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RESUMO

Neste trabalho foram estudadas plantas com efeito analgésico de interesse
farmacolégico. Iniciamds os nossos estudos com as espécies de Phyllanthus sellowianus -
Phyllanthus fraternus - em seguida trabalhamos com Siphocampylus verticillatus,
utilizamos como metodologia de separagdo dos compostos ativos, a macerag@o das partes
aéreas em metanol 95 %, na sequéncia fracionamos o extrato por um processo de extragdo
por solventes imisciveis de diferentes polaridades, possibilitando a separagdo dos compostos
aqui citados: As espécies de Phyllanthus sellowianus - Phyllanthus fraternus viabilizaram o
isolamento da Glochidona, glochidonol, sitosterol, stigmasterol, campesterol, B-sitosterol,
o-amirina, B-amirina, xantoxilina, éster etil galico, quercetina, furosina, rutina, geranina,
hipofilantina, éster metil galico, na espécie Siphocampylus verticillatus foram identificados
campesterol, B-sitosterol, stigmasterol, a-amirina, .B'-amirina, stigmasterol glicosideo,
3’metoxi luteolina e dois novos alcaldide piperidinicos, N-meti-2(r)-[2(s)hidroxipentl-6(s)-
[2(r)-hidroxipentil]-piperidina cloridrica e N-metil-2(2-hicroxibutil)-6-(2-hidroxipetil)-

piperidina cloridrica.

Os testes farmacologicos mostraram que o extrato e os alcaldides de
Siphocampylus verticillatus administrado por via intraperitonial ou por via oral, inibiram de
forma dose-dependente, as contor¢des abdominais induzidas pela inje¢do de acido acético. O
tratamento dos animais com o alcaloide, causaram significativa inibigdo da primeira e da
segunda fase da dor, induzida pela inje¢do intraplantar de formalina, sendo contudo, mais
efetivo em relagdo a segunda fase desse modelo.‘Por outro lado, o alcaldide nas mesmas
doses foi efetivo em inibir a dor, e ndo causou redugdo significativa do edema da pata de
camundongo associado a segunda fase da dor causada pela formalina. O alcaldide causou
inibigdo dose-dependente da dor induzida pela injegdo intraplantar de capsaicina em
camundongos. No entanto, o alcaldide, ndo apresentou efeito analgésico significativo nos

testes da “placa-quente e tail-flick”, enquanto que a morfina causou efeito analgésico.

O pré-tratamento dos animais com naloxona, antagonista dos receptores opidides,

- reverteu significamente tanto a analgesia induzida pela morfina quanto o alcaldide,
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apresentaram seus efeitos antinociceptivos significativamente reduzidos nos animais pré-

tratados durante 7 dias com uma dose diaria de morfina .

Os resultados indicam que o extrato e o alcaldide da espécie de Siphocampylus
verticillatus apresentaram pronunciada agdo analgésica, tanto por via oral como intra
peritonial, nos modelos de dor de origem neurogénica e inflamatéria, cujo mecanismo de
agdo pareceu envolver em parte, ativagdo dos sistemas opidides € a via da L-arginina-6xido

nitrico.

Os resultados das substincias isoladas das especies Phyllanthus sellowianus -
Phyllanthus fraternus confirmam os estudos anteriores, demonstrando que possuem
substincias de natureza quimica diferente, incluindb alguns taninos, esterois, flavonodides
com potente agdo analgésica em diferentés modelos de dor de origem neurogénca e

inflamatoria em camundongos.



ABSTRACT

Genus Phyllanthus

The aim of the present study was to evaluate the analgesic effect of the two compounds
isolatad from the stems, leaves of several species of plants belonging to the genus Phyllanthus
(P. sellowianus and P. fraternus ) 1n various models of nociception in mice. The intraperitoneal
injection of quercetin , geraniin, rutin or furdsin (0.3 - 60 mg/kg) caused graded inhibition of the
abdominal constrictions induced by acetic acid (0.6 %), with mean IDs, values of 4.3 (3.3 - 5.7),
19.0 (109 -33.1), 1.3 (0.8 - 2.1) and 129 (7.1 - 23.4) mg/kg and the percentage of maximal
inhibition (MI) of 93 + 3,5 + 4,88 + 4 and 61 * 4, respectively. '

Quercetin, geraniin and rutin given orally (25 . 200 mg/kg) caused significant
antinociception, but they were less potent. In the formalin test, quercetin, geraniin, rutin, ethyl
galate and furosin (1 - 60 mg.kg , i.p.) inhibited both the early and the late phase of the formalin-
induced licking, these compounds being more potent in ralation to the late phase of the formalin
response. The meé.n IDs, values for the late phase were: 14.8 (7.3 -30.0),3.5(29-43),46 (3.5
-60),3.9 (3.1 -4.0) and 24.9 (20.2 - 30.5) mg/kg, and the MI were: 87 £ 8,98 +1,82+6,99+
1'and 66 + 5 %, respectively. All compounds failed to affect formalin-induced paw odema. In
contrast, aspirin, acetaminophen and indomethacin (1 - 100 mg/kg, i.p) attenuated only the late
phase of the formalin-induced licking, with mean IDs, values of 3.3 (2.7 -4.0) mg/kg and MI of
74 + 4%. These results indicate that queréetin, geraniin, rutin, ethyl galate or furosin are
responsible for much of the antinociceptive effect against neurogenic pain observed previously for

the plants belonging to the genus Phyllanthus.
Genus Siphocampylus

The aim of this study was to evaluate the antinociceptive effect of an alkaloid isolated
from the methanolic extract of Siphocampylus verticillatus. The alkalid was identified on the
basis of X-ray analysis as being the (N-methyl-2(R)~(2(S)-hydroxypentyl)-S)-(2(R)-
hydroxypentyl)-piperidine hydrochloride dehydrate). When given intraperitoneally (1 - 100
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mg/kg. i.p.) or orally (50 - 300 mg/kg), the alkaloid produced graded and significant inhibition of
the abdominal constrictions induced by acetic acid (0.6%), with mean IDs, (i.e. dose necessary to
reduce by 50 % relative to controllresp'onse value) of 61.7 (51.2 - 74.3) and 136.4 (106.2 -
175.2) mg/kg and the percentage of maximal inhibition (MI) of 57 £ 5 and 61 =+ 4, respectively.
When tested in formalin-induced licking, the alkaloid (10 - 60 mg/kg, i.p. or 25 - 200 mg/kg,
p.0.) caused similar inhibition of both phases of formalin-induced pain. The mean IDs, values for
the early and the late phase were > 60 and > 200, 14.1 (10.8 - 18.4) and 66.5 (51.3 - 86.3), with
MI of 31 £ 6,34 + 7, 88 + 6 and 88 + 2 %, respectivey. However, the alkaloid failed to affect
formalin-induced paw oedema, as well as the response to radiant heat in tail-flick and hot-plate
tests, while morphine (10 mg/kg, s.c.) produced a marked increase in the pain latency in both
tests. In addition, the analgesic efffects of both morphine and the alkaloid were fully reversed by
previous treatment of animals with naloxone ( 5 mg/kg, i.p.). The antinociceptive effect caused by
the morphine (5 mg/kg, s.c.), and also thje effects induced by the alkaloid (30 mg/kg, i.p.), were
inhibited aﬂer. pretreatment of animals with morphine (5 mg/kg, s.c. once a day, for seven
consecutive days). In addition, the alkaloid (10 - 60 mg/kg, i.p.) caused marked and dose-related
inhibition of capsaicin-induced licking, with mean IDs, value of 30.4 (18.7 - 49.3) mg/kg and MI
of 53 + 4%. Thesé results indicate that the alkaloid isolated from Siphocampylus verticillatus
exhibit systemic antinociceptive properties against neurogenic and inflammatory pain. In addition
its effect seem to be partially modulated by the opioid system. '

Chemical composition

The proposed structures were stablished by spectra analysis and comparisons among
closely related compounds. We have isolated and identified: Phyllanthus sellowianus (
‘Clochidone, glochidonol, stigmasterol, campesterol, B-sitosterol, o-amirin, p-amirin, xanthoxilin,
ethyl galate, quercetin, furosin, rutin and geraniin ), Phyllanthus fraternus (hiphofilantyn, methyl
galate, geraniin, rutin, and furosin), Siphocampylus verticillathus (Campesterol, B-sitosterol,
stigmasterol, o-amirin, B-amirin, stigmasterol gﬁcosideo, 3’methoxy luteolin and new two
alkaloid piperidine, [N-methyl-2(2-hydroxybutyl)-6-(2-hydroxypentil)piperidine hidrochloride]
and [N-methy1-2(2-hydroxypentil)-6-(2-hydroxypentil)peridine hidrochoride].



1.  INTRODUCAO

Em todas as partes do mundo onde tem se desenvolvido as diversas civilizagdes
humanas temos observado a estreita relagdo do homem com os vegetais que o rodeiam,
tendo influenciado e determinado grandemente sua maneira de viver, marcando suas, formas
de alimentagdo, vestimenta e cura de suas enfermidades. Tal relagdo vem perpassando os
tempos desde a mais remota antigiiidade. Provavelmente o uso das plantas no tratamento de
diversas enfermidades é inato tanto no homem como nos animais, a aplicagdo empirica
destas adveio de sucessivas observagdes que se propuseram ao entio mundo incognocivel
das plantas medicinais. Diante desta perspectiva podemos vislumbrar: Estudos realizados em
chimpanzés na Tanzinia, verificaram que esses primatas deglutem em jejum certas plantas
que os livram de parasitas intestinais ( Gottileb e col. 1993)%. Os primeiros escritos dos
chineses, indianos e egipcios revelam que foram utilizados diversas classes de vegetais
também por suas propriedades medicinais verdadeiras ou supostas. Os diversos povos
primitivos de todo mundo, incluindo as tribos indigenas dos Estados Unidos da América,
sempre utilizaram diversas classes de plantas para a cura de diversas enfermidades.
Hipocrates (460 - 361 Aé) considerado pai da medicina, catalogou e empregou centenas de
drogas de origem vegetal bem como Teofrasto (225 AC) e Discoredes (20 DC), que

escreveram varios volumes sobre vegetais usados na terapéutica.

Atualmente se estima que existe no mundo cerca de 500.000 espécies vegetais das
quais 60 a 70 % delas se encontram na América Latina, principalmente nas florestas
tropicais umida onde poderia se afirmar que de 10 a 12 % devem apresentar atividade
biolégica, constituindo importante fonte de farmacos ( Estrella, 1993)”. No Brasil
encontram-se uma das floras mais ricas do mundo, contém cerca de 120.000 espécies
vegetais das quais aproximadarriente 500 foram estudadas sob o ponto de vista fitoquimico
(Wagner & Wolff, 1977)"*¢,

As plantas medicinais constituiram durante séculos a base da terapéutica (Schenkel et
al. 1988)"'®. Ja em 1819 o primeiro laboratério quimico criado no Brasil, no Estado do Rio de
Janeiro, para a analise de insumos e produtos vinha atender necessidades geradas na criago

do primeiro Jardim Botanico. Com o avango tecnoldgico a partir do Sec. XIX, passou-se a



extrair ¢ modificar as substancias ativas, algumas vezes potencializando a atividade das
mesmas ( Neves, 1982)”. Considerando a variabilidade botinica e complexidade quimica,
convém alertar os possiveis efeitos colaterais e toxicos das plantas e seus produtos naturais,
bioativos extraidos das mesmas. O sistema nacional de informag¢des toxicas farmacologicas
(SINITOX) apresenta dados alarmantes quanto ao nimero de vitimas de intoxica¢es pelo
uso indevido de plantas e medicamentos. Dentre os 3960 casos de intoxicagdo e
envenenamento humanos adulto notificados a SINITOX no periodo de 1987 a 1991,
provocados pelo uso de plantas medicinais, demonstra um percentual de vitimas: homens
adultos (53,9 %), mulheres adultas (43,94 %) e categoria ignorada (2,12 %), dos quais 3447
obtiveram cura, 31 sofreram Obito ¢ 482 foram ignorados, somando aos 1844 casos de
intoxicag¢do e envenenamento ocorridos neste mesmo periodo em criangas de 1 - 5 anos de
idade.

Tais recorréncias nos empelem a dirigir esforgos na andlise cientifica das plantas,
afim de extrair as substincias ditas naturais, consideradas substincias ativas oriundas de
vegetais. Afim de submete-las a testes farmacologicos e, possivelmente, por meio de sintese
quimica otimiza-las tornando-as mais potentes e menos toxicas, levando ao caminho da
tecnologia industrial de produgdo de medicamentos, impondo parametros de qualidade,

validagdo de métodos, e ensaios de seguranga dos mesmos.

A Organizagio Mundial de Saide (OMS) aponta que no ano 2020 a populagéo
chegara a 7,5 bilhdes de pessoas. Destas cerca de 75 % viverdio em paises em
desenvolvimento, os quais consomem atualmente cerca de 15 % do mercado total de
medicamentos, 0 que impde o desenvolvimento de novas tecnologias quimica a partir de

plantas medicinais.

O consumo mundial de medicamentos ascendeu em 1990 cerca de 173 bilhGes de
dolares e a participagdo da América Latina foi somente de 8,8 milhges, significando cerca de
5% do consumo mundial, sendo que em 1980 o consumo da América Latina representava
cerca de 8 % do total mundial ( Estrella, 1993)*. Estas cifras indicam que o consumo de
medicamentos nos paises em desenvolvimento vem decrescendo em proporgdo a
deterioragdo da nossa economia. No Brasil o consumo de medicamento como percentagem

do PIB diminuiu de 0.9 a 0.7 % entre 1975 a 1990 e consumo percapito de US $12,5 a $10,5



( valores de 1980) *°'. Frente as dificuldades encontradas, a Organizagio Mundial da Satde
selecionou 252 fiarmacos basicos dos quais 48,9% s3o obtidos por sintese, 111% sdo de
origem vegetal, 9.1% de origem mineral, 8.7 % de origem animal e 6.4% de origem

microbiana, restando 9.5 % para os farmacos obtidos por sintese (Korolkovas, 1989)".

Estima-se que 50% da populagdo da América Latina tem pouco ou nenhum acesso a
medicamentos, o. que implica em um sistema de Saude ineficiente. As plantas e seus
derivados representam cerca de 25 % dos 173 bilhdes Doélares dos farmacos consumidos
porém o Brasil importa muitos destes farmacos entre eles os que compdem a relagdo
nacional de medicamentos essenciais (RENAME), como Glicosideos, cardiotOnicos,

digoxine, deslanésideo e tricolchicosideo.

A quimica de produtos naturais aliada a farmacologia, representam um importante
fator em favor da autonomia nacional para desenvolver tecnologica de ponta na produgdo
de farmacos . As plantas compde enorme arsenal terapéutico ja viabilizado cientificamente
pelo estudo sistematizado de diversas familias botanicas. Cabe aqui contarmos algumas

espécies que em muito motivam esta pesquisa.

O género Phyllanthus pertence a familia Euphorbiaceae e possui uma representagio
significativa no Brasil . Esta familia engloba cerca de 8.000 espécies™, distribuidas em
aproximadamente 300 géneros. Este grupo de plantas € constituido de ervas , sub

arbustos, trepadeiras e arvores.

Pio Correia (1931)** nfio considera quebra -pedra e erva pombinha como sinénimos ,
afirmando que as espécies Oenanthe phellandrium Lam ., Phyllanthus corcovadensis
Muell. Arg., Saxifraga granulat L. , e Silaus pratensis Bess., sdo os quebra - pedras e
como erva - pombinha , Phyllanthus acutifolius Spregn., Phyllanthus diffusus Klotx.,
Phyllanthus lathyroides Muell. Arg., Phyllanthus limobergii Muell. Arg., e Phyllanthus
niruri (L) Muell. Arg..

Entre as Euphorbiaceae utilizadas na medicina popular destacam-se os quebra-
pedras, pertencentes ao género  Phyllanthus, conhecidos popularmente como erva
pombinha, arrebenta -pedras, sarandi branco e saxifraga. Sdo utilizadas na medicina popular
como diuréticas, litoliticas, eupépticas, aperientes, também possui em indicagio uso no

tratamento de cistites, cOlicas renais, enfermidades cronicas da bexiga, hidropisia ¢ em



distarbios da prostata. As folhas e sementes sdo usadas como medicamento especifico contra

. 35, 53, 100, 101, 119
diabetes )

Segundo Cruz (1965) *, quebra-pedra é um poderoso diurético e eliminador de
acido urico. E usado pela medicina popular com muita confianga para combater as afecgdes
do figado, ictericia , diabete, colica dos rins, moléstia da bexiga e na retengdo urinaria .
Estudos realizados com espécies do género , mostraram a utilizagéo de infusdes dos ramos
é raizes jovens destas plantas , no tratamento da asma bronquica, inflamag¢des diabéticas e
ictericia ® 2> 2> 3™ & que alguns principios inibem “in vivo”, a replicagdo do virus da
hepatite B em marmota Marmita monax ® | além de possuir atividade sob antigenos de
superficie do virus da hepatite B e notadamente a ocorréncia de inibigio do HIV-RT, sendo

R . . o 7 e 1
que, o agente inibidor foi determinado como sendo o 4cido repandusinico *> Bl

No Brasil , inumeros vegetais sio empregados como fonte alternativa de
medicamentos. Na medicina popular varias espécies que pertencem a familia das
Euphorbiaceae , sdo empregadas com o propésitb de facilitar a remogéo de calculos renais
ou biliares. Destacam-se entre elas as espécies do género Phyllanthus sellowianus Muell.
Arg., Phyllanthus tenellus R., Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg., Phyllanthus diffusus
Klotx., Phyllanthus acutifolius Spreg. e Phyllanthus brasiliensis Muell. Arg, %3% 105117124,
A Sebastiania schottiana da familia Euphorbiaceae foi estuda por Calixto et al., (1986)
onde determinou-se a existéncia de efeito anti-espasmddico sobre a musculatura lisa nos
extratos etéreo e cloroformio. O extrato etéreo foi estudado detalhadamente por Miguel,
(1987)"* onde foram determinados diferentes diterpenos e esterdis: glutinol, alfa e beta

amirina, stigmasterol e sitosterol além de 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona, que

apresentou atividade anti-espasmédica (Calixto et al., 1990)*".

A analise quimica das espécies do género, incluindo o Phyllanthus niruri (L.) Muell.

Arg., revelou a existéncia de alcaloides (securina , dehidrosecurina ) flavonodides (quercetina,

astragalina , quercitrina , isoquercitrina e rutina ) ** 3% *»*% %% tlignanas (filantina - *”-7* %>

106,138, 13, 57, 78, 104, 105, 112, 124, 138.

, hipofilantina , filtetralina & °% 7% 1% 1% pirantina *, lintetralina

13, 58, 138. 119, 57, 138.

, nirtetralina e filtetralina !> %% 78 124138

Analisando os trabalhos publicados, parece-nos que continua indefinido, quais

substancias quimicas, sdo responsaveis pelas supostas propriedades que atuam nos calculos
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urinarios de extratos de Phyllanthus. Segundo Bacchi (1983)° , é provavel que a agdo
diurética de Phyllanthus tenellus Roxb., se deva , pelo menos em parte, a presenga de

acido galico, uma vez que Filomeni (1937)*"*>

comprovou a agdo diurética de acido galico
em coelhos, apesar de Aratjo (1929)" contestar a validade do uso de coelhos para testes de

diurese.

O género Siphocampylus pertence a familia campanulaceae, que apresenta grande
interesse por compor varias espécies medicinais dentre estas destacam-se as lobelias. A
Lobelia inflata, N.F. possui diversos alcaloides piperidinicos de onde provém a a-lobelina
que caracterizam-se por serem utilizadas na forma de cloridrato e sulfato, apresentam se
como substancias cristalinas brancas, facilmente soliveis na dgua. A a-lobelina possui agdo
estimulante respiratorio empregado na terapéutica de recém natos, no socorro de acidentes
ocorridos durante anestesia, nos casos de envenenamento e entre outros possui importante
papel na profilaxia do habito tabagista, qual utilizada por via oral, promove uma influéncia

negativa entre a nicotina e a a-lobelina controlando o habito do tabagista™.

