¢ em ligagdo de hidrogénio (3413 ¢ 3295 cm™), ¢ as
bandas de absor¢do em 1664 cm™ (C=0 de sistema a-p insaturado), em
1610 cm™, referente ao estiramento da ligagdo C=C, em 1261 cm™ (C-
0) ¢ uma banda de baixa intensidade em 2924 cm™, estiramento C-H,
Figura 23.
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Figura 23: Espectro de infravermelho em pastilha de KBr do composto 6.

O espectro de RMN de 'H, Fig. 24, mostrou um par de dupletos
centrados em &y 6,78 € 6,75, com constante de acoplamento de 2,34 Hz,
indicando um acoplamento meta entre eles, os quais foram atribuidos
aos hidrogénios ligados aos carbonos C-6 ¢ C -8 doanel A dos
flavonoides, respectivamente. Foram observados também outros dois
dupletos em &y 7,42 ¢ 8,66, com constante de acoplamento de 8,60
(acoplamento orfo) ¢ 2,34 Hz (acoplamento meta), respectivamente,
atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos C-5" ¢ C-2” do anel B,
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respectivamente. Finalmente, um duplo dupleto foi observado em oy
8.14, com constantes de acoplamento de 8,60 ¢ 2,34 Hz (sistema orto-
mela), atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono C-6" do anel B, Tabela
02.
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Figura 24: Espectro de RMN de 'H (400 MHz em Pir) do composto 6.

Foram contabilizados 15 sinais de carbono no espectro de RMN
de °C, Fig. 25, com deslocamentos quimicos de acordo com valores
encontrados na literatura para a 3,5,7.3’.4’-penta-hidroxiflavona, ou
quercetina (MIYAZAWA ; HISAMA, 2003).
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Figura 25: Espectro de RMN de "*C (100 MHz em Pir) do composto 6.

A quercetina esta presente em uma quantidade consideravel de
espécies de plantas. Este flavonoide é um potente antioxidante, quelante
metalico, sequestrador de radicais livres, além de prevenir a oxidagdo da
lipoproteina de baixa densidade (DEWICK, 2002).
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Tabela 02: Dados espectroscopicos de RMN de 'He C para os compostos 3 e
6 isolados de Croton antisyphiliticus (8 em ppm, J em Hz).

- Vitexina (3) Quercetina (6)

Posicédo 5 By 5 By

2 1624 146,3

3 103,4 6,84 (s) 136,5

4 1833 175.,8

5 165,1 13,97 (s) 161,0 13,38 (s)

6 99.4 6,73 (s) 97.8 6,78 (d) J=2,34

7 164.,8 164,1

8 106,3 92,8 6,75 (d) J=2,34

9 1575 156,0

1 105,5 103,0

| 122,7 122,6

2 129,9 8,30 (d) J=8,30 115,2 8,66 (d) J=2,34

3’ 117,1 7,30 (d) J=8,30 145,6

4 162,9 147.9

5’ 117,1 7,30 (d) J=8,30 119,6 7,42 (d) J=8,60

6’ 129,9 8,30 (d)J=8,30 121,6 8,14 (dd) J=8,60 ¢ 2,34

17 75,7 5,97 (d) J=9,55 -

27’ 73,2 4,57 nd* -

3” 81,0 4,24 nd* -

4 72,5 4,24 nd* -

57 83,7 4,24 nd* -

6’ 63,2 4,57 nd* -

nd* no definido.
5.1.2 Croton heterodoxus Baillon
5.1.2.1 Fracio hexano dos caules (CHCH)

A frag@io hexano do c aule foi cromatografada em coluna de
silica gel, eluida com hexano/acetato de etila no m odo gradiente de
polaridade, resultando em 155 sub-fragdes. A analise por CCD, revelada
em anisaldeido sulfurico, permitiu reunir as fragGes em cinco grupos
distintos, como mostra a Figura 26.

Dando continuidade a nossa investigagdo fitoquimica, cinco
compostos foram isolados da fragdo hexano dos caules de Crofon
heterodoxus: quatro triterpenos ¢ um esterol. Nas demais fragdes, foram
detectados apenas compostos hidrocarbonados como, acidos graxos,
alcodis graxos, ésteres de acidos graxos e pigmentos, o que ¢ esperado
para a fragdo hexano.



Fracio CHCH
@259

155 Sub-fragbes

[ 17-20 ] [ 24-25 ] [ 3?|40 ] | 69-75 ] [ 115“—]16 ]

HCH18 HCH40 HCH115
Fem-9(1 1)-eno- B-sitosterol 203,23 -trihidroxdolean-
20-0l-3 0x0 (06012 ) (9)
{1,1026 8 (7)

HCH2S
3f-hidroxihop-

2eno
(1,6100 g) (1)

HCHT0
Fem-9(11)-enc-
20,3 -diel

(37428 ) (10)

22(20)eno

(0.6231'8) (8)

Figura 26: Fracionamento cromatografico da fracdo CHCH.

O composto 7, Fig. 27, foi obtido inicialmente na forma de um
p6 verde claro que apds sucessivas lavagens em AcOEt forneceu 1,1026
g do composto puro na forma de um fino soélido branco com p.f. 184,8-
186,3° C e Rf 0,63 (80:20 hexano-AcOE).

O espectro de infravermelho em pastilha de KBr (Figura 28)
apresentou um perfil de absorcdo tipico de estruturas triterpénicas ou
esteroidais: a intensa absor¢do na regidio de v 2971-2877 cm™ atribuida a
estiramentos C-H juntamente com um complexo grupo de absor¢des na
regido de deformagdes angulares éu ma caracteristica marcante de
esqueleto hidrocarbonado de triterpenoides ou esteroides.

Figura 27: Triterpenos isolados da fragdo CHCH de Croton heterodoxus. Fern-
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9(11)-eno-2a-o0l-3-oxo (7), 3p-hidroxihop-22(29)eno (8), fern-9(11)-eno-2a.33-
diol (10) e 20.3,23-trihidroxiolean-12-eno (11).

Entre outras absorg¢des observou-se ap resenga de funcéo
hidroxila através da intensa ¢ larga banda de absor¢do em v 3431 cm™
caracteristica do estiramento da ligacdo O-H, uma intensa banda de
absorcdo em v 1709 cm™ referente ao estiramento de um grupo
carbonila; ¢ uma pequena banda de absor¢do em v 1644 cm™ sugerindo a
presenga de uma ligagdo dupla C=C.

A analise preliminar dos espectros de RMN de 'H (Figura 29),
C (Figura 30) ¢ DEPT (Figura 31) com trinta sinais para atomos de
carbono ¢é sugestiva de uma estrutura triterpénica. A atribuicdo completa
dos sinais de RMN foi realizada através da analise conjunta dos
espectros de RMN de 'H, "°C ¢ DEPT, ¢ dos mapas de correlagio 'H-'H
COSY (anexos, MS 03), HMQC (anexos, MS 04) e HMBC (anexos, MS
05). Estes dados estdo sumarizados na Tabela 03, pag. 122.
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Figura 28: Espectro de infravermelho em pastilha de KBr do composto 7.
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Figura 29: Espectro de RMN de 'H (400 MHz em CDCl;) com expansdo do
composto 7.
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Figura 30: Espectro de RMN de "*C (100 MHz em CDCl5) com expansdo do
composto 7.

Figura 31: Espectro de RMN DEPT 135 (100 MHz em CDCl;) do composto 7.

A andlise conjunta dos espectros de RMN de *C ¢ DEPT
mostrou sinais para oito carbonos metilicos, oito metilénicos, cinco
metinicos e cinco carbonos quaternarios. Através dos valores de
deslocamentos  quimicos, identificou-se uma ligagdo dupla
trissubstituida através dos sinais em o¢ 148.,4 (C) e 6c 1175 (CH) os
quais foram atribuidos aos carbonos C9 e Cl1, respectivamente. No
espectro de RMN de 'H, o sinal centrado em &y 5.41 (dd, J= 5,08 ¢ 2,73
Hz) é devido ao atomo de hidrogénio olefinico H11. A localizagdo da
ligagdo dupla C9/C11 foi realizada através da analise dos mapas de
correlagdo COSY, HMQC ¢ HMBC.
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Tabela 03: Dados de RMN para os compostos 7,10 e 11 (5 em ppm, J em Hz).

Posiciio Composto 7 Composto 10 Composto 11
§ SC SH 8(] 8H 6C 8H
2,64 (dd) 2,25 (dd) )
1 49,7 J=12,89e6,25, 472 J=12,50e4,30, 464 %%Z ((nnll))
1,41 (m) 1,22(m) ’
3,69 (m)
4,59 (m) - _
2 69,3 J=12.83 ¢ 628 69,2 J 11,273,79,31 e 09,1 3,90 (m)
3 2164 83,5 3,01(d)J=9,37 854 3,20(d)J=8.99
4 37.6 39.2 432
5 472 1,72 (m) 443 1,35 (m) 55,8 0,96 (m)
6 17,5 1,76 (m) 17,7 0,79 (m) 184 1,62 (m)
1,40 (m),
7 19,0 1,65 (m) 18,9 1,63 (m) 32,7 0.87 (m)
_ 2,08 (d)
39,6 2,07(d)J=13,67 398 J=11.32 39,8
9 148.4 150,1 47,7
10 47,1 39,0 38,1
5,42 (dd) J=5,08 5,35 (dd)
11 117,5 e2.73 116,6 J=527 €273 23.8 1,92 (m)
- 1,64(m), 5,19 (dd) J=3,95
12 36,5 1,65(d)J=2,34 36,6 1 41(m) 1213 e3.13
13 38,2 36,7 1452
14 36,7 37,6 41,7
15 29,2 1,25 (m) 292 1,29 (m) 26,0 1,25 (m)
16 36,0 1.42 ((rlnn)) 1.37 36,1 1,66 (m) 26.8 0,80 (m)
17 42.8 429 324
18 51,8 1,55 (m) 51,9 1,54 (m) 47,1 1,94 (m)
1,33 (m), 1,21 1,66 (m),
19 20,0 (m) 20,1 1,25 (m) 46,7 111 (m)
20 28,1 1,79 (m) 282 1,05 (m) 31,1
21 59,5 0,95(d)J=9,96 59,6 0,98 (d)J=9,57 34,7 1,22 (m)
22 30,7 1,42 (m) 30,7 1,44 (m) 37,1 1.23 ((Ilnn)); 140
4,10 (d) J=11,33;
23 24,1 1,13 (s) 27,9 1,01 (s) 65,6 340 (d)J=1133
24 21,6 1,18 (s) 16,2 0,91 (s) 22.9 1,30 (s)
25 25,1 1,39 (s) 26,1 1,14 (s) 174 0,97 (s)
26 153 0,76 (s) 15,3 0,74 (s) 16,7 0,94 (s)
27 15.8 0,78 (s) 15,8 0,81 (s) 26,0 1,13 (s)
28 13,9 0,75 (s) 13,9 0,76 (s) 284 0,83 (s)
29 22,9 0,84 (d)J=644 23,0 0,84(d)J=6,64 33.3 0,88 (s)
30 22,0 0,90 (d)J=6,64 22,1 0,89(d)J=6,44 23,6 0,87 (s)
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Dois carbonos oxigenados sdo mostrados pelos sinais em &¢
2164 (C) ¢ &c 69,3 (CH) no espectro de RMN de "°C, que foram
atribuidos aos carbonos 3 ¢ 2, respectivamente. Esta atribui¢do foi feita
através da observacdo do acoplamento entre os sinais do hidrogénio
centrado em 4,59 ppm (dd, J = 12,83 ¢ 6,28 Hz), ligado ao C2, com os
sinais dos hidrogénios CH, em &y 2,64 e 6y 1,41, ligados ao Cl, pelo
mapa de correlagdo COSY (anexos, MS 03).

O mapa de correlagdo COSY mostrou varios sistemas de spin,
com destaque para CH (2)/CH, (1) do anel A e CH (11)/CH, (12) do
anel C. Os valores de deslocamentos quimicos relacionados aligacdo
dupla trissubstituida entre os carbonos C9 ¢ Cl11 estdo de acordo com
dados da literatura para outros triterpenos: 6c 151,6 a 153,4 para C9 ¢
115,52 120,9 para C11 (MAHATO; KUNDU, 1994).

A atribuigdo dos sinais das metilas foi realizada através das
correlagdes a longa distancia dos carbonos com os hidrogénios ligados a
carbonos alifaticos no mapa de correlagio HMBC (anexos, MS 5). Os
grupos metila encontram-se ligados em C4 (C23 ¢ C24), C10 (C25),
C13 (C27), C14 (C26), C17 (C28) ¢ C22 (C29 e C30), revelando o
triterpeno com esqueleto do tipo fernano.

Esta atribuigdo foi confirmada pela presenca de duas metilas
dupleto centradas em 6c 22,9 e 6y 0,84 (d, J = 6.4 Hz) e 6c 22,0 e oy
0,90 (d, J = 6,6 Hz ). A maioria dos sinais do espectro de RMN de *C
foi atribuida através das multiplas correlagdes heteronucleares (HMBC)
¢ pode ser observada na Figura 32.
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Figura 32: Correlagdoes de RMN 'H-'H cOSY (negrito) e HMBC (H — C) dos
compostos 7,8,10 ¢ 11.

Estas analises nos levaram a identificagdo do triterpeno fern-
9(11)-eno-2a-ol-3-oxo0, confirmado através da espectrometria de massas
de alta resolugdo (HRMS) (ESI"), que forneceu arelagdo carga/massa
para o ion molecular de m/z 4633545 (anexos, MS 006) (calculado para
C30Hus0, [M+Na]™: 463.3547). O triterpeno isolado, de acordo com
pesquisa bibliografica, ¢ relatado pela primeira vez neste trabalho.

O composto 8 (0,6231 g), Figura 27, pag. 119, foi isolado na
forma de um fino sélido branco com Rf de 0,50 (80:20 hexano:AcOEt),
comlfaixa de fusdo de 244.5-252.3° C ¢ massa molecular de 426,72 g
mol .

O espectro de infravermelho (Figura 33) apresentou um perfil
de absorgdo caracteristico de estruturas triterpénicas. Pode-se observar
uma intensa absor¢do na regido de v 2917-2849 cm’' atribuida a
estiramentos C-H da cadeia triterpénica, absorgédo larga ¢ intensa em v
3422 cm’ caracteristica do estiramento da ligagdo O-H, ¢ ap equena
banda de absor¢do em v 1733 cm™ sugerindo a presenca de uma ligagdo
dupla C=C.

Figura 33: Espectro de infravermelho em pastilha de KBr do composto 8.

A andlise preliminar dos espectros de RMN de 'H (Figura 34),
13C (Figura 35) ¢ DEPT (Figura 36) sugere uma estrutura triterpénica. A
atribui¢do completa dos sinais de RMN ¢ apresentada na Tabela 04, pag.
128, e foi realizada através da analise conjunta dos espectros de RMN
de 'H, "*C ¢ DEPT, ¢ dos mapas de correlagdo "H-'"H COSY (anexos,
MS 07), HMQC (anexos, MS 08) ¢ HMBC (anexos, MS 09).
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Figura 35: Espectro de RMN de "°C (100 MHz em CDCl5) com expansdo do
composto 8.
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Figura 36: Espectro de RMN DEPT 135 (100 MHz em CDCls) do composto 8.

Trinta atomos de carbono foram contabilizados no espectro de
RMN de "°C (Fig. 35) ¢ o espectro DEPT (Fig. 36) mostrou sinais para
sete carbonos metilicos, onze metilénicos, seis metinicos € seis carbonos
quaternarios. Através dos valores de deslocamento quimico observa-se a
presenga de uma dupla ligagdo exociclica através dos sinais em dc 148,7
(C) e oc 110,1 (CH,), que foram atribuidos aos carbonos C22 ¢ C29,
respectivamente, no espectro de RMN °C; e do sinal centrado em &y
4,76, correspondente aos atomos de hidrogénio H29 no espectro de
RMN 'H. Um carbono sp’ oxigenado é mostrado pelo sinal em 8¢ 79,0
(CH) no espectro de RMN de “C, atribuido ao carbono C3. Esta
atribuigdo foi realizada através da observacdo do acoplamento entre os
sinais do hidrogénio centrado em 3,20 ppm (dd, J = 11,52 ¢ 5,27 Hz),
ligado ao C3, com os sinais dos hidrogénios CH; em &y 0,95, ligados ao
C2 do anel A do triterpeno, pelo mapa de correlagdio COSY (anexos,
MS 07). A localizagdo da ligagdo dull)la e do grupo OH foi realizada pela
analise dos mapas de correlagdo "H-"H COSY (anexos, MS 07), HMQC
(anexos, MS 08) ¢ HMBC (anexos, MS 09). Além dos sinais da
amostra, foram detectados nos espectros de RMN de 'H, '°C ¢ DEPT a
presenga de sinais menos intensos referentes ao triterpeno 7 discutido
anteriormente. A atribuicdo completa dos sinais de RMN pode ser
observada na Tabela 04.
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Tabela 04: Dados de RMN para o composto 8 (8 em ppm, J em Hz).

. . Comp. 358* Hopenol B** Composto 8
Posi¢do 5 oy 5 oy
1 40,4 38,8 1,68 (m)
2 18,7 31,9 0,95 (m)
3 42,2 3,19 (dd)J=12,00 e 6,00 79,0 3,20 (dd)J=11,52¢ 5,27
4 333 29,4 -
5 56,2 55,1 0,67 (m)
6 18,7 18,4 1,68 (m)
7 33,3 333 2,34 (m)
8 41,9 41,7 -
9 50,4 50,3 1,25%**
10 37.4 37,1 -
11 21,0 21,0 2,12 (m)
12 24,0 22,7 1,55 (m)
13 49,5 49,4 1,22%*%
14 42,1 42,0 -
15 33,7 33,6 1,38 (m)
16 21,7 21,6 0,90 (m)
17 54,9 54,8 0,65 (m)
18 448 44,8 -
19 41,9 41,9 2,00 (m)
20 27,4 23,9 1,43 (m)
21 46,5 46,4 1,45 (m)
22 148,7 148,7 -
23 33,4 0,98 (s) 28,0 1,03 (s)
24 21,6 0,76 (s) 16,7 0,76 (s)
25 15,9 0,82 (s) 14,1 0,79 (s)
26 16,7 0,98 (s) 16,1 0,97 (s)
27 16,8 0,93 (s) 16,6 0,94 (s)
28 16,1 0,72 (s) 15,8 0,72 (s)
29 110,7 4,78 (sl) 110,1 4,78 (s
30 25,0 1,75 (s) 25,0 1,75 (s)

*(MAHATO; KUNDU, 1994).
** (MATSUNAGA; MORITA, 1983).
*** oculto pelo sinal do hexano em 1,26 ppm presente na amostra.

Os valores de deslocamentos quimicos relacionados aligagao
dupla exociclica entre os carbonos C22-C29 estfio de acordo com dados
da literatura para outros triterpenos: oc 148,7 para C22 ¢ 110,7 para
C29, bem como os valores de deslocamento quimico para o ¢ arbono
oxigenado: 79,0 para C3 (MAHATO; KUNDU, 1994).

A atribuiggo dos sinais das metilas bem como a sua localizagdo
foi realizada através das correlagdes observadas no mapa de correlagdo
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HMBC (anexos, MS 09), ¢ encontram-se ligadas em C4 (C23 e C24),
C10 (C25), C8 (C26), C14 (C27), C18 (C28) e C22 (C30), revelando o
triterpeno com esqueleto do tipo hopano. A atribuigdo completa dos
sinais de RMN foi realizada através da analise dos mapas de correlagao
COSY ¢ HMBC, ¢ as correlagdes podem ser observadas na Fig. 32, pag.
123. Estes dados estdo de acordo com aliteratura (MATSUNAGA;
MORITA, 1983) e nos levaram a identificagdo do triterpeno 3f-
hidroxihop-22(29)eno, Fig. 27, pag. 119, que ja foi relatado também nas
espécies Fuphorbia lathyris (KOOPS; BAAS; GROENEVELD, 1991,
GINER; DJERASSI, 1995) ¢ Rhododendron lepidotum (ZHOU et al.,
2012).

O composto 9 foi isolado na forma de agulhas cristalinas, que
apos o procedimento de purificagdo por sucessivas lavagens com hexano
rendeu 0,6012 g de um soélido cristalino, que foi identificado por
comparacdo com dados da literatura como o esterol [-sitosterol,
contendo tragos de estigmasterol. O composto apresentou uma faixa de
fusdo de 124,0-129,7° C (B-sitosterol = 130-135° C (YUN-CHOI et. al.,
2003), estigmasterol = 170-172° C (ABOU-DOUH et. al., 2005)) ¢ Rf
0,36 (80:20 hexano-AcOEt).

Analisando o espectro de infravermelho em pastilha de KBr do
composto obtido, Fig. 37 obs erva-se um perfil de absorcéo
caracteristico de estruturas triterpénicas ou esteroidais. Observa-se¢ na
regidio de v 3427 cm” a presenca de uma banda intensa el arga
caracteristica do estiramento da ligagdo O-H, ¢ banda em v 1639 cm™
referente ao estiramento da ligagdo dupla C=C. O conjunto de bandas de
absorgio na regido de v 2960-2850 cm™' corresponde a estiramentos C-H
alifaticos, cuja alta intensidade indica ap resenca de uma cadeia
hidrocarbonada longa e néo linear.

Figura 37: Espectro de infravermelho em pastilha de KBr do composto 9.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 38) pode-se observar um
grupo de absor¢des na regidgo de 0,7-2,4 ppm, tipico de estruturas
esteroidais. O multipleto centrado em 3,53 ppm sinalizando a presenca
do hidrogénio carbindlico tipico da B-hidroxilagdo em C-3, ¢ o sinal
centrado em 5,35 ppm indicando a presenga de uma ligagdo dupla
endociclica trissubstituida, sdo sinais caracteristicos dos fitoesterois e
sugestivos da estrutura do P-sitosterol. Um grupo de sinais de baixa
intensidade na regido de 5,0-5,2 ppm, na forma de um duplo-dupleto
pode ser observado, caracteristico da ligacdo dupla trans-dissubstituida
presente em alguns fitoesterdis como o estigmasterol, que apresenta
uma ligagdo dupla entre os carbonos C22 ¢ C23.

Na literatura frequentemente encontram-se relatos de que o
fitosterol [-sitosterol geralmente vem acompanhado de pequenas
quantidades de estigmasterol, ou até mesmo de outros esterois.

Figura 38: Espectro de RMN de 'H (400 MHz em CDCl;) com expanséo do
composto 9.

Os espectros de RMN de °C (Figura 39) ¢ RMN de °C DEPT
(Figura 40) mostraram a presenca de 27 sinais de maior intensidade,
confirmando a estrutura de um esteroide.
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Figura 39: Espectro de RMN de Bc (100 MHz em CDCl;) com expansio do
composto 9.
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Figura 40: Espectro de RMN DEPT 135 (100 MHz em CDCls) do composto 9.

O sinal centrado em 8- 42.3 corresponde aos carbonos C4 e
C13, ¢ o sinal em &c 31,9 aos carbonos C7 e C8, respectivamente.
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Foram observados ainda sinais adicionais de menor intensidade
referentes ao estigmasterol, confirmando a presenca dos dois esteroides
na amostra.

A atribui¢do completa dos sinais de RMN para os hidrogénios e
carbonos do composto 9, comparados com dados obtidos da literatura,
estdo descritos na Tabela 05.

De acordo com as analises espectroscopicas apresentadas e
compara¢do com dados da literatura, o composto 9 foi finalmente
identificado como o esterol P-sitosterol, com pequena quantidade de
estigmasterol na amostra, Fig. 41.

Tabela 05: Dados espectroscopicos de RMN para o composto 9.

Posicdo Deslocamento quimico (ppm)
C Sc* d¢c dy
1 37,3 37,2
2 31,6 31,6
3 71,8 71,8 3,25 (m)
4 423 423
5 140,8 140,7
6 121,7 121,7 5,35 (m)
7 32,1 31,9
8 32,1 31,9
9 50,2 50,1
10 36,5 36,5
11 21,1 21,1
12 39,8 39,8
13 423 42,3
14 56,8 56,8
15 243 24,3
16 283 28,2
17 56,1 56,0
18 12,0 12,0 1,02 (s)
19 19,1 19,8 1,26 (s)
20 36,2 36,1
21 18,8 18,8 0,69 (s)
22 34,0 33,9
23 26,2 26,0
24 45,2 45,8
25 29,2 29,1
26 18,9 19,4 0,85 (s)
27 19,1 19,0 0,83 (s)
28 23,1 23,0
29 11,9 11,8 0,81 (s)

* (KOVGANKO; KASHKAN; BORISOV, 2000).
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O esterol P-sitosterol, com pequena quantidade de
estigmasterol, foi isolado também das fragbes apolares de Croton
antisyphiliticus, sendo denominado o composto de ATH12 e submetido
a ensaios de atividade bioldgica. Outras fragdes das duas espécies
vegetais também apresentaram quantidades significativas de esterol.

HO

[-sitosterol

122, 23 = CH: estigmasterol}

Figura 41: Estrutura do esterol isolado de Croton heterodoxus.

O composto 10, Fig. 27 pag 119, foi obtido inicialmente na
forma de um pd verde e posteriormente purificado por sucessivas
lavagens em AcOEt rendendo 3,7428 g de composto puro na forma de
um fino soélido branco com p.f. 167,3-172.8° C ¢ Rf 0,46 (60:40 hexano-
AcOEt). Sua estrutura foi elucidada através do estudo detalhado dos
espectros de infravermelho (Fig. 42), RMN de 'H (Fig. 43), "°C (Fig.
44) ¢ C DEPT (Fig. 45, pag. 135), Tabela 03, pag. 122, ¢ confirmada
por cristalografia de raios-X (Tabela 06, pag. 137).
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Figura 42: Espectro de infravermelho em pastilha de KBr do composto 10.

O espectro de IV (Fig. 42) apresentou um perfil de absorcdo
tipico de estruturas triterpénicas. Bandas de absor¢do intensas foram
observadas na regido de v 2949-2867 cm™ atribuida a estiramentos C-H,
em v 3395 cm™ caracteristica da ligagio O-H ¢ uma pequena banda de
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1642 cm™ sugerindo a presenca de uma ligagdo dupla
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Figura 43: Espectro de RMN de 'H (400 MHz em CDCls) com expansdo do
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Figura 44: Espectro de RMN de 13C (100 MHz em CDCl3) com expansdo do

composto 10.
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LRSS,

Figura 45: Espectro de RMN DEPT 135 (100 MHz em CDCls) do composto 10.

Os sinais de RMN de 'H ¢ "*C foram muito similares aqueles
observados para o c omposto 7, com exce¢do do sinal para o grupo
carbonila que esta ausente.

O espectro de RMN de *C mostrou dois carbonos oxigenados
sp3 pelos sinais em oc 83.5 (CH) e 6c 69,2 (CH), atribuidos aos
carbonos 3 e 2, respectivamente. Esta atribuicdo foi realizada pela
observagdo do acoplamento entre os sinais de hidrogénio centrados em
6 3.01 (d, J = 9,37 Hz) ligado ao C3, com os sinais de hidrogénio em
oy 3,69 (m, J = 11,87; 9,31 ¢ 4,37 Hz) ligado ao C2, ¢ deste com os
sinais dos hidrogénios CH, em &y 2,26 ¢ 1,26, ligados ao C1, no mapa
de correlagdo COSY (anexos, MS 10). Entre os sistemas de spin
apresentados no mapa de correlagio 'H-'H COSY destacam-se os
sistemas CH (3)/CH (2)/CH, (1) do anel A ¢ CH (11)/CH, (12) do anel
C, de acordo com a presenga do diol nos carbonos 2 ¢ 3 e a dupla
ligagdo entre C9-C11, também observada para o composto 7. A ligagédo
dupla trissubstituida é confirmada pelos sinais em 6c 150,1 (C) C9 e d¢
116,6 (CH) C11, ¢ o sinal centrado em oy 5,35 (dd, J = 5,27 ¢ 2,73 Hz)
no espectro de RMN de 'H, correspondente ao atomo de hidrogénio
HI11. Estes dados sdo consistentes com os valores de deslocamento
quimico apresentados por outros triterpenos na literatura (MAHATO;
KUNDU, 1994) contendo um sistema dihidroxi vicinal no anel A com
sinais em 6¢c 83,8 para C3 -OH e 6c 68,9 para C2 a-OH, que reforca
nosso argumento na atribui¢do destes sinais. A atribuigdo completa dos
sinais de RMN de "’C para este composto foi realizada através dos
mapas de correlagio HMQC (anexos, MS 11) e HMBC anexos, MS 12).
Estes dados nos levaram a identificar ot riterpeno fernenodiol,
confirmado através da espectrometria de massas de alta resolugédo
(HRMS) (ESI'), que forneceu ar clagio carga/massa para o ion
molecular de m/z 4653704 (anexos, MS 13) (calculado para Cs;qHs00,
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[M+Na]": 465.3703), todavia, a confirmagdo inequivoca desta molécula
foi possivel somente através da analise de difracdo de raios-X, Fig. 46.

Figura 46: Estrutura de raio-X em perspectiva para o composto 10. Elipsoides
foram desenhadas com um nivel de 50% de probabilidade. Atomos de
hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

Tabela 06: Dados do cristal e refinamento das estruturas para os compostos 10 e

11.

Compound 10

Compound 11

Empirical formula
Formula weight
Temperature

Wavelength

Crystal system

Space group

Unit cell dimensions (A, ©)

Volume (&%)

Z

Density (calculated) (Mg/ms)
Absorption coefficient (mm™)
F(000)

Crystal size (mm?)

Theta range for data collection
©)

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

C30Hs5102:50
451.71

190(2) K
1.54178 A
Monoclinic

C2

a - 62.8991(12)
b = 6.56940(10)
¢ - 13.4860(3)
B=96.9720(10)

5531.33(18)

8

1.085

0.505

2008

0.18x0.14x 0.12
1.42t0 67.54
-72<h<74,-7<k<7,
-16<1<16

38578

9372 [R(int) = 0.0823]
None

Full-matrix least-squares on
2

9372/1/602

0.907

C30Hs5003
458.70
1732)K
0.71073 A
Monoclinic

P2,
a=12.7793(4)
b =7.142002)

¢ = 29.2649(8)
B =97.3600(10)
2648.99(13)

4

1.150

0.072

1016
0.50x0.24x0.04
1.83 to 32.65

-18<h<19,-10<k<10,
-44 <1< 44

67948

19360 [R(int) = 0.0263]
None

Full-matrix least-squares on
2

19360/ 1/ 633

1.065
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Final R indices [I>25(I)] R1=10.0396, wR2=0.1128 R1=10.0367, wR2 =0.0980
R indices (all data) R1=10.0407, wR2 =0.1146 R1=10.0416, wR2 =0.1028
L t diff. peak and hole (e.A” 0.369 and -0.185

3eurges iff. peak and hole (e 0.198 and -0.300 an

)

A analise de difragdo de raios-X mostrou a presenga de duas
moléculas dot riterpeno fern-9(11)-eno-20.3p-diol na unidade
assimétrica, provavelmente ligadas através de interagdes por ligacdo de
hidrogénio intermolecular com uma molécula de agua (Fig. 47). Desta
forma, a formula molecular contém 0,5 H,O. Este fato também foi
observado para o acido acetil aleuritolico (AAA) (SAN GIL et al.,
2008), onde a duplicidade de alguns sinais no espectro de RMN de °C
sugeriram a presenga de duas moléculas de AAA na célula unitaria para
o triterpeno. Estudos de modelagem molecular confirmaram esta
hipdtese, mostrando que no minimo duas formas diméricas de AAA séo
possiveis, ambas com arranjo ciclico com duas ligagdes de hidrogénio
moderadas.

Figura 47 Estrutura de raio-X para o composto 10. Duas moléculas do triterpeno fern-
9(11)-eno-2a,3B-diol na unidade assimétrica, unidas através de interagdes por ligagdo de hidrogénio
intermolecular com uma molécula de agua.

Desta forma, o composto 10 foi inequivocamente identificado
como o triterpeno fern-9(11)-eno-2a.,3p-diol (fernenodiol), e reforca a
proposta estrutural do triterpeno 7. O triterpeno fernenodiol foi isolado
anteriormente dos botdes de Rhododendron macrocepalum, uma azalea
selvagem japonesa (AGETA; AGETA, 1984).

O composto 11, Fig. 27, pag. 119, foi obtido inicialmente na
forma de um fino sélido verde e isolado apds sucessivas lavagens em
AcOEt resultando em 1,6100 g do composto puro na forma de um fino
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solido branco com HRMS (ESI') m/z 4813651 ( calculado para
C30Hs0; [M+Na] 481,3652), anexos, MS14, p.f. de 243,6-244.4° C e
Rf de 0,26 (40:60 hexano-AcOEt). Sua estrutura foi elucidada através
do estudo conjunto dos espectros de infravermelho (Fig. 48), RMN de
'H (Fig. 49), °C (Fig. 50) ¢ °C DEPT (Fig. 51, pag. 140), Tabela 03,
pag. 122 e confirmada por cristalografia de raios-X (Tabela 07, pag.
146).

O espectro de infravermelho apresentou uma intensa absorg¢do
na regido de v 2972-2857 cm™ atribuida a estiramentos C-H, uma
intensa absorgdo na regido de v 3461-3323 cm’ caracteristica do
estiramento da ligagdo O-H e¢ uma pequena banda de absor¢do em v
1644 cm™ sugerindo a presenca de uma ligagéo dupla C=C.
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Figura 49: Espectro de RMN de 'H (400 MHz em CDCl;) com expansdo do
composto 11.

L

Figura 50: Espectro de RMN de "*C (100 MHz em CDCls) com expansdo do
composto 11.
Il \ |

BB oM oMo& Mo oM % 8 O No& & o4 o= om N N

s ® [ 1 ) )
e 58 e

Figura 51: Espectro de RMN DEPT 135 (100 MHz em CDCls) do composto 11.

Os sinais dos espectros de RMN de 'H ¢ °C foram similares
aqueles observados para o composto 10, com um carbono oxigenado
adicional. O espectro de RMN de ">C mostrou ap resenga de trés
carbonos oxigenados com deslocamentos quimicos de 6c 85.4 (CH), 6c
69,1 (CH) e 8¢ 65,6 (CH,) os quais foram atribuidos aos carbonos 3, 2 ¢
23, respectivamente. Estas atribuigdes foram realizadas pela observacéo
de acoplamento entre os sinais de hidrogénio centrados em 6y 3,20 (d, J
= 8,99 Hz) ligado ao C3, com o sinal do hidrogénio em & 3,90 (m)



122

ligado ao C2, e deste ultimo com os sinais dos hidrogénios CH, em 6y
2,05 (m) ¢ 0,94 (m), ligados ao Cl, no mapa de correlagdo COSY
(anexos, MS 15). O sistema de spin CH (3)/CH (2)/CH,(1) apresentado
pelo mapa de correlagdo 'H-"H COSY confirmou esta atribuigdo. Estes
dados estdo de acordo com a presenca do diol nos carbonos 2 ¢ 3,
observado também para o composto 10. A atribui¢do completa dos
sinais de RMN foi realizada com auxilio do mapa de correlagdio HMQC,
anexos, MS 16, e pode ser observada na Tabela 03, pag. 122.

A ligacdo dupla trissubstituida foi aferida pela correlagdo entre
os sinais em o¢ 1452 (C) C13 e 6¢ 121,3 (CH) C12, e o sinal centrado
em Oy 5,19 (dd, J = 3,95 e 3,13 Hz) referente ao HI2 no mapa de
correlagdo HMBC (anexos, MS 17), ¢ também pelo sistema de spin CH
(11)/CH; (12) no mapa de correlagdo COSY (anexos, MS 15).

A localizagdo do terceiro carbono oxigenado foi possivel
através da analise dos mapas de corrclagio COSY e¢ HMBC. As
correlagdes apresentadas na Figura 32, pag. 123, mostraram claramente
que o terceiro grupo funcional hidroxila esta ligado ao carbono 23
(CH,), o que origina um sistema de spin isolado para dois atomos de
hidrogénio geminados, também confirmada pelos valores de
deslocamentos apresentados nos espectros de RMN de °C ¢ '*C DEPT.
Algumas diferencas no anel E do triterpeno também foram observadas
com relacdo aos compostos 7 e 10. Estes dados revelaram que o
triterpeno tem um esqueleto do tipo oleanano.

Os procedimentos de recristalizagdo em CH,ClI, resultaram em
cristais apropriados para analise de cristalografia de raios-X (Tabela 06,
pag. 137), confirmando, desta forma, a estrutura da molécula, Fig. 52.

Figura 52: Estrutura de raio-X em perspectiva para o composto 11. Elipsoides
foram desenhadas com um nivel de 50% de probabilidade. Atomos de
hidrogénio foram omitidos para maior clareza.
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Assim, o composto 11 foi inequivocamente identificado como
sendo o  triterpeno  2a,3[B,23-trihidroxiolean-12-eno,  isolado
anteriormente das raizes de Actinidia macrosperma (DING; WANG;
WANG, 2007) e¢ das raizes de Commiphora merkeri (FOURIE;
SNYCKERS, 1989). Este triterpeno também apresentou atividade anti-
inflamatoria e analgésica (FOURIE; SNYCKERS, 1989).

5.1.2.2 Fracao acetato dos caules (CHCA)

A frago acetato de ctila dos caules de Croton heterodoxus foi
submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de silica gel ¢
cluida com hexano e quantidades crescentes de acetato de etila e etanol,
conforme descrigdo experimental, resultando em 200 fragdes. A analise
por CCD permitiu reunir as fragées em dois grupos distintos, sendo
detectada a presenga de dois compostos fenolicos (Fig. 53).

As fragdes 55-61 foram reunidas e forneceram 0,6022 g do
flavonoide metoxilado pachypodol (12). O composto foi isolado na
forma de um pd amarelo claro e apresentou ponto de fusdao de 198,8-
202,1°C.

Fracio CHCA
40g)

200 Sub-fragbes

¥
o
=3
—

HCAL48 J

Pachypodol
(0.6022 g) (12)

Catequina

HCASS
(03214 g) (13)

Figura 53: Fracionamento cromatografico da fracdo CHCA.