Na botanica sistematica do género Siphocampylus, pertencente a sub familia
Lobeloidea Schonland., que apresentam caracteristicas de muitas plantas tropicais
produtoras de latex, seus 6rgdos sio ricos em canais lactiferos, sabendo-se que os ovinos,
bovinos e eqiiinos ndo comem estas plantas. Algumas espécies de Siphocampylus s@o
cultivadas em Santa Catarina como ornamentais exibindo belas flores coloridas de vermelho,
rosa, purpura, amarelo, alaranjado outras s&o bicolores, de vermelho com limbo amarelo (S.
betulaefolius ) ¢ as vezes, de vermelho com manchas amarelas (S. fimbriatus). Sobre sua
toxidade descreve F.C. Hoehme (1939)'” que a presenga de maior ou menor quantidade de
latex nos o6rgdos vegetativos, constitui um elemento para avaliar a sua maior ou menor

toxicidez.

Segundo Wimmer (1968)"* a sub familia compdem-se de 29 géneros, somando

1208 espécies, ocorrendo em todos os cinco continentes.

Mc Vaugh’ indicou que a metade das espécies desta sub familia ocorrem na
América do Sul, neste continente os trés maiores géneros sdo Burmeistera Triana.,

Centropogon Prest., e Siphocampylus Pohl., somando juntos 530 espécies.

Q



1.1 OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

Ao consultar a literatura cientifica especializada, constatou-se a ocorréncia de grande
interesse na busca de analgésicos especificos, com menor efeito colateral. Tal preocupagdo
justifica-se pela ocorréncia de 8.000.000 de Brasileiros que necessitam de alternativas no

tratamento de calculos renais.

Isto serviu de estimulo inicial para desenvolver o trabalho de investigagdo aqui

‘proposto . Desta forma, sio objetivos do presente trabalho:

1. O isolamento de constituintes quimicos presentes nos extratos
das duas espécies em estudo, Phyllanthus sellowianus, P. fraternus e Siphocampylus
verticillatus , através do desenvolvimento de novas técnicas cromatograficas e da

otimizagdo de técnicas ja existentes.

2. Realizag@o de testes biologicos e farmacologicos com os extratos
e compostos puros obtidos, para a identificagdo dos componentes responsa’Weis pela(s)

atividade(s) encontradas(s).

3. Determinagio da estrutura quimica dos compostos com atividade

analgésica, antiinflamatoria ou antiespasmodica.

4. Realizagdo de modificagdes estruturais, com o objetivo de
determinar a correlag@o entre estrutura quimica e atividade farmacoldgica, pretendendo-se
obter dados que levem a compostos mais potentes, seletivos, que poderdo proporcionar a

elucidagido do mecanismo de agdo farmacologica.
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1.2. CONSIDERACOES A RESPEITO DE SISTEMATICA

1.2.1. POSICAO SISTEMATICA de Phyllanthus

De acordo com a classificagio de Engler (1964)* | Phyllanthus tem a seguinte

posigdo sistematica:

Divisiio Angiospermae Brongniart
Classe Dycotyledoneae D.C.
Subclasse Archlamydeae Engler
Ordem Geraniales Lindley
Familia Euphorbiaceae Jussieu
SubFamilia Phyllanthoideae Pax
Tribo Phyllantheae Pax
Subtribo Phyllanthinae Pax
Género Phyllanthus L
Secgio Menarda (Commers) Muell. Arg.
Espécie Phyllanthus selowianus

“ Jfratenus



2 LITERATURA

2.1 GENERALIDADES SOBRE A FAMILIA EUPHORBIACEAE
E GENERO PHYLILANTHUS

A familia Euphorbiaceae caracteriza-se por varias de suas espécies apresentarem
caules, folhas e outras partes da planta atravessados por canais lacticiferos. Sdo constituidas
por células ramificadas, no género Euphorbia, por vasos lacticiferos como em Manihot, ou
ainda por fitas de sacos lacticiferos. Na maioria dos casos o latex ¢ branco, encerrando com
frequiéncia propriedades custicas ',

As flores femininas da familia Euphorbiaceae , na sua grande maioria , apresentam
gineceu formado por carpelos, que ao alcangarem pleno desenvolvimento, assumem
aspecto tipico de trés cornos robustos , constituindo o caractér mais importante no
reconhecimento pratico da familia . A inflorescéncia pode ser de varios tipos, a mais

complexa , denominada de ciatio, encontra-se no gé€nero Euphorbia.

O género Phyllanthus foi criado por Linné (1737) sendo descrito pela primeira vez
na I* edi¢do do “General Plantarum “. Apresenta espécies muito ifariadas, desde arvores a
arbustos, e plantas herbaceas, anuais ou perenes , terrestres ou aquaticas. Estas espécies
encontram-se nas zonas tropicais e subtropicais, principalmente nas ilhas de Cuba,

Madagascar e Nova Caled6nia.

Apesar de muitas espécies deste género serem conhecidas ha longo tempo,\
Baucilhon (1971)° cita que as mesmas ainda ndo estio bem definidas, por serem
morfologicamente muito proximas umas das outras , e suas identificagdes ndo serem muito
faceis . As espécies deste género, Pax ¢ Hoffmann em Engler (1931)* | apresentam flores
mondicas ou didicas, sépalas em nimero de 4 a 6 , normalmente posicionadas em 2 circulos,

as vezes petaloidicas, e disco diverso.

Segundo Loefgren (1917)*" | as flores masculinas apresentam disco desenvolvido,
normalmente 3 estames , raramente 2 a 5 , mais dificilmente 6, filamentos livres ou soldados,
anteras com deiscéncia longitudinal ou transversal, poucas vezes reunidas em polinia anelar.

Quando flor feminina , 0 ovario pode apresentar-se tricarpelar a multicarpelar ,
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Figura 1. Aspectos gerais do local de coletada de Phyllanthus sellowianus nas corredeiras

do Rio Itajai-Agu. Municipio de Apiuna, Estado de Santa Catarina

9



estilete livre ou quase livre, bipartido, recurvado; o fruto € do tipo capsula. As sementes, em

corte transversal, sio obtuso triangulares , convexas na parte externa, com embrido reto ou

curvado. As folhas normalmente sdo pequenas.

As flores de espécies do género Phyllanthus sdo muito diversas. As espécies
apresentfam muitas vezes caracteristicas gerais muito proximas, mesmo pertencendo a
secgOes diferentes, sendo muito importante a analise das flores para a determinagdo das

_espécies.
2.2  DESCRICAO DE Phyllanthus sellowianus Mueller Argoviensis'”

Se apresentam como Arbusto, geralmente simples, com 2 a 3 m. de altura, glabro,
ramos compridos divididos, com folhas reduzidas a escamas s perto dos 4pices; raminhos
delgados, sinuosos, algo comprimidos e angulados, estipulas deciduas estreito-triangulares,
2 mm. de comprimento, as margens escariosas; peciolos de 1.5 a 2 mm.; folhas estreita-
elipiticas mucronuladas, 3 a 4 (-7) cm de comprimento, delgadas com as nervuras laterais
evidentes, planas, a face inferior palida. Flores didicas, ambos os sexos bastante numerosas
em fasciculos nas axilas das folhas; pedicelos apenas duas vezes o tamanho dos sépalos;
sépalos masculinos em regra 5, observados, | mm. de comprimento; glindulas livres,
globosas, carnosas; estames 3, filamentos livres, anteras obliquamente deiscentes; sépalos
femininos 5, até 2.5 mm. Capsula deprimido- globosa, 2.5 mm. de didmetros; sementes

pouco mais de 1 mm. quase lisas.
Nomes vulgares - Sarandi-branco, sarandi-vermelho, sarandi, filanto.

Dados fenologicos - Floresce de novembro até fevereiro no planalto e até abril perto

do mar.
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2.3. REVISAO QUIMICA DE ALGUMAS ESPECIES DO
GENERO PHYLLANTHUS |

E importante analisar os estudos realizados sobre os constituintes quimicos do

género Phyllanthus.

Pereira ¢ Campos (1929)°° | realizaram um trabalho sobre as substancias ativas de
Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg. e das raizes isolaram cristais ndo identificados que

receberam o nome de xaxifragina

Ja Freise (1935)*°, utilizando folhas e caules novos de Phyllanthus corcovadensis
Muell. Arg., obteve por arraste a vapor, entre 0,35 a 0,65% de 6leo essencial, sendo
identificados os principais constituintes como cimol, limoneno e salicilato de metila.Por
outro lado, Bachi (1984)° contesta estes resultados, sugerindo que Freise trabalhou com

outra espécies, mas ndo com P. corcovadensis.

Serra (1944)""! | investigou a presenca de quinina em Phyllanthus niruri L. | nio

tendo sido encontrado quinina , nem detectada a presenga de alcaloides.

Ja Lonstalot e Pagan (1949)%” , retestaram as folhas e caules de Phyllanthus niruri

L., no intuito de encontrar alcaloides, obtendo resultados negativos.

Earle (1960)°°, analisou nas sementes de Phyllanthus sp., o teor em oleo fixos e
proteinas , determinando ainda na fragio oleosa os indice de iodo , indice de saponificagdo,
indice de hidroxila e acidos saturados.

Stanistas e cols. (1969)'%

estudaram os constituintes das partes aéreas de Phyllanthus
niruri L. | fracionando o extrato em trés fra¢des , onde foram verificadas a presenca de trés
lignanas filantina , hipofilantina e outras ndo identificadas. Na segunda frag¢do foram isolados
trés flavonoides, sendo um deles heterosideo da quercetina e na terceira fragdo foram

obtidos quatro alcaldides, separados por cromatografia.

Rouffiac e Parello (1969)”° isolaram um alcaloide de Phyllanthus niruri L. com )

256 nm (EtOH), (a )D 213 (CHCI3) o qual ficou comprovado ser um enantiomero da

norsecurina .
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Raffauf (1970)'® cita em seu livro os alcaloides existente no género Phyllanthus

levantado no periodo, 4 metoxi-securinina, securinina, alo-securinina , nor-securinina .

CH30

Securinina 4metoxi securinina Alo securnina Nor securinina

Mannan e Ahmad (1976)*’ verificaram a presenca de estradiol em raizes de

Phyllanthus niruri L. utilizando cromatografia em camada delgada com uma concentragéo
de 3,0.10 /100 g de amostra.

Nara e cols. (1977), isolaram cinco flavonoides das partes aéreas de Phyllanthus
niruri L., variedade amarus , identificados por espectroscopia no U.V., como quercetina,

astragalina, quercitrina, isoquercitrina e rutina.

HO OH OH © R = Ramnose OH O
Astragalina . Quercitrina Quercetina

CHy~OH
OH

Rutina Isoquercitrina
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No mesmo ano, Chanhan e cols, (1977)*° verificaram a presenga de 2 novas
glicoflavonas nas raizes de Phyllanthus niruri L., elucidadas espectroscopicamente como
sendo a 3,5,7 triidroxiflavonol-4 -O- o -(-) Ramnopiranosidio e a 5, 3,4 triidroxiflavanona -

7-0- o -L-(-) Ramnopiranosidio

OH

oy

OH ©
R= Ramnopiranosidio R = Ramnopiranosidio

OH

Prasad e cols. (1978)” analisaram a composigdo quimica em amino-acidos de
Phyllanthus niruri, Phyllanthus urinaria e Phyllanthus simplex, por cromatografia em

papel. Os autores propuseram a identificacio das espécies, em fungdo da composic¢do

quimica dos amino-acidos.

Ja Chauhan e cols. (1979)*° isolaram lupeol e acetato de lupeol das raizes de

Phyllanthus niruri.

CHp M3

CH CH3

CH3
AcO.
CH3 CH3 Ac. de Lupeol
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Cuellar ¢ Estevez (1980)40, estudando as partes areas de Phyllanthus niruri, isolaram '
trés alcaloides ndo identificados e um triterpeno esterificado , apresentando a estrutura

proxima a filocrisina .

Lainetti e cols., (1980)* realizaram ensaios prévios com os extratos de Phyllanthus
tenellus Rubeb. e Phyllanthus amarus Schum., onde consideram pelo sindnimo de
Phyllanthus niruri. Os autores obtiveram resultados positivos para taninos, alcaléides,
esterdides e agUcares redutores em Phyllanthus amarus Schum. Quanto a Phyllanthus
tenellus Roxb. , os resultados foram positivos para taninos , esterdides, saponinas e agucares

redutores.

Ahmad e cols., (1981)' verificaram que o 6leo da semente de Phyllanthus niruri L.,

contém de | a 2% de acido ricinoleico, 21% de acido linoleico e 51,.4% de acido linolénico .

No mesmo ano Ganeshpure e cols. (1981)°® confirmam por sintese as estruturas da
hipofilantina, filantina , nirantina, nirtetralina , filtetralina e lintetralina . Constituintes

isolados de Phyllanthus niruri L.

CH30 O‘ CH;—OCHs CH30 CHp—OCH; CH30 CHy—OCH;
o . ¢ 9@

\ o CH30 CHy —OCH3 CH30 CHy —OCH3
I OCH3 . O .
OCH - OCH3 Filtetralina OCH3
3 Filantina OCHg OCH3
Hipofilantina :
CH30 ! I CH; —OCH3 CHy—OCH3 < [e] i CH> —~OCH3
CH30 CHy—~OCH3 CH, ~OCH3 o CHy ~OCH3
OCH,
o E o OCH3 Nirant G OCH3
Lintetralina o / irantina OCH3

Bhadbhade e cols.,, (1980)? definiram por dados cristalograficos a estrutura da

hipofilantina, constituinte de Phyllanthus niruri.

Por outro lado, Joshi e cols. (1980)"° isolaram e determinaram a estrutura do

alcaldide ent-norsecurina de Phyllanthus niruri
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ent-Norsecurina

Tanaka e cols., (1988)'% isolaram das folhas de Phyllanthus flexuosus alguns
triterpenos cujas estruturas foram caracterizados como olean-12-en-3 B ,I5 o -diol (1) ,
Lup-20(29)-en-3 B , 24diol (2); Olean-12-en-3 B , 24 diol (3), Olean -1L:13 (18) - dien- 38
(4), 24-diol e Olean -2-en-3p , 15-a , 24 triol (5). |

CH3z CH3
m
; HO

HO —CH —CH2
2 @

o~ ; E HO” ; £ '
HO-—CHg HO—CH> ©)

Nosso grupo de pesquisa, (1988)"*’ isolou um novo alcaléide derivado da glutarimida
, de Phyllanthus sellowianus denominado Filantimida, que pode existir em forma fechada
ou aberta, e parece ser o responsavel pelo efeito anti-espasmodico detectado anteriormente

na fragio alcaldica de Phyllanthus sellowianus (Calixto et al., 1984)%.

o

@—CHz{:Hz -N )

(o) r\lj—CHa
Filantimida ¢Hs
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Ishima e cols (1992 )7, utilizando cultura de tecido proveniente das raizes de
Phyllanthus urinaria, isolaram varios constituintes feno6licos que foram determinados. €
identificados, como: acido galico (-),epicatechina , (+) catechina , (+) galocatechina , (-)

epigalocatechina e (-) epigalocatechina 3-O-galato.

OH OH

o]
] @OH OH OH
HO C

HO
OH
OH ' OH OoH

OH .
Acido galico Epicatechina OH  Galocatechina OH  (+) Catechina

OH OH

OH OH
HO o .. HO o .-
OH OH
oM “*0 Galato

OH  (-)epigalocatechina OH () Epigalocatechina-3-O-galatc

Recentemente, Bachmann e cols.(1993)" | isolaram das folhas de Phyllanthus
anisolobus, acidos glicéridos, squaleno, polyprenol, [-sitosterol, stigmasterol,

menisdaurilide , aquilegiolide, phyllanthostatina e justicidin B

L. Yeap Foo (1993)® identificou das folhas de Phyllanthus amarus, entre outros dois

taninos hidrolisaveis, caracterizados como sendo , amarina e geranina.
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HO ©OH OH oH

No mesmo ano, Niero (1993)'%

usando métodos cromatograficos, determinou por
cromatografia de alta resolugdo computadorizada acoplada a espectrometria de massa, a
presenca de trés fitoesterois identificados como estigmasterol, B-sitoesterol e campesterol

de Phyllanthus corcovadensis.

HO Sitoesterol HO Campesterol

Stigmasterol
HO

Enquanto que Hnatysyn et all., (1993)%, (1987)”, e (1984)°® identificaram de Phyllanthus

sellowianus Scopoletina, isofraxidina, filantol € um bifiavonéide
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24 ESTUDOS FARMACOLOGICOS E/OU BIOLOGICOS REALIZADOS COM
ALGUMAS ESPECIES DO GENERO

Alcides de Aratijo (1929), estudando a agdio diurética de extrato fluido, constatou o
aumento de diurese apds administragio de extrato de Phyllanthus niruri € uma ligeira queda

de pressdo .

Ja Van der Word (1941)*° empregando infusio de Phyllanthus niruri L., e
Phyllanthus urinaria L realizando testes em coelhos, obteve resultados negativos para agio

diurética.

Freise (1935)*° em seu trabalho sobre extragdo de oleo esséncial de Phyllanthus

corcovadensis, cita que o mesmo ¢€ utilizado no tratamento de calculos da vesicula .

Collier e Van der Pij (1949)%, estudaram a agdo antibacteriana de Phyllanthus niruri
contra Staphylococcus., sendo inativo contra o Plasmodium de malaria enquanto Cruz et al
(1994)*® demostraram que os extratos de P. wrinaria também sdo efetivos contra outros

microorganismos presentes em infecg¢Ses do trato urinario.

J4 Dhar e cols (1968)" verificaram que a dose maxima de extrato de Phyllanthus
niruri L., tolerada por camundongos é de lg/Kg. O extrato possui a¢do anticancerigena,

testada na Leucemia de Friend.

Ramakrishman (1969)* verificou que extrato aquoso de folhas de Phyllanthus niruri

L. mostrou efeito hipoglicemiante.

Ja Roustalot e Pagon (1949)° testando a presenca de alcaldides nas partes aéreas de
Phyllanthus niruri L., e tendo verificado a sua auséncia, concluiram que as propriedades

medicinais, se existirem , devem ser motivadas por outro grupo de substancias, que ndo este.

Row e cols. (1964)'"*, estudando lignanas de Phyllanthus niruri L., indicaram a

utilizag@o da planta no tratamento de ictericia , asma e infecgGes bronquicas.

Calixto e cols. (1984)® avaliando o uso de extrato de Phyllanthus sellowianus
mostraram a evidéncia de um alcaloide com atividade antiespasmodica em anéis intestinais
de cobaias e utero de ratas e ureter de cachorro, o qual explica parcialmente o efeito para

calculos renais.
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Bacchien (1983)>  verificou que a toxicidade aguda de extratos fluidos de
Phyllanthus tenellus Roxb., em ratos, as condi¢des do experimento foi de 9,3 ml/Kg, sendo
a administragdo de extrato fluido , para determinacio da atividade diurética, foi de

| aproximadamente , 3 ml/Kg .Portanto, a dose toxica em ratos € bastante elevada em relagdo
a dose administrada nos testes. Os testes de toxidade foram realizados em 40 ratos fémeas,
com extrato , ndo ocorréndo alteragdes de toxidade aguda a uma dose de 0,1 ml de extrato

ou 1,8 mg de peso seco por rato.

Thyagarajan et al., (1982)"%; (1987)"°; Jayaran et al. (1987)"*; Venkateswaran et al.,
(1987) observaram no extrato aquoso de Phyllanthus niruri potente atividade “in vitro”e
“in vivo”’no tratamento da hepatite viral “B” induzida experimentalmente.

128 astenderam esses estudos demonstrando

Posteriormente, Thyagarajan et al. (1988)
que o extrato aquoso de Phyllanthus niruri, (confirmando tratar-se de Phyllanthus amarus),
se administrado cronicamente (200 g, 3 vezes ao dia) por 30 dias mostrou-se efetivo no
tratamento da hepatite “B” cronica na espécie humana. Os mesmos autores também
demonstraram que além da eliminag¢do completa da hepatite, ndo foi observado nenhum sinal
grave de toxicidade nos pacientes que pudessem comprometer o uso do cha do Phyllanthus
amarus terapeuticamente. A auséncia de toxicidade para os extratos das espécies do género
Phyllanthus foram também confirmadas em animais (Venkateswaran et al., 1987'%; Jayaram
et al., 1987)™. Esse estudos comprovam o uso dessas espécies na pratica médica indiana para

o tratamento da hepatite.

Venkateswaran (1987)'*° verificou que o extrato aquoso de Phyllanthus niruri, inibe
a DNA polimerase endogenas do virus da hepatite B e liga-se ao antigeno de superficie do

virus da hepatite em marmotas e liga-se ao antigeno de superficie.

Hukpri, at al., (1988)"* verificaram que na dose de 100 mg/kg. de extrato das folhas
de Phyllanthus fraternus adiministrada por via oral em ratos albinos, tratados com aloxana

apresentou atividade significativa hipoglicémica.

Thyagarajan (1988)'?® verificou que em 59 % dos pacientes portadores do virus da
hepatite B, tratados com uma preparagdo do Phyllanthus amarus, por 30 dias, o virus

tinha perdido o antigeno de superficie.
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Santos (1990)'"? demonstrou que o infuso do Phyllanthus niruri produz marcante
redugio no crescimento dos célculos experimentalmente introduzidos na bexiga urinéria de
ratos Wistar, sugerindo que este efeito possa ser decorrente da modificagéo dos elementos
inibidores e/ou facilitadores da cristalizagido, além de outros fatores ainda ndo avaliados.
Além disso, demonstrou que a administra¢@o do infuso do Phyllanthus niruri em pacientes
sadios, em' doses elevadas, ndo revelou efeito diurético, além de ndo ter mostrado efeito
toxico aparente que pudesse comprometer seu uso pela populagdo. Observou também uma
elevagdo significativa da filtragdo glomerular e da excre¢do de acido urico pelos pacientes,

bem como efeito benéfico facilitando a eliminagdo de calculos renais.

David W. Unander e cols (1991)* ,estudando Phyllanthus amarus, confirmaram que
o mesmo inibe, in vitro, a ADN polimerase viral dependente (DNAp) dos hepadna virus
VBH e virus da hepatite de marmota (VHM) , e também mostraram alguma atividade in
vivo. O objetivo do seu experimento foi identificar os melhores tipos genéticos de

Phyllanthus ou as condigdes Otimas para produzir plantas de alta atividade antiviral .

J4 Shead (1992)'"° estudou o efeito dos extratos de cinco espécies de Phyllanthus
australiano e demais extratos de plantas, como droga antiviral contra virus de hepatite B,

comparando-se as atividades concluindo que as espécies causam a inibi¢do de 50%.

Em estudos recentes realizados em nossos laboratorios foram demonstrados que os
extratos brutos -de espécies de Phyllanthus, P. sellowianus, P. niruri, P. urinaria, P.
carolinienses, P. corcovadensis entre outras apresentaram significativo efeito analgésico em

diferentes modelos de dor em camundongos (Santos etal, 1994 )'"",
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2.5. CARACTERISTICAS GERAIS DA FAMILIA
CAMPANULACEAE

Quase todas as espécies s@o ervas, poucas ‘sub-arbustivas ou arbustos, em geral sdo
laticiferas; possuem vasos articulados, apresentam folhas alternantes, simples, inteiras ou
finalmente serradas, fendidas até lobadas, numca compostas e sem estipulas. As flores sdo

tipicamente pentameras, hemafroditas, actinomorfas ou zigomorfas, com 5 - 2 carpelos
sincarpos. As sépalas sdo livres. As pétalas sempre conatas, formam uma corola tubulosa ou
campanulada. As anteras sdo livres e os filetes parcialmente livres ou totalmente
concrescidos. O ovario ¢é infero ou médio, plurilocular com muitos 6vulos em placentas
central angulares. O fruto é uma capsula, frequentemente de deiscéncia por poros apicais ,
raras vezes é bacaceo. Muitas vezes ha flores vistosas e coloridas, reunidas em
inflorescéncias de varios tipos. As vezes aproximam-se do tipo de um capitulo denso

(Phyteuma).

Ha cerca de 70 géneros com 2000 espécies com larga distribui¢do, possuindo
representantes em quase todos os paises do globo terreste. Preferem, porem, as zonas

tropicais e sub-tropicais.
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2.6 DESCRICAO DE Siphocampylus verticillatus

(Cham.) G. Don. segundo Armando Carlos Cervi.

Arbusto, geralmente simples, com 1.50 a 2.20 m de altura: caule glabro e levemente
tomentoso. Folhas verticiladas, d¢ 6 a 10 cm de comprimento por 1.5 a 3 cm de largura ,
linear oblonga, subséssil, membranacea, glabro ou tomentosa em ambas as superficies, apice
e base subagudos; bordos finamente denteados. Inflorescéncia terminal e axial. Pedunculo
floral com 2.5 a 3.5 cm de comprimento, tomentoso. Hipanto turbinado, 4 cm de
comprimento por 5 cm de largura, lobos estreitamente triangulares, pilosos, com 0.3 2 0.5
cm de comprimento. Corola vermelha ou rosada externamente e internamente amarela,
tomentosa, sub ereta, sub equilatera, com 3.5 a 4.5 cm de comprimentoe 0.4 a 0.5 cm de
largura na parte mais dilatada; lobos superiores lineares, Agudos, com 1.0 a 13 cm de
comprimento, os lobos inferiores com 1.5 a 1.7 cm de comprimento. Filetes eretos, glabros,
com 3.0 a 3.2 cm de comprimento. Tubos das anteras esverdeados, glabros, com 0.8 a 0.9
cm de comprimento. As duas anteras inferiores apresentam-se com um tufo de pélos no
apice. Gineceu de ovario infero, bicarpelar, bilocular, com muitos rudimentos seminais;
estilete de 0.7 a 0.8 cm de comprimento; estigma capitado, com um tufo depélos vilosos
esbranquigados. Fruto seco, capsular oval, loculicida, com 1.3 a 1.5 cm de comprimento e

com 10 costelos, ndo sendo observado sementes.

De acordo com Correa (1931)* apresenta preferéncia a beira de riachos, interior de
capdes , terrenos umidos e brejosos, sendo conhecido, em Minas Gerais com o nome

popular de Jaratataca.

Com relagdo aos dados fenologicos da espécie, esta florece de dezembro 4 fevereiro e

frutifica de margo a abril
SINONIMIA.: Lobelia verticillata Presl. Prodr.

Lobelia (Siphocampylus) verticillata Cham.
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2.7 POSICAO SISTEMATICA DE SIPHOCAMPYLUS

137

De acordo com Wagenitz (1964) " a classificagdo ocupa a seguinte posi¢do

sistematica;

Divisio Angiospermae
Classe | Dicotyledoneae
Subclasse Sympetalae
Ordem Campanulales
Familia Campanulaceae
Sub-familia Lobelioideae
Tribo Lobelieae
Sub-tribu Lobeliimie

~ Género Siphocampylus
Epiteto especifico verticillatus
Espécie Siphocampylus verticillatus

Segundo Cronguist (1981)*%, Siphocampylus verticillatus tem a seguinte posigio;

Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sub-classe Asteridae
Ordem Campanulales
Familia Campanulaceae
Sub-familia Lobelioideae
Género Siphocampylus
Espécie Syphocampylus verticillatus
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Aspectos gerais e detalhes da flor e da inflorecencia de Siphocampylus

verticillatus (Foto de Guido & Sander)




2.8 REVISAO SOBRE A QUIMICA DO GENERO
Siphocampylus

De acordo com Carello (1950)®, o estudo das plantas que pertencem a familia
Campanulaceae apresentavam interesse por compreender varias espécies de uso na medicina
popular, entre elas a Lobelia inflata L. de reconhecidas aplicagdes terapéuticas, devido a
presenga de alcaloides, destacando-se a lobelina, cuja a¢@o farmacologica principal € de
estimulo aos processos respiratorios, funcionando como expectorante e broncodilatadora.
Na Botanica Sistematica, o género Siphocampylus  encontra-se muito proximo do género
da Lobelia, e a ele pertencem muitas plantas produtoras de latex. Carello observou que
ovinos, bovinos e equinos ndo se alimentavam de plantas deste género, portanto, seria 16gico
pensar que o latex poderia veicular substancias toxicas. Estudou a anatomia da raiz, rizoma,
caule e folhas e investigando fitoquimicamente isolou uma substéncia alcaloidica, que ele
denominou de Sifocampilina, sem no entanto ser totalmente identificada. Quanto as provas
biologicas, foram testadas tinturas da Siphocampylus foliosus em coelhos, confirmando

apenas sua toxidade, devido ndo ser habitual animais de criagdo alimentarem-se desta planta.

Ja Corral et all. (1970)* estudando plantas inteiras dessecadas, isolaram e
identificaram : palmitato de amirina (0.34%), acido ursolico (0.45%) e colina ( 0.07 %). No

entanto ndo conseguiram isolar nenhum alcaléide.

Enquanto Moreira et all. (1984)” fizeram uma investigagio quimica preliminar de
duas espécies do género, Siphocampylus verticillatus e Siphocampylus sulfurens, onde

foram obtidos os dados indicados na (Tabelal).
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Tabela | . Investigagdo quimica preliminar de folhas e caule de 2 espécies de

Siphocampylus™

Composto quimico

estudado

Heterosideos saponinicos
Heterosideos cianogenéticos
Heterosideos cardioativos
Heterosideos antocianicos
Heterosideos flavonicos
Gomas, mucilagens
Taninos

Amino grupos

Acidos organicos
Alcaloides

Fenois

Cumarinas

Hidroxi antraquinonas

pH

Cor

S. verticillatus S. sulfurens

+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ +

5.0 4.5

Castanho Castanho

Como pode-se verificar pelos resultados desta abordagem fitoquimica, € possivel
fazer a diferencia¢do das duas espécies pela presenga ou auséncia de alcaloides.

Magalhdes et. all. (1988)* estudando seis espécies de Lobelia e quatro espécies de

Siphocampylus, relataram a ocorréncia de poliacetilenos aciclicos Cl4, possibilitando assim

verificar a estreita ligacdo entre os géneros. No ano seguinte Magalhdes et all. (1989)*°

isolaram trés poliacetilenos ja previamente isolados de outras espécies de Siphocampylus e

Lobelia.

Enquanto Buras (1985)* confirma os resultados obtidos na investigagio quimica

preliminar de Moreira et all. *° e evidencia a presenga de esterdides e/ou triterpenos. Além
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de testar a sensibilidade bacteriana do extrato hexanico, utilizando-se da técnica de Kirby &
antimicrobiana tanto com plantas recém coletadas como para plantas secas, sendo que as
diferengas de atividade variaram em fungdo da técnica bacteriologica empregada, tendo as

folhas apresentado melhor resultado.

Godoy em 1989 * realizou o levantamento floristico e quimiossistematico da familia
Campanulaceae na regido da Cadeia do Espinhago, Minas Gerais, analisando a constitui¢do
parafinica na regido, correlacionando essas caracteristicas quimicas ao nicho ecologico

ocupado pelas mesmas.

Contin 1993% isolou e identificou ( Escoparona ) 6,7-dimetoxicumarina, (Luteina)
5,7,3,4-tetrahidroxiflavona, acido ursélico e um alcaldide que constituiu a substancia mais

abundante das que foram isoladas, o qual ndo foi identificado.

Enquanto Biavatti et all. 1994"7 _estudando o extrato cloridrico (HCI 1%) de S.
verticillatus, tratando com solugdo de amonia diluida, e posteriomente extraindo com

cloroformio, identificou o alcaloide denominando de 8-10-di-n-Propil-lobelidiol.

3 PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 MATERIAL BOTANICO

As espécies de Phyllanthus em estudo foram coletadas no més de abril de 1994 no
Estado de Santa Catarina , o Phyllanthus sellowianus foi coletada no Municipio de Apiuna e
Phyllanthus fraternus, foi coletado em Florianopolis no Campus da Universidade Federal de

Santa Catarina .

A classificagdo das espécies Phyllanthus foram efetuadas pelas Professoras Leila da
Graga Amaral e Mirian Ulyssea, do Herbario Flor do Horto Botanico da Universidade
Federal de Santa Catarina. O Siphocampylus verticillatus foi coletado no més de janeiro de

1993 no Municipio de Sdo José dos Pinhais no Estado do Parana.
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A espécie foi identificada como Siphocampylus verticillatus (Cham.) G.Don., pelo
botanico Gert Hatschbach do Museu Botinico Municipal, da Prefeitura Municipal de

Curitiba.

Considerando que na medicina popular ¢ empregada a parte denominada aérea dos
referidos vegetais, que corresponde as folhas e ramos jovens, estes 0rgdos vegetais foram
submetidos a dessecagdo 40°C. em estufa, com tiragem de ar umido. A seguir o material
foi fragmentado, reduzido a p6 fino (tamis n’ 10, Far. Bras. II) e acondicionado em

recipientes ao abrigo da luz e umidade.

Exemplares das espécies de Phyllanthus encontram-se depositadas no Herbario Flor
do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina, enquanto que
Siphocampylus verticillatus esta depositado no Herbario do Departamento de Boténica do
Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana sob nimero UPCB 12401 e

no Museu Botanico Municipal, da Prefeitura Municipal de Curitiba , Parana, sob n’. 68920.

3.2 METODO DE ISOLAMENTO E SEPARACAO DAS SUBSTANCIAS
ATIVAS

3.21 OBTENCAO DO EXTRATO METANOL BRUTO

As partes aéreas (folhas, flores e galhos finos ) de Phyllanthus sellowianus (9 kg) ,
Phyllanthus fraternus (8.50 g do extrato Acetato de etila) e Siphocampylus verticillatus (10
kg) recém coletadas, foram moidas e submetidas a extragdo em metanol 95% a temperatura
ambiente durante duas semanas, com sucessivas reposi¢des de solvente. O extrato total
metanodlico foi concentrado a Y do seu volume em evaporador rotatorio sob pressdo

reduzida, resultando num material verde amarelado.

O extrato foi armazenado em frasco de cor ambar e deixado repousar em uma
camara fria, por um periodo de 24 horas . O extrato foi novamente filtrado, resultando numa
solugdo de cor avermelhada, recebendo a denominagdo de extrato metanolico bruto. O
filtrado foi conservado em camara fria, eliminando-se os fatores de alteragdes como a luz,

temperatura e contaminagdes microbiologicas, sendo somente retirado para o preparo das
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extragdes dos seus constituintes. Aparentemente, estes cuidados foram suficientes uma vez

que a atividade e a composic¢ao das solugdes foram constantes durante os experimentos.

3.2.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOL BRUTO

O fracionamento do extrato foi realizado por um processo de extra¢@o por solvente

imiscivel. (liquido/liquido) de diferentes polaridades

O principio da extragdo liquido / liquido € a distribui¢éo do soluto entre dois liquidos “
em contato: qualquer substancia soluvel em ambos sofrera distribui¢do ou partigdo entre as
duas fases na razdo de suas solubilidades, ndo havendo reagdo com qualquer dos dois
solventes e existindo na mesma forma em ambos. Em geral um dos liquidos € a 4gua e o

outro um solvente organico (Figura 3).

Uma vantagem importante do método de separagdo por extragdo com solvente
imiscivel se da por servir para pré-concentragdo, seguida imediatamente da analise
quantitativa e se, no equilibrio , a concentragdo da substancia de interesse for muito maior
no liquido organico do que no inorgénico , o extrato pode, entdo , ser utilizado diretamente

para a determinagdo quantitativa.
Método

O extrato metanolico bruto, foi transferido para um funil de separagéo e agitado por
cinco vezes com 100 ml dos seguintes soventes: hexana, cloroformio; acetato de etila e
butanol. O liquido restante ficou sendo o extrato hidroalcoolico. Em cada uma dessas
extra96e§, esperamos a nitida visualizagdo das linhas de separa¢do dos solventes. Os
extratos foram evaporados em rota vapor até secura, sendo denominados de extratos:

hexano 1, cloroférmio 2, acetato de etila 3, butanol 4 e hidroalcoolico 5.
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3.2.3 PURIFICACAO DOS EXTRATOS OBTIDOS EM 3.2.2

O fracionamento dos extratos foram realizados, por um processo de extragdo por

solubilidade (solido/liquido) com solventes de diferentes polaridades.

Na certeza de termos fragdes com grupos de polaridade ou estruturas similares,
submetemos os extratos a um fracionamento preliminar onde realizamos diversas eluigdes
em que o eluato de cada respectiva eluigdo foi recolhido em fragdes distintas, sendo
posteriormente analisadas. Se fizermos um grafico da quantidade de amostra em cada
fragdo, contra o volume de solvente passado através da coluna, apds a introdugdo da
amostra, obteremos uma distribui¢io gaussiana’. Na certeza de termos uma fragdo, com
grau de afinidade maior, submetemos os extratos a um fracionamento preliminar através de
uma coluna de vidro contendo 300g de silica-gel 60 (70 - 230 meéh). A coluna com 8 cm de

didametro e 15 cm de altura (Figura 4).

Iniciamos com o extrato hidroalcoolico, o qual eluimos com acetato de etila (200 ml)
em seguida com metanol (300 ml). A frag@o acetato de etila foi somada ao extrato acetato
de etila. Com o extrato acetato de etila e a fragdo ac. de etila obtida do extrato
hidroalcodlico, iniciamos nova coluna cromatografica, nas mesmas condigdes do extrato

hidroalcodlico,
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Figura 3. Esquema do inicio da extrag@o das substancias ativas (liquido/liquido)
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neste caso iniciamos a eluigdo com cloroformio (200 ml ), acetato de etila (300 ml ) e
metanol (200 ml). A fragdo cloroférmica foi somada ao extrato cloroféormico, a fragdo
acetato de etila foi somada a fragdo acetato de etila e a fragdo metanoélica foi somada a
fragdo metanodlica. Com o extrato cloroformico e a fragdo cloroformica obtida do extrato
acetato de etila, iniciamos nova coluna nas mesmas condi¢des do extrato hidroalcodlico e,
neste caso, iniciamos a elui¢gdo com hexano (200 ml), cloroférmio (300 ml ), acetato de etila
(200 ml ) e metanol (200 ml).

A fragdo hexédnica foi adicionada ao extrato hexanico, a fragdo cloroférmica foi
somada a fragdo cloroférmica, a fragdo acetato de etila foi somada a fragdo acetato de
etila, e a fragdo metanol a fragdo metanol. O mesmo método foi aplicado ao extrato
hexanico e a fragdo hexanica. (F. Hexanica 1, F. Cloroférmica 2, F. Acetato de etila 3 e F.

Metanolica

Com as fragdes bem definidas, foram retiradas amostras para testes de atividade
farmacologica, visando saber qual delas apresentara atividade farmacologica para os
modelos testados. Com isso obteremos orientagdes quanto a fragdo que apresentara maior

agdo, e, consequentemente, maior proporg@o de constituintes ativos

3.24 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO
HEXANICA 1 DE Phyllanthus sellowianus

A fragdo hexanica | foi acrescida de 2 partes de silica gel 60 (70 - 230 mesh) em

relagdo ao seu peso e evaporado a secura (pastilha : frag@o + silica).

A pastilha da fragdo hexanica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm de
didmetro por 40 cm de altura, contendo 75 g de silica-gel 60 (70 - 230 mesh), usando
hexano e acetato de etila na concentragdo crescente de 2% de acetato de etila de 100 em
100 ml, com vazdo de 1 ml por minuto. Foram coletados 100 frascos de 20 ml, os quais
foram reunidos segundo monitoramento por cromatografia em camada delgada, com a fase

movel hexano e acetato de etila (70:30).

Nas fragdes 65 a 67de Ph. sellowianus foram verificadas, presenga de um solido
branco, com tragos de substincias oleosas. Estas fra¢gdes foram dissolvidas em hexano e

forgadas a precipitar a frio. O precipitado foi separado por filtragdo sendo submetidos
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ordem decrescente de polaridade, com coletas de

acgoes unica de cada solvente

]

Ext. 5 (Hidroalcoolico) € eluido com:

1. Butanol
2. Metanol

N7
Fragdo Metanol

3. Agua

Ext. 4 (Butanol) € eluido com:

1. Acetato de etila

</ /N

Fragao Butanol

2. Butanol
3. Metanol
4 Agua

Ext. 3 (Acetato de etila) € eluido com:

1. Cloroférmio \

NV Gk

2. Acetato de etila

Fragdo Acetato de etila

%—— 4. Metanol

3. Butanol

5. Agua

Ext. 2 (Cloroformio ) € eluido com:

1. Hexano
|r 2. Clorofom

\Z

3. Acetato de etila

Fragdo Cloroformio F

% 5. Metanol

4. Butanol

6. Agua

Ext. | (Hexano ) é eluido com:

2. Cloroformio

Fragdo hexano

3. Acetato de etila

Figura 4. Esquema de extragdo (solido/liquido)

4. Butanol

%—; 5. Metanol

6. Agua
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a lavagem com hexano a frio, obtendo-se cerca de 0.730 g ( Glochidona) (Pagina 068).