O composto 12 foi analisado por espectroscopia de
infravermelho ¢ RMN de 'H ¢ "°C, apresentando perfil semelhante ao
observado para of lavonoide quercetina (6). O espectro de
infravermelho, Fig. 54, m ostrou sinais caracteristicos de flavonoides,
com bandas de absor¢do em 3559 ¢ 3420 cm™ referentes ao estiramento
dos grupos OH livre e em ligagdo de hidrogénio. Observou-se ainda
uma banda em 1646 cm™ referente ao estiramento de ligagdes C=0,
uma banda em 1636 cm™ referente ao estiramento de ligagdes C=C, uma
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banda em 1383 cm™, do estiramento da ligagdo C-O e, finalmente, uma
banda em 2950 cm™, estiramento caracteristico de ligagdes C-H.
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Figura 54: Espectro de IV (em pastilha de KBr) do composto 12.

O espectro de RMN de 'H, Fig. 55, mostrou um par de dupletos
centrados em &y 6,38 ¢ 6,46, atribuidos aos hidrogénios ligados aos
carbonos C6 ¢ C8 do anel A dos flavonoides, respectivamente, com
constante de acoplamento de 2,21 Hz, indicando um acoplamento meta.
Dois dupletos, um em 6y 7,07 com constante de acoplamento de 8,60 Hz
(orto) € outro em oy 7,71, com J=1,95 Hz (meta), atribuidos aos
hidrogénios ligados aos carbonos C5” ¢ C2’ do anel B, respectivamente,
bem como um duplo dupleto em 0oy 7,67, com constantes de
acoplamento de 8.60 ¢ 1,95 Hz (sistema orfo-meta), atribuido ao
hidrogénio ligado ao carbono C6° do anel B, podem também ser
observados.
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Figura 55: Espectro de RMN de 'H (400 MHz em CDCl,) para o composto 12.

O espectro também indicou a presenga de um grupo OH
quelado em 12,65 ppm, referente a interacdo dos grupos ligados aos
carbonos C4 ¢ C5. Por fim, podem ser detectados no espectro trés sinais
intensos referentes a grupos metoxila: em 3,99, 3,89 e 3,86 ppm.

No espectro de RMN de °C, Fig. 56, foram contabilizados 15
sinais referentes ao nucleo quercetina, e trés sinais adicionais: em 60,2;
56,1 e 55,8 ppm, referentes aos grupos metoxilas.
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Figura 56: Espectro de RMN de Bc (100 MHz em CDCls) para o composto 12.

A Tabela 07 apresenta os deslocamentos quimicos observados
para oc omposto 12, em comparagdo com aqueles obtidos para a
quercetina (6). A atribuigdo dos sinais foi realizada através da analise do
mapa de correlagdo HMQC (anexos, MS 18).

A localizagdo dos grupos metoxila na estrutura pode ser
realizada através das correlagGes a longa distancia observadas no mapa
de correlagdo HMBC (anexos, MS 19), principalmente pelas correlagGes
entre o hidrogénio H8 em &y 6,46 ¢ os carbonos em 6c 97,8 (C6), 165.4
(C7), 156,7 (C9) e 1064 (C10), o hidrogénio H6 em &y 6,38 ¢ os
carbonos em dc 162,0 (C5), 1654 (C7), 92,2 (C8) ¢ 106,4 (C10), ¢ os
hidrogénios da metoxila em & 3,89 com o carbono em 6 165,4 (C7) no
anel A do flavonoide, confirmando a posi¢do do primeiro grupo
metoxila no carbono C7. Também foram observadas correlagGes entre o
hidrogénio H2” em &y 7,71 e os carbonos em 1560 (C2), 122.4 (C1°),
122.7 (C67), 1483 (C4°) e 146,3 (C3’), e entre o hidrogénio H5” em &y
7,07 e os carbonos em 1224 (C1°), 122,7 (C6°), 1483 (C4°) e 1463
(C3°). Ainda, acorrelagdo observada entre os hidrogénios da metoxila
em oy 3,99 e o carbono em 6c 146,3 (C3°), confirmam a posi¢do da
segunda metoxila no carbono C3’, no anel B do flavonoide. Por fim, a
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ultima metoxila foi localizada pela correlagdo observada entre os
hidrogénios da metoxila em &y 3,86 ¢ o carbono em 6: 139,6 (C3),
confirmando assim a posigéo da terceira metoxila no carbono C3.

Estes dados estdo de acordo com a literatura (SILVA et al.,
2006), confirmando assim a estrutura da 5,4’-dihidroxi-3,7,3°-
trimetoxiflavona (pachypodol), Fig. 57, para o composto 12.

Figura 57: Estrutura do composto 12 (5,4’-dihidroxi-3,7,3’-trimetoxiflavona).

Tabela 07: Dados espectroscopicos de RMN de 'He "C para o composto 12,
isolado da fragdo CHCA (8 em ppm, J em Hz).
Composto 12

Posicéo 5 5

2 156,0

3 139,6

4 ok

5 162,0 12,65 (s)

6 97.8 6,38 (d) J=2,21

7 1654

8 92,2 6,46 (d) J=2,21

9 156,7

10 106.,4

1’ 1224

2 110,9 7,71 (d) J=1,95

3’ 146,3

4 148,3

5 114,6 7,07 (d) J=8,60

6 122,77 7,67 (dd)J=8,60 ¢

1,95

O-CH;* 56,1 3,99 (s)
O-CH3* 55,8 3,89 (s)
O-CH;* 60,2 3,86 (s)

*Confirmadas por RMN DEPT 135.
**Nao observado devido ao tempo insuficiente de anélise.
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O composto 13 (0,3214) foi isolado na forma de um pé amarelo
escuro com faixa de fusdo de 166,5-173,8° C (174-176° C (SETO et al.,
1997)) e identificado por analise dos espectros de infravermelho (Fig.
58) ¢ RMN de 'H (Fig. 59) ¢ °C (Fig.60, pag. 148), ¢ através de
comparacdo com dados da literatura.

O espectro de infravermelho apresentou uma banda intensa em
3332 cm™ referente ao estiramento das ligagdes O-H, uma banda intensa
em 1621 ¢cm™, correspondente ao estiramento das ligagdes C=C, ¢
bandas de absorcdo na regido de 1200-1400 cm™ correspondentes ao
estiramento das ligagdes C-O. O espectro também apresentou um
conjunto de bandas de absor¢io na regido de v 2920-2850 cm’
correspondente a estiramentos C-H alifaticos.
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Figura 58: Espectro de IV (em pastilha de KBr) do composto 13.

O espectro de RMN de 'H, Fig. 59, mostrou sinais semelhantes
aos encontrados na estrutura da quercetina, com padrdo de substitui¢do
em 5S¢ 7doanel A, ¢ 3’ ¢ 4 do anel B dos flavonoides. Porém, a
presenga dos sinais em 2,58 ppm (dd, J=16,00 ¢ 8.49), ¢ em 285,
aproximadamente, correspondente aos hidrogénios axial H4 ¢ equatorial
H4, sugere um esqueleto do tipo flavan-3-ol, sem a presenga da
carbonila no carbono 4, caracteristico para o grupo das catequinas. O
sinal intenso em 2,85 ppm no espectro de RMN de 'H refere-se a dgua
no solvente (GOTTLIEB; KOTLYAR; NUDELMAN, 1997). Os dados
de RMN de 'H ¢ "®C bem como dados da literatura podem ser
observados na Tabela 08.
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Tabela 08: Dados espectroscopicos de RMN de 'H (400 MHz, Acetona) e Be
(100 MHz, Pir) para a catequina (13).

Posicio Deslocamento quimico (ppm)
C 6C* 6C 6H 6H*
5 157,7 SRk - -
7 157,9 Sk - -
9 157,1 SRk - -
10 101,1 101,3 - -
1’ 1324 1310 - -
3 1464 1474 - -
4 1464 1474 - -
CH
2 83,0 83,5 4,57 (d), J=8,49 Hz 4,57 (d), J=7,5Hz
3 69,0 68,5 3,99 (m) 3,97 (m)
6 96,5 97,0 6,03 (d);, J/=2,46 Hz 5,93 (d),; J=2,3 Hz
8 95.7 96,5 5,88 (d); J=2,46 Hz 5,86 (d); J=2,3 Hz
2 1154 1164 6,89 (d);, J=1,72 Hz 6,84 (d), J=2,0 Hz
5 116,3 116,6 6,82 (d);, J/=8,37 Hz 6,76 (d), J=8.1Hz
6’ 120,2  120,0 6,77 (dd);, J=8,37 ¢ 1,72 6,72 (dd);, J=8,1 ¢ 2,0 Hz
Hz
CH,
4 28,6 30,3  ax 2,58 (dd); J=16,00 e ax 2,51 (dd),J=16,1¢

8,49 Hz
eq ~ 2,85%**

8.1 Hz
eq 2,85 (dd), J=16.1¢e
5,4Hz

* Em MeOD (GALOTTA; BOAVENTURA; LIMA, 2008).
** Sinais ndo detectados devido ao tempo de analise.
*** Sinal oculto pelo sinal da agua em 2,85 ppm.
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O espectro de RMN de B, Fig. 60, também foi analisado e,
através de comparacdo com dados da literatura (GALOTTA;
BOAVENTURA; LIMA, 2008; AYRES et al., 2009), confirmou-se a
estrutura da catequina para o composto isolado, Fig. 61.
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Figura 60: Espectro de RMN de Bc (100 MHz em Pir) para o composto 13.

Figura 61: Estrutura do composto 13 (catequina).

5.1.2.3 Fragio aquosa dos caules (CHCW)

A fragdo aquosa dos caules de Croton heterodoxus foi
submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de silica gel
desativada, conforme descri¢do experimental, resultando em 96 fragdes.
As fragoes 14-18 foram reunidas apds avaliagdo de seu perfil
cromatografico em CCD, Fig. 62. Apos sucessivas lavagens em AcOEt,
obteve-se 0,5052 g de um fino solido amarelo com faixa de fusdo de
221,5-228,5°C.

O composto foi identificado através das analises de IV, RMN
de 'H e "°C ¢ através de comparagdo com dados da literatura, indicando
a estrutura de um canferol glicosilado.
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Fracio CHCW
“1,7g)

96 Sub-fragdes

HCWI15
Astragalina
(0,5052 g) (14)

Figura 62: Fracionamento cromatografico da fracdo CHCW.

Pode-se observar no espectro de infravermelho, Fig. 63, uma banda de
absorcio intensa ¢ larga em 3402 cm™ referente ao estiramento da
ligagdo O-H, duas bandas de baixa intensidade em 2917 cm™ ¢ 2850 cm®
" referentes ao estiramento da ligagdo C-H, uma banda intensa em 1661
cm’” referente ao estiramento da ligagdo C=0, deslocada devido a uma
possivel ligagdo de hidrogénio, ¢ uma banda intensa em 1180 cm™
referente ao estiramento da ligagdo C-O. Estes sinais reforcam nosso
argumento de tratar-se da estrutura do canferol glicosilado.
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Figura 63: Espectro de IV (em pastilha de KBr) do canferol glicosilado.

O espectro de RMN de 'H , Fig. 64, apresentou um perfil tipico
de flavanoide. Todavia, o sinal referente a hidroxila quelatogénica néo
foi observado no espectro devido aan alise ter sido realizada em
metanol, trocando desta forma o hidrogénio pelo deutério e omitindo
este sinal no espectro. Para o ancl A da aglicona pode-se observar dois
dupletos pelos sinais centrados em &y 6,05 (C6) com J= 2,35 Hz e 6y
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6,25 (C8) com J= 235 Hz, ambos com integragdo para um hidrogénio
cada. Os valores das constantes de acoplamento sugerem que estes
hidrogénios estdo em posigdo mefa um em relagdo ao outro. Para o anel
B observam-se dois dupletos com integragdo para dois hidrogénios cada,
indicando um anel simétrico com hidrogénios equivalentes. Os sinais
centrados em oy 6,74 (C5° ¢ C3’) com um valor de J=899 Hz ¢ em &y
791 (C6> ¢ C2°) com um valor de J=8,99 Hz, sugerem que estes
hidrogénios encontram-se orfo-relacionados.

Os sinais correspondentes aos hidrogénios do anel glicosidico
podem ser observados abaixo de 5,0 ppm. O dupleto centrado em oy
4,99 com um valor de J=6,65 Hz foi1 atribuido ao hidrogénio ligado ao
carbono anomérico (C1°’), indicando a presenga de ligagdo p-
glicosidica. Foram observados ainda no espectro os sinais do hidrogénio
ligado ao C2”” em 6y 3.75 como um duplo dupleto com valores de
J=8,20 ¢ 6,65 Hz com integragdo para um hidrogénio, ¢ o sinal do
hidrogénio ligado ao C3”° em &y 3,49 como um duplo dupleto com
valores de J=8.20 ¢ 3,91 Hz com integragdo para um hidrogénio. O
hidrogénio ligado ao C4’" apresenta-se como um duplo dupleto centrado
em 0Oy 3,64 com valores de J=13,68 ¢ 3,91 Hz, com integragdo para um
hidrogénio. O sinal para o hidrogénio ligado ao C6’” aparece em dy 3,26
como um duplo dupleto com valores de J=13.68 ¢ 3,91 Hz com
integracdo para dois hidrogénios, ¢ por fim um multipleto centrado em
Oy 3,65 com integragdo para um hidrogénio pode ser observado,
atribuido ao hidrogénio ligado ao C57’.

85 80 75 70 65 60 55

Figura 64: Espectro de RMN de 'H (400 MHz em MeOD) do canferol
glicosilado.
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A atribuicdo completa dos sinais de carbono no espectro de
RMN de "C, Fig. 65, pode ser observada na Tabela 09. O sinal em
campo baixo no espetro de RMN de "C referente ao carbono da
carbonila (C4) foi observado como um sinal de pequena itensidade no
espectro devido ao tempo insuficiente de analise. Os sinais em 6c 116.4
referem-se aos carbonos C3” ¢ C5°, ¢ em &c 1324 referem-se aos
carbonos C2° ¢ C6’, apresentando desta forma uma intensidade maior
que os demais sinais apresentados no espectro.

Figura 65: Espectro de RMN de "*C (100 MHz em MeOD) do canferol
glicosilado.

A andlise dos espectros de IV, RMN de 'H ¢ ">C juntamente
com dados encontrados na literatura (KAOUADIJI, 1990) levaram a
identificagdo do ¢ anferol glicosilado como sendo o 3-O-B-D-
glicopiranosil (14), comumente conhecido como astragalina, Fig. 66. O
flavonoide astragalina tem sido também isolado em diversas espécies do
género Solanum (SILVA et al., 2003).

"
Figura 66: Estrutura da astragalina (14).
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Tabela 09: Dados espectroscopicos de RMN de 'He C para a astragalina (14).

Posiciio Deslocamento quimico (ppm)

C Sc* S¢c Sy
2 159,7 158,6 -
3 1354 1373 -
4 179,2 179,7 -
5 162,9 163,2 -
7 166,3 166,1 -
9 158,7 159,0 -

10 105,0 105,8 -
I 122.8 1227 -

4 161,6 161,7 -

CH
6 100,7 100,0 6,05 (d), J=2,35Hz
8 95.3 94.9 6,25 (d), J=2,35 Hz

2’ 132,2 1324 7,91 (d), J= 8,99 Hz
3’ 116,1 116.4 6,74 (d), J= 8,99 Hz
5 116,1 116,4 6,74 (d), J=8,99 Hz

6’ 132,2 1324 7,91 (d);, J= 8,99 Hz

1 104,5 104,5 4,99 (d), J= 6,65 Hz

2” 75,7 72,8 3,75 (dd), J=8,20 e 6,65 Hz
3” 78,4 74,1 3,49 (dd); J=8,20 ¢ 3,91 Hz
4 71.4 69,1 3,64 (dd); J=13,68 ¢ 3,91 Hz
5” 78,1 72,9 3,65(m)

CH,

6 62,7 66,9 3,26 (dd);, J=13,68 ¢ 3,91 Hz

* Em MeOD (KAOUADJT, 1990).
5.1.2.4 Fragao hexano das folhas (CHFH)

Nesta fracdo o esteroide P-sitosterol (9) e o triterpeno fern-
9(11)-eno-20,3p-diol (10) descritos anteriormente para a fragdo CHCH
também foram encontrados ¢ isolados como compostos majoritarios
para a fragdo, Fig. 67.
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Figura 67: Fracionamento cromatografico da fragdo CHFH.
5.1.2.5 Fragao acetato das folhas (CHFA)

Durante o particionamento liquido-liquido do extrato bruto de
C. heterodoxus, Fig. 68, o bservou-se af ormagdo de um precipitado
amarelo ao adicionar acetato de etila. O solido foi entdo removido do
extrato ¢ lavado em AcOEt, fornecendo 2,0856 g de uma mistura de
flavonoides. O sélido obtido foi submetido as analises de RMN de 'H ¢
eletroforese capilar.

Extrato Bruto
Hidroalcodlico
(EBH)

Partigio liquido-liquido

Fracdo Acetato

precipitagio

HFA-ML
Quercetina-canferol
(2.0836 g) (15)

Figura 68: Fracionamento cromatografico da fracdo CHFA.
O precipitado apresentou uma faixa de fusdo de 185,0-194,0° C.

O espectro de IV, Fig. 69, apresentou duas bandas largas, intensas e
sobrepostas em 3289 ¢ 3379 cm’ caracteristica de estiramentos de
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ligagdes O-H, uma banda em 1673 cm™ caracteristica de estiramentos de
ligagdo C=0. uma banda em 1616 cm™' caracteristica de estiramentos de
ligagdo C=C, uma banda em 1364 cm™ caracteristica de estiramentos de
ligagio C-O ¢ uma banda de pequena intensidade em 2961 ¢ m”
caracteristica de estiramentos de ligagoes C-H.
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Figura 69: Espectro de IV (em pastilha de KBr) da mistura de flavonoides
quercetina e canferol (15).

O espectro de RMN de 'H, Fig. 70, revelou um perfil de sinais
caracteristicos dos flavonoides quercetina e canferol. Analisando os
sinais de maior propor¢do observa-se a presenga de dois dupletos
centrados em 6,72 ¢ 6,97 ppm, com constantes de acoplamento de 2,00
Hz, indicando acoplamento meta entre eles, ¢ integral correspondente a
um hidrogénio cada, atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos C6
e C8 doanel A dos flavonoides, respectivamente. Pode-se observar
também dois dupletos centrados em 7,46 ¢ 8,28 ppm, com constantes de
acoplamento de 8,60 Hz (acoplamento orto) e 2,3 Hz (acoplamento
mela), respectivamente, atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos
C5” ¢ C2’ do anel B, ¢ um duplo dupleto em 8,17 ppm com constantes
de acoplamento de 8,60 e 2,30 Hz, atribuido ao hidrogénio ligado ao
carbono C6’ do anel B, todos com integragdo para um hidrogénio. Estes
dados estdo de acordo com aes trutura da quercetina, flavonoide
majoritario na mistura.
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Figura 70: Espectro de RMN de 'H (400 MHz em CDCl;) com expansdo da
mistura de flavonoides quercetina-canferol (15).

Analisando o conjunto de sinais de menor proporg¢do observa-se
dois dupletos centrados em 8,58 ¢ 8.63 ppm, atribuidos respectivamente
aos hidrogénios ligados aos carbonos C6 ¢ C8 do anel A, com constante
de acoplamento de 2,10 Hz, indicando acoplamento meta, e integral
correspondente a um hidrogénio. Observam-se ainda dois dupletos
centrados em 7.49 ¢ 8,47 ppm com integragdo para dois hidrogénios ¢
constante de acoplamento de 9,00 Hz, indicando acoplamento orto,
atribuidos respectivamente aos pares de hidrogénios 2°/6” ¢ 3°/5” do anel
B. Estes dados correspondem a estrutura do canferol. Estes dados
podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10: Dados espectroscopicos de RMN de 'H para a mistura de

flavonoides (15).