Nas fragdes 69 a 77 de Ph. sellowianus, foi verificado a presenga de um solido
branco com tragos de substancias oleosas. Esta fragdo foi dissolvida em hexano e for¢ada a
sua precipitagdo a frio. O precipitado foi separado por filtragdo a frio e submetido a
lavagem com hexano frio, obtendo-se cerca de 14028 g de esterdis, que foram
cromatografados em Cromatografo a Gas em coluna capilar com co-inje¢do de padrdes,
onde ficaram  definidas trés substancias, 0.9968 g ( B-sitoesterol), 0.343 g (stigmasterol)
e 0.063g (campesterol ) (Pagina. 072)

3.2.5 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO
CLOROFORMICA 2 DE Phyllanthus sellowianus

A fragdo cloroformica foi acrescida de duas partes de silica gel 60 (70 - 230 mesh )

em relagdo ao seu peso e evaporado a secura (Pastilha: fragdo + silica )

A pastilha da frac@o cloroformica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm
de didmetro por 40 cm de altura , com 75 de silica gel 60 (70 - 230 mesh) usando hexano e
acetato de etila na concentragdo de 2% de acetato de etila de 100 em 100 ml com uma vazdo
de 1 ml por minuto, onde foram coletados 70 frascos de 20 ml, os quais foram reunidos
segundo monitoramento por cromatografia em camada delgada, usando como fase movel

uma mistura de hexano e acetato de etila (70:30).

As fragdes 3 a 7 de Ph. sellowianus foram recristalizadas com éter de petroleo,

obtendo-se cerca de 6 mg ( xantoxilina ), (Pagina 091)
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3.2.6 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO ACETATO DE
ETILA 3 DE Phyllanthus sellowianus, Phyllanthys fraternus

A frag@o acetato de etila foi acrescida de 2 partes de silica -gel 60 (70-230 mesh) em

relagdo ao seu peso e evaporado a secura. (Pastilha : fragdo + silica )

A pastilha da frag@o acetato de etila foi cromatografada através de uma coluna de 3
cm de didametro por 40 cm de altura, com 75 de silica gel 60 (70 230 mesh) usando acetato
de etila e metanol na concentragdo de 2% de metanol de 100 em 100 ml com uma vazdo de 1
ml por minuto, onde foram coletados 70 fracos de 20 ml, os quais foram reunidos segundo
monitoramento por cromatografia em camada delgada, com a fase movel cloroformio e
metanol (93.5 : 6,5).

As fragGes foram cromatografadas em Sephadex, LH 20 com MeOH e H, O (70:30),

através de uma coluna de 1,5 cm de diametro por 20 cm de altura com 12 cm de recheio.:

As fragdes 4 a 6 de Ph. sellowianus, foram coletadas em 20 frascos de 5 ml, onde a

fragdo 1l apresentou 0.060g de um cristal branco (Ester Etil galico), (Pagina 099)

As fragdes 7 a 17 de Ph. sellowianus, foram coletadas em 20 frascos de 5 ml, onde a

fragdo 17 apresentou 0.130g de um cristal amarelo (Quercetina), (Pagina 136 ).

As fragOes 25 a 33 de Ph. sellowianus, foram coletadas em 20 frascos de 5 ml, onde
as fragdes de 4 a 9 apresentaram 0.0491 g de um produto amarelo cristalino (Fitalato ) ,

acreditamos que aqui obtivemos um contaminante de fabricagdo de plastico.

As fragdes 35 a 36 de Ph. sellowianus, foram coletadas em 20 frascos de 5 ml, onde

as fragOes de 9 a 13 apresentaram 0.2724 g de um cristal amarelo (Furosina),( Pagina 120 ).

As fragOes 42 a 50 de Ph. sellowianus, foram coletadas em 25 frascos de 5 ml, onde
as fragOes de 1 a 3, apresentaram 1.0633 g de um so6lido amarelo (Rutina ), (Pagina 127)
enquanto que as fragdes de 4 a 5, apresentaram 0.7127 g de um cristal amarelo (Geranina),
(Pagina 113 ).

Na fragdo 5 de Ph. fraternus, foram coletadas 20 fragdes de 5 ml, onde a fragdo 5
apresentou 0.0463 g de cristais branco (hipofilantina ), (Pagina 143 ).
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As fragdes 8 a 14 de Ph. fratenus, foram coletadas em 20 fragdes de 5 ml, onde as
fragdes 3 a 6 apresentaram 0.1447 (Ester metil galico), (Pagina 106 ).

As fragdes 20 a 23 de Ph. fratenus, foram coletadas em 20 fragdes de 5 ml, onde as
fracdes de 4 a 10, apresentaram 1.5842g de cristais amarelos(Geranina), (Pagina 113),
enquanto as fragdes de 23 a 25 apresentaram 0.0494 g de um solido amarelo (Rutina),
(Pagina 127).

A fragdo 19 de Ph. fratenus, foram coletadas em 20 fragdes de 5 ml, onde as fragdes

de 5 all apresentaram 0.1036 g de cristais amarelos (Furesina), (Pagina 120 ).

3.2.7 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO
HEXANICA 1 DE Siphocampylus verticillatus

A fragdo hexanica 1, foi acrescida de 2 partes de silica gel 60 (70 - 230 mesh) em

relagdo ao seu peso e evaporado a secura (pastilha : fragéo + silica).

A pastilha da fragdo hexanica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm de
diametro por 40 cm de altura contendo 75 g de silica-gel 60 (70 - 230 mesh), usando hexano
e acetato de etila na concentragdo crescente de 2% de acetato de etila de 100 em 100 ml
com vazdo de 1 ml por minuto, onde foram coletados 100 frascos de 20 ml, os quais foram
reunidos segundo monitoramento por cromatografia em camada delgada, com a fase movel

hexano e acetato de etila (70:30).

Nas fragoes 25 a 26 de . verticillatus foi verificada a presenga de um solido
branco com tragos de substancias oleosas. Esta fra¢do foi dissolvida em hexano e forgada a
precipitagdo a frio, este foi separado por filtragdo a frio. Apos lavagem do mesmos com
hexano frio, obteve-se cerca de 0145 g (de 23,93g do residuo oleoso) o qual foi
cromatografado em Cromatografo a Gas, usando coluna capilar com padrdes, onde

definiu-se 5  substancias: .0.0101 g (campesterol), 0.0667g  (B-sitosterol),
0.0478 g (stigmasterol), 0.012 (a-amirina) e 0.008 g (B-amirina), (Pagina 074 ).
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3.2.8 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO
CLOROFORMICA 2 DE Siphocampylus verticillatus

A fragdo cloroférmica foi acrescida de duas partes de silica gel 60 (70 - 230 mesh )

em relag@o ao seu peso e evaporado a secura (Pastilha: fragdo + silica )

A pastilha da fragdo cloroformica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm
de didmetro por 40 cm de altura , com 75 de silica gel 60 (70 - 230 mesh) usando hexano e
acetato de etila na concentragdo de 2% de acetato de etila de 100 em 100 ml com uma vazio
de 1 ml por minuto, onde foram coletados 70 frascos de 20 ml que foram reunidos segundo
monitoramento por cromatografia em camada delgada, usando como fase moével, uma

mistura de hexano e acetato de etila (70:30).

A fragdo cloroformica de S. verticillatus foi deixada em repouso para que ocorresse
a cristalizag¢do, a qual foi lavada com acetona, apresentando 0.1265 g de um cristal incolor.

(Stigmasterol), (Pagina 076)

3.2.9 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO ACETATO DE
ETILA 3 DE Siphocampylus verticillatus

A fragdo acetato de etila foi acrescida de 2 partes de silica -gel 60 (70-230 mesh) em

relagdo ao seu peso e evaporado a secura. (Pastilha : fragdo + silica )

A pastilha da fragdo acetato de etila foi cromatografada através de uma coluna de 3
cm de didmetro por 40 cm de altura, com 75 de silica gel 60 (70 230 mesh) usando acetato
de etila e metanol na concentragio de 2% de metanol de 100 em 100 ml com uma vazio de 1
ml por minuto, onde foram coletados 70 fracos de 20 ml, os quais foram reunidos segundo
monitoramento por cromatografia em camada delgada, com a fase movel cloroférmio e
metanol (93.5 : 6,5).

As fragGes foram cromatografadas em Sephadex LH 20 com MeOH e H, O (70:30),

através de uma coluna de 1,5 cm de diametro por 20 cm de altura com 12 cm de recheio.
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O extrato de acetato de etila (5.7714 g de 10 kg de vegetal fresco de S. verticillatus)

foi deixado em repouso para que ocorresse a cristalizagdo que foi filtrado e lavado com

acetona, apresentando 0.2449 g. (Stigamasterol glicosideo), (Pagina 083 )

O filtrado da separagéo do Stigmasterol glicosideo foi cromatografado, as fragdes de
4 a 9 de S. verticillatus foram cromatografadas em Sephadex, onde foram coletadas em 20
frascos de 5 ml, as fragdes 6 a 8 apresentaram um cristal amarelo (3’metoxi luteolina),

(Pagina 150).

3.2.10 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO
METANOLICA DE Siphocampylus verticillatus

A fragdo metanolica foi acrescida de duas partes de silica gel 60 (70 - 230 mesh) em

relagdo ao seu peso e evaporada a secura (Pastilha: Fragdo + silica).

A pastilha da fragdo metanolica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm
de diametro por 40 cm de altura, com 75 g de silica gel 60 (70 - 230 mesh) usando acetato
de etila e metanol na concentragdo de 2% de metanol de 100 em 100 ml com uma vazio de 1
ml por minuto, onde foram coletados 70 frascos de 20 ml, que foram reunidos segundo
monitoramento por cromatografia em camada delgada com a fase movel Ciclohexano :
Dietilamina : Metanol (45:05:05)

As fragdes de S. verticilatus 10 a 31 foram levadas a secura e dissolvidas com
algumas gotas de MeOH, acrescidas de acetato de etila e levado a camara fria 24 horas,
Filtrando-se em funil de vidro sinterizado G3 e lavando com acetato de etila a frio,
apresentaram 2.9909 g de 30.46 g de extrato MeOH (alcaléide 1), (Pagina 042 ) as fragdes
53 a 57 foram levadas a secura e dissolvidas com algumas gotas de MeOH e acrescidas de
acetato de etila e levado a camara fria por 24 horas, filtrando em funil de vidro sinterizado,

apresentando 0.1070 g. (alcaléide 2), (Pagina 058 ).
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3.2.11 ENSAIOS CROMATOGRAFICOS

Apo6s varios testes com as fases moveis, optou-se pela que melhor resultado
apresentou dentro das condi¢des laboratoriais disponiveis, sendo a seguinte, para 0s
alcaldides piperidinicos: tolueno-acetato de etila-acido formico (3:4:1 v/v) figura 5., para os
triterpenos e esterois: hexana-acetato de etila (70:30 v/v) e para os flavonoides e taninos:

cloroformio-metanol (95:5 v/v), acetato de etila-acetona-agua (25:8:2 v/v) figura 6.

Procedeu-se entdo a cromatografia ascendente no sistema de solvente indicado. Apos
o solvente percorrer 15 cﬁ além do local de deposicdo das amostras dos extratos das
fracdes e substancias separadas, interrompeu-se o desenvolvimento € os cromatogramas
foram secos. A seguir foram examaminados sob luz ultra-violeta, e revelados com

anisaldeido sulfurico, cloreto férrico 2% e o reativo Dragendorff acético.

3.2.11.1 VISUALIZACAO DOS CROMATOGRAMAS

A localizagdo das substancias separadas no cromatograma foram realizadas com o

uso de métodos Fisicos e Quimicos
Método fisico:

Um dos métodos mais usados para visualizagdo, das substancias separadas por
cromatografia em camada delgada, ¢ a luz Ultravioleta. Neste processo utilizamos placas
com indicadores fluorescentes a um determinado comprimento de onda. Os mais comuns

sd0 a 250 e 366 nm ou a combinagdo dos dois comprimentos de onda.
Método quimico:

Nesta técnica, utilizamos reagentes utilizado para visualizagdo, e com o auxilio de
um pulverizador manual ou spray com ar comprimido. As placas foram pulverizadas com
reagente anisaldeido sulfurico, cloreto férico e Dragendorff acético, a uma distancia de 15
cm e logo aquecida a 120°C., afim de permitir que a reagdo ocorra, com o reagente cloreto

férrico e Dragendorff' ndo havendo necessidade de aquecimento a reagdo € imediata.
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Figura 5. Cromatografia em camada delgada dos Alcaloides de Siphocampylus

verticillatus Cham.

1. N-Metil-2(R)-[2-(S)-hidroxipentil]-6-(S)-[2(R)-hidroxipentil-piperidina cloridrato

2. N-Metil-2(R)-[2-(S)-hidroxipropil ]-6-(S)-[2(R)-hidroxipentil-piperidina-cloridrato

3. Fragdao Metanol

4. Fragdo Cloroférmio
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| (A) (B)

Figura 6. Cromatografia em camada delgada de alguns compostos separados: (A) 1.

Geranina, 2. furosina, 3. rutina, 4. 3’metoxi luteolina. (B) 5. etil galico, 6. metil galico
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3.3 IDENTIFICACAO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS
CONSTITUINTES ISOLADOS

3.3.1 IDENTIFICACAO DO ALCALOIDE PIPERIDINICO 1

Das frages 10 a 31 de Siphocampylus verticillatus, obteve-se 3 g de cristais que
fundiram na faixa de 75.98° C. (figura 16).

3.3.1.1 ESPECTRO DE ABSORCAO INFRA VERMELHO DO
ALCALOIDE PIPERIDINICO |

O espectro de infra vermelho (IV) foi obtido num equipamento Perkin-Elmer,
modelo 78l ,a amostra foi preparada em pastilhas comprimidas com brometo de potassio

anidro (KBr) (figura 7) evidenciando:

a. absor¢@o intensa, com terminagdo em duas pontas correspondente a um estiramento de

ligagdo OH em 3447 cm” .
b. absorgdo intensa correspondente a um estiramento de ligagdo NH em 3258 cm™.
c. absorgdo com estiramento de ligagdo CH metila em 2954 a 2872 cm™.

d. absor¢do com deformagio angular simétrica de CH, em 1448 cm™.

3.31.2 ESPECTRO DE MASSA DO ALCALOIDE PIPERIDINICO1

O espectro de massa (EM) foi obtido no espectrometro Micro Mass 12, onde o
alcaloide (figura 8, 9) apresentou as caracteristicas das piperidinas ciclicas >, apresentando o
fon molecular (M") a m/e 272 (5.47 %) e os seguintes fragmentos principais : a m/e 55
(36,98%), 57 (34.24%), 70 (23.98%),82 (26.02%), 83 (95.89 %), 84 (83.56 %), 96 (31.50
%), 98 (73.97 %), 184 (100 %), 228 (21,91 %), 271 (2.73 %) e 272 (5.47 %). tipos de
fragmentagdes observadas em alcaloides com nicleo piperidinicos e cadeias laterais nas

posicdes 2 e 6 ao anel, sendo possivel prever relagdo a nomenclatura sistematica

42



introduzida para os alcaloides da Lobélia de acordo com sua origem biogenética, conforme

88, 120
demostrado na estrutura A™ .

O fragmento a m/e 228 indicou a perda de um grupo n-propil (CsH;), enquanto o fragmento
em m/e 184 indicou a perda do grupo CsH;O (CsHoO + CH;) que estaria ligado ao anel

piperidinico em uma das cadeias laterais’.

O fragmento m/e 98 calculado para C¢HpN, enquanto os fragmentos' mais
significativos sdo os que contém nitrogénio das séries m/e 43, 57, 71,... CnHontN e m/e
42,56,70, ... CnHonN sendo freqiiente sua ocorréncia em alcaloide piperidinico, os quais

. ) ; A~ e 4 3
demonstram a presenca de metila ligada ao nitrogénio do anel ' **>* 1%,

CH 3 CHg3 . 1, S CoH,
[ J‘— + I ~.*F - Q + 2 +J'
N S =y N R N =\
H H H/ H H H

G2 <)

CH3
m/e 98 mle 70
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Os fragmentos caracteristicos de alcaloides piperidinicos 2,6 dissubstituido™, sdo
evidenciados pela presenca do ion pai m/e 184, pico base, onde R corresponderia a CsHy

com m/e 43, a figura 9, representando a fragmentagdo do alcaldide.

+® +
N R — > Ny R + R

|
CH; CHs

3.3.1.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
3C DO ALCALOIDE PIPERIDINICO 1

O espectro de ressonincia magnética nuclear (*C RNM) foi obtido em uma
frequéncia de 300 MHz, onde mostrou-se os deslocamentos quimicos atribuidos pelos
espectros de C RNM, "C APT (figura 10) foram compativeis aos atribuidos pela literatura
para alcaloides piperidinicos” '’ A configuragdo cis dos dois substituintes na posicdo do
C, e Cs foi confirmada pela comparagio do * C. Mudanga do C, reportada com valores * C
de 2,6-dissubstituido piperidina, que é de 24.18 ppm ( a literatura reporta 25.1)> * . Quando
o isomero for trans, o valor é de 18.56 ppm. O ®C atribui (300 Mhz, CDCl; ) valores & C,
64.07, C5 37.64, C4 2418, C5s 37.64, Cs 64.07, C; 40.42, Cg 69.39, Cy 40.42, Cyy 69.39, Cy
22.40, Cy, 18.50, Cy3 13.90, Cy4 22.40, C;5 18.50, Ci6 13.90 e NC 26.14, sugerindo tratar-se de

uma estrutura simétrica, apresentando substitui¢cGes na posigdes 2 e 6 do anel piperidinico.
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3.3.1.4 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR ' H

DO ALCALOIDE PIPERIDINICO 1

O espectro de ressonancia magnética de hidrogénio (' H RNM) foi obtido em
uma freqiiéncia de 300 MHz figura Il apresentando um triplete distorcido em 8 0.9 (6H, J =
7 Hz), correspondente aos grupos metilas terminais (H 13/16) adjacentes aos grupos
metilenos em C- 12/15 . Um multiplete 6 1.4 - 1.8 que foi atribuido aos grupos metilenos em
C-3/5,7/9,11/14, 4 e 12/15 (16H). Um singlete em 6 2.68 atribuido a N-CHj3, enquanto que os
multipletes em & 2.95 (2H) foram atribuidos para os protons em C- 2/6 e um multiplete em &

3.95 (2H) sugerindo a presenga de dois protons geminais C-8/10, ligados ao grupo hidroxila.

3.3.1.5 ESPECTRO DE RMN -! H DO ALCALOIDE PIPERIDINICO
ACETILADO 1

Os espectros de ressonincia magnética de hidrogénio (RMN-' H)foram obtidos a
uma freqiiéncia de 50 MHz do composto acetilado (figura 12), associado a experimentos de

desacoplamento seletivo, apresentando um quinteto em & 4.95 (2H, J= 13 e 6.5 Hz)
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correspondente aos protons em C-8/10 com acoplamento de 13 Hz com protons H- 7/9 e de
6.5 Hz com H, ll/14, indicando que as hidroxilas foram acetiladas, além dos sinais
caracteristicos de acetato em & 2.5. A irradiagdo do composto acetilado & 4.95 transformou
o quinteto em 1.9 num duplo duplete e o triplete em 8 1.5 em quarteto mostrando o
acoplamento de C-11/14 com C-12 /15 de C- 7/ 9 com 2 /6 e C- 3 / 5, consistentes com
resultado apresentado no espectro de COSY (Correlated SpectroscopY) figura 13, 14 e 15 .
Os protons em C- 2 / 6, apareceram como um largo multiplete em & 2.30 que quando
irradiados mostraram acoplamento com o quinteto em & 1.85 que passou ser um duplo
duplete (7 / 9) e com o multiplete em & 1.35. Quando 6 1.85 foi irradiado, o quinteto em &
4.90 aparece como um quarteto referente apenas ao acoplamento de C- 8 /10 com C- 1I/ 4.
Quando irradiamos 8 0.9, o triplete referente aos grupos metilas terminais C- 13 /16 mostrou-
se como um singlete, sendo assim os acoplamentos referentesa H-2 /6, H-7/9 e H- 11/ 14.
Comparando os deslocamentos dos protons do alcaldides com dados da literatura de
alcaloides piperidinicos , como o sinal H- 2 / 6 em 3 2.5 sem acoplamento com H- 8 / 10

. . . . 1,2,55,9
atribuindo-se a metil amina"?°>%%,

Como a analise de COSY ( 'H-"H) (figura 13), revelou os acoplamentos da molécula
até aqui analisada, estando proximos com os dados de Biavatti (1994)". A analise do CHN
apresentou 55.47% de C, 10,84% de H, 3.91% de N e 29,78% para Oxigénio e demais
elementos, ficando a formula minima como CiHisNiO.... Com a analise de halogenos,

segundo Laissaing, confirma-se a presenga de cloro na estrutura .