Posi¢do Quercetina Canferol
6 6,72 (d; 2,00) 8,58 (d; 2,10)
8 6,97 (d; 2,00) 8,63 (d; 2,10)
2 8,28 (d; 2,30) 7,49 (d; 9,00)
3 - 8,47 (s)
5 7,46 (d; 8,60) 8,47 (s])
6’ 8,17 (dd; 8,60; 2,30) 7,49 (d; 9,00)

Solvente DMSO. Dados: deslocamento quimico / ppm (multiplicidade — d=dupleto, dd=duplo
dupleto, sl-simpleto largo; acoplamento (/) / Hz).
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A analise qualitativa da mistura de flavonoides por eletroforese
capilar conforme descrito na segcdo experimental, pag. 79, confirmou
tratar-se de uma mistura dos flavonoides quercetina e canferol. Observa-
se o aumento dos picos referentes a quercetina e ao canferol com padrao
co-injetado sem a formacgdo de ombros confirmando a composigdo da
mistura, Fig. 71. Pode-se observar no eletroferograma a sobreposicdo
dos espectros de UV-VIS dos flavonoides presentes na amostra com
seus respectivos padrdes, Fig. 72.
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Figura 71: Eletroferograma da mistura de flavonoides quercetina-canferol (15).
Analise qualitativa (A) sem adig¢do dos padrdes e (B) com adigdo dos padrdes .
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Figura 72: Sobreposicdo dos espectros de UV dos flavonoides detectados por
eletroforese capilar. Linha azul = amostra HFA-MI, linha vermelha =
flavonoide padréo (A) quercetina e (B) canferol.
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O precipitado foi submetido a hidrolise acida e analisado por
eletroforese capilar com co-injecado dos padrdes de quercetina e canferol.
Os mesmos picos foram observados apos a hidrolise, confirmando
tratar-se de uma mistura de flavonoides ndo-glicosilados.

A analise quantitativa por EC levou ad eterminagdo da
propor¢do de cada flavonoide na mistura. Uma massa de 3,10 mg da
mistura foi dissolvida em 10 mL de MeOH, resultando em uma solugéo
na concentragio de 310 mg L. A analise revelou a presenga de 257,26
mg L de quercetina (~83%) para 41,94 mg L™ de canferol (~13,5%) na
mistura, Fig. 73.

Desta forma, o solido obtido a partir da fragdo acetato de ectila
das folhas de Croton heterodoxus foi identificado como sendo a mistura
dos flavonoides quercetina ou 3, 5, 7, 3°.4° penta-hidroxiflavona e
canferol ou 3, 5, 7, 4° tetra-hidroxiflavona (15), Fig 74.

1 canfernl quercetina

=4 Wm0 hideolado
T OMFAMLISONm % | A

Figura 73: Eletroferograma da mistura de flavonoides antes e apds a hidrolise
acida. Condigdes analiticas: Mistura diluida 3 vezes em solugio MeOH:H,O 50% (v/v). Eletrélito
de corrida tetraborato de s6dio 20 mmol L ¢ metanol 10%, pH 9,0. Tensio aplicada 25 kV. Injeio
por pressdo 50 mbar durante 3 s. Temperatura do capilar 25° C. Detecgdo direta em 390 nm.
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Figura 74: Estruturas quimicas dos flavonoides presentes na mistura isolada de
CHFA: quercetina (A) e canferol (B).

5.1.2.6 Fracao aquosa das folhas (CHFW)

A fracdo aquosa das folhas de Crofon heterodoxus apresentou
caracteristicas visualmente semelhantes a fragdo CHCW da mesma
espécie vegetal. O fracionamento cromatografico seguiu o mesmo perfil
de separagdo e ao final do processo o flavonoide astragalina, Fig. 75,
discutido anteriormente para a fragdo CHCW, foi também identificado
como principal componente da fragdo analisada.

Fracio CHFW
(CH )]

36 Sub-frages

HFWI10
Astragalina
(0.7724 ) (14)

Figura 75: Fracionamento cromatografico da fragdo CHFW.

Todos os compostos isolados de Croton heterodoxus descritos
neste trabalho foram isolados pela primeira vez para esta espécie
vegetal, consistindo em material de pesquisa inédito e¢ de grande
importancia para o género Croton.
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5.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS
5.2.1 Ensaios antioxidantes
5.2.1.1 Avaliacio do conteido de compostos fendlicos totais

O método de determinagdo do conteudo de compostos fendlicos
totais consiste na utilizagdo do reagente de Folin-Ciocalteau (mistura
dos acidos fosfomolibidico ¢ fosfotungstico), no qual o molibdénio € o
tungsténio encontram-se no estado de oxidagdo 6'. Estes sdo reduzidos
ao entrar em contato com agentes redutores como 0s compostos
fendlicos, formando os complexos azul de molibdénio ¢ azul de
tungsténio, cuja intensidade de colora¢do permite a determinagdo da
concentracdo de compostos fenolicos (WATERMAN; MOLE, 1994),
utilizando uma curva de calibragdo feita com acido galico, de onde
obteve-se a equagdo da reta y=5,46x + 6,48; R* = 0,999.

De acordo com os resultados obtidos, Tabela 11, pag. 169,
pode-se verificar que as fracGes acetato de etila foram as que
apresentaram o maior conteudo de compostos fenolicos para as duas
espécies, exceto para os caules, onde os extratos brutos apresentaram o
maior conteudo fendlico. A espécie Croton heterodoxus apresentou o
maior conteiido de compostos fenolicos no e xtrato bruto dos caules,
enquanto a espécie Crofon antisyphiliticus apresentou o maior conteudo
de compostos fendlicos na fragdo acetato de ctila da planta inteira.
Ainda para aes pécic C. antisyphiliticus o conteudo de compostos
fenolicos no extrato bruto e na fragdo acetato de etila das folhas néo
difere significativamente, mostrando-se fragGes ricas em compostos
fendlicos. Vale lembrar que apesar do resultado ser expresso em
equivalentes de acido galico, um composto fendlico simples, a
metodologia utilizada ndo apresenta seletividade para subtipos de
compostos fenolicos vegetais, ¢ além de compostos fendlicos simples,
podem ser detectados no teste seus polimeros, como taninos
hidrolisaveis, flavonoides e catequinas.

5.2.1.2 Avaliacio do conteudo de flavonoides

A determinagdo do teor de flavonoides nos extratos ¢ fragdes foi
realizada através da complexagdo com o reagente AlCl; (WOISKY;,
SALATINO, 1998; MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 2011). Este
agente complexante forma um quelato com as hidroxilas fendlicas e com
o grupo carbonila nos flavonoides (Figura 76), proporcionando um
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deslocamento batocromico das bandas de absorgdo do espectro de
UV/Vis para uma regido caracteristica (ZUANAZZI; MONTANHA,
2003). A concentragdo de flavonoides, Tabela 11, pag 169, fo1 obtida da
curva de calibragdo da quercetina, de onde obteve-se a equagdo da reta
y=10,47x + 7,00; R* = 0,998.

HO, 0, AICI;

|
oH © o, o
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Figura 76: Complexo formado entre um flavonoide e o reagente AlCl;.

Pode-se verificar que as fragdes acetato de etila apresentaram os
maiores teores de flavonoides, exceto para as folhas de Crofon
antisyphiliticus, onde o e xtrato bruto apresentou o maior teor de
flavonoides. Ainda, para a espécie C. antisyphiliticus, a fracdo acetato
do caule bem como o extrato bruto doc aule ndo diferem
significativamente, apresentando baixos conteiidos de flavonoides.
Pode-se observar ainda que os teores de flavonoides foram maiores nas
folhas, em relagdo as fragGes obtidas com o extrato dos caules. O maior
teor de flavonoides nas folhas, em relagdo ao caule, vem de encontro a
uma das func¢des dos flavonoides nas plantas que ¢ de proteger contra a
acdo da radiagdo utravioleta. As folhas constituem as partes aéreas dos
vegetais, logo, constituem alvo mais acessivel deste tipo de radiagdo,
quando comparadas ao caule (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

Compostos fenolicos que apresentam grupo catecol conferem
reagdo positiva com AlCl;, tornando-se um interferente e fornecendo um
falso positivo na determinagdo do teor de flavonoides. Este fato pode ter
ocorrido com a fragéo acetato das folhas de Croton heterodoxus ¢ com a
fragdo hexano das folhas de Croton antisyphiliticus, uma vez que o teor
de flavonoides apresentado foi maior que o conteudo fenolico total da
respectiva fragdo.

5.2.1.3 Avaliacio da a¢do seqiiestradora do radical livre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH)

Para a1 nterpretacdo dos resultados do ensaio de DPPH,
considera-se que a diminuigdo da absorbancia em 517 nm e o aumento
do aparecimento da coloragdo amarela em solucdo corresponde a um
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maior potencial antioxidante por parte da solugdo teste. Os resultados
obtidos sdo expressos em Clsy, que significa a concentragdo de extrato
ou fragdo necessaria para reduzir em 50 % a concentragdo de DPPH em
solugéo, e pode ser obtida através do grafico de concentragdo do DPPH
em solugdo versus concentracdo da solucdo teste com o extrato ou a
fragdo analisada. Quanto menor a concentragdo necessaria para alcangar
a Clso, melhor a cap acidade seqiiestrante do radical livre por parte da
amostra.

Observa-se que as fracbes hexano das duas espécies
apresentaram am enor capacidade de sequestro de radicais DPPH,
Tabela 11, pag. 169, o que esta de acordo com os baixos conteudos de
compostos fenodlicos ¢ de flavonoides apresentados por estas fragGes.
Para aes pécie Crofon heterodoxus, a fragdo que apresentou melhor
capacidade de sequestro de radicais DPPH foi o extrato bruto do caule,
com Clso de 32,55 pug mL™"'. Ja para Croton antisyphiliticus, a fragio
mais ativa foi a fracdo acetato da planta inteira, com Clsq de 19,81 pg
mL™.

Para os compostos isolados, o flavonoide (6), quercetina -
ATW?2, e a mistura de flavonoides (15), quercetina/canferol - HFA-M1
apresentaram a melhor capacidade de sequestro de radicais DPPH, com
CLyo de 2,74 ¢ 3,86 pug mL’, respectivamente, Tabela 12, pag. 170.
Sabe-se que os flavonoides apresentam propriedades antioxidantes e
ingeridos na alimentagdo ajudam a prevenir o desenvolvimento de
doengas relacionadas com os radicais livres, como doengas
coronarianas, cancer ¢ envelhecimento. Hirano et al. (2001) verificaram
a capacidade de sequestro de radicais DPPH de dez flavonoides:
catequina, epicatequina, cpigalocatequina, epicatequina  galato,
epigalocatequina galato, miricetina, quercetina, apigenina, canferol, ¢
luteolina. Com exceg¢do da luteolina, que apresentou uma Clsy de 16,0
uM, todos os demais flavonoides apresentaram excelentes resultados de
atividade antioxidante, variando de Cls, 1,06 pM para epigalocatequina
galato a Clsy 5,93 uM para canferol. Estes resultados estdo de acordo
com os valores encontrados neste trabalho para os flavonoides isolados.

5.2.1.4 Determinacio do potencial redutor

Para a atribuigdo de valores de potencial redutor, utilizou-se
uma curva de calibragdo com diversas concentragGes de acido ascorbico
de onde se obteve a equagdo de reta y=2,43x +1,94; R*=0,999.

Analisando os resultados, Tabela 11, pag. 169, verifica-se que
para a espécie Croton heterodoxus as fragGes que apresentaram maiores
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capacidades redutoras foram o extrato bruto do caule, com 187,47 mg de
acido ascorbico/ g de extrato, seguido da fragdo acetato do caule com
136,03 mg de acido ascorbico/ g de extrato.

Ja para a espécie Croton antisyphiliticus, as fragdes mais ativas
foram a fragdo acetato da planta inteira, com 333,77 mg de acido
ascorbico/ g de extrato, seguido do extrato bruto das folhas, com 181,30
mg de acido ascorbico/ g de extrato.

Para os compostos isolados, o flavonoide (6), quercetina -
ATW2, ¢ a mistura de flavonoides (15), quercetina/canferol - HFA-MI,
apresentaram as maiores capacidades redutoras, com 3015,14 ¢ 129525
mg de acido ascorbico/ g de composto, respectivamente, Tabela 12, pag.
170. Este mesmo comportamento foi observado para o ensaio do DPPH,
revelando que estes compostos sdo promissores na agdo antioxidante.
Com capacidade redutora inferior, porém ainda assim expressiva,
observa-se o composto (5), acido quinico - ATW45, com 415,41 mg de
acido ascorbico/ g de composto.

5.2.1.5 Inibicio da peroxidacio lipidica

O ensaio de inibigdo da peroxidacdo lipidica consiste em um
ensaio espectrofotométrico baseado na descoloracdo (oxidacdo) do [-
caroteno induzida pelos produtos da degradagdo oxidativa de um acido
graxo (acido linol¢ico). A determinagdo ¢ efetuada a 470 nm , na
presenga ¢ na auséncia de um antioxidante. E um método simples,
sensivel, mas ndo especifico (substancias oxidantes ou redutoras podem
interferir no ensaio). Apesar disto, o método é amplamente usado, pois
como nao recorre a altas temperaturas, permite a determinagdo do poder
antioxidante de compostos termo-sensiveis ¢ a av aliagdo qualitativa da
eficacia antioxidante de extratos vegetals (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

A Tabela 11, pag. 169, apresenta a porcentagem de inibi¢do do
processo de peroxidacdo lipidica dos extratos ¢ fragcdes estudados, em
relagdo a solugdio sem a presenga de antioxidantes. Os resultados foram
calculados a partir dos dados de absorbancia. Maiores valores significam
maior potencial inibidor da reacdo de peroxidacdo lipidica e
conseqiientemente inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno.

De maneira geral, pode-se observar que as substncias
antioxidantes dos extratos brutos estdo localizadas em maiores
quantidades no extrato bruto total (folhas e caules), seguido do extrato
bruto das folhas e por fim pelo extrato bruto dos caules para as duas
espécies vegetais. Para C. heferodoxus os extratos brutos ¢ as fragGes
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acetato de etila apresentaram a maior capacidade de inibigdo da
peroxidacdo lipidica, sendo o extrato bruto total a fragdo com a maior
atividade antioxidante (47,15 %). Ja para C. antisyphiliticus valores
ainda mais elevados de atividade antioxidante foram observados, sendo
as fracdes acetato de etila da planta inteira (110,75 %), extrato bruto
total (77,72 %), extrato bruto da folhas (66,45 %) e fragdo hexano das
folhas (62,15 %) as fragdes que apresentaram maior capacidade de
inibigdo da peroxidacdo lipidica. Para esta espécie verificou-se que as
melhores atividades antioxidantes ndo se limitaram apenas as fragGes de
maior polaridade, mas distribui-se inclusive nas fragdes mais apolares.
A espéciec C. heterodoxus foi novamente a menos ativa nos ensaios
antioxidantes, mostrando resultados concordantes com os outros ensaios
realizados.

As Figuras 77¢ 78 a presentam o pe rfil de inibicdo da
peroxidacao lipidica pelos extratos e fragGes testados de C. heterodoxus
¢ C. antisyphiliticus, respectivamente, em fungdo do tempo, observados
através da descoloragdo do B-caroteno nas solugdes. Pode-se observar
que as solu¢des do controle negativo, ou secja, sem a presenga dos
antioxidantes, apresentaram clara descoloragdo, o que pode ser
verificado através do decaimento das absorbancias. Ja as solugdes
contendo BHT como agente antioxidante (controle positivo) mostram a
permanéncia da coloragdo ao longo do tempo, pois scus valores de
absorbancia permanecem mais estaveis ou até aumentaram. Quanto mais
semelhantes ao perfil apresentado pelo BHT forem as solugdes teste,
melhores os resultados de inibi¢do da peroxidacao lipidica pelas fragoes
analisadas. De um modo geral, nota-se que os resultados apresentados
pelos extratos e fragdes de C. antisyphiliticus foram melhores do que
aqueles apresentados por C. heterodoxus, sendo que nos dois casos a
fragcdo acetato de etila da planta inteira demonstrou proteger mais a
solugdo da descoloragéo.
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Figura 77. Ago protetora contra peroxidacdo lipidica dos extratos e fracdes de
C. heterodoxus.
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Figura 78. Agfo protetora contra peroxidacdo lipidica dos extratos e fracdes de
C. antisyphiliticus.

Tabela 11: Teor de compostos fenolicos totais” e flavonoides capacidade

sequestrante do radical livre DPPH (CI5O

inibicdo da peroxidagdo 11p1d1ca
estudadas (letras diferentes diferem estatisticamente).

. pg/mL), potencial redutor
dos extratos e fracdes das espécies

FRAGOES FENOLICOS FLAVONOIDES DPPH POTENCIAL PEROXIDACAO

REDUTOR LIPIDICA
Croton heterodoxus
CHEBT  74,64'+0,55 2708043 7539 86,037 +£2,06 47,1599 +£3.45
CHTH  1237°+1,10  3,30%+0,05 >200  2,90%+0,00 11,27" + 5,46
CHTA  82,33°+128  6242°+3,58 47,03 11443°+123 3927+ 3,64
CHEBF  59,712+027  3873°+0,62 101,33 75,95%+6,38 39,03% £ 4,55
CHFH  14,66°+£0,82  497°+0,86  >200 188'+103  32,84*9+346
CHFA  68,41°+0,37  7727°+2729 8927 100,44 +4,12 42,549+ 654
CHEBC 129,58°+0,00  430°+0,57 32,55 187,47°+144  2848°+1728
CHCH  14,66%+ 1,01 2244+0,14  >200 ND#* ks 8,97"+ 4,55
CHCA  10220°+1,01  14,95°+0,05 3557 136,03°+1,44  37,82%+545
Croton antisyphiliticus
CAEBT  91,03°+ 0,82 3,15°+£0,09 4884 112,78°+6,58  77,72"+10,13
CATH  32,97°+0.,46 8,50°+0,76 15322 22,04°+ 1,85 54,84 1+ 5,80
CATA  183,89'+2,11 102,107+ 1,24 19,81 333,77°+1,65  110,75%+0,98
CAEBF  127.29°+3,02  90,88°+ 1,19 2833 181,30°+3,09 66,454+ 9,03
CAFH  26,65¢+0,00  26,795+0,81  >200 32,12°+0,41 62,15% + 2,91
CAFA  127,93%+128  66,09°+0,76 42,81 169,57°+10,70 3527+ 7,42
CAEBC  75,55°+0,18 2,15%+0,24 8444 97,14°+3,70 18,06 + 12,90
CACH  15,66°+ 1,28 1,19°+ 0,14 >200 ND# ko 22,58+ 9,03
CACA  34,62°+082  2,58%+0,67 116,42 2636°+1,23 52,26 + 1,94

* Expresso em mg de acido galico/ g de extrato (mg AG/g).

** Expresso em mg de quercetina/ g de extrato (mg QUE/g).

#*% CIs = Concentragio de extrato ou fragio necessaria, em pg mL”, para diminuir a
concentragdo do radical livre DPPH em 50 %.

**%* Expresso em mg de acido ascorbico/ g de extrato (mg AA/g).

***%% Atividade ndo detectada através do método utilizado.

**xx%% A medida da inibigdo da peroxidagdo lipidica em porcentagem refere-se a inibigdo da
descoloragdo do B-caroteno, na auséncia de um antioxidante. BHT (controle positivo) para C.
heterodoxus = 123,64% + 1,93 e para C. antisyphiliticus = 215,48% =+ 6,06 de inibigao.
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Tabela 12: Capacidade sequestrante do radical livie DPPH (CISO* - pg/ml) e
potencial redutor dos compostos isolados das espécies estudadas (letras
diferentes diferem estatisticamente).

COMPOSTOS DPPH PI?ETSII}I%’;L
ATH12 (9) >100 31,60 £ 0,24
ATW2 (6) 2,74 3015,14°+ 12,92
ATWI12 (3) >100 161,92+ 2,65
ATW45 (5) 34,76 415,41°+3.43

HCA55™ (12) - -
HCHI18 (7) >100 50,80° +2.07
HCH25 (8) >100 30,23 + 0,86
HCH40 (9) >100 49.43%+ 0,41

HCH?70 (10) >100 6,637+ 0,41
HCH115 (11) >100 24,74 £ 0,41
HFA-MI (15) 3.86 1295,258 + 1,44

* Clso = Concentragdo de composto necessario, em g mL?, para diminuir a
concentragdo do  radical livre DPPH em 50 %.

** Expresso em mg de acido ascorbico/ g de extrato (mg AA/g).

*** Amostra insuficiente para realizagdo dos ensaios.

Ao relacionar os resultados dos ensaios de atividade
antioxidante de sequestro de radicais DPPH e poder redutor € o ensaio
de inibicdo da peroxidacdo lipidica com os conteudos de compostos
fenolicos e flavonoides dos extratos e fragdes percebe-se uma clevada
correlagdo entre os ensaios antioxidantes ¢ o conteudo fendlico das
amostras, conforme apresentado na Tabela 13.

Observa-se que para a espécie Crofon heterodoxus existe uma
maior correlagdo entre os ensaios antioxidantes DPPH ¢ o conteudo
fenolico, e poder redutor com o conteudo fendlico ¢ entre os proprios
ensaios antioxidantes, R’ = 0099461; 098399 ¢ 096021,
respectivamente, para as folhas. Para os caules e a planta inteira o
mesmo comportamento foi observado, com elevadas correlagdes entre
os ensaios antioxidantes DPPH e poder redutor com o conteudo fenolico
¢ entre os proprios ensaios antioxidantes, com R* = 0,90952; 0,99701 ¢
0,87470 para os caules e 0,98884; 0,95702 ¢ 0,98954 para a planta
inteira.



147

Tabela 13: Correlagdo entre as atividades antioxidantes de sequestro de radicais
DPPH, potencial redutor e peroxidagdo lipidica com os conteudos de compostos
fenolicos e flavonoides. Os valores apresentados referem-se ao coeficiente de
correlacdo R%.

ENSAIOS
RELACIONADOS FOLHAS CAULES TOTAL
Croton heterodoxus
DPPH/Fenodlicos 0,99461 0,90952 0,98884
DPPH/Flavonoides 0,60211 -0,24932 0,60444
DPPH/Pot. Redutor 0,96021 0,87470 0,98954
Pot. Red./Fendlicos 0,98399 0,99701 0,95702
Pot. Red./Flav. 0,80113 -0,68744 0,71302
Per. Lip./Fenolicos 0,70801 0,43740 0,80967
Per. Lip./Flav. 0,93048 0,42363 -0,12732
Per. Lip./ DPPH 0,85275 0,77161 0,71321
Per. Lip./ Pot. Red. 0,96469 0,36663 0,60465
Croton antisyphiliticus

DPPH/Fenodlicos 0,98671 0,60420 0,62542
DPPH/Flavonoides 0,80506 0,40262 -0,20162
DPPH/Pot. Redutor 0,99994 0,52264 0,45016
Pot. Red./Fendlicos 0,98839 0,99512 0,97830
Pot. Red./Flav. 0,79867 -0,56997 0,78385
Per. Lip./Fenolicos 0,26505 -0,78918 0,99920
Per. Lip./Flav. -0,99995 -0,15306 0,60689
Per. Lip./ DPPH -0,81120 -0,96621 0,65610
Per. Lip./ Pot. Red. -0,80490 -0,72474 0,96923

Com relagdo ao conteudo de flavonoides, as correlagdes
encontradas ndo foram significativas para os trés ensaios antioxidantes,
sugerindo que os compostos responsaveis pela atividade antioxidante
apresentada pelas amostras sdo compostos fendlicos pertencentes a uma
classe diferente de flavonoides. Com relagdo ao ensaio da peroxidacédo
lipidica, observou-se que para as folhas de C. heferodoxus ha uma
elevada correlagdo com o conteudo de flavonoides e com o ensaio do
poder redutor, com R*= 0,93048 ¢ 0,96469, respectivamente. Para os
caules ¢ a planta inteira correlagdes significativas ndo foram observadas
com relagdo ao ensaio da peroxidagéo lipidica.

Para aes pécie Croton antisyphiliticus um comportamento
diferente é observado. Enquanto para as folhas uma alta correlagdo ¢é
observada entre os ensaios antioxidantes DPPH e poder redutor ¢ o
conteado fendlico ¢ entre os proprios ensaios antioxidantes, R* =
0,98671; 0,98839 ¢ 0,99994, respectivamente, para os caules e para a
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planta inteira apenas o ensaio antioxidante do poder redutor apresentou
correlagdo com o conteudo de compostos fendlicos, R* = 0,99512 ¢
0,97830, respectivamente, enquanto para o ensaio do DPPH néo houve
correlagdo significativa com o contetido fendlico apresentado. Ainda,
pode-se notar que ndo houve correlagdo significativa entre os ensaios
antioxidantes DPPH e poder redutor para os caules ¢ planta inteira.
Assim como o ensaio do poder redutor, o ensaio de peroxidagéo lipidica
também apresentou clevada correlagdo com o conteido de compostos
fendlicos, com R*= 0,99920 ¢ também com o ensaio do poder redutor,
R* = 096923, indicando que os compostos fendlicos de C.
antisyphiliticus exercem forte influéncia nos ensaios antioxidantes. Com
relagdo ao teor de flavonoides, o0 mesmo comportamento foi observado
para as duas espécies vegetais, ndo havendo correlagdo significativa
entre estes ensaios. A alta correlagdo apresentada entre o ensaio do
poder redutor ¢ o contetido fendlico, R* = 0,99512 ¢ 0,97830, ¢ a baixa
correlagdo entre o ensaio do DPPH ¢ o contetido fendlico, R* = 0,60420
e 0,62542, para os caules ¢ planta inteira de C. antisyphiliticus,
respectivamente, sugerem que os principais compostos antioxidantes
dos sistemas analisados podem ser ndo-fendlicos, visto que a doagdo de
radicais hidrogénio a molécula oxidante do DPPH néo foi expressiva.
De acordo com Nsimba, Kikuzaki ¢ Konishi (2008), estes compostos
podem ser acido ascorbico, acido fitico, tocoferois, esterois,
carotenoides e saponinas.

Estes resultados estdo de acordo com a tendéncia observada na
literatura, onde, de maneira geral, existe uma correlagdo positiva entre o
conteudo fenodlico e a atividade antioxidante, todavia, esta correlagdo
algumas vezes ¢ contraditéria, sendo necessario uma analise cautelosa
dos resultados obtidos a partir de diferentes métodos.

5.2.2 Toxicidade frente a Artemia salina

Sdo considerados ativos para o bioensaio os extratos ou fragdes
que apresentarem valores de DLso at¢ 1000 pg mL’'. A Tabela 14
apresenta os resultados do ensaio de letalidade utilizando larvas de A.
salina para os extratos ¢ fragoes das duas espécies de Crofon. Verifica-
se que a espécie Croton heterodoxus apresentou maior toxicidade sobre
as larvas de A. salina, com quatro fragdes fornecendo resultados
inferiores a dose de 500 pg mL™, sendo que afragdo mais ativa foi a
fragio hexano das folhas, com DLs, de 182.8 pg mL”, seguida das
fragdes hexano da planta inteira, com DLs, de 321.4 ug mL™, extrato
bruto da folha, com DLs, de 439.5 pg mL™ ¢ fragdo hexano do caule,
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com DLs de 475,3 pg mL™'. Para Croton antisyphiliticus, a fragdo mais
ativa foi a hexano do caule, com DLs, de 6124 ug mL". Contudo, as
toxicidades apresentadas sdo baixas quando comparadas ao controle
positivo dicromato de potassio (20-40 pg mL™"). Esta espécic
apresentou ainda uma fragfo inativa, com DLs, >1000 pg mL™ para o
extrato bruto da planta inteira.

Tabela 14: Atividade toxica frente a Artemia salina.

FRACOES DLso ug mL™" (ICqs5;)
Croton heterodoxus
CHEBT 568,8 (438,8 —737,4)
CHTH 321,4 (260,8 —396,0)
CHTA 861,0 (705,9 — 1050,1)
CHEBF 439,5 (344,4 - 561,0)
CHFH 182,8 (133,2 —250,8)
CHFA 787,0 (644,1 —961,7)
CHEBC 829,8 (689,7 — 998.,5)
CHCH 475,3 (330,2 — 684,2)
CHCA 803.,5 (666,2 — 969,2)
Croton antisyphiliticus

CAEBT > 1000
CATH 691,8 (546.,6 — 975,6)
CATA 696,6 (559.4 — 867,5)
CAEBF 714,5 (577,2 — 884,4)
CAFH 922,6 (823,6 — 1033.,4)
CAFA 879,0 (719,3 - 1074,2)
CAEBC 726,1 (599.8 — 879,0)
CACH 612,4 (4859 —771,8)
CACA 666,8 (519,9 —855,2)

chr207 20-40

Ramos et al. (2009) verificaram a citotoxicidade de diferentes
espécies vegetais, entre elas as espécies C. sellowii, C. rhamnifolius, C.
Jjacobinensis ¢ C. micans, utilizando A. salina. Para aes pécie C.
Sellowii, o extrato hexanico do caule apresentou a maior toxicidade,
com DLs, de 31,25 pg mL™, sendo que os extratos etandlicos das folhas
e caules apresentaram resultados semelhantes. Ja para as espécies C.
rhamnifolius, C. jacobinensis, os extratos etanolicos doc aule se
destacam, com valores de DLsode 0,15 ¢ 6,37 pg mL™, respectivamente.
A espécie C. micans apresentou a menor toxicidade frente a A. salina
dentre as estudadas, todavia com valores de DLs, menores que aqueles
obtidos em nosso grupo de estudo para a espécie C. antisyphiliticus.
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Medina et al. (2009) avaliaram al etalidade dos extratos
metandlico das cascas, etandlico € hexanico das folhas de Croton
Sluribundus, e do diterpeno acido caurenoico frente a larvas de Artemia
salina. Os extratos apresentaram DLs, menores que o diterpeno isolado,
sendo o extrato etandlico das folhas o que apresentou maior toxicidade
no bioensaio, com DLs, de 230.7 pg mL™'. Este resultado assemelha-se
ao obtido em nosso grupo de estudo para a espécie C. heferodoxus, que
apresentou uma DLs, de 439,5 pg mL™ para o extrato etandlico bruto
das folhas ¢ uma DLs, de 182,8 pg mL™' para a fragio hexano das folhas.

5.2.3 Inibigdo da enzima acetilcolinesterase

A exemplo da galantamina, um farmaco de origem natural
empregado na inibi¢do da enzima acetilcolinesterase, produtos naturais
desempenham um importante papel na busca de novos compostos
bioativos. A estrutura tinica ¢ complexa de produtos naturais ndo pode
ser obtida facilmente pela quimica sintética, sendo assim a n atureza
representa uma rica fonte na pesquisa por novos agentes terapéuticos,
com baixa toxicidade ¢ de menor custo (VIEGAS JUNIOR et al., 2004;
BARBOSA FILHO et al., 2006).

Neste contexto, os extratos e f racSes das espécies Croton
heterodoxus e Croton antisyphiliticus foram avaliados com relagdo ao
potencial inibidor frente a AChE. Inicialmente avaliou-se a porcentagem
de inibi¢do apresentada pelas diferentes fragdes, sendo que, aquelas que
apresentaram porcentagem de inibi¢do acima de 50%, foram submetidas
ao calculo de Clso. A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos para as
amostras testadas.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que,
exceto para as poucas fragcdes que ndo apresentaram atividade pelo
método empregado, os resultados foram bastante promissores. Varias
fracGes apresentaram porcentagem de inibigdo maior que 50% em uma
triagem inicial, sendo, portanto, submetidas a determinagdo da Cls,.
Para a espécie C. heferodoxus, a fragdo mais ativa frente a AChE foi a
hexano da planta inteira, com Cls, de 21,54 pg mL™ para inibicdo da
enzima. Ja para aespécie C. antisyphiliticus a fragdo mais ativa foi a
acetato do caule, com Clso de 23,14 pg mL". Esta espécie apresentou
mais fragOes ativas com potencial inibicdo da AChE, mostrando que a
investigacdo de tais fragGes ¢é1 nteressante ¢ pode revelar novos
candidatos a farmacos.
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Tabela 15: Atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase.

FRACOES

% inibi¢do

Cly) (ng mL™)***

(100 ppm)
Croton heterodoxus

CHEBT ND* -
CHTH 100,00° £ 2,37 21,54

CHTA ND -
CHEBF 100,00° £ 0,56 29,68

CHFH ND* -

CHFA ND* -
CHEBC 72,63%+0.22 66,79

CHCH 8.82%+2.07 -

CHCA ND* -

Croton antisyphiliticus

CAEBT ND* -
CATH 62,75+ 0,66 24,04

CATA 48,537+ 031 -
CAEBF 58,73+ 0,28 86.70

CAFH 49,037+ 0,28 -
CAFA 62.32°+ 1,38 51.86

CAEBC 23,78+ 0.16 -
CACH 100,00° £ 3.16 28.41
CACA 100,00° + 0,67 23,14
Reminyl** 9.30

* Atividade ndo detectada pelo método utilizado.
**Comprimido do farmaco Reminyl contendo 8mg do principio ativo galantamina.
*** Amostras que apresentaram porcentagem de inibi¢do acima de 50% foram submetidas a

determinagio da Cls.

Ainda, os compostos isolados de cada fracdo foram avaliados
quanto asua agdo inibitoria frente a acetilcolinesterase. A Tabela 16
apresenta os resultados obtidos para os compostos isolados das duas

espécies vegetais.

Entretanto, observa-se que para os compostos isolados, apenas o
composto (6), quercetina - ATW?2, isolado de Croton antisyphiliticus,
apresentou porcentagem de inibigdo maior que 50%, com Clso de 47,17
pg mL”, mostrando que o sinergismo dos componentes de cada fragdo é
um fator importante para inibi¢do da enzima, no ensaio realizado.
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Tabela 16: Atividade inibitéria dos compostos frente a enzima

acetilcolinesterase.
COMPOSTOS Z/;’ Sgﬂ;;fg Clso (ng mL™)**
ATHI2 (9) 19,06" £ 0,33 -
ATW?2 (6) 61,61°+ 0,31 47,17
ATW12 (3) 3.88°+0.33 -
ATW45 (5) 20,584+ 0,71 -
HCHI18 (7) 1,36°£ 0,20 -
HCH25 (8) 35,047+ 0,13 -
HCHA40 (9) 16,738+ 0,33 -
HCH?70 (10) 38.88"+ 0,33 -
HCHI115 (11) 16,968 + 0,13 -
HFA-MI (15) 15,13'+ 2,33 -
Reminyl* 9,30

*Comprimido do farmaco Reminyl contendo 8mg do principio ativo galantamina.
** Amostras que apresentaram porcentagem de inibigdo acima de 50% foram
submetidas a determinagdo da Clso.

5.2.4 Atividade antibacteriana

Neste trabalho, os extratos brutos e fragdes das duas espécies
vegetais C. heterodoxus ¢ C. antisyphiliticus foram submetidos a
avaliagdo da atividade antibacteriana através do método de
microdilui¢do a fim de se determinar a concentragdo inibitéria minima
(CIM) frente aos microrganismos Staphylococcus aureus, Eschericchia
coli, Acinetobacter baumanii ¢ Bacillus cereus. A Tabela 17 apresenta
os resultados obtidos para a atividade antibacteriana dos extratos e
fracGes testados.

Para a cl assificacdo da atividade antibacteriana foi utilizado o
critério proposto por Machado et al. (2005). Para extratos brutos e
fragdes uma CIM abaixo de 10 pg mL' & considerada um efeito
excelente, entre 10 ¢ 100 pg mL" bom, de 100 a 500 ug mL" moderado,
de 500 a 1000 pg mL"' fraco e acima de 1000 pg mL’ inativo
(MACHADO et al., 2005).
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Tabela 17: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da atividade antibacteriana*
dos extratos e fracdes das duas espécies de Croton.

Staphylococcus  Escherichia  Acinetobacter Bacillus
FRACOES aureus coli baumanii cereus

ATCC 25923  ATCC 25922 ATCC 17978 ATCC 11778

Croton heterodoxus

CHEBT 250 250 125 125
CHTH 250 250 250 125
CHTA 250 250 125 62,5

CHEBF 500 500 250 250
CHFH 500 500 250 62,5
CHFA 250 500 125 62,5

CHEBC 500 500 500 125
CHCH 500 500 125 62,5
CHCA 250 250 125 62,5

Croton antisyphiliticus

CAEBT 250 250 125 250
CATH 500 250 125 125
CATA 1000 500 250 62,5

CAEBF 500 500 250 250
CAFH 250 250 125 125
CAFA 500 500 125 31

CAEBC 125 500 250 125
CACH 7,8 125 125 3.9
CACA 7,8 125 125 3,9

Gentamicina 1,0 6,0 6,0 0,2

*Resultados expressos em pg mL™.

Os extratos ef rages testados apresentaram atividade
antibacteriana em diversos niveis. De acordo com acl assificagdo
proposta por Machado et al. (2005), nota-se que aes pécie Croton
antisyphiliticus apresentou resultados que podem ser classificados como
excelentes diante dos microrganismos S. aureus e B. cereus, com CIM
de 7.8 ¢ 3.9 pg mL™, respectivamente, para as fragdes hexano ¢ acetato
do caule. Este resultado ¢b astante interessante, uma vez que
Staphylococcus aureus representa um dos microorganismos de maior
incidéncia nas infecgSes hospitalares (HOEFEL; LAUTERT, 2000).
Outros resultados representativos foram obtidos pelas fragGes acetato
das folhas ¢ acetato da planta inteira, com CIM de 31,0 ¢ 62,5 pg mL™,
respectivamente, considerado um bom resultado de atividade
antibacteriana frente a B. cereus. Para as demais fra¢des os resultados
podem ser considerados moderados, exceto para afragdo acetato da
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planta inteira, que curiosamente, apresentou resultado considerado fraco
frente a S. aureus, com CIM de 1000 pg mL’”, apesar de apresentar
resultado bom frente a B. cereus. Ja para a espécie Croton heterodoxus
resultados excelentes ndo foram observados, todavia, diversas fragdes
apresentaram resultados considerados bons, com CIM de 62,5 pg mL™
frente a B. cereus para as fragdes acetato da planta inteira, folhas ¢
caules, e para as fragdes hexano das folhas ¢ caules. Todos os demais
resultados podem ser classificados como moderados, revelando que a
atividade antibacteriana frente a d iversos microrganismos ¢ b astante
promissora.