A analise do Raio X foi empreendida a fim de confirmar a estrutura proposta e
determinar, especialmente, a configuragdo absoluta dos carbonos quirais. Definiu-se uma
substancia na forma cloridrica com duas moléculas de agua, esta como uma estrutura
simétrica e simetria plana ao atomo C4-N-(I- metil) definindo um grupo composto meso,
justificando a absorbancia da atividade otica zero . Com o pardmetro geométrico dos dois
hidrogénios intermoleculares, foi possivel confirmar a estrutura e determinar a absoluta
configuragdo dos carbonos quirais. A estrutura ficou sendo CiH3zNO,  CI'.2H,0,
determinada pelo Raio-X de difragdo. Os dados do cristal : orto-rombico, Pbca [nr. 61], a =
8.752 (2), b = 27.084(5), ¢ =17.973(2) A°, Z = 8, d. = 1.063, com 4237 medigdes e 1617

refragdes observadas com parametros refinados e o ponto final com R = 6.09 %. Seu ponto
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de fusdo foi realizado DSC50 Shimadzu differential scanning calorimeter (figura 16 )

apresentando um valor de 75.98° C.

A caracteristica da substancia que apresentar-se na forma cristalina deve-se ao fato
da sua estrutura estar ligada através de ponte de hidrogénio, com duas moléculas de agua e
uma de cloro. Quando ocorre a quebra desta ponte de hidrogénio a substancia apresenta-se
na forma liquida, mostrando o seu ponto de fusdo ser muito baixo, fugindo das
caracteristicas normais dos alcaldides que apresentam ponto de fusdo alto na forma
cloridrica. Com base nos dados obtidos a estrutura proposta foi N-Metil-2(R)-[2(S)-
hidroxipentil-6(S)-[2(R)-hidroxipentil-piperidina hidrocloridrica.

N
CH;” +"H

Cr

N-Metil-2(R)-[2(8)-hidroxipentil]-6(S)-[2(R)-hidroxipentil ]
-piperidina hidrocloridrica
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Obdulio 1
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Figura 16. Espectro do ponto de fusdo do alcaldide piperidinico 1
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3.3.2 IDENTIFICACAO DO ALCALOIDE PIPERIDINICO 2

Das fragdes 53 a 57 de Siphocampylus verticillatus, obteve-se 0.1070 g de cristais
que fundiram na faixa de 55.52°C. (figura 23).

3.3.2.1 ESPECTRO DE ABSORCAO INFRA VERMELHO DO ALCALOIDE
PIPERIDINICO 2

O espectro de infra vermelho (IV) foi obtido num equipamento Perkin-Elmer
modelo 781, a amostra foi preparada em pastilhas, comprimida com brometo de potassio

anidro (KBr) evidenciando (figura 17):

a. absor¢@o intensa, com terminagdo em duas pontas correspondente a um estiramento de

ligagdo OH em 3392 cm'.
b. absorg@o com estiramento de ligagio CH metila em 2954 a 2872 cm™.

d. absor¢do com deformagdo angular simétrica de CH, em 1448 em™,
3.3.2.2. ESPECTRO DE MASSA DO ALCALOIDE PIPERIDINICO 2

O espectro de massa (EM) foi obtido no espectro Micro Mass 12 (figura 18, 19),
onde o alcaléide apresentou as caracteristicas das piperidinas ciclicas **, apresentando o ion
molecular (M") a m/e 257 (11 %), e os seguintes fragmentos principais a m/e 55 (44 %), 70
(30.43 %), 98 (96 %), 112 (1.9 %), 140 (6.5 %), 156 (4.3 %), 170 (100 %), 84 (57 %), 214
(12.8 %), 228 (6.8 %), 242 (0.9 %), e 257 (11 %), tipos de fragmentagdes observadas em
alcaloides com nucleo piperidinicos e cadeias laterais nas posi¢des 2 ¢ 6 ao anel, sendo
possivel prever relagdo a nomenclatura sistematica introduzida para os alcaldides da lobélia
de acordo com sua origem biogenética, conforme demonstrado na estrutura A ** '* da

pagina 62.
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3.3.2.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA DE “C DO
ALCALOIDE PIPERIDINICO 2

O espectro de ressonincia magnética de “C ( ®C RMN) foi obtido em uma
freqiiéncia de (70 MHz), onde mostrou deslocamentos quimicos atribuidos pelos espectros
de ®C RMN, Dept. (figura 20 e 21), os quais foram compativeis aos atribuidos pela

< i . T 147
literatura para alcaloides piperidinicos " > "

. A configuragdo cis € confirmada pela
comparagdo do “C , mudanga do C,reportada com valores 2,6 dissubstituido piperidina é de
24.18 ppm (a literatura 25.1) > ** quando o isdmero for trans o valor é de 18.56 ppm. O *C
atribui (70 Mhz, CDCI) valores 6 C, 64.88, C524.89, C424.89, Cs 37.74, C; 64.88, C; 41.09,
Cs 70.12, Co38.22, Cyp 71.69 , Cy; 31.68, C1,10.33, Cy3 23.14, C4 19.14, C;5 14.62 ¢ C 26.83,
sugerindo tratar-se de uma estrutura assimétrica, apresentando substitui¢des na posi¢des 2 e

6 do anel piperidinico.

OH T 45 OH
1 2 14
11 1 3
31-68  41-09 ITI 3822 23.14 14.62 8 e I\|I 5 10 15
26853 CH;

3.3.2.4 ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA 'H DO
ALCALOIDE PIPERIDINICO 2

O espectro de ressonincia magnética de hidrogénio (‘"H RMN) foi obtido em
frequiéncia de 70 MHz ( figura 22) apresentando dois metil triplete distorcido 6 0.9 e 0.97,
indicando a presenca de dois grupos terminais etil e propil H (12/15) adjacentes aos grupos
metilenos em C (1/14). Um multiplete & 1.37 - 1.86 que foi atribuido aos grupos metilenos em

C 3/5,4, 7/9, 11/13, 14. Um singlete de 3H em & 2.70 atribuido a N-CHs, enquanto que o
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singlete em & 3.46 foram atribuidos para os protons em C 2/6 e um singlete largo em 6 3.92
para os protons C 8/10, estando ligado as hidroxilas. Com a analise de halogenos pela

decomposigdo pelo sodio metalico, foi confirmado a presenga de nitrogénio e cloro.
Com base nos dados da literatura e nos dados espectrais, propds-se a seguinte
estrutura, correspondente ao Nmetil-2(R)-[2(s)hidroxipropil)-6-(s)-[2(R)-hidroxipentil)-

piperidina hidrocloridrica:

/O/H ————— i H\O\
H H
oM 1o
-+
CHy “Sh
cl

[N-metil-2(2-hidroxibutil)-6-(2-hidroxipentil)] piperidina
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Figura 23. Espectro do ponto de fusdo do alcaloide piperidinico 2
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3.3.3 IDENTIFICACAO DOS ESTEROIS E TRITERPENOS

Das fragdes 65 a 67 obteve-se 0.730 g de um p6 branco, que funde-se na faixa de 164
- 165°, enquanto que a analise de CHN mostrou 85.20% C € 10.35% H ndo apresentou N e
4.45% O,

3.3.3.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA-VERMELHO DA
GLOCHIDONA

Os espectros de infra vermelho (IV) foram obtidos num equipamento Perkin -
Elmer, modelo 781 (figura 24) preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de
potassio anidro (KBr), mostrando absor¢do intensa em 2938 cm” de CH, e CHs, 1668 cm

de acetona o. e B insaturada e 878 cm™ de =CH, e um vinil C-CH;

3.3.3.2 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H DA
GLOCHIDONA

O espectro de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) foi
obtido a uma frequiéncia de 300 MHz  (figura 25) mostrou a presenga de seis sinais
referentes aos grupos metilas C-CHj; , sendo um em & 1.08 sob agdo da dupla ligagdo, mais
sinais para 2 protons de metila terminal (3.60 a 3.45 §), dois dubletes centrado em 6 4.64 (d
J= 6, =CH, ) e um par de dubletes (H) em & 5.75 (J= 10.17 Hz), referente aos protons
olefinicos ou da dupla ligagdo, e um par de dubletes em (‘H) & 7.09 (J=10.17 Hz) indicando

a presenga de proton vizinho a carbonila.
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Com base nos dados da literatura e espectrais propros-se a seguinte

)’l“
~

correspondentes a Glochidona.

Glochidona

ja isolado anteriormente (Ganguly, 1966)*°.

estrutura
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3.3.4. MISTURA DE ESTEROIS DAS FRACOES 69 a 77 Ph. sellowianus

3.3.41 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DA F. 69 a 77

O espectro de infra vermelho (IV) foi obtido num equipamento Perkin-Elmer,
modelo 781 preparando a amostra em pastitha comprimida de brometo de potassio anidro
(KBr), o qual mostrou absorgio de hidroxila em 3436 cm™ e absorgdes intensas em 2942,
2866, 1460 e 1376 cm™.

As anélises por cromatografia gasosa foram eluidas em cromatografo gasoso
Shimadzu, modelo GC-14 A, detector de ionizagdo de chama, com coluna capilar de silica
fundida, comprimento de 25 m, € com um filme de 0.25 um da fase estacionaria Ovl, usando
como gas carreador, hidrogénio (H; ) a uma velocidade de 31.25 cm/s, temperaturas do
injetor e detector mantidas a 280° e 310° (CGAR) mostrando uma mistura de esteréis com a
seguinte composi¢do para a mistura. campesterol (0.063g), stigmaterol (0.343g) e B-
sitosterol (0.9968 g). A relagdo percentual relativa destes trés esterdis foi fornecida pela

integragdo dos seus respectivos picos cromatograficos.

A mistura de esterdis foi confirmada pelas coinje¢des com uma mistura de padrdes,

em CGAR usando coluna capilar OV 1 (Figura 26).
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T8y

335 MISTURA DE ESTEROIS DAS FRACOES 25 a 26 De' S. verticillatus

Das fragSes de Siphocampylus verticillatus 25 a 26, obteve-se 0.145 g de um pd
branco que fundiu na faixa de 154 a169° C.

3.3.5.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA-VERMELHO DA F. 25 a 26.

O espectro de infravelho (IV) foi obtido num equipamento Perkin- Elmer , modelo
781, preparada a amostra em pastilha comprimida de brometo de potassio anidro (KBr), que
mostrou absor¢io de Hidroxila em 3424 cm™ e absorgOes intensas em 2938, 2866, 1462 ¢
1376 cm’

As andlises por cromatografia gasosa foram eluidas em cromatografo gasoso
Shimadzu, modelo GC-14 A, detector de ionizagdo de chama, com coluna capilar de silica
fundida comprimento de 25 m, e com um filme de 0,25um da fase estacionaria OV-l, o gas
carreador usado foi hidrogénio (H,), a uma velocidade de 31,25 cm/s, as temperaturas do
injetor e detector foram mantidas em 280° e 310° (CGAR), mostrando uma mistura de
ester0is, com a seguinte composi¢do para a mistura; Campesterol 0.101 g), B-sitosterol
(0.0667 g), Stigmasterol (0.012 g), oi-amirina (0.012 g ) e B-amirina (0.008 g). A relagio
percentual relativa destes esterois foi fornecida pela integragdo dos seus respectivos picos

cromatograficos.

As misturas de esterdis foram confirmadas por coinje¢des de uma

mistura de padrdes em CGAR. usando coluna capilar OV 1 (Figura 27)
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33.6 IDENTIFICACAO DA FRACAO CLOROFOMICA DE . verticillatus

A fra¢do cloroférmica de S. verticillatus  foi deixada em repouso para que
houvesse a cristalizagdo do Stigmasterol, apos a cristalizagdo foi filtrada e os cristais lavados
com acetona, obtendo-se 0.1305 g de cristais incolores com formato de agulhas, que
fundiram na faixa de 129 a 130°C. Sua estrutura foi proposta através de analises
espectroscOpicas em RMN de 'H e C e comparagio em CG com amostra auténtica e

. 5, 50, 98
literatura® %%,

3.3.61 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DO
STIGMASTEROL

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) (figura 28) foi obtido em
espectrofotdmetro Perkin-Elmer, modelo 787 com a substédncia incorporada em pastilha
comprimida de brometo de potassio anidro (KBr). As absorgdes foram registradas em escala
de centimetros reciprocos (cm™), sendo os espectros calibrados com filme de poliestireno de
0.5 mm de espessura. Evidenciando absor¢@o de hidroxila em 3304 cm” e absorgo intensa

em 2960 cm” de CH, e CH;, e deformagio angular simétrica de CH, em 1464 cm™
3.3.6.2 ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR DE 'H DO STIGMASTEROL

O espectro de ressonancia magnética nuclear 'H (figura 29, 30), foram obtidas a
uma frequéncia de 300 MHz em CDCl;, (3, ppm). O espectro apresenta varios sinais
caracteristicos de um esqueleto esteroidico. Assim os dubletes a § 0.82, 0.93 com J= 6.54
Hz correspondente as metilas em C-26, C-27 respectivamente. O triplete a § 0.82 J= 6.34
Hz ¢é atribuido a metila em C-29, e os triletes a 8 0.67, 0.84¢ 1.00 referem-se as metilas em
C-18, C-19 e C-21, identificando-se assim os seis grupos metilicos. O multiplete centrado a

8 3.54 € relativo ao proton em C-3,
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3.3.6.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE “*C DO

STIGMASTEROL

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelo espectros de °C, a 75 MHz , em
CDCL;. (figura 31, 32).

Tabela 2: Dados de RMN de "°C para Stigmasterol

1

4

7

10

13

16

19

22

25

o o o o o o o o o O

28

Com base nos dados da literatura e espectrais propds-se a

correspondente ao Stigmasterol.

37.22

42.26

31.87

36.56

42.18

28.92
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3.3.7 IDENTIFICACAO DA FRACAO ACETATO DE ETILA DE S. verticillatus

A fragdo acetato de etila de S. verticillatus foi deixada em repouso onde houve uma
cristalizagdo cujo solido foi filtrado e lavado com acetona, apresentando 0.2349 g de p6
amorfo que fundiu na faixa de 168 a 169° C. Sua estrutura foi proposta através de analises
espectroscopicas em RMN ' He * C e comparagdo em CCD com amostra auténtica e dados

. 98
da literatura %%,

3.3.71 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DO
STIGMASTEROL GLICOSIDEO

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho (IV) (figura 33) foi obtido em
espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 787 com a substdncia incorporada em pastilha
comprimida de brometo de potassio anidro (KBr). As absor¢des foram registradas em escala
de centimetros reciprocos (cm™), sendo os espectros calibrados com filme de poliestireno de
0.5 mm de espessura. Evidenciando absorgdo de hidroxila em 3304 cm™ e absorgdo intensa

em 2960 cm™ de CH, e CH;, e deformagio angular simétrica de CH, em 1464 cm’®

3.3.7.2 ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR DE ' H DO STIGMASTEROL
GLICOSIDEO

O espectro de ressonancia magnética nuclear 'H (figura 34, 35), foi obtida a uma
frequéncia de 300 MHz em CDCl;, §, ppm. O espectro apresentou varios sinais
caracteristicos de um esqueleto esteroidico. Assim os dubletes a & 0.70, 0.85 € 0.95 com J =
6 Hz correspondente as metilas em C-26, C-27 e C-21 respectivamente. Os singletes a &
1.01, 1.03 e 1.25 referem-se as metilas em C-18, C-19 e C-29 identificando-se assim os seis
grupos metilicos. O multiplete centrado a & 2.25 € relativo ao proton metinico em C-3.

Pode-se observar na regido entre 8 3.2 e 4.5, varios sinais que podem ser relativos a protons
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do fragmentos glico piranosideo. Os sinais a d 5.0 e 5.50 ppm, referem-se respectivamente

ao proton anomérico da glicose e ao proton olefinico em C-5 do esqueleto esteroidico.

3.3.7.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE " C,
STIGMASTEROL GLICOSIDEO

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelo espectros de " C, a 75 MHz em CDCl;
, (figura 36, 37).

Tabela 3: Dados de RMN de " C para Stigmasterol glicosideo

Cl1 37.01 C2 31.66 C3 78.91 C4 42.07
C5 140.02 Co 121.37 C7 31.66 C8 31.66
C9 49091 Cl10 3647 Cl11 20382 Ci2 3952
C13 41.96 Cl4 56.63 C15 2405 Cl6 28.86
C17 55.79 C18 11.77 C19 19.53 C20 4032
C21 20.94 C22 138.14 C23  129.00 C24 5121
C25 31.66 C26 20382 C27 19.05 C28 25.19
C29 1197 Cl’ 100.8 c2' 7327 C3’ 7694
C4 69.84 Cs> 7551 C6’ 61.56
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Com base nos dados da literatura e espectrais propds-se a seguinte estrutura

correspondente a Stigmasterol glicosideo

24 27

CHi_ O
6 5' ll
4 32

HO OH
OH
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3.3.8 IDENTIFICACAO DA FRACOES 3 a 7 DE Ph. sellowianus

Das fragdes 3 a 7 de Ph. sellowianus , obteve-se 0.006 g de cristais que fundiram na
faixa de 80.5 a 81°C.

3.3.8.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DA XANTOXILINA

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV), (Figura 38), foi obtido em
espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 787 com a substincia incorporada em pastilha
comprimida de brometo de potassio anidro (KBr). As absor¢des foram registradas em escala
de centimetros reciprocos (cm™), sendo os espectros calibrados com filme de poliestireno de
0.5 mm de espessura. Evidenciando a presenga de um anel aromatico substituido, um grupo
carbonilico (C=0) e grupos metoxila (0-CH;), porém nenhuma absor¢do foi detectada para

o grupo hidroxila (OH), o espectro apresenta ainda:
a. Estiramento de ligagdo de C-H a 3100 - 3080 cm
b. Estiramento de C=0 a 1615 cm

¢. Bandas de anel aromatico a 1400 - 1600 ¢cm™

3.3.8.2 ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRA VIOLETA
XANTOXILINA

O espectro de absor¢do na regido do ultravioleta, (UV) (figura 39),foi obtido em
espectrofotometro  Shimadzu modelo UV-190, equipamento com registrador R.B. 10,

utilizando-se metanol como solvente.

As fragdes mostraram uma absor¢do maxima em 286 nm, tipica de grupo carbonilico
conjugado. Uma absor¢do méaxima em 285 nm pode ser calculada a partir da absor¢éo do

fragmento da carbonila do composto (CéHs . CO . CH;) em 246 nm adicionado do
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deslocamento do Am. proporcionado pelos grupos -OH em posigéo orto (+ 7 nm), 0-OCH;
(+ 7 nm) e p-OCH; (+ 25 nm ) '*, (246 +7 + 7 + 25 = 285).

3.3.8.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DA
XANTOXILINA

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), (figura 40),
foi obtido em aparelho Variam XL - 100 MHz, em cloroformio deuterado (CDCls) contendo
tetrametilsilano (TMS-0) como padrdo interno, sendo os deslocamentos quimicos expressos
em valores de (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os sinais mostram
um singlete em 14.80 ppm, atribuido a uma hidroxila aromatica com forte ponte de
hidrogénio, dois sinais em 5.91 e 6.05 ppm correspondendo a prétons aromaticos em posi¢ao
meta, dois singletes em 3.85 e 3.86 ppm atribuidos a dois grupos metoxi aromatico € um

singlete em 2.60 ppm atribuido ao grupo metila de acetila '".

3.3.8.4 ESPECTRO DE MASSA DA XANTOXILINA

O espectro de massa (EM), (figura 41, 42), foi obtido no espectrometro Micro Mass
12. Sua confirmag@o foi feita, também, por coinjecdo do padrdo de xantoxilina em CGAR.

usando coluna capilar OV 1  (figura 43), ja isolado anteriormente (Miguel. 1987)%

g
CO
CH;0 OH
Xantoxilin
OCH;
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Figura 42. Fragmentagdo de alguns ions principais da xantoxilina
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3.3.9 IDENTIFICACAO DOS TANINOS DE Ph. sellowianus

Das fragdes de 4 a 6 do extrato de acetato de etila de Ph sellowianus, obteve-se 0.060

g de cristais brancos que fundiram na faixa de 157.5 a 158°C.