Para as duas espécies vegetais observa-se que as bactérias que
apresentaram maior sensibilidade aos extratos e fragGes foram as do tipo
Gram-positivas, o que ¢ coerente com as diferengas morfoldogicas destas
em relacdo as Gram-negativas. A resisténcia apresentada por bactérias
Gram-negativas pode ser explicada pela presenga de uma membrana
externa, que representa uma barreira para aen trada de inumeras
moléculas de antibidticos, e u m espago periplasmatico, que contém
enzimas capazes de destruir moléculas estranhas; ambos ausentes em
bactérias Gram-positivas (DUFFY; POWER, 2001).

Para compostos isolados, uma CIM abaixo de 10 ug mL? &
considerada um efeito excelente, de 10 a 100 pg mL"' é considerado
bom, ¢ acima de 100 pg mL" é considerado inativo (RIOS; RECIO,
2005). Com relagdo aos compostos isolados, Tabela 18, pode -se
observar que nenhum deles apresentou atividade significativa frente as
bactérias estudadas, indicando que estes compostos ndo sdo
recomendaveis para investigacdo de farmacos para doengas de origem
bacteriana, ¢ que os compostos responsaveis pela atividade
antibacteriana apresentada pelas fra¢cdes podem néo terem sido isolados
neste trabalho.

A atividade antibacteriana ja foi relatada para outras espécies do
género Croton. Abo, Ogunleye ¢ Ashidi (1999) avaliaram a atividade
antibacteriana das folhas e cascas dos caules de C. zambesicus
utilizando o método de difusdo em disco de agar. Os extratos
apresentaram atividade antibacteriana frente a diversos microrganismos,
entre eles S. aureus e E. coli, com resultados comparaveis ao obtido pela
ampicilina. Utilizando o mesmo método, Martins et al. (2000)
verificaram a at ividade antibacteriana do 6leo essencial de Croton
stellulifer contra diversos microrganismos, apresentando atividade
moderada frente a S. aureus e E. coli (MARTINS et al., 2000). Ja os
extratos hexanico ¢ etandlico das folhas e caules das espécies Crofon
sellowii, C. rhamnifolius, C. jacobinensis ¢ C. micans ndo apresentaram
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atividade antibacteriana contra os microrganismos testados, entre eles 5.
aureus ¢ E. coli (RAMOS et al., 2009).

Tabela 18: Atividade antibacteriana* dos compostos das duas espécies de
Croton.

Staphylococcus  Escherichia  Acinetobacter Bacillus

COMPOSTOS aureus coli baumanii Ze;?g

ATCC 25923  ATCC 25922  ATCC 17978 11778
ATHI2 (9) > 1000 1000 > 1000 500
ATW2 (6) > 1000 1000 > 1000 500
ATWI12 (3) > 1000 1000 > 1000 500
ATWA45 (5) > 1000 1000 > 1000 500
HCAS55 (12) 500 500 >1000 250
HCHI18 (7) > 1000 1000 > 1000 500
HCH25 (8) > 1000 1000 > 1000 500
HCHA40 (9) > 1000 1000 > 1000 500
HCH70 (10) > 1000 1000 > 1000 500
HCHI115 (11) > 1000 1000 > 1000 500
HFA-MI1 (15) > 1000 1000 > 1000 500
Gentamicina 2.5 1,25 1,25 0,25

*Resultados expressos em pg mL™.

Os resultados encontrados na literatura com relagdo a atividade
antibacteriana do género Croton sdo diversos, todavia, dados para as
espécies em estudo ndo foram encontrados.

5.2.5 Atividade antifungica

Os extratos ¢ fragdes das epécies C. heterodoxus e C.
antisyphiliticus foram avaliados quanto ao seu potencial antifungico
diante dos microrganismos Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis, Cryptococcus gattii ¢ Cryptococcus neoformans.
A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos para as fragdes testadas.

Deste estudo prévio pode se observar que varias fragdes das
duas espécies vegetals mostraram-se ativas. Com relagdo a C.
heterodoxus, nota-se que o fungo mais sensivel foi C. gattii, com
inibigdo de até 87,3% pela fragdo hexano da planta inteira, enquanto o
menos sensivel foi C. parapsilosis, que ndo apresentou qualquer
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inibicdo significativa. Outra fragdo interessante de C. heterodoxus ¢ a
hexano dos caules, que apresentou 79,8%., 77,7% ¢ 96,3% de inibigédo
frente aos fungos C. neoformans, C. gattii e P. brasiliensis,
respectivamente. Ja para C. antisyphiliticus, a maior sensibilidade foi
verificada frente a P. brasiliensis, com inibigdes de 79,4%; 78.7% ¢
75,3% para as fragdes hexano da planta inteira, extrato bruto da planta
inteira e extrato bruto da folha, respectivamente. Outro microrganismo
que se mostrou bastante sensivel foi C. tropicalis, com inibi¢do de até
70,5% pelo extrato bruto do caule, e varias fragées com porcentagem de
inibicdo maior que 50%, enquanto C. albicans apresentou a menor
sensibilidade diante das diferentes fragdes, sendo o v alor mais
representativo de inibigdo aquele alcangado pela fragdo hexano da planta
inteira, 50,6%.

Tabela 19: Porcentagem de inibicdo dos extratos e fragdes contra leveduras
patogénicas.

~ C. C. C. . C. P.
FRACOES* albicans tropicalis neoformans C. gati parapsilosisbrasiliensis
Croton heterodoxus
CHEBT 0,0 452 0,0 56,8 0,0 69,6
CHTH 31,3 58.8 46,7 87,3 5,5 0,0
CHTA 12,4 16,1 0,0 41,2 0,0 57,4
CHEBF 22.0 61,6 54,0 62,5 0,0 47.9
CHFH 57,0 60,0 51,8 57,3 23,7 0,0
CHFA 38,1 63,9 0,0 0,0 0,0 28.4
CHEBC 0,0 46,6 0,6 18,0 0,0 21,0
CHCH 443 554 79,8 77,7 3,4 96,3
CHCA 0,0 43 4 0,0 17,6 0,0 0,0
Croton antisyphiliticus
CAEBT 44.6 64,5 6,0 21,1 62,6 78,7
CATH 50,6 54.4 25,8 31,1 61,8 79,4
CATA 0,0 48,2 1,9 0,0 74,7 3,0
CAEBF 31,8 492 59,2 83,1 0,0 75,3
CAFH 0,0 54,1 46,9 36,6 0,0 0,0
CAFA 49 53,4 0,0 0,0 0,0 26,8
CAEBC 46,5 70,5 38,4 6.9 24,9 0,0
CACH 41,9 19,4 87,6 84,7 0,0 0,0
CACA 443 61,4 64,0 49,7 0,0 0,0
Itraconazol** 65,1 80,0 89,2 72.0 70,0 94,2
DMSO 0,0 13,0 13,6 13,0 0 0

* As amostras foram testadas na concentragdo de 500 pg/ml.
**Utilizado na concentragio de 0,5 pg/ml.
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De maneira similar ao que ocorre com C. heterodoxus, a fragdo
hexano do c aule de C. antisyphiliticus também mostrou-se¢ bastante
interessante, apresentando 87.6% de inibi¢do para C. neoformans e
84.7% para C. gattii. Ainda frente a C. gattii, o extrato bruto das folhas
apresentou 83,1% de inibi¢do. Outra fragdo interessante foi a acetato da
planta inteira, que apresentou 74,7% de inibicéo frente a C. parapsilosis.

Para todas as amostras com porcentagem de inibigdo > 70% foi
realizado o CIM a fim de encontrar a menor concentragdo ativa ¢ avaliar
o efeito de diferentes concentragbes de extratos, fracdes ¢ compostos
1solados na atividade antifungica.

De acordo com a Tabela 20, verifica-se que para a espécie C.
heterodoxus apenas o fungo P. brasiliensis foi menos resistente, com
CIM de 125 pg ml" para a fragdo hexano do caule e 250 pg ml™” para o
extrato bruto total. Para a espécie C. antisyphiliticus, os fungos C. gattii
¢ C. parapsilosis foram os menos resistentes, com CIM de 62.5 pg ml”
para a fragdo hexano do caule ¢ 125 pg ml™' para o extrato bruto da folha
frente a C. gattii ¢ 250 pg ml™" para a fragdo acetato da planta inteira
frente a C. parapsilosis. Os demais fungos apresentaram-se mais
resistentes as fragGes testadas, com valores de CIM igual ou maior que
500 pg ml™.

Tabela 20: Concentragdo Inibitéria Minima em pg ml™” dos extratos e fragdes
estudados.

~ C. C. C. C. P.

FRACOES tropicalis  neoformans gattii  parapsilosis  brasiliensis
Croton heterodoxus
CHEBT - - - - 250
CHTH - - >500 - -
CHCH - >500 >500 - 125
Croton antisyphiliticus

CAEBT - - - - 500
CATH - - - - 500
CATA - - - 250 -
CAEBF - - 125 - >500
CAEBC 500 - - - -
CACH - - 62,5 - -
Itraconazol 0,062* 0,031 0,031 0,031 0,031

* efeito trailing.
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Ja para os compostos isolados, a grande maioria dos compostos
foi ativa frente ao fungo P. brasiliensis, além C. gattii ¢ C. krusei. Os
compostos ATW45 (5) e HCH115 (11) apresentaram até 100% de
mibigdo frente a P. brasiliensis, conforme dados da Tabela 21. Todavia,
apenas os compostos HCH18 (7) ¢ HFA-MI1 (15) mostraram-se¢ mais
ativos frente a P. brasiliensis, com CIM de 62,5 e 250 ng ml”,
respectivamente (Tabela 22). Os demais fungos apresentaram-se mais
resistentes aos compostos testados, com valores de CIM igual ou maior
que 500 pg ml™.

Tabela 21: Porcentagem de inibi¢do dos compostos contra leveduras
patogénicas.

C. C. C. C. C. P. C.
COMPOSTOS* ) . ; oo I
albicans  tropicalis  neoformans  gattii  parapsilosis  brasiliensis  krusei
ATHI2 (9) 57.4 0 48,1 52,7 39,4 70,2 17,7
ATW?2 (6) 0 0 0 0 0 0 0
ATWI12 (3) 0 39,5 0 0 0 91,8 30,9
ATW4S (5) 0 29,8 0 0 0 100 70
HCAS55 (12) 0 46,8 53,3 0 53,5 100 8.2
HCHI18 (7) 8,1 55,3 46 51,6 24,1 98,8 33
HCH25 (8) 43 29,5 34 774 30 90,1 24,2
HCH40 (9) 21 47,4 0 38,9 28,1 32,4 49,2
HCH70 (10) 20,6 46,8 10 42,6 18,7 22,7 38,8
HCHI115 (11) 46,8 55,8 18,8 52 7.9 100 28,9
HFA-M1 (15) 27,1 56,2 66,2 76,9 52,6 81,3 49.4
Itraconazol 80 98,2 80,6 90,3 90,2 100 98,9

* As amostras foram testadas na concentragdo de 500pg/ml.

Tabela 22: Concentragdo Inibitéria Minima em pgm " dos compostos
estudados.

COMPOSTOS C. gattii P.brasiliensis C. krusei
ATHI12 (9) - >500 -
ATWI12 (3) - >500 -
ATWA45 (5) - >500 500
HCAS5 (12) - >500
HCH18 (7) - 62,5 -
HCH25 (8) >500 - -

HCHI115 (11) - >500 -

HFA-MI1 (15) 500 250 -
Itraconazol 0,031 0,031 0,125

A atividade antifungica ja foi relatada para outras espécies do
género Croton. Abo, Ogunleye ¢ Ashidi (1999) avaliaram a atividade
antifungica das cascas dos caules de C. zambesicus utilizando o método
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de difusdo em disco. Os extratos apresentaram atividade antifingica
frente a diversos microrganismos, entre eles C. albicans, com resultados
comparaveis ao obtido pelo tioconazol. Com o mesmo método, Martins
et al. (2000) verificaram a atividade antifingica do 6leo essencial de
Croton stellulifer contra diversos microrganismos, apresentando
atividade moderada frente a C. albicans ¢ C. neoformans.

Em estudo de Fenner et al. (2006) fo1 detectada a utilizagdo das
folhas frescas da espécie vegetal Croton antisyphiliticus como sendo
medicinal com potencial atividade antifungica em feridas e 1 Iceras.
Todavia, ensaios para comprovar tal atividade ndo foram relatados até o
presente momento.

Em sintese, pode-se destacar que diversas fragcdes apresentaram
resultados interessantes diante dos ensaios bioldgicos a que foram
submetidas. Este fato ¢ interessante visto que a maior parte das amostras
ndo apresentou toxicidade relevante frente a Artemia salina, porém, vale
lembrar que estudos de toxicidade in vivo devem ser realizados para o
proposito do desenvolvimento de novos farmacos.

5.2.6 Citotoxicidade

As estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA) para os
proximos anos sdo alarmantes. Apenas para o ano de 2012-2013,
estima-se cerca de 518.510 casos novos de cancer no Brasil. Estes dados
aliados as dificuldades encontradas no tratamento das diferentes
neoplasias malignas que incluem, resisténcia aos farmacos utilizados,
toxicidade e baixa especificidade, faz com que a pesquisa por novos
agentes antitumorais torne-se imprescindivel. Diante deste contexto, a
atividade antitumoral /7 vitro dos extratos, fra¢cdes e compostos isolados
das duas espécies vegetais foram avaliados frente a duas linhagens de
células cancerigenas humanas, MCF-7 (cancer de mama) ¢ TK-10
(cancer renal). Os resultados obtidos para extratos ¢ fragées podem ser
observados na Tabela 23, ¢ na Tabela 24 para os compostos isolados.
Todas as amostras foram submetidas ao ensaio de triagem frente as
células tumorais nas concentragdes entre 20-100 pg/mL.

Os resultados apresentados nas Tabelas 23 e 24 so definidos de
acordo com ap orcentagem de inibi¢do apresentada pelas amostras,
sendo considerado citostatico aqueles compostos que evitam a
multiplicagdo e o crescimento das células ¢ citocida aqueles compostos
que levam a morte celular. De acordo com a Tabela 23, o extrato bruto
total de C. antisyphiliticus ¢ afracdo hexano das folhas da mesma
espécie, atuam levando as células de cancer renal a morte, e todas as
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demais amostras atuam impedindo a multiplicagdo celular, exceto o
extrato bruto do caule de C. heferodoxus, que estimula o crescimento
das células tumorais renais. As demais fra¢des ¢ compostos apresentam-
se como citostaticos diante das duas linhagens celulares.

Tabela 23: Porcentagem de inibi¢do dos extratos e fragcdes contra células
tumorais.

~ MCF-7 TK-10
FRAGOES % de inibi¢do Resultado % de inibi¢do Resultado
Croton heterodoxus

CHEBT 47 Citostatico 38 Citostatico
CHTH 47 Citostatico 26 Citostatico
CHTA 59 Citostatico 5 Citostatico

CHEBF 48 Citostatico *

CHFH 39 Citostatico *
CHFA 70 Citostatico *

CHEBC 44 Citostatico 0 Estimula
CHCH 54 Citostatico 15 Citostatico
CHCA 50 Citostatico *

Croton antisyphiliticus

CAEBT 56 Citostatico 102 Citocida
CATH 66 Citostatico 37 Citostatico
CATA 45 Citostatico *

CAEBF 34 Citostatico *

CAFH 54 Citostatico 101 Citocida
CAFA 36 Citostatico 57 Citostatico

CAEBC 48 Citostatico 69 Citostatico
CACH 65 Citostatico 11 Citostatico
CACA 53 Citostatico *

Etoposideo 99 Citocida 182 Citocida
DMSO 1% 0 Citostatico 0 Citostatico

* ensaio ndo realizado para estas amostras.

Com relagdo aos compostos isolados, Tabela 24,t odos os
compostos testados apresentaram-se como citostaticos frente as células
tumorais MCF-7.

O extrato bruto total (CAEBT) ¢ a fragdo hexano das folhas
(CAFH) de Croton antisyphiliticus, que mostraram-se citocidas frente as
celulas tumorais TK-10, apresentaram também baixa toxicidade frente a
A. salina, com DLsy > 1000 e 922.6 ug mL”, respectivamente. Estes
resultados sdo interessantes do ponto de vista terapéutico, uma vez que
representam fragGes seguras ¢ de baixa toxicidade para o tratamento de
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tipos especificos de células cancerigenas, pois atuam em células doentes
¢ ndo em células saudaveis.
Tabela 24: Porcentagem de inibi¢do dos compostos contra células tumorais

MCF-7.
MCF-7
COMPOSTOS % de inibicdo ~ Resultado
ATHI2 (9) 21 Citostatico
ATW2 (6) 89 Citostatico
ATWI12 (3) 10 Citostatico
ATW45 (5) 11 Citostatico
HCAS5 (12) * -
HCH18 (7) 22 Citostatico
HCH25 (8) 10 Citostatico
HCHA40 (9) 16 Citostatico
HCH70 (10) * -
HCHI115 (11) 29 Citostatico
HFA-MI (15) 75 Citostatico
Etoposideo 96 Citocida
DMSO 1% 0 Citostatico

* ensaio ndo realizado para estas amostras.
5.2.7 Atividade anti-inflamatoria

Para avaliagdo da atividade anti-inflamatéria o modelo
experimental utilizado foi o da pleurisia, caracterizado pelo influxo de
neutrofilos na primeira fase (4 h) da resposta inflamatdria deflagrada
pelo agente flogistico (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Este
estudo avaliou apenas a primeira fase da resposta inflamatoria, na qual
ocorre o recrutamento de neutrofilos nas vias aéreas, para o estudo da
agdo da planta.

O EBH, fragdes ¢ os compostos isolados de Croton
antisypiliticus mibiram de forma efetiva a migragdo leucocitaria na
cavidade pleural inflamada pela carragenina, como pode ser observado
na Tabela 25.

Entre todas as fracdes estudadas, a fragcdo aquosa demonstrou o
melhor resultado em inibir esse parametro, uma vez que a dose efetiva
desta fragdo foi de 25 mg kg™ (55,7 + 3.8%), enquanto para as fragdes
Hex, AcOEt ¢ EBH as doses efetivas foram de 50, 50 ¢ 100 mg kg™,
respectivamente.

Os flavonoides isolados da fragdo aquosa, quercetina — ATW?2
(6) e vitexina — ATWI12 (3), demonstraram resultados similares, em
doses ainda mais baixas (10 mg kg™ para ambos) que esta fragdo. A
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quercetina a 10 mg kg™ reduziu a quantidade de leucécitos em 41,7 +
5,7% enquanto a vitexina a 10 mg kg™ inibiu a migragdo de leucdcitos
em 358 £ 7,2%. O material vegetal demonstrou ser tdo eficaz na
inibicdo do i nfluxo de células inflamatorias quanto os farmacos de
referéncia utilizados.

Tabela 25: Efeito anti-inflamatorio do extrato bruto hidroalcodlico obtido das
partes aéreas da espécie Croton antisyphiliticus, suas fragdes e co mpostos
isolados, sob a migragdo de leucocitos e exsudagdo, no modelo experimental de

pleurisia induzida pela carragenina em camundongos.