3.3.9.1 IDENTIFICACAO DO GALATO DE ETILA

3.3.9.2ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DO GALATO DE
ETILA

O espectro de infra vermelho (IV) foi obtido num equipamento Perkin - Elmer,
modelo 781, (figura 44), preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de
potassio anidro (KBr), mostrando absor¢do de hidroxila em 3450 e 3302 cm’ e absor¢des
intensas em 1706 cm™ de carbonila, 1620, 1534, 1468, 1384, 1316, 1256, 1198 € 1040 cm.

3.3.9.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H DO
GALATO DE ETILA

No espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RNM H') (figura45)
foi obtidos a uma freqiiéncia de 300 MHz, que mostra entre outras um triplete em & 1.3
equivalente a 3 protons de CH; (3H, t, J= 7 ), um quarteto centrado em & 4.25 equivalente
a2 de grupo CH, (J= 7 Hz), e um singlete em 7.1l equivalente a dois simétricos protons de

anel aromaticos.

3.3.9.4 ESPECTRO DE MASSA DO GALATO DE ETILA

O espectro de massa do tanino (figura 46, 47) , apresenta o ion molecular (M") a m/z
198 (57.47 %) e os seguintes fragmentos principais a m/z 79 (12,64 %), 125 (22.98 %) para
perda de, 153 (100 % ) para a perda de OC,CHs , 178 (25,86 %), 183 (7.47 %) para a perda
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de CH; e 198 (57.47 %), tipos de fragmentos observados em taninos derivados do acido

galico.

3.3.9.5 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR “C DO
GALATO DE ETILA

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelo espectros de RMN “C (figura 48),

foram compativeis aos atribuidos na literatura para taninos: 166.64 de C=0 , 145.9],

138 carbonos oxigenados do anel, 122.03 e 109.64 atribuido ao anel aromatico, 60.84

atribuido a O-CH, e 14.59 atribuido a CH;.

Com base nos dados espectrais propds- se a seguinte estrutura. correspondente ao

Ester etil galico (Galato de etila).

0
>
C—O—CH,CH;

HO OH
OH
Galato de etila
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Figura 47. Fragmentagdo de alguns ions principais do galato de etila
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3.3.10 IDENTIFICACAO DO GALATO DE METILA

Das fragdes de Ph. fraternus das fracoes de 8 a 14, obteve-se 0.1447 g de cristais

brancos que fundiram na faixa de 157.2 °C.

3.3.10.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA VERMELHO DO GALATO
DE METILA

O espectro de infra vermelho (IV) (figura 49) foi obtido num equipamento Perkin -
Elmer, modelo 781, preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de potassio
anidro (KBr ), mostrando absorgdo de hidroxila em 3524 e 3366 cm™ e absorgdes intensas
em 1692 cm™ de carbonila, 1620 cm” de ligagdo C-O , 1536, 1448, 1370, 1330, 1264 e 1052

1
cm

3.3.10.2 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H DO
GALATO DE METILA

O espectro de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio ("H RNM) (figura 50)
foram obtidos a uma freqiiéncia de 70 MHz que apresentou entre outras um singlete em &
3.79 equivalente a 3 protons de O-CH; (3H, t) e um singlete em & 7.11 equivalente a dois

protons simétricos do anel aromatico

3.3.10.3 ESPECTRO DE MASSA DO GALATO DE METILA

O espectro de massa do tanino (figura 51, 52) , apresenta o ion molecular (M") a m/z
184 (47.82 %) e os seguintes fragmentos principais a m/z 153 (100 %), 125 (23.91 %) e 79

(17.39), tipos de fragmentos observados em taninos derivados do acido galico

106



3.3.10.4 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR ” C DO
GALATO DE METILA

O deslocamento quimico atribuidos pelo espectros de * C RMN figura 53, foram
compativeis aos atribuidos com a literatura para taninos 167.15 da C=0, 145.98 e 138.67
atribuidos aos carbonos oxigenados, 121.62 e 109.68 atribuido ao anel aromatico, 51. 85

atribuido a OCHj

Com base nos dados espectrais, propds-se a seguinte estrutura correspondente ao

Ester metil galico (Galato de metila)

O\\C O—CH;

HO OH
OH

Galato de metila
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Figura 49. Espectro de absor¢do no infra vermelho do galato de metila
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Figura 51. Espectro de massa do galato de metila
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Figura 52. Fragmentagdo de alguns ions principais do galato de metila
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As fragdes de 42- 50 do extrato de acetato de etila de Ph. sellowianus foram
cromatografadas em Sephadex LH 20 com MeOH e H,O (70 :30), coletadas em 25 frascos

de 5 ml onde as fragdes 4-5 apresentaram 0.7127 g de um cristal amarelo

3.3.11 IDENTIFICACAO DA GERANINA

3.3.11.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRA VIOLETA

O espectro de absorgdo na regido do ultra violeta (UV), (figura 54), foi obtido em

espectrofotdmetro HP, utilizando-se metanol como solvente.

As fragdes mostraram um A max. (MeOH) 221 e 28] nm , tipica de grupo carbonila

conjugado.

3.3.11.2 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA VERMELHO DA
GERANINA

O espectro de infra vermelho (IV) (figura 55), foi obtido num equipamento Perkin-
Elmer, modelo 781, preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de potassio
anidro (KBr) , mostrando absorgéo intensa de hidroxila em 3414 cm™ e absorgdo intensa em
1722 cm ™ de carbonila, apresentando ainda deformagio axial da ligagio C - -C do anel em
1614 cm™ , deformagdo axial de C-C(=0)-O de acetato e deformacdo axial assimétrica de
0-C_-- C, 1202 cm™,

3.3.11.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H
GERANINA

O espectro de ressonancia nuclear de hidrogénio ( R-NMH' ), (figura 56), foram
obtidas a uma freqiiéncia de 300 MHz em CD;COCD; : 7.30 - 7.26 (2H no total, Ar.H),
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7.24 ¢ 7.20 (2H no total, galloyl), 6.70 (3/5H, s) e 6.68 (2/5 H, s) (IH no total), 6.56 (2/3H,
d) e 5.20 (3/5H, d) (IH no total, glicose 1 H), 6.59 - 4.35 (5 H no total, glicose 2-6 H), 5.33
(3/5H,t) e4.92 (2/5H, t) 1 Hno total, e 5.2 (3/5H, s ) € 5.22 (2/5 H, s) (IH no total).

3.3.11.4 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *C

Os deslocamentos, quimicos atribuidos pelo espectros de RMN'C, figura 57.

Anel A la

120

2a(6a) 10.8
3a(5a) 146.8

4a

Anel B 1b
e Ic
Anel C 2b
2c

3b

3c

4b

4c

6b

6¢

5b

5c

Anel D 1d
2d

3d

4d

5d

6d

139.9
115.7
17.1
125.5
1241
110.6
108.5
145.8
145.5
1451
145.0
137.8
137.4
5.3
119.6
3.5
144.7
1391
143.0

Anel E

Glicose

Ester

le
2e
3e
4e
Se
6e
1

A L B W N

169.0
166.8
165.9
165.8
165.0

45.6
154.1
128.7
191.8
96.1
922
912
72.9
70.5
65.8
63.3
63.8
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Com base nos dados espectrais propds-se a estrutura correspondentes a geranina.
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Figura 54. Espectro de absor¢@o na regido do ultra violeta da geranina
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Das fragdes de Ac. Etila de Ph. sellowianus de 35 a 36 foram coletados em 20
frascos de 5 ml onde as fragdes de 9 a 13 apresentaram 0.2724 g de um cristal amarelo

identificados como (furosina)
3.3.12. IDENTIFICACAO DA FUROSINA

3.3.12.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRA VIOLETA

O espectro de absorgdo na regido do ultra violeta (UV) (figura 58), foi obtido em

espectrofotometro HP, utilizando-se metanol como solvente.

As fragdes mostraram uma absor¢do maxima na Banda I em 28] nm, tipica de grupo

carbonilico conjugado

3.3.12.2 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO

O espectro de infra vermelho (IV) (figura 59), foi feito num equipamento Perkin
Elmer, modelo781, preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de potassio
anidro (K Br), mostrando absor¢do intensa de hidroxila em 3320 cm™ e absor¢do intensa em
1700 cm™ de carbonila, de formagio axial de ligagio C --- C do anel 1620, 1452 cm’,
deformagio assimétrica de C-C(=0)-O de acetato 1220 cm™ e deformagio axial assimétrica
de O-C---C

em 1190 cm™.

3.3.12.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ' H

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio figura 60), foram obtidas
a uma frequéncia de 300 MHz em CD;COCDs;; 7.25 (1H,s, Ar H), 7.17 (2H, s, galloil), 6.51
(1H, s, vinil), 6.45 (1H, s, glicose 1H), 5.30 (2H, s, glicose 2-H e metina), 5.11 (1H, d,
glicose 4-H), 4.50 - 3.90 (4H, m, glicose 3-, 5-He 6-H,), um sinal 4 4.98 (d ) assinala para

um grupo de prétons vinil (1/2 H)e um proton metila (1/2 H) respectivamente.
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3.3.12.4

ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR “ C

Os deslocamentos, quimicos atribuidos pelo espectros de RMN, de ** C, figura 61.

Anel A la
2a. 6a
3a, S5a
4a

Anel B 1b

2b

3b

4b

5b

6b

Anel C 1c

2c

3c

AN L O Lt Y L O Y Y Y O

3

1202 (1)
110.1 (2)
146.0 (2)
139.6 (1)
1172 (1/2)

115.8 (1/2)
120.0 (1/2)
119.7 (1/2)
113.6 (1/2)
113.2 (1/2)
145.6 (1/2)
146.9 (1/2)
139.1 (1/2)
137.2 (1/2)
143.0 (1/2)
147.5 (1/2)

45.5(1/2)

51.6(1/2)
154.5 (1/2)
149.8 (1/2)
128.4 (1/2)
125.5 (1/2)

4c

5¢

6c

Glicose

Ester

1

2-5

192.0 (1/2)
194.8 (1/2)
96.0 (1/2)
92.3 (1/2)
92.5 (1/2)
108.7 (1/2)

92.3 (1/2)
92.0 (1/2)
78.3 (1/2)
77.6 (1/2)
73.4 (1/2)
72.2 (1/2)
71.9 (1/2)
70.8 (1/2)

63.0 (1)

62.4 (1)

166.4 (1/2)
166.1 (1/2)
165.8 (1/2)
165.5 (1/2)
165.2 (1/2)

# 6 indica sinal de carbono de estrutura de 6 membros e 5 de estrutura de cinco.
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Com base nos dados espectrais propds-se a estrutura abaixo correspondente a

furosina
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As fragdes 42 a 50 do extrato acetato de etila de Phyllanthus sellowianus foram
cromatografada em Sephadex LH 20 coletadas em 25 frascos de 5 ml onde as fragdes de 1 a
3 apresentaram 1.0633 g. de um solido amorfo de cor amarela com ponto de fuséo 188 - 190

°C., identificada como (Rutina ).

3.3.13. IDENTIFICACAO DA RUTINA

3.3.13.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRA VIOLETA
DA RUTINA

O espectro de absorg¢do na regido do Ultra violeta (UV) (figura 62), foi obtido em

espectrofotometro HP utilizando-se metanol como solvente.

As fragdes mostraram uma absor¢do maxima em 259, 266, 298, 359 nm.

3.3.13.2 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA VERMELHO DA RUTINA

O espectro de infra vermelho (IV) (figura 63), foi obtido num equipamento Perkim
Elmer, modelo 781, preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de potassio
anidro (KBr), mostrando absorgdo intensa de hidroxila em 3400 cm™, deformagdo axial de
ligagdo C --- C do anel 1600, 1450 cm™.

3.3.13.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H DA
RUTINA

O espectro de ressondncia magnética nuclear 'H (figura 64), foram obtidos a uma
freqiiéncia de 300 MHz em MeOD, 6 ppm) 2.20 -3.85 (10 H, m), 4.55 (IH, s), 4.9(1H, d),
6.27(IH, d, J=2.07 Hz), 6.42 (IH, d, J= 2.13 Hz), 6.88 (IH, d, J= 8.49 Hz), 7.60 (IH, s), 7.64
(IH, d, J=2.19 ¢ 8.49 Hz), 7.72 (IH, d, J=2.16 Hz).
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3.3.13.4 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE °C
DA RUTINA

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelo espectros de RMN C (MeOD, TMS, &

ppm), figura 65.
Anel A 5 162.84 Anel B 1’ 123.54
6 99.20 2’ 116.00
7 145.75 3 145.75
8 94.90 4 149.75
9 158.30 5 116.67
10 105.53 6’ 123.30
2Co 159.27
3CB 135.59
4C=0 179.29
Grupo Ramno glicosil c'" 1045 c'" 10836
c* 7568 c*” 7132
c 7811 1204
¢ 7111 ¢ 73.89
c’ 7167 C 6967
C* 6851 c* 1789
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3.3.13.5 ESPECTRO DE MASSA DA RUTINA

O espectro de massa (EM) (figura 66, 67) , foi obtido no espectrometro Shimadzu
CGMS -QP. 2000 A. O qual apresenta o ion molecular (M) a m/e 302 (100 %)e os
seguintes fragmentos principais 273 (11.95), 153 (14.13), 150 (5.43), 137 (22.82), 128 (21.73),
125 (5.43), 124 (3.26), 81 (16.34), 69 (59.78), 60 (63.04), que sdo fragmentos comuns

observados nos flavonoides

Com base nos dados espectrais propds-se a estrutura correspondente a rutina

OR= ramno (1-6)glicosi

Rutina
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Mass Spectrum File: rutina.01 95-10-19 03:29
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Figura 66. Espectro de massa da rutina
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Figura 67. Fragmentagdo de alguns ions principais da Rutina
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As fragdes 7 a 17 do extrato acetato de etila de Ph. sellowianus foram
cromatografados em Sephadex LH 20 com MeOH/H,O (70:30), coletadas em 20 frascos de
5 ml, onde a fragdo 17 apresentou 0.130 g de um p6 amorfo de cor amarelo com ponto de

fusdo 290° C. (quercetina ).

3.3.14. IDENTIFICACAO DA QUERCETINA

3.3.14.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRA VIOLETA
DA QUERCETINA

O espectro de absor¢do na regido do ultra violeta (UV) (figur 68), obtido em

espectrofotometro HP, utilizando-se Metanol como solvente.

As fragGes mostraram uma absor¢gdo maxima em 255, 269, 301, 370 nm.

3.3.14.2 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA VERMELHO DA
QUERCETINA

O espectro de infra vermelho (IV) (figura 69), foi obtido num equipamento Perkim
Elmer 16 PC., preparando a amostra em pastilha comprimida de Brometo de potassio anidro
(KBr), mostrando absor¢do de hidroxila em 3408 cm™ e outras absor¢des: 1664, 1612,
1559, 1383, 1319,1261, 1169 cm™ .

3.3.14.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H DA
QUERCETINA

O espectro de ressonancia magnética 'H (figura 70), foram obtidos a uma frequiéncia
de 70 MHz em MeOD, &, ppm, 6.2 (IH, d), 6.42 (1H, d), 6.9 (IH, d) 7.55 (IH, dd) e 7.70
(1H, d).
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3.3.14.4 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR " C DA
QUERCETINA

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelos espectrais de RMN "*C (MeOD), TMA,
d, ppm), (figura 71).

Anel A 5. 165.95 Anel B 1 122.33
6 98.40 2 115.39
7 164.10 3 145.26
8 93.40 4 147.89
9 156.43 5 115.89
10 103.30 6 120.35
2Co.  145.26
3CB 135.95
4CO 176.05

3.3.14.5 ESPECTRO DE MASSA DA QUERCETINA

O espectro de massa (e/m) (figura 72), foi obtido no espectrometro Shimadzu
CGMS-Qp. 2000 A, Apresenta o ion (M') a m/e 302 (100) e os seguintes fragmentos
principais 273 (27.0), 257 (7.0), 229 (14.8), 153 (23.8), 137 (38,0), 109 (14.2) tipos de
fragmentos observados nos flavonédides. Com base nos dados da literatura ** * 126 134 ¢

espectrais propOs-se a seguinte estrutura correspondente a Quercetina.

Quercetina
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Figura 68. Espectro de absorgdo na regido do ultra violeta da quercetina
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Figura 70. Espectro de ressonincia magnética nuclear de 'H da quercetina
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A fracdo 5 do extrato acetato de etila de Ph. fraternus, foi cromatografada em
Sephadex LH 20 com MeOH e H,O (70:30), coletadas em 20 frascos de 5 ml onde a fragdo
5 apresentou 0.0463 g de cristais branco com ponto de fusdo 109-110° C. (hipofilantina )

3.3.18. IDENTIFICACAO DE HIPOFILANTINA

3.3.15.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRA VERMELHO
DA HIPOFILANTINA

O espectro de infra vermelho (IV) (figura 73), foi obtido num equipamento Perkin
Elmer 16 PC, preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de potassio anidro
(KBr), mostrando absorgdo de CH, e CH; em 2900 cm™, deformag@o axial de ligagdo C ---
C do anel 1640, 1510 cm™ | deformagdo axial simétrica de C-O-C 1028 cm™, deformagio

axial assimétrica de C-O-C 1258 cm™.

3.3.15.2 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H DA
HIPOFILANTINA

O espectro de ressonancia magnética 'H (figura 74), foi obtido a uma freqiiéncia de
300 MHz em CDCl3, 8, ppm : 1.8 - 2.1 ( m, 2 e 3-H), 2,77 (mm, 4-H), 3.35 (s, CH,OMe),
3.36 (s, CH,OMe), 3.8l (s, 6-OMe), 3.86 (s, 3’-OMe), 3.88 (s, 4’-OMe), 4.10 (d, J= 7.95
Hz, 1-H), 5.65 - 573 (dd, J = 1.41 Hz, OCH,0), 6.33 (s, 5-H), 6.66 (s, 8-H), 6,73 (d, J= 8.10
Hz, 2°-, 5°-H).

3.3.15.3 ESPECTRO DE MASSA DA HIPOFILANTINA

O espectro de massa (EM) (figura 75), foi obtido no espectrometro Shimadzu
CGMS-QP-2000 A. Apresentou o ion molecular (M+) a m/e 151 (100) e os seguintes
fragmentos principais 430 (50), 415 (1,9), 367 (35.86), 353 (60.86), 335 (28.26), 215
(39.13).
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3.3.15.4 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *C DA
HIPOFILANTINA

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelo espectros, de RMN " C (CDCl;, TMS,
S, ppm): figura 76, 77.

Anel A 5 142.02 Anel B 1 4535
6 147.02 2 41.85
7 131.73 3 36.85
8 106.40 - 33.30
4a 137.95 2a 171.63
8a 120.35 3a 175.36
Anel C I’ 133.19 Ar O-Me 55.80
2 111.62 55.88
3’ 148.43 58.98
4 146.96
5’ 110.50 OCH,0 101.07
6’ 115.01
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Com base nos dados da literatura e espectrais propdes a seguinte estrutura

correspondente a hipofilantina
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As fragdes de 4 a 9 do extrato acetato de etila de Siphocampylus verticillatus, foram
cromatografadas em Sephadex LH 20 com MeOH e H,0O (70:30), foram coletadas em 20
frascos de 5 ml, onde as fragdes de 6 a 8 apresentaram 0.0172 g de um cristal amarelo

identificadoa como (3’metoxi luteolina).

3.3.16 IDENTIFICACAO DA 3° METOXI LUTEOLINA

3.3.16.1 ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DA ULTRA VIOLETA 3’
METOXI LUTEOLINA

O espectro de absor¢do na regido do ultra violeta (UV) (figura 78), obtido em

espectrofotometro Hitachi-U-2000, utilizando-se metanol como solvente.

As fragdes mostraram uma absorg¢do maxima em 238.5, 247.0 € 341.0 nm.

3.3.16.2 ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA VERMELHO 3° METOXI
LUTEOLINA

O espectro de infra vermelho (IV) (figura 79), foi obtido num equipamento Perkin
Elmer 16 PC, preparando a amostra em pastilha comprimida de Brometo de potassio anidro
(KBr), mostrando absorgdo de hidroxila em 3348 cm™, deformagdo axial de ligagdo C---C
do anel 1598, 1450 cm™"

3.3.16.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H
3’ METOXI LUTEOLINA

O espectro de ressonancia magnética nuclear ' H (figura 80), foi obtido a uma

frequéncia de 300 MHz em MeOD, &, ppm): 3.82 (s, 3H, Ome, 3’-H), 6.78 (d, 1H, J=2.13
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Hz, H-8), 6.88 (d, 1H, J=2.10 Hz, H-6), 6.99 (s, 1H, H-2), 7.21 (s, 1H), 7.30 (d, 1H, J=
8.34, 5-H), 7.58 (s, 1H) 7.62 (d, 1H, J=1.90, 2°-H), 7.68 (dd, 1H, J=2.13 e 8.31 Hz, 6’-H),
13.83 (a, 1H, OH quelado).

3.3.16.4 ESPECTRO DE MASSA DA 3* METOXI LUTEOLINA

O espectro de massa (EM) (figura 81, 82), foi obtido no espectrofotdmetro
Shimadzu CGMS-QP-2000 A. Apresenta o ion molecular (M+) o m/e 300 (100) e os
seguintes fragmentos principais 272 (4.34), 257 (15.12), 153 (25.00) 148 (11.95), 133
(14.13), 125 (11.95), 124 (10.86), tipos de fragmentos observados nos flavonoides.

3.3.16.5 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR “C

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelo espectros de RMN " C (MeOD, TMS,
8, ppm) figura 83.

Anel A 5 158.33 Anel B I’ 12233
6 99.76 2 110.05
7 165.69 3 14873
8 94.72 4 15218
9 162.94 5 116.72
10 104.77 6  121.10
2Co. 164.32
3CB 103.97
4C=0 182.10
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84, 89, 126, 134

Com base nos dados da literatura e espectrais propds-se a seguinte

estrutura correspondente a 3’metoxi luteolina.

3'Metoxi luteolina
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Figura 82. Fragmentaco de alguns ions principais da 3 metoxi luteolina
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3.4 MODIFICACAO ESTRUTURAL PARA TESTE DO GRUPO
MOLECULAR ATIVO. '

3.4.1 METILACAO DO ALCALOIDE PIPERIDINICO

Preparacio do Diazometano:

Uma solugdo de 1 g de Diazald (N-nitroso-toluol-4-sulfometilamina) em 20 ml de
éter etilico, mantido sob refrigeragdo em banho de gelo, foram adicionados 3 ml de uma
solugdo a 4 % de KOH ém Et OH 96 %. O éter etilico foi destilado em Kit apropriado
(Aldrich), em banho maria a 50°C.. O destilado de cor amarefa (Solugdo etérea de

Diazometano) foi coletado num banho de gelo seco-cetona.

Esta solugdo ¢ adicionada diretamente a 100 mg do alcaldide, lentamente, &
temperatura ambiente, até persistir a coloragdo amarelada do Diazometano e cessar o

desprendimento de hidrogénio. O excesso de reagente foi destruido adicionando-se gotas de

acido acético. O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida fornecendo um rendimento de

64 % do produto impuro.

a;Identificacdo no espectro de IV
- Ausencia da absor¢do de hidroxila em 3524 cm™
- Absorgio em 1598 cm™ de ligagio C-O

b: Tempo de reacio
- 2. horas.

¢: Rendimento

-40 %
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CH;

3.4.2 ACETILACAO DO ALCALOIDE PIPERIDINICO

A 100 mg do alcaldide foram adicionados a 0.5 ml de piridina e 0.5 ml de anidrido
acético e deixados a temperatura ambiente por 24 horas. Ao adicionarmos agua destilada
gelada a mistura, ocorreu rapidamente a formagdo de um precipitado, o qual foi filtrado a

vacuo e lavado com agua destilada.
Apos recristalizagdo em metanol obtivemos rendimento de 54 % do produto.
a: Identificaciio no espectre de ressonincia magnética de hidrogénio

O espectro de ressondncia magnética de hidrogénio (* H RMN) foram obtidos a
uma freqiéncia de 50 MHz do composto acetilado (fig.12, pag. 53), associado a
experimentos de desacoplamento seletivo, apresentando um quinteto em 8 4.95 2H, J=13 ¢
6.5 Hz) correspondente aos protons em C-8/10 com acoplamento de 13 Hz com prétons H-
7/9 e de 6.5 Hz com H, 1/14, indicando que as hidroxilas foram acetiladas,‘ além dos sinais
de CH; caracteristicos de acetato em 8 2.5. A irradiagdo do composto acetilado & 4.95

transformou o quinteto em 1.9 num duplo duplete e o triplete em & 1.5 em quarteto
mostrando o acoplamento de C-11/14 com C-12 /15 de C- 7/9com 2 /6 ¢ C- 3 / 5,

consistentes com resultado apresentado no espectro de COSY (Correlated SpectroscopY)
(fig. 13, pag. 54). Os prétons cm C- 2 / 6 apareceram como um largo multiplete em 8 2.30
que quando irradiados mostraram acoplamento com o quinteto em & 1.85 que passou ser um
duplo duplete (7 / 9) e com o multiplete em & 1.35. Quando & 1.85 foi irradiado o quinteto em

0 4.90 aparecem como um quarteto referente apenas ao acoplamento de C- 8 /10 com C- 1/
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14, quando irradiamos & 0.9 o triplete referente aos grupos metilas terminais C- 13 /16
mostrou-se como um singlete, sendo assim os acoplamentos referentesaH-2/6, H-7/9 ¢
H- 11/14. Comparando os deslocamentos dos protons do alcaldides com dados da literatura
de alcaloides piperidinicos , como o sinal H- 2 / 6 em 6 2.5 sem acoplamento com H- 8 / 10

atribuindo-se a metil amina - > >

b: Identificacfio no espectro de °C

O desaparecimento da absor¢do intensa, com terminagdo em duas pontas
correspondente a um estiramento de ligagio OH em 3447 cm™ no espectro de IV, com o
aparecimento do sinal da C=0 no “C em § 170.92 ppm. Podendo afimar que o produto

sintetizado foi o procurado.

3.4.3 BENZOILACAO DO ALCALOIDE PIPERIDINICO

3.4.3.1 REACAO COM CLORETO DE BENZOILA

100 mg do alcaloide foi adicionado a 3 ml de piridina e 150 pl de cloreto de benzoila,

ficando a mistura em repouso por 24 horas.

Ap6s o periodo de 24 horas a solugdo foi acrescida de 30 ml de acetato de etila e
levado & funil de separagdo, acrescido de 30 ml de 4gua saturada com KCl . Agitou-se e

deixou-se decantar onde retirou-se a agua saturada (repetindo por 2 vezes) para retirar o
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excedente de agua. Transferiu-se a fase organica para um elemayer com sulfato de Magnésio

anidro.

A solucdo isenta de agua foi transferida para um baldo de 250 ml e levada a secura.
Adicionou-se 20 ml de EtOH absoluto e evaporou-se até a secura (repetindo por 2 vezes)

passando lentamente uma corrente de ar, onde foram obtido 70.32 % produto impuro.

a:Identificacio no espectro de IV

- Desaparecimento da absor¢do intensa correspondente a um estiramento de ligacdo

OH em 3447 cm™.

- Absorgio em 1690 cm™ deformagio axial da C=0 em frequéncia mais baixa devido

a conjugagdo com grupo fenila.

- Deformagio axial de C---C do anel 1591, 1422 e 1324 cm™ . Podendo assim

afirmar que o produto sintetizado € o produto procurado.
b: Tempo de reagao

- 12 horas
¢: Rendimento

-64.41 %

o
o

Cl):
o
o
b=

O
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3.4.3.2 -REACAO COM CLORETO DE p-CLORO BENZOILA
a: Identificaciio no espectro de infra vermelho
- absorgdio em 1684 cm™ correspondente a deformacdo axial de C=0.
- deformac@o axial C---O do anel em 1590, 1490 e 1424 c¢m™
b: Identificacfio no espectro de ressonincia magnética nuclear de > C
- podemos assinalar no espectro o pico pequeno em 166.77 ppm ao grupo C=0.

- 0 pico pequeno em 139 ppm ao atomo de carbono aromatico igualmente
substituido, os picos intensos em 132.20 ppm e 129.59 ppm aos atomos de carbono restante

do anel aromatico
c: Identificacdio no espectro de ressonincia magnética nuclear de '"H

- A presenga de dois dubletes distorcidos em & 7.45 e 8.05 ppm. Podendo assim

afirmar que o produto sintetizado foi o esperado.
d: Tempo de feacﬁo

- 6 horas
e: Rendimento

-80 %
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3.4.3.3 -REACAO COM CLORETO DE p-NITRO BENZOILA
a: Identificaciio no espectro de de ressonincia magnética nuclear de H!

- Apresenta dois dubletes distorcidos em & 7.55 e 8.55 ppm podendo-se assim

afirmar, que o produto sintetizado foi o esperado.
b: Tempo de reacio

- 50 minutos
¢: Rendimento

-50.9%

0]

0O
| I

3.4.3.4 REACAO COM CLORETO DE 0-ACETIL BENZOILA
a: Identificacdo no espectro de infra vermelho

- Deformagdio axial de C=0, 1.688 cm , em frequéncia mais baixa do que a

observada, devido a conjugagéo.

- Desaparecimento da absorgdo intensa correspondente a um estiramento de ligacéo
OH em 3447 cm™.

b: Tempo de reaciio
- 6 horas
¢: Rendimento

-15%
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Q=0

3.4.3.5REACAO COM CLORETO DE p-TOLUILA
a: Identificacdo no espectro de infra vermelho

- deformagdo axial de C=0 em 1700 cm™

- deformagio axial C=C do anel 1600, 1550 e 1324 cm™
b:Identificacfio no espectro de ressonincia magnética nuclear de ** C.

- O deslocamento quimico atribuidos pelo espectro mostra em 170.50 ppm ao grupo
C=0 equivalente, em 143.00 ppm ao atomo de carbono aromatico igualmente substituido,

em 129.81 e 128.95 ppm aos atomos de carbono restantes do anel aromatico.
¢: Tempo de reagio

- 6 horas
d: Rendimento

- 80.2
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3.4.3.6 REACAO COM CLORETO DE 4-BROMO
af Identificac@io no espectro de infra vermelho

- deformagio axial de C=0 em 1676 cm™.

- deformago axial C---O do anel 1586, 1486 ¢ 1426 cm™.
b:Identificaciio no espectro de de ressonancia magnética nuclear de 'H

- apresentou dois dubletes distorcidos em & 7.58 e 7.92 ppm. Podendo assim afirmar

que o produto sintetizado foi o prucurado.
¢. Tempo de reacéo

- 4 horas
d. Rendimento

-799%

Br Br
o ;
0O O
N
CH;

3.4.3.7 REACAO COM CLORETO DE o-TOLUILA
a: Identificacio no espectro de infra vermelho

- deformagio axial de C=0 em 1688 cm’

- deformago angular fora do plano de C-H do anel aromatico em 742 cm’
b: Identificaciio no espectro de de ressonincia magnética nuclear de '"H

- apresentou dois dubletes distorcidos em & 7.36 ¢ 7.28 ppm.
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c: Tempo de reacgiio
- 6 horas
d: Rendimento

-38%
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4 ANALISE FARMACOLOGICA DO EXTRATO BRUTO E DOS
COMPOSTOS  PURIFICADOS

Os testes farmacolégicos foram realizados pela equipe do Prof. Dr. Jodo Batista

Calixto , no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina .
4.1 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.1.1 TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ACIDO
ACETICO

Camundongos “Swiss” machos (25 - 30 g) foram mantidos sob temperatura
controlada (23 + 2 °C) e iluminagdo em ciclo de 12 h com ragdo e agua “ad libitum”. A resposta
nociceptiva foi induzida pela inje¢3o intraperitoneal de acido acético (0,6%) diluido em solugdo
salina (0,9%). Basicamente as contor¢des abdominais consistem na contragio da musculatura
abdominal juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores, de acordo com o método
descrito anteriormente (Bentley et al., 1981'% Collier et al., 1968%; Santos et a., 1994' ).
Grupos distintos de animais foram pré-tratados com os extratos brutos (EB) ou com os
compostos (isolados das diferentes plantas em estudo) por via intraperitoneal (1 - 100 mg/kg),
ou oral (50 - 400 mg/kg), 30 e 60 min antes da injegdo do acido acético, respectivamente. Os
grupos controles receberam o mesmo volume dos veiculos (10 ml/kg) utilizados para diluir os

extratos e/ou compostos puros.

Apds a injegio do acido acético os camundongos foram observados em pares,
colocados em funis de vidro individuais e o nimero de contor¢des abdominais foi quantificado
cumulativamente durante um periodo de 20 min. A atividade analgésica foi determinada
tomando-se como base a inibigdo do nimero das contor¢des abdominais dos animais pré-tratados
com os EHs ou com os compostos isolados das diferentes plantas em estudo, administrados por
via oral ou intraperitoneal, comparados com o nimero das contor¢des abdominais dos animais
controles (salina).

168



4.1.2 DOR INDUZIDA PELA FORMALINA

Para confirmac@o do efeito analgésico dos EB e dos compostos utilizamos o teste da
dor induzida pela inje¢do intraplantar de formalina, um modelo mais especifico que o teste de
contor¢des abdominais, permitindo avaliar dois tipos de dor: a de origem neurogénica
(estimulago direta dos neurdnios nociceptivos) e a dor inflamatoria (caracterizada pela liberagdo
de mediadores inflamatérios). O procedimento utilizado foi similar ao descrito anteriormente
(Corréa e Calixto, 1993*"; Hunskaar et al., 1985, 1986*> ™, Murray et al., 1988™). Os animais
receberam 20 ml de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) ou salina na regido intraplantar da

pata posterior direita e esquerda, respectivamente.

Logo ap0s a injegdo de formalina os animais foram colocados, individualmente, dentro
de um funil de vidro, ao lado de um espelho para facilitar a observagio. Apods foi medido, durante
30 min, o tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com
formalina, sendo esse tempo cronometrado e considerado como indicativo de dor. Esse modelo
permite evidenciar duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira, que ocorre durante os
primeiros 5 min apos a inje¢do da formalina (dor de origem neurogénica), e a segunda, que
ocorre entre 15 a 30 min apds a formalina, representando a resposta tonica a dor acompanhada
de uma resposta inflamatoria relacionada com a liberagéo de mediadores inflamatoérios (Hunskaar
e Hole, 1987"").

Os animais foram tratados com os EB ou compostos por via oral (10 - 400 mg/kg) ou
intraperitoneal (1 - 100 mg/kg), 60 e 30 min antes da inje¢io da formalina, respectivamente. O
grupo controle recebeu igual volume dos veiculos (10 ml/kg) utilizados para diluir os EBs, osv
compostos isolados das diferentes plantas. Ao final do tempo de observagio, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e as patas posteriores foram cortadas na jungdo tibio-
tarsal e pesadas em balanga analitica para quantificagio do edema induzido pela formalina. A
diferenca entre o peso (em mg) da pata direita (injetada com formalina) e a pata esquerda

(injetada com salina) foi considerada como indice do edema.
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4.1.3 TESTE DO TAIL-FLICK

A atividade analgésica dos extratos ou compostos das vérias espécies de plantas foram
a seguir analisada no teste do tail-flick, um modelo de dor muito sensivel para drogas que atuam
centralmente, como a morfina e seus derivados. Foi utilizado o aparelho do tail-flick (Albarsch,
model Tail-flick analgesia meter) para medir o tempo de reagdo (s) a exposi¢do do feixe de luz
(90 W) incidido sobre a cauda dos animais, de acordo com o método descrito previamente por

D'Amour e Smith (1941*"), com pequenas modificacdes.

Os animais foram selecionados 24 horas antes dos experiméntos conforme sua
reatividade ao teste, sendo desprezados aqueles que permaneceram acima de 8 s no aparelho. Os
animais normalmente respondem ao estimulo térmico (/fé&e luminoso, 90 W) movendo sua
cauda, expondo assim uma fotocélula localizada na base do aparelho, que controla o tempo em
que o animal permanece com o feixe de luz incidido sobre sua cauda. Os animais foram pré-
tratados com os EB ou compostos por via oral (100 - 500 mg/kg), ou com morfina (10 mg/kg,
s.c), que foi utilizada como controle positivo, administrados 60 € 30 min antes do experimento,
respectivamente. O tempo maximo permitido de permanéncia do estimulo nocivo sobre a cauda
do animal foi de 20 s para ndo causar danos teciduais aos animais, o qual foi considerado como
indice total de analgesia. O grupo controle recebeu 0 mesmo volume de veiculo (10 mbkg)

utilizado para diluir os EB, compostos ou morfina.
4.14 TESTE DA PLACA-QUENTE

O teste da placa-quente possui, de maneira geral, as mesmas caracteristicas e
sensibilidade que o modelo do tail-flick, ou seja, as drogas que apresentam efeito analgésico no
tail-flick geralmente sdo ativas no teste da placa-quente. Os animais foram colocados dentro de
um cilindro de vidro sobre a superficie de uma placa de metal previamente aquecida & 56 = 1 °C
utilizando-se o aparelho de placa quente (Ugo Basile, Modelo-DS 37). O tempo em segundos
que o animal levou para lamber, morder ou levantar as patas dianteiras sobre a placa previamente

aquecida foi cronometrado e considerado como indicativo de efeito nociceptivo, conforme
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descrito anteriormente (Eddy e Leimback, 1953*'). Cada animal foi selecionado 24 horas antes
dos experimentos de acordo com sua reatividade ao modelo, sendo desprezados aqueles que

permaneceram acima de 8 s na placa aquecida sem reagir ao estimulo térmico.

Os animais foram pré-tratados com os EHs ou com os compostos isoladas das
diferentes plantas por via oral (500 mg/kg), ou com morfina (10 mg/kg, s.c,, utilizada para
comparar com o efeito dos EHs) 60 e 30 min antes do experimento, respectivamente. O tempo
maximo permitido de permanéncia dos animais no aparelho de placa quente foi de 30 s, para nfio
causar danos teciduais aos animais, sendo considerado como indice total de analgesia. O grupo
controle recebeu 0 mesmo volume do veiculo (10 mlkg) utilizado para diluir os EH e

compostos isoladas das diferentes plantas ou morfina.
4.15 DOR INDUZIDA PELA CAPSAICINA

Esse modelo foi proposto recentemente por Sakurata et al. (1992'"°) para o estudo de
compostos que atuam sobre a dor de origem neurdgenica. A inje¢do de capsaicina induz
estimulagdo direta dos neur6nios nociceptivos, causando a liberagdo de varios neuropeptideos
envolvidos na transmissio dolorosa, incluindo principalmente as taquicininas (substancia P,
neurocinina A e neurocinina B) (Sakurata et al., 1992; 1993'"?). Assim, esse teste foi empregado
com o objetivo de evidenciar a possivel interagdo dos extratos ou dos compostos isolados das

espécies de plantas com o sistema taquicinérgico.

Cada animal foi colocado individualmente dentro de um funil de vidro transparente por
um periodo de adaptacdo de no minimo 20 min que, posteriormente, foi utilizado para observar a
reagdo a dor induzida pela capsaicina, cronometrando-se durante 5 min o tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata. Cada animal recebeu 20 ml de solugdo de capsaicina
(1,6 mg/pata), injetada na regido intraplantar da pata posterior direita. O tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com capsaicina foi considerado como
indicativo de dor (Sakurata et al., 1992; 1993'%). Os animais foram tratados com o EH por via
oral (25 - 200 mg/kg) ou intraperitoneal (1 - 30 mg/kg), 60 e 30 min antes da injegdo da

capsaicina, respectivamente. Outros grupos de animais foram tratados por via intraperitoneal com
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os compostos isolados das espécies de planta (1 - 100 mg/kg), 30 min antes da inje¢do de
capsaicina. O grupo controle recebeu somente os veiculos (10 mlkg) utilizados para os

compostos € os EHs das espécies de planta.

5 RESULTADOS
5.1 Siphocampylus verticilllatus

5.1.1 DORINDUZIDA PELA INJECAO INTRAPERITONEAL DE ACIDQ
ACETICO

Os resultados apresentados nas tabelas 4, 5 (A e B) mostram que os EH da S.
verticillatus administrados por via intraperitoneal (100 - 600 mg/kg) ou por oral (100 - 1000
mg/kg), 0,5 e 4 h antes, causou inibigdo dose-dependente das contor¢des abdominais induzidas
pela injegdo de acido acético em camundongos, sendo efetivo 6 a 8 h apds sua administragdo. As
Dlsos calculadas (juntamente com os intervalos de confianga) foram de 204 (140 - 300) e ~1000
mg/kg e inibigdo maxima (IM) de 78 + 4 e 49 * 2%, respectivamente. Quando os compostos
foram testados eles também inibiram de forma dose e tempo dependente as contorcoes
abdominais causada pela acido acético com as DISOs de .61,7 (51,2 - 74,3) ¢ 136,4 (106,2 -
175,2) mg/kg com IM de 57 £ 5 e 61 + 4 %, quando administrado por via intraperitoenal ou oral,

respectivamente.( figura 84 A e B).