Grupos/Doses Leucécitos (x10°) Exsudacio (ug mL™7)
(mg Kg') (% de inibicio) (% de inibicio)
Sal® 0,61 0,08 1,89 +0,22

Cg® 5,84 £0.23 13,68 £0.82

EBH 25° 5.35+0.,56 13,18+ 1,28

EBH 50° 5.11+028 7,90 £ 0,90%* (42,3 + 6,6%)
EBH 100° 248 £0,16%* (57,6 £2,8%) 8,50 £ 0,49%* (37,9 + 3,6%)
EBH 200" 2,94 £0.23%% (49,6 £3.8%) 8,16+ 0,34** (40,4 £ 2 4%)
Hex 10° 5,62 0,25 12,09 +0.83

Hex 25° 532 £043 13,71 £ 0,96

Hex 50° 418 +040%* (28,6 £6.8%) 10,07 +0,69%* (26,4 + 5.0%)
AcOEt 10° 5,68 £0,32 12,02 +0,51

AcOEt 25° 6,20 + 0,68 13,32 +0,92

AcOEt 50° 3,90 £0,37** (33,3 £6,3%) 10,56 £0,78* (22,8 + 5,7%)
Aq10° 5,70 £ 0,32 10,45 £0,58* (19,6 + 5,0%)
Aq25° 2,58 £0,22%*% (557 £ 3,8%) 7,32 +0,84** (44,2 + 6,4%)
Aq 50° 242 £022%% (58,6 £3.8%) 5,94 +0,59%* (54,7 +4,5%)
ATW2 5° 5.25+0,50 11,35+ 1,13

ATW2 10° 340£0,33%* (41,7 £5,7%) 9,31 £0,86** (29,0 £ 6,5%)
ATW2 25° 307 £042%* (474£72%) 1023 +£028* (22,0 £2.2%)
ATWI12 5° 540 £0.35 11,69 + 1,03

ATWI12 10° 3,75 +£0.42%* (35,8+72%) 10,55+ 1,16* (22,9 + 8,5%)
ATW12 25° 410+0,32%% (29,8 +54%) 10,67 +1,15% (22,0 + 8,4%)
ATW45 5° 4.86+0,51 5,31 £0,41%* (59,5 + 3,1%)
ATW45 10° 448 40,70 4,55 +£0.42%* (65,2 £ 32%)
ATWA45 25° 340 £0,67** (41,7 £1,5%) 5,06 +0,85%* (61,3 £ 6,5%)
Dexa 0.3° 1,90 £ 0,20%* (67,5 £2,6%) 6,80 £0,50** (50,0 £ 6,4%)
Indo 5° 226+0.32%% (612+2.1%) 7,93 +£0,56** (42,4 £ 52%)

Extrato Bruto Hidroalcoolico (EBH: 25 - 200 mg kg™) de Croton antisyphiliticus Mart., Fragio
Hexano (Hex: 10 - 50 mg kg™), Fragdo Acetato de Etila (AcOEt: 10 — 50 mg kg™), Fragdo
Aquosa (Aq: 10 — 50 mg kg™), quercetina (ATW2: 5 — 25 mg kg™), vitexina (ATW12: 5 — 25
mg kg?) e 4cido quinico (ATW45: 5 — 25 mg kg”) administrados 0,5 h antes da carragenina
(1%). Sal = animais tratados somente com solugdo salina estéril (NaCl 0,9%); Cg= animais
tratados somente com carragenina (1%); Dexa = animais pré-tratados com dexametasona (0,5
mg kg!). Indo = animais pré-tratados com indometacina (5,0 mg kg); a = administragdo por
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via intrapleural (i.pl.); b= administragio por via intraperitoneal (i.p.). Cada grupo representa a
Média + E.P.M de 6 animais. * P <0,05 e ** P <0,01.

Com relagdo aex sudagdo, tanto o EBH como as fragGes
estudadas foram capazes de reduzir aco ncentracdo de exsudato na
cavidade pleural inflamada pela carragenina. Os resultados alcangados
com o material vegetal foram similares aos resultados obtidos com o
tratamento com os anti-inflamatorios de referéncia, Tabela 235.

Novamente a fragdo aquosa demonstrou ser mais efetiva que as
demais fragdes em diminuir o extravasamento vascular, uma vez que ela
foi efetiva em doses inferiores, 10 ¢ 25mg kg (10 mg kg™: 19,5+
50%; 25mg kg 44,1 + 6.4%) quando comparada com as demais
fragdes estudadas, 50m g kg para Hex, AcOEt ¢ E BH. O efeito
antiedematogénico promovido pela fragdo aquosa pode estar relacionado
com a agdo dos compostos isolados. Dentre os compostos isolados
estudados, o acido quinico apresentou o melhor resultado em inibir esse
parametro, tendo em vista que todas as doses estudadas diminuiram a
exsudagdo (5 mg kg™ 59,5 + 3,1%:; 10 mg kg™: 65,2+ 3,2% ¢ 25 mg
keg': 61,3 + 6,5%), se comparado com as doses efetivas dos demais
compostos, quercetina (10 mg kg ™) e vitexina (10 mg kg™).

5.2.8 Atividade anti-hiperglicémica

Todos os triterpenos testados apresentaram significativa agéo
antihiperglicemiante nas doses testadas, como pode ser observado na
Figura 79, que mostra o ¢ feito dos triterpenos nos niveis séricos de
glicose.

Os triterpenos HCH18 (7) ¢ HCH70 (10) apresentaram um
perfil semelhante de reducdo da glicemia de animais hiperglicémicos
nas doses de 10, 1 ¢ 0,1 mg kg”. Com a dose de 1 mg kg™, o HCHI18 (7)
reduziu em 25% os niveis séricos de glicose 30 minutos apds a indugéo
da hiperglicemia enquanto o HCH70 (10), na mesma dose, inibiu em 26
¢ 21 % a hiperglicemia em 15¢ 30 minutos apds sua 1 ndugéo,
respectivamente. Em animais tratados com o HCH25 (8) verificou-se
um efeito normoglicemiante com as doses de 10 ¢ 1 mg kg', com
redugdo da glicemia em 23 e 3 4%, respectivamente, 15 minutos apos
indugdo da hiperglicemia, levando a niveis proximos ao normoglicémico
em 180 minutos.
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Figura 79: Efeito dos triterpenos HCH18 (7) (A), HCH25 (8) (B), HCH70 (10)
(C) e HCHI115 (11) (D) testados nas doses de 0,1; 1 ¢ 10 mg kg'1 nos niveis
séricos de glicose.

O triterpeno HCHI115 (11) apresentou uma agdo
antihiperglicémica mais significativa na dose de 10 mg kg™, reduzindo a
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glicemia em 30, 24, 21 ¢ 25% nos tempos de 15, 30, 60 ¢ 180 minutos
apos a inducdo da hiperglicemia em relag@o ao controle hiperglicémico.

Com relagdo ao conteudo de glicogénio hepatico, todos os
triterpenos testados permitiram um aumento significativo, como pode
ser observado na Figura 80. HCH18 (7) ¢ HCH70 (10) apresentaram
significativa agdo com as doses de 0.1 ¢ 10 mg kg'. Com a dose de 0,1
mg kg' observou-se um aumento noc onteido de glicogénio de
aproximadamente 3 ¢ 4 vezes em relacdo ao controle, respectivamente.
HCH25 (8) ¢ HCHI15 (11) também permitiram um aumento no
conteudo de glicogénio hepatico com as trés doses testadas quando
comparado com o c ontrole hiperglicémico ndo tratado. Nao foi
observado efeito de dose-dependéncia entre as doses testadas em cada
triterpeno.

EE Control [ JHCH 18 (mg/Kpg)
25, WM Controle JHCH 25 (mg/Ke)

. -
0 ™

01 1 10 n1 1 1n

B
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L . I
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D

Figura 80: Efeito dos triterpenos HCH18 (7) (A), HCH25 (8) (B), HCH70 (10)
(C) eH CHI115 (11) (D) no contetido de glicogénio hepatico. Triterpenos
testados nas doses de 0,1; 1 e 10 mg kg'l.

Contetido de glicogénio

Contetido de glicogénio
hepatico
(mg/g (le tecido)

Contetido de glicogénio

A influéncia dos triterpenos nas dissacaridases intestinais
maltase, sacarase ¢ lactase foi avaliada a fim de verificar a redugéo nos
niveis glicEmicos de animais hiperglicémicos, Figura 81. Pode-se
observar que os triterpenos HCH18 (7) ¢ HCH115 (11) aumentaram a
atividade da maltase na menor concentragdo testada. Para al actase
observou-se que somente o HCHI115 (11) reduziu sua atividade,
enquanto que os outros triterpenos testados ndo apresentaram efeito
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algum na inibi¢do da atividade das dissacaridases maltase, lactase e
sacarase.

Contudo, ¢ descrito que alguns triterpenos apresentam agdo
mibitéria da atividade das a-glicosidases, como o A cido Corosodlico
mas, em geral, a atividade inibitdria dos triterpenos sobre estas enzimas
¢ fraca (HOU et al, 2009), como observado neste trabalho. Os
triterpenos  analisados ndo apresentaram influéncia sobre a
disponibilidade de glicose para absorgédo intestinal, o que ¢ confirmado
com a observacdo de um aumento no conteudo de glicogénio hepatico
observado para todos os triterpenos.
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Figura 81: Efeito dos triterpenos HCH18 (7) (A), HCH25 (8) (B), HCH70 (10)
(C) e HCH115 (11) (D) nas dissacaridases intestinais lactase (1), maltase (2) e
sacarase (3). Triterpenos testados nas doses de 0,001; 0,01; 0,1 e 10 mg mL*.

A acdo modulatéria de varios triterpenos na glicemia de animais
diabéticos ¢ descrita na literatura (ALARCON-AGUILAR et al, 2005),
como o Acido Ursdlico ¢ Oleandlico (PEREZ et al, 1998) Acido
Moroico (RAMIREZ-ESPINOSA et al, 2011) ¢ o Dimetiletilsigmasteno
(ANDRADE-CETTO; HEINRICH, 2005). Os mecanismos pelos quais
estes compostos regulam os niveis glicémicos ainda é pouco descrito,
contudo, acredita-se que eles podem estar agindo por um mecanismo
insulinomimético (GHOSH; MAITY: SINGH, 2011), secretagogo de
msulina (SUGIHARA et al, 2000) ou ainda por meio da inibi¢do da
atividade de dissacaridases intestinais, que diminuem a disponibilidade
de glicose para ser absorvida.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sugihara%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11249615
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Neste trabalho verificou-se uma agdo antihiperglicemiante
aguda com todos os triterpenos testados. Estes efeitos denotam uma
acdo destes triterpenos na homeostase da glicose e uma potencial agao
farmacologica no tratamento de patologias relacionadas com o
metabolismo da glicose.

5.2.9 Atividade antinociceptiva

Os resultados apresentados nas Figuras 82 e 83, pag. 196,
demonstram o e feito dos triterpenos HCH70 (10) e HCH115 (11) na
nocicepcdo induzida pela administragcdo intraplantar de formalina em
camundongos. Pode-se observar que o triterpeno HCH70 (10) foi capaz
de inibir significativamente ¢ de forma dose-dependente a nocicepgdo de
origem neurogénica (primeira fase) ci nflamatoria (segunda fase)
induzida pela formalina quando comparados ao grupo controle. As
inibi¢des observadas para a primeira fase foram de 44 = 7% e 54 £ 9% ¢
para a segunda fase 54 + 15% ¢ 56 = 7% nas doses de 30 ¢ 100 mg kg™,
respectivamente (Figura 82 A ¢ B). Comparativamente, o triterpeno
HCH115 (11) fo1 menos potente ¢ eficaz, contudo, fo1 capaz de inibir 40
+ 13% a primeira fase na dose de 100 mg kg™ ¢ na segunda fase 55 +
14% ¢ 50 £ 10% da dor induzida pela formalina nas doses de 30 ¢ 100
mg kg™, respectivamente (Figura 83 A ¢ B). O triterpeno HCH70 (10)
nas doses de 10, 30 ¢ 100 mg kg™ também foi capaz de reduzir o edema
de pata causado pela injecdo intraplantar de formalina, com inibigGes de
54 £ 11%, 48+ 14% e 71 £ 10% em relagdo ao grupo controle,
respectivamente (Figura 82 C). Ja o triterpeno HCH115 (11) nas doses
de 30 ¢ 100 mg kg™ reduziu o edema em relago ao grupo controle, com
inibigdes de 62 + 14% e 51 + 4%, respectivamente (Figura 83 C). Os
triterpenos ndo foram capazes de reduzir o aumento da temperatura da
pata promovida pela formalina, comparado com o grupo salina (Figuras
82 D ¢83 D) ¢também ndo promoveram alteragdo da temperatura
corporal, ou s eja, efeito hipotérmico inespecifico quando comparado
com o grupo controle (Figuras 82 E ¢ 83 E).
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Figura 82: Efeito do triterpeno HCH70 (10) na nocicep¢do induzida pela

formalina em camundongos. A barra cinza-claro do grafico representa o grupo que recebeu apenas
salina na pata (S). Os animais foram tratados com o triterpeno (barras abertas) ou veiculo (controle: C, barra
fechada), 30 min antes por via intraperitoneal, nas doses indicadas e ap Os este periodo receberam uma
injegdo intraplantar de formalina 2,5% e a nocicepgdo foi avaliada na primeira (A) e segunda fase (B), dor de
origem neurogénica e inflamatdria, respectivamente. O edema foi avaliado através da mensuragio da
espessura da pata (C). A hiperemia foi avaliada através da mensuragdo da temperatura da pata (D). A
temperatura corporea dos animais fo1 avaliada através da mensuragio da temperatura da orelha (E). Efeito do
triterpeno HCH70 (10) sobre atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto — Open field (F)
Cada coluna representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os “asteriscos”
denotam a diferenga estatistica dos grupos tratados em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e
##4p<0,001) e 0 “jogo da velha” (*p<0,001) mostra a diferenca estatistica do grupo controle em relagio ao
grupo salina (S) (one-way ANOVA seguido do teste Newman-Keuls)
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Figura 83: Efeito do triterpeno HCH115 (11) na nocicepgdo induzida pela

formalina em camundongos. A barra cinza-claro do grafico representa o grupo que recebeu apenas
salina na pata (S). Os animais foram tratados com o triterpeno (barras abertas) ou veiculo (controle: C, barra
fechada), 30 min antes por via intraperitoneal, nas doses indicadas e ap 6s este periodo receberam uma
injegdo intraplantar de formalina 2,5% e a nocicepgdo foi avaliada na primeira (A) e segunda fase (B), dor de
origem neurogénica e inflamatoria, respectivamente. O edema foi avaliado através da mensuragdo da
espessura da pata (C). A hiperemia foi avaliada através da mensuragdo da temperatura da pata (D). A
temperatura corporea dos animais foi avaliada através da mensuragio da temperatura da orelha (E). Efeito do
triterpeno HCH115 (11) sobre atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto — Open field (F)
Cada coluna representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os “asteriscos”
denotam a diferenga estatistica dos grupos tratados em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e
*#kp<0,001) e 0 “jogo da velha” (p<0,001) mostra a diferenga estatistica do grupo controle em relagio ao
grupo salina (S) (one-way ANOVA seguido do teste Newman-Keuls).
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No modelo da formalina, a dose responsavel por apresentar
efeito antinociceptivo ¢ anti-inflamatorio para os triterpenos HCH70
(10) ¢ HCH115 (11) foi de 30 mg kg™'. Nesta dose, os triterpenos nio
causaram alteragdo da atividade locomotora no teste de campo aberto,
quando comparado com o grupo controle (Figuras 82 F ¢ 83 F). No
entanto, pode-se observar que na dose de 100 mg kg™, os triterpenos
HCH70 (10) e HCH115 (11) reduziram de forma significativa a
atividade locomotora dos animais em 33 + 5% ¢ 27+ 5% quando
comparado com o grupo controle, respectivamente (Figuras 82 F ¢ 83
F).

As Figuras 84 ¢ 85 demonstram que otratamento com os
triterpenos HCH70 (10) ¢ HCHI115 (11) promoveu a redugdo do
processo inflamatério agudo apds a injegdo de carragenina. Os
resultados mostram que os triterpenos HCH70 (10) ¢ HCH115 (11)
reduziram a contagem total de leucocitos, com inibigdes de 47 = 10% ¢
57 + 7% para a dose de 30 mg kg™, respectivamente (Fig. 84 A ¢ 85 A)
¢ diferencial de neutrofilos, no exsudato pleural, com inibigées de 48 + 8
% e 53 £ 7% (Fig. 84 B ¢ 85 B). Na mesma dose, o tratamento com
ambos os ftriterpenos, ndo alterou a contagem diferencial de
mononucleares, Fig. 84 C e 85 C, porém o triterpeno HCH115 (11), na
dose de 10 mg kg™ aumentou o nimero de células mononucleares (Fig.
850C).

= A B (o3
Es # _ 5 # 9 20
2 E §
3 = 4 g
) e S _ 15
8 4 w3 tE
» * o
e 3 *x o S& 10
@ £ 2 £X
2 5 * 3
£ £ 2~ 05
Q 1 s .
EN [ : e
g o 0 8 oo
- S Cg Dx 3 10 30 S Cg Dx 3 10 30 S Ccg Dx 3 10 30
HCH 70 HCH 70 HCH 70
(mg/Kg, i.p.) (mg/Kg, i.p.) (mg/Kg, i.p.)

Figura 84: Efeito do triterpeno HCH70 (10) na contagem total de leucocitos
(A), contagem diferencial de neutréfilos (B) e de células mononucleares (C), na

pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. s: representa os animais que
receberam uma injegdo intrapleural de 0,1 ml de salina (NaCl 0,9%) (barra cinza-claro), Cg: representa o
grupo que recebeu injegio intrapleural de carragenina (1 %) e que foi tratado com veiculo (tween, 5 %)
usado para diluir o triterpeno HCH70 (10) (barra preta), Dx: representa o grupo que recebeu a injegio
intrapleural de 0,1 ml de carragenina (1 %) e que foi tratado com dexametasona (0,5 mg kg™, i.p.) (barra
cinza-escuro); as doses de 3 - 30 mg kg™, correspondem aos grupos que receberam a injegio intrapleural de
carragenina (1 %) e que foram tratados com o triterpeno HCH70 (10) (barras abertas). Cada coluna
representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os “asteriscos” denotam a
diferenga estatistica dos grupos tratados em relagio ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001) ¢ 0
“jogo da velha” (*p<0,001) mostra a diferenga estatistica do grupo controle em relagio ao grupo salina (S)
(one-way ANOVA seguido do teste Newman-Keuls)
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Figura 85: Efeito do triterpeno HCH115 (11) na contagem total de leucocitos
(A), contagem diferencial de neutrofilos (B) e de células mononucleares (C), na

pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. S: representa os animais que
receberam uma injego intrapleural de 0,1 ml de salina (NaCl 0,9%) (barra cinza-claro); Cg:
representa o grupo que recebeu uma injegdo intrapleural de carragenina (1 %) e que foi tratado com
veiculo (tween, 5 %) usado para diluir o triterpeno HCH115 (11) (barra preta); Dx: representa o
grupo que recebeu a injegdo intrapleural de 0,1 ml de carragenina (1 %) ¢ que foi tratado com
dexametasona (0,5 mg kg, i.p.) (barra cinza-escuro); as doses de 3 - 30 mg kg™, correspondem aos
grupos que receberam a injegdo intrapleural de carragenina (1 %) e que foram tratados com o
triterpeno HCH115 (11) (barras abertas). Cada coluna representa a média de 6 - 8 animais e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os “asteriscos” denotam a diferenga estatistica dos grupos tratados em
relagdo ao grupo controle (¥p<0,05, **p<0,01 ¢ ***p<0,001) e 0 “jogo da velha” (#p<0,001) mostra a
diferenga estatistica do grupo controle em relagdo ao grupo salina (S) (one-way ANOVA seguido do
teste Newman-Keuls).

As Figuras 86 ¢ 87 apresentam os efeitos dos triterpenos sobre
os niveis de TNF-a, IL-1p ¢ IL-10 no exsudato pleural de camundongos.
Os resultados mostram que os triterpenos HCH70 (10) ¢ HCHI115 (11)
reduziram significativamente os niveis de TNF-o ¢ IL-1 ¢ aumentaram
os niveis de IL-10, apresentando o mesmo perfil que a dexametasona,
utilizada como controle positivo do experimento (Figs. 86 ¢ 87).

O tratamento com os triterpenos HCH70 (10) ¢ HCHI115 (11)
reduziu os niveis de TNF-a em 95 + 5% e 89 £ 10% respectivamente, na
dose de 3 mg kg™, i.p.; 68 £ 19% ¢ 74 + 12% respectivamente, na dose
de 10 mg kg™, i.p.; 84 + 8% ¢ 100 + 0% respectivamente, na dose de 30
mg kg™, i.p.. em relagdo ao grupo controle (Fig. 86 A ¢ 87 A). Os niveis
de IL-1 B também foram reduzidos no tratamento com HCH70 (10) ¢
HCH115 (11) em 54 + 20% e 52 + 6% respectivamente, na dose de 3
mg kg, i.p.; 67 £ 8% e 33 + 3% respectivamente, na dose de 10 mg kg
h Lp.; 81 £ 4% e 98 + 7% respectivamente, na dose de 30 mg kg'l, Lp.,
em relagdo ao grupo controle (Fig. 86 B e 87 B). Por fim, os niveis de
IL-10 aumentaram no tratamento com os triterpenos HCH70 (10) ¢
HCHI115 (11) em até 5 ¢ 3 vezes na dose de 3 mg kg™, i.p.; 3 vezes e
dobrou na dose de 10 mg kg™, i.p.; 3 ¢ 2 vezes, respectivamente, na dose
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de 30 mg kg™, i.p., quando comparados ao grupo controle (Fig. 86 C ¢
87 C).
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Figura 86: Niveis de TNF-a (A), IL-1 (B) e IL-10 (C) em exsudato pleural de
camundongos tratados com o triterpeno HCH70 (10) (3,10 e 30 mg kg'l, ip.). S:

representa os animais que receberam uma injegdo intrapleural de 0,1 ml de salina (NaCl 0,9%) (barra
cinza-claro); Cg: representa o grupo que recebeu uma injegio intrapleural de 0,1 ml de carragenina (1
%) e que foi tratado com veiculo (tween, 5 %) usado para diluir o triterpeno HCH70 (10) (barra
preta); Dx: representa o grupo que recebeu a injegdo intrapleural de 0,1 ml de carragenina (1 %) e que
foi tratado com dexametasona (0,5 mg kg™, ip.) (barra cinza-escuro); as doses de 3 - 30 mg kg™,
correspondem aos grupos que receberam a injecdo intrapleural de 0,1 ml de carragenina (1 %) e que
foram tratados com o triterpeno HCH?70 (10) (barras abertas). Cada coluna representa a média de 4 -
6 animais ¢ as linhas verticais indicam o E.P.M. Os “‘asteriscos” denotam a diferenga estatistica dos
grupos tratados em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 ¢ ***p<0,001) e o “jogo da velha”
(#p<0,001) mostra a diferenga estatistica do grupo controle em relagdo ao grupo salina (S) (one-way
ANOVA seguido do teste Newman-Keuls).

- A _ B _ C

£ 20 # T 200 # T 80

s 2 3

& 15 £ 150 " x £ 60

o -’g dekk g ok *k

2 10 o 100 o 40 *  x

B i % Kkk g

£ 5 - 2 50 2 20 #

dekk e ~

; B ¢ :

X = E 3o

F s cg Dx 3 10 30 = S Cg Dx 3 10 3 = s Cg Dx 3 10 30
HCH 115 HCH 115 HCH 115
(mg/Kg, i.p.) (mg/Kg, i.p.) (mg/Kg, i.p.)

Figura 87: Niveis de TNF-a (A), IL-1 (B) e IL-10 (C) em exsudato pleural de
camundongos tratados com o triterpeno HCH115 (11) (3,10 e 30 mg kg'l, 1p.).

S: representa os animais que receberam uma injegdo intrapleural de 0,1 ml de salina (NaCl 0,9%)
(barra cinza-claro); Cg: representa o grupo que recebeu uma injegdo intrapleural de 0,1 ml de
carragenina (1 %) e que foi tratado com veiculo (tween, 5 %) usado para diluir o triterpeno HCH115
(11) (barra preta); Dx: representa o grupo que recebeu a injegdo intrapleural de 0,1 ml de carragenina
(1 %) e que foi tratado com dexametasona (0,5 mg kg'l, i.p.) (barra cinza-escuro); as doses de 3 - 30
mg kg™, correspondem aos grupos que receberam a injegdo intrapleural de 0,1 ml de carragenina (1
%) e que foram tratados com o triterpeno HCH115 (11) (barras abertas). Cada coluna representa a
média de 4 - 6 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os “asteriscos” denotam a diferenca
estatistica dos grupos tratados em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 ¢ ***p<0,001) e o
“jogo da velha” ("p<0,001) mostra a diferenga estatistica do grupo controle em relagdo ao grupo
salina (S) (one-way ANOVA seguido do teste Newman-Keuls).



173

Dos resultados apresentados pode-se assegurar que oS
triterpenos  HCH70 (10) ¢ HCHI15 (11) apresentaram efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio sobre a nocicepg¢do induzida pela
formalina em camundongos. A dose de 100 mg kg™ dos triterpenos
testados afetou de forma significativa a atividade locomotora dos
animais, sugerindo que a dose de 30 mg kg™ ¢ amais segura para ser
utilizada em futuras investigagdes.

Na inflamacdo pleural aguda, os triterpenos reduziram a
migracdo de leucocitos, principalmente neutrofilos, para ol ocal da
inflamagéo, a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a ¢ IL-1f e
aumentaram os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10. Além disso,
ambos os triterpenos apresentaram um perfil semelhante ao da
dexametasona, utilizada como controle positivo nos experimentos de
pleurisia, sugerindo um efeito semelhante aos glicocorticoides.

Em conjunto, estes dados sugerem o papel dos triterpenos
analisados sobre o processo inflamatorio agudo, para que futuramente
possam ser utilizados no tratamento de condigdes patoldgicas de origem
inflamatoria.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho realizou-se o estudo fitoquimico das espécies
vegetais Croton antisyphiliticus Martius e Croton heterodoxus Baillon, e
a avaliagdo das atividades bioldgicas dos extratos, fragées e compostos
1solados. As principais conclusdes foram:

Em relacio ao estudo fitoquimico de Crofon antisyphiliticus
Martius:

4 Os flavonoides O-glicosilados rutina (1), isoquercitrina (2) e
quercitrina (4) ¢ o flavonoide C-glicosilado vitexina (3) foram
identificados por eletroforese capilar no extrato bruto total (CAEBT) e
extrato bruto total aquoso (CATW) de C. antisyphiliticus.

4 O fracionamento cromatografico de CATW levou ao
isolamento de vitexina (3) e acido quinico (5) como compostos
majoritarios da fragdo, e quercetina (6) como um artefato de isolamento
devido a hidrdlise sofrida durante o pr ocessamento do C AEBT e
CATW.

Em relaciio ao estudo fitoquimico de Croton heterodoxus Baillon:

v Os triterpenos fern-9(11)-eno-2a-o0l-3-oxo (7), 3B-hidroxihop-
22(29)eno  (8), fern-9(11)-eno-2a.3pf-diol (10) e 2a.3pB.,23-
trihidroxiolean-12-eno (11) e o esterol B-sitosterol (9) foram isolados da
fragdo hexano dos caules de C. heterodoxus (CHCH) através de métodos
cromatograficos ¢ identificados através de métodos espectroscopicos.

4 O triterpeno fern-9(11)-eno-2a-ol-3-oxo (7) foi relatado pela
primeira vez na literatura. Os demais compostos isolados foram
ralatados pela primeira vez para esta espécie vegetal.

v Os triterpenos fern-9(11)-eno-2a,3p-diol (10) ¢ 20,3p,23-
trihidroxiolean-12-eno (11) foram analisados por difragdo de raios-X,
confirmando de maneira inequivoca as estruturas dos compostos. A
analise também revelou a presenca de duas moléculas do triterpeno fern-
9(11)-eno-20,3B-diol na unidade assimétrica, provavelmente ligadas
através de interagdes por ligacdo de hidrogénio intermolecular com uma
molécula de agua.

v O flavonoide metoxilado pachypodol (12) e a catequina (13), e
o flavonoide astragalina (14) foram isolados das fragGes acetato de ctila
dos caules (CHCA) e aquosa dos caules (CHCW) de C. heterodoxus,
respectivamente, por métodos cromatograficos e identificados por
métodos espectroscopicos € comparagdo com a literatura.
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v A mistura de flavonoides quercetina-canferol (15) foi isolada da
fragdo acetato de ctila das folhas de C. heferodoxus (CHFA) por
precipitacdo e identificados por métodos espectroscopicos € comparagio
com a literatura. A analise por eletroforese capilar revelou a presenga de
25726 mg L' de quercetina (~83%) para 41,94 mg L de canferol
(~13,5%) na mistura.

Em relacio ao estudo das atividades biolégicas:

v O extrato bruto dos caules de C. heterodoxus (CHEBC) ¢ a
fragdo acetato de etila da planta inteira de C. antisyphiliticus (CATA)
apresentaram o maior conteudo de compostos fenolicos, sendo os
maiores teores de flavonoides observados nas fragdes acetato de etila de
C. heterodoxus ¢ no e xtrato bruto das folhas de C. antisyphiliticus
(CAEBF).

v O extrato bruto total de C. heterodoxus (CHEBT) apresentou a
maior inibi¢do da peroxidagdo lipidica (47,27 %). Para C.
antisyphiliticus as fragbes acetato de etila da planta inteira (CATA),
extrato bruto total (CAEBT), extrato bruto da folhas (CAEBF) ¢ fragéo
hexano das folhas (CAFH) apresentaram 110,77 , 66,¢ 61%,
respectivamente, de inibigdo.

v No ensaio do DPPH o extrato bruto do caule de C. heterodoxus
(CHEBC) ¢ a fracdo acetato da planta inteira de C. antisyphiliticus
(CATA) apresentaram os melhores resultados, com Clsq de 32,55 ¢
19,81 pg mL™, respectivamente.

v As maiores capacidades redutoras foram apresentadas pelo
extrato bruto do caule de C. heterodoxus (CHEBC), com 187,47 mg de
acido ascorbico/ g de extrato e, fragcdo acetato da planta inteira (CATA)
¢ extrato bruto das folhas de C. antisyphiliticus (CAEBF) com 333,77 ¢
181,30 mg de acido ascorbico/ g de extrato, respectivamente.

v A espécie C. antisyphiliticus foi a mais ativa nos ensaios
antioxidantes.
v O flavonoide quercetina (6) ¢ a mistura de flavonoides

quercetina/canferol (15) apresentaram as melhores capacidade de
sequestro de radicais DPPH, com Cls, de 2,74¢ 3,86 pg mL’,
respectivamente. Estes compostos também apresentaram as maiores
capacidades redutoras, com 3015,14 ¢ 1295,25 mg de acido ascorbico/ g
de composto, respectivamente.

v No ensaio de toxicidade sobre A. salina a fragcdo hexano das
folhas de C. heterodoxus (CHFH) foi a mais ativa, com DLs, de 182.8
pg mL"'. Para C. antisyphiliticus, a fragio hexano do caule (CACH)
apresentou DLs, de 612.4 pg mL™.
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v Para a espécie C. heterodoxus, a fragdo mais ativa na inibigdo
da AChE foi hexano da planta inteira (CHTH), com Clso de 21,54 pg
mL" e para C. antisyphiliticus a fragdo acetato do caule (CACA), com
Clsode 23,14 pg mL™. Dos compostos isolados, apenas a quercetina (6)
apresentou porcentagem de inibigdo maior que 50%, com Cls, de 47,17
pgmL".

v Os extratos ¢ fragdes apresentaram atividade antibacteriana em
diversos niveis. As fragcdes hexano (CACH) e acetato (CACA) do caule
de C. anmtisyphiliticus apresentaram resultados excelentes com CIM de
7.8 ¢ 3.9 pg mL"' diante dos microrganismos S. aureus ¢ B. cereus,
respectivamente. As fragcdes hexano das folhas (CHFH) e dos caules
(CHCH) de C. heterodoxus apresentaram resultados bons, com CIM de
62,5 pg mL' frente a B. cereus. Os compostos isolados ndo
apresentaram atividade antibacteriana significativa.

v Na atividade antifingica, a fracdo hexano dos caules de C.
heterodoxus (CHCH) apresentou 79.8; 77,7 € 96,3% de inibigdo frente
aos fungos C. neoformans, C. gattii e P. brasiliensis, respectivamente.
As fracdes hexano da planta inteira (CATH) e extrato bruto da planta
inteira (CAEBT) de C. antisyphiliticus apresentaram inibigdes de 79,4 ¢
78,7%, respectivamente, frente a P. brasiliensis. A fragdo acetato da
planta inteira (CATA) apresentou 74,7% de inibigdo frente a C.
parapsilosis. Os compostos HCH18 (7) ¢ HFA-M1 (15) mostraram-se
ativos frente a P. brasiliensis, com CIM de 62.5 ¢ 250 pg ml,
respectivamente.

v O extrato bruto total de C. antisyphiliticus ¢ a fracdo hexano das
folhas causaram a morte das células de cancer renal TK-10. As demais
fragGes ¢ compostos das duas espécies vegetais apresentaram-se¢ como
citostaticos para as linhagens celulares MCF-7 ¢ TK-10.

4 O EBH, fragdes e os compostos isolados de C. antisypiliticus
mibiram de forma efetiva a migragdo leucocitaria na cavidade pleural
inflamada pela carragenina. A fragdo aquosa, quercetina (6) e vitexina
(3) apresentaram o melhor resultado em inibir esse pardmetro. O acido
quinico (5) foi um dos responsaveis pelo efeito antiedematogénico
apresentado pela fracdo aquosa.

v Os triterpenos HCH18 (7), HCH25 (8), HCH70 (10) ¢
HCH115(11) apresentaram agdo antihiperglicemiante aguda, o que
denota aagd o destes triterpenos na homeostase da glicose ¢ u ma
potencial agdo farmacoldgica no tratamento de patologias relacionadas
com o metabolismo da glicose.

v Os triterpenos HCH70 (10) e HCH115 (11) apresentaram efeito
antinociceptivo ¢ anti-inflamatério sobre a nocicepg¢do induzida pela
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formalina em camundongos, sendo a dose de 30 mg kg a mais segura
para ser utilizada em futuras investigagGes por ndo afetar de forma
significativa a atividade locomotora dos animais. Na inflamagao pleural
aguda, os triterpenos reduziram a migragdo de leucdcitos,
principalmente neutrofilos, para o local da inflamagdo, aliberagdo de
citocinas pro-inflamatorias TNF-a ¢ IL-1B ¢ aumentaram os niveis da
citocina anti-inflamatéria IL-10. Ambos os triterpenos apresentaram um
perfil semelhante a dexametasona, sugerindo um efeito semelhante aos
glicocorticoides.
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ANEXOS

MSO01: Mapa de correlagdo de RMN HMBC da vitexina (3).

MS02: HRMS do acido quinico (5).

MS03: Mapa de correlagio RMN 'H-'"H COSY (400 MHz, CDCls) do
fern-9(11)-eno-2a-o0l-3-oxo0 (7).

MS04: Mapa de correlagdo de RMN HMQC (400 MHz, CDCls) do
fern-9(11)-eno-2a-ol-3-oxo0 (7).

MSO05: Mapa de correlagdo de RMN HMBC (400 MHz, CDCl;) do fern-
9(11)-eno-2a-ol-3-oxo0 (7).

MS06: HRMS do fern-9(11)-eno-2a-0l-3-oxo (7).

MS07: Mapa de correlagio de RMN 'H-"H COSY do 3B-hidroxihop-
22(29)eno (8).

MSO08: Mapa de correlagio de RMN HMQC do 3p-hidroxihop-
22(29)eno (8).

MS09: Mapa de correlagio de RMN HMBC do 3p-hidroxihop-
22(29)eno (8).

MS10: Mapa de correlagdo de RMN 'H-"H COSY (400 MHz, CDCl;)
do fern-9(11)-eno-2a.3B-diol (10).

MS11: Mapa de correlagdo de RMN HMQC (400 MHz, CDCls) do
fern-9(11)-eno-20,3p-diol (10).

MS12: Mapa de correlagdo de RMN HMBC (400 MHz, CDCl;) do fern-
9(11)-eno-20,3p-diol (10).

MS13: HRMS do fern-9(11)-eno-2a,3B-diol (10).

MS14: HRMS do 2a.3p.23-trihidroxiolean-12-eno (11).

MS15: Mapa de correlagdo de RMN '"H-"H COSY (400 MHz, CDCl;)
do 2a.3[,23-trihidroxiolean-12-eno (11).

MS16: Mapa de correlagio de RMN HMQC (400 MHz, CDCl;) do
20,3p,23-trihidroxiolean-12-eno (11).

MS17: Mapa de correlagio de RMN HMBC (400 MHz, CDCl;) do
20,3p.23-trihidroxiolean-12-eno (11).

MS18: Mapa de correlagdo de RMN HMQC do pachypodol (12).

MS19: Mapa de correlagdo de RMN HMBC do pachypodol (12).
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MSO01: Mapa de correlagdo de RMN HMBC da vitexina (3).
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MS02: HRMS do acido quinico (5).
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MS08: Mapa de correlagdio de RMN HMQC do 3B-hidroxihop-
22(29)eno (8).
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MS11: Mapa deu correlagdo de RMN HMQC (400 MHz, CDCls) do

fern-9(11)-eno-20.3p-diol (10).
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MS12: Mapa de correlagio de RMN HMBC (400 MHz, CDCL) do fern-
9(11)-eno-2a,3pB-diol (10).
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MS13: HRMS do fern-9(11)-eno-2a,3p3-diol (10).
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MS14: HRMS do 2a.3p.23-trihidroxiolean-12-eno (11).
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MS15: Mapa de correlagdo de RMN "H-"H COSY (400 MHz, CDCl;)
do 20,3B,23-trihidroxiolean-12-eno (11).
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MS16: Mapa de correlagdo de RMN HMQC (400 MHz, CDCls) do
2a,3p.,23-trihidroxiolean-12-eno (11).
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MS17: Mapa de correlagdo de RMN HMBC (400 MHz, CDCl;) do
203,23 -trihidroxiolean-12-eno (11).
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MS18: Mapa de correlagdo de RMN HMQC do pachypodol (12).
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MS19: Mapa de correlagdo de RMN HMBC do pachypodol (12).



	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	




	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	




	
	

	