S.1.2 DOR INDUZIDA PELA FORMALINA

Os resultados representados nas tabela 7 (A e B) mostram que o EH da S
verticillatus administrado por via intraperitoneal ou por via oral (100 - 1000 mg/kg) causou
inibigdo dose-dependente sobre ambas as fases da dor induzida pela formalina, sendo contudo
mais efetivos em relagdio & segunda fase desse modelo. As DIsys (mg/kg) para a primeira fase
foram: 491 (283 - 853) e 640 (355 - 1150) e as IMs (%) observadas foram de 60 + 5 e 87 + 5%,
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enquanto que para segunda fase as Dlsos (mg/kg) obtidas foram: 185 (103 - 332) e 371 (238 -
580) e IM (%) de 54 + 2 e 68 = 7, respectivamente.

O alcaldide administrado intraperitonealmente (3 - 60 mg/kg) ou oralmente (25 - 200
mg/kg), 30 e 60 min antes, causou significativa inibi¢io dose-dependente de ambas as fases da
dor induzida pela formalina e, a exemplo dos EH, foi mais efetivo em relagio a segunda fase
desse modelo. As DIsos (mg/kg) estimadas para primeira fase foram de: aproximadamente > 60 e
>200 e IM (%) de 31 = 6 e 34 £ 7, respectivamente (figura 85). As Dlsos (mg/kg) calculadas
para a segunda fase da dor a formalina foram de 14,1 (10,8 - 18,4) e 66,5 (51,3 - 86,3) com IM
(%) de 88 + 6 e 88 + 2, respectivamente.

5.1.3 DOR INDUZIDA PELA CAPSAICINA

O tratamento dos animais com o EH do §. verticillatus (100 - 1000 mg/kg, i.p.)
causou inibigdo dose-dependente da dor causada pela injegdo intraplantar de capsaicina (1,6 mg/
pata) (tabela 8). As DI; calculada foi: 420 (357 - 492) mg/kg e IM (%) de 67 + 4. Quando o
EH foi administrado por via oral (100 - 1000 mg/kg), também causou inibigdo dose-dependente
no modelo da capsaicina com as seguintes Dlsos: 485 (373 - 633) mg/kg e IM (%) de 68 £ 7 .

A figura 86, demonstra que o alcaldide (10 - 60 mg/kg, i.p.) causou inibigdo dose-
dependente da dor induzida pela injec@o intraplantar de capsaicina em camundongos. A Dls,
(mg/kg) calculada foi de 30,4 (18,7 - 49,3) e IM (%) de 53 + 4, respectivamente

5.1.4 EFEITO DO EXTRATO TOTAL E DO ALCALOIDE DA §. verticillatus NOS
TESTES DO TAIL-FLICK E PLACA QUENTE

O tratamento dos animais com os EH do S. verticillatus administrados por via
intraperitoneal na dose de 300 mg/kg, ndo causou nenhum efeito analgésico quando analisado
nos testes de tail-flick e da placa-quente (Figura 98). Ao contrario, o tratamento dos animais

com morfina (10 mg/kg, s.c.) 30 min antes causou potente efeito analgésico nos dois modelos
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(tabela 6). Contudo, o alcaldide isolada da S. verticillatus na dose de 100 mg/kg, i.p., também

n3o causou efeito analgésico significativo nesse dois testes (figura 87).

5.1.5 ESTUDO DO POSSIVEL MECANISMOS DE ACAO ANTINOCICEPTIVA
DO EXTRATO TOTAL E DOS COMPOSTOS OBTIDOS DA S. verticillatus

5.1.5.1 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM A NALOXONA
Siphocampylus verticilllatus

Os resultados apresentados na tabela 9 demonstram que o pré- tratamento dos
animais com naloxona (5 mg/kg, i.p., antagonista opidide) causou reversdo de forma significativa
da analgesia induzida pela administragdo de morfina (5 mg/kg, s.c., agonista opidide) e/ou pelo
EH de S. verticillatus (300 mg/kg, i.p.). Da mesma forma que o EH , o efeito analgésico causado
pelo alcaloide isolado da S. verticillatus (30 mg/kg, i.p.) foi significativamente revertido pelo pré-

tratamento com naloxona (figura 88).

Os efeito analgésico, dose dependente causado pelos compostos obtidos por
modificagdes estruturais do alcaldide piperidinico, administrado por via intraperitonial em relagdo
a segunda fase de dor induzida pela formalina podendo observar (figura 90) que o alcaloide

metilado foi revertido completamente pela naloxana no modelo da formalina.

51.5.2 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM L-ARGININA
Siphocampylus verticilllatus

Os dados relacionados na tabela 10 mostram que o pré-tratamento dos animais com
L-arginina (600 mg/kg, ip., precursor do Oxido nitrico) reverteu completamente a agdo
antinociceptiva causada pela administragdo de L-NOARG (75 mg/kg, i.p., inidor da 6xido nitrico
sintase) em ambas as fases da dor causada pela formalina, enquanto o efeito do EH (600 mg/kg,

1.p.) foi revertido somente na segunda fase desse modelo. No entanto, 0 mesmo tratamento com
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L-arginina reverteu de forma signifactiva a ag8o analgésica causada pelo alcaloide em relagdo

ambas as fases da dor induzida pela formalina (figura 89).

5.1.5.3 INFLUENCIA DA ADRENALECTOMIA
Siphocampylus verticilllatus

Os resultados sumarizados na Figura 99, mostram que os animais adrenalectomizados
bilateralmente e 2 semanas apos tratados com o S. verticillatus (300 mg/kg, i.p.) ou alcaléide (30
mg/kg, ip.) apresentaram redugdo da atividade analgésica de forma significativa, quando
comparados com os animais controles (falso-operados), quando testados em relagdo a ambas

fases da dor induzida pela formalina.

5.2 Phyllanthus sellowianus e Phyllanthus fraternus

52.1 DORINDUZIDA PELA INJECAO INTRAPERITONEAL DE ACIDO
ACETICO

Quantos aos compostos isolados de P. sellowianus e P. fraternus que foram testados:

Os esterois , stigmasterol e B-sitosterol (3 - 60 mg/kg, i.p.) 30 min. antes, causou
inibigio significativa ¢ dose dependente das contor¢des abdominais causadas pela injegio
intraperitonial de acido acético em camundongos ( Tabela 6 ). As Dls, s (mg/kg) calculadas
foram de 16.0 (13.6 -20.3) em 9.0 (3.5 - 23.2) e IM (%) de 64 £ 4 € 72 £ 5 para o stigmasterol e B
sitosterol. O stigmasterol administrado oralmente também causou significativa inibigdo das
contorgdes abdominais, porem menos potente. A Disy (mg/kg) estimada foi > 200 e Im (%) de

23+7.

Os compostos, quercetina, geranina, rutina e furosina administrado por via

intraperitoneal (0.3 - 60 mg/kg), causaram inibi¢do dose-dependente das contor¢Ges abdominais

175



provocadas pelo acido acético em camundongos. As DIy (intervalo de confianga de 95%)
calculadas foram: 4.3 (3.3 - 5.7), 19.0 (109 -33.1), 13 (08 -2.1)e 129(71-234) mg/kg ¢ a
inibigdo maxima 93 £ 3, 51 + 4,88 +4 ¢ 61 £4 %, réspectivamente. Quando administrado
oralmente (25 - 200 mg/kg), os compostos quercetina, geranin € rutina ndo foram efetivos em

reduzir as contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético (Figura 96, 97).

5.2.2 DOR INDUZIDA PELA FORMALINA

Quantos aos compostos isolados de P. sellowianus e P. fraternus que foram testados:

Os animais foram tratados por via intraperitoneal com as seguintes drogas padrdo,
aspirina, acetoaminofen e a indometacina e/ou com quercetina, geranina, rutina, galato de etila e
furosina. (1 - 100 mg/kg), 30 min. antes da inje¢do da formalina, respectivamente. O grupo
controle recebeu o veiculo (solugio de NaCl 0.9%, 10 ml/kg) utilizado para diluir as drogas € o
compostos isolados das epécies de Phyllanthus. As figuras 91, 92, e 93 (A e B) mostraram que a
quercetina , geranina, rutina, galato de etila e furosina isolados (1 -60 mg/kg), i.p.), inibiram
significativamente ambas as fases da dor induzida pela formalina, sendo contudo, mais efetivos
em relagdo a segunda fase desse modelo. As Dlsos para a segunda fase foram 14.8 (7.3 - 30.0),
35(29-43),46(3.5-6.0),39(3.1-4.9)e249(20.2 - 30.5) mg/kg e as inibigdo maxima (%)
foram: 87 £ 8,98 + 1,82 £ 6,99 + 1 e 66 £ 5, respectivamente, para a quercetina, geranin,
rutina, galato de etila, e furosin. Por outro lado, todos os compostos nas mesmas doses que
inibiram a dor, nio causaram redug#o significativa do edema da pata de camundongo associado a
segunda fase da dor causada pela formalina (figura 91, 92 e 93 C). Ao contrario , do que foi
observado para os compostos, a aspirina , acetoaminofen e a indometacina apresentaram inibigéo
significativa apenas da segunda fase da dor a formalina com as seguintes DIsos 18.1 (13.6 - 24.3),
22.1 (3.8 -37.6) e 4.8 (3.7 -6.3) mg/kg e inibigio maxima (%) de 85 + 4, 88 + 3 ¢ 64 + 4,
respectivamente (Tabela 11). No entanto, apenas a indometacina causou redugdo significativa do

edema de pata induzida pela formalina.

176



5.2.3 DOR INDUZIDA PELA CAPSAICINA

Quanto ao composto isolado de Phyllanthus a figura 94 ( C ) mostra que a rutina (3 -
30 mg/kg, i.p.) causou potente inibi¢io dose dependente da dor induzida pela inje¢do intraplantar
de capsaicina em camundongos. A DIs, ( mg/kg) foi 3.3 (2.7 - 4.0) e a inibi¢do foi de 74 + 4
%,enquanto que a quercetina e o geranina ( 3 - 60 mg/kg, i.p.) causaram inbi¢io parcial da dor
induzida pela capsaicina (Figura 94 A e B), respectivamente. Por outro lado a indometacina (1-
10 mg/kg, 1.p.) foi completamente destituida de efeito (Figura 95 B), enquanto a morfina (0.5 -
2.5 mg/kg, s.c.) e a dipirona (I - 100 mg/kg, i.p.) apresentaram significativa inibigio da dor
causada pela injecdo intraplantar de capsaicina com as seguintes DIsps : 1.0 (0.8 - 1.3) € 47.0
(38.0 - 58.0) mg/kg e inibigdo méaxima (%) de 89 £ 8 e 72 £ 7, respectivamente (Figura 95 C e
A).
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Tabela 4. Tempo do efeito antinociceptivo do extrato hidroalcoodlico da S. verticillatus
administrada via intraperitoneal ou via oral contra as contor¢gdes abdominal induzida pelo

acido acético em camundongos.

Tempo Numero das contorgdes abdominais

(h) Extrato Hidroacoolico
Intraperitoneal Oral
(300 mg kg™) (600 mg kg™)

0 425+19 446127

0.5 8.6 £ 1.5%* -

1.0 50+22%* -

2.0 10.7 £2.4%** 28.1 £ 1.7**

40 17.0 £ 4 9%* 234 +3.8%*

6.0 272+2.0** 234 +£3.5%*

8.0 35118 250+26 **

10.0 417x20 303 +2.6*

12.0 - 387121

Cada grupo representa 2 média + e.p.m de 4 a 10 animais. *P < 0.05, **P < 0.01 quando

comparado com o grupo controle.
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Tabela 5. Efeito dose-dependente do extrato hidroalcoolico da S. verticillatus sobre as
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos.

Tratamento Numero das contorg¢des abdominais
Dose Intraperitoneal Dose Oral
(mg/kg) (mg/kg)

S. verticillatus 0 40.1+2.38 0 492+32
60 32.0+33 100 375+4.1
100 248+47 300 33.0£57
300 85+1.5" 600 250+ 1.0
600 133+2.0" 1000 252+1.1

DIy’ 204.1 (140.0 - 300.0) ~ 1000
M (%)" 78.0+4.0 491+1.1

Cada grupo representa a média + e.p.m. de 6 a 8 animais. **P< 0.01 quando comparado com
o respectivo controle. “DIs; (mg/kg) com seu respectivo limite de confianga 95%. ‘Inibigio

maxima (%).
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Tabela 6 - Efeito analgésico dose dependente causado pelo stigamasterol e B-sitosterol
administrados por via intraperitoneal ou por via oral sobre as contor¢des abdominais

induzidas pela injecio de acido acético em camundongos.

Numero de contorgdes abdominais

Tratamento Dose(mg/kg) Intraperitoneal  Dose (mg/kg) oral
Stigmasterol 0
3 282+15" 50 31.0 £2.3"
10 194117 100 29.0+2.0"
30 122+1.3" 200 28.0+£2.4"
60 | 17.8+12" - -
B sitosterol 0 350+0.7 - -
3 220+23" - -
10 16.0+2.0" - -
30 100+ 1.6" - -
60 75+1.1" - -
stigmasterol ndo testato
glicosideo

3’metoxi-luteolina  n#o testado

Cada grupo feprve‘seht'a a média +EPM. de 4 -6 animais. Difere
significativamente em relagiio ao controle, P <0.05, P < 0.01. (Resultados obtidos também
por Niero 1993. e Santos et al, 1995).
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Tabela 7. Efeito dose-dependente do extrato hidroalcoolico da S. verticillatus em relagdo
a primeira (0 a 5 min) e ou segunda fases (15 a 30 min) e edema induzido pela formalina em

camundongos.
Extrato Dose Tempo de Reagdo (s) A Peso da Pata
hidroalcoolico
(mg/kg) 0 - 5 min 15 - 30 min (mg)

Intraperitoneal 0 63.3+26 186.0+8.0 74.1+£49
100 46.1 £ 6.2* 1302+ 9.4** 77.0+6.6
300 33.5+£47** 76.6 £11.0** 744+43
600 24 8 £2.9** 23.5+£9.7** 795+5.0
1000 2442 8** 28.5+ 13.6** 785+55

IDse? 491.0 (283.5 - 853.5) 185.6 (103.7-332.3)

MI (%)° 61.0+5.0 87.0£5.0

Oral 0 62125 1648+ 174 712433
100 43 8 +£1.9** 127.4 £9.0** 75.6+42
300 346 £3.7** 73.3 £ 9.0** 749+49
600 30.7 £ 1.7** 63.5+78** 76.5+3.5
1000 273 +£1.0** 57.8+9.5*%* 69.1+£25

ID;* 640.0 (355.0 - 1150.0) 440.8 (226.0-735.0)

MI (%)" 55.0+£24 68.0+5.7

Cada grupo representa a média + e.p.m. de 6 a 14 animais. **P< 0.01 quando comparado com

o respectivo controle. *DIs, (mg/kg) com seu respectivo limite de confianga 95%. “Inibigo

maxima (%o).
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Table 8. Efeito do extrato hidroalcodlico da S. verticillatus sobre a nocicepgao induzida
pela capsaicina em camundongos.

Tratamento Tempo de ReagZo (s)
Dose Intraperitoneal Dose Oral
(mg/kg) | (mg/kg)
S. verticillatus 0 421+25 0 41.0+28
60 32228 100 o 244+£3.0%*
100 249 £3.0** 300 21.4 £ 23**
300 18.6 £ 1.5** 600 18.2+2.6**
600 13.6+2.0%* 1000 173 4 2.2%*
1000 150+21
DI 420.0 (357.3 -492.0) 485.0 (372.7 - 633.3)

MI (%) 67.0+43 543+61

Cada grupo representa a média + e.p.m. de 6 a 8 animais. **P< 0.01 quando comparado com

o respectivo controle. *DIs, (mg/kg) com seu respectivo limite de confianga 95%. "Inibigio

maxima (%).
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Tabela 9. Efeito do pretratamento da naloxona (i.p.) sobre a antinocicepgdo causada pela
morfina (s.c.) ou EH da §. verticillatus (i.p.) contra as contor¢des abdominais induzida pelo
acido acético em camundongos.

Drogas Dose Numero de contorgGes
abdonimais .
(mg/kg)

Controle 0 412120
Naloxona 5 431126
Morfina ’ 5 0+ 0**

S. verticillatus 300 95+ 1.6**
Naloxona + S. verticillatus 5 +300 201+39"
Naloxona + morfina | 5+5 272446

Cada grupo representa a média + de 6 - 10 animais. **P< 0.01quando comparado com o
respectico controle. "P<0.01 quando comparado ao agonista mais antagonistas contra o

agonista sozinho.
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Tabela 10. Efeito do L-arginina (i.p.) on L-NOARG (i.p.), morfina (s.c.) ou HE da S.
verticillatus (i.p.)-induzida pela a¢@o antinociceptiva contra a dor induzida pela formalina.

Drogas Dose Tempo de Reagdo (s)

(mg/kg) 0-5min 15 - 30 min
Controle 0 56.0+2.1 189.2+188
L-arginina ! 600 59.1£5.0 160.0+ 15.0
L-NOARG 75 36.3 £3.2%* 32.3 £ 10.8%*
Morfina 5 203+ 1.6%* 31.1+93%*
S. verticillatus 600 322+ 27%* 10.5 + 10.5%*
L-arginina + S. verticillatus 600 + 600 363 +3.0™ 1042+ 133"
L-arginina + L-NOARG 600 + 75 540+43" 144.4+223%
L-arginina + morfina 600 + S 221+23™ 141.1+206"

Cada grupo representa a media + e.p.m. de 6 a 10 animais. **P< 0.01 quando comparado ao
valor do controle, P < 0.01 quando comparado ao sinal de adi¢do do agonista ao agonista mais

antagoinistas contra o agonista sozinho. NS, ndo significativo estatistica quando comparado

com o agonista mais o antagonista contra o agonista sozinho.
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Tabela 11. Efeito do acetoaminofen, idometacina e da aspirina administrados por via
intraperitoneal em relaggo a primeira (0 - 5 min) e a segunda fase (15 - 30 min) da dor e

sobre o edema de pata, induzidos pela injegdo de formalina em camundongos. (Phyllanthus sp.)

Drogas Tempo de reag@o (s) Peso da Pata
(mg/kg, ip.) 0-5 min 15 - 30 min (mg)
Acetoaminofen
0 813+3.0 1292 +87 50.0+49
10 740+17 8040737 40.0£3.0
30 694+28  5640+57" 48.0+3.6
60 724430  3600+327 426+33
100 - 19.10+3.8™ 478+18
Indometacina
0 635+50  137.8+11.0 65.0+2.0
1 61.0+40  1542+77 66.0+ 5.0
3 565+ 60 8130+437 56.0+40"
10 701450  56.60+63 " 470+307
Aspirina
0 844+20  1162+39 440+6.1
10 69.8+20  7120+40" 440+6.1
30 71.1+09  6330+33" 40.0+3.0
60 698+25  41.70+82" 44.0+3.6
100 - 1450+2.6™ 48.6+2.6

Cada grupo representa a média = E.P.M. de 6 - 8 animais.

Difere significativamente em relagdo ao grupo controle, *P<0.05, **P<0.01.
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Figura 84. Efeito analgésico dose dependente causado pelo alcaloide administrado por via
intraperitoneal (A) ou oral (B) em relagdo as contor¢des abdominais causada pela inje¢do
de acido acético em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais e as

barras verticais os E.P.M. Difere significativamente do controle,*P< 0.05; **P< 0.01.
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Figura 85. Efeito analgésico dose dependente causado pelo alcaloide administrado por via
intraperitoneal (painel superior) ou oral (painel inferior) em relagdo a primeira (A), segunda
fase (B) da dor e edema de pata ( C ) induzidos pela formalina. Cada grupo representa a
média de 6 - 8 animais e as barras verticais os E.P.M. Difere significativamente do controle,

*xP< (0.01.
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Figura 86. Efeito analgésico dose dependente causado pelo alcaloide administrados por via
intraperitonial sobre a dor induzida pela capsaicina. Cada grupo representa a média 6 - 8

animais e as barras verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente controle**P<0.01.
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Figura 87. Efeito do tratamento dos animais com morfina e com o alcaloide sobre a dor
induzida no testes da Placa quente (A) e Tail-flick (B) em camundongos. Cada grupo
representa a média 5 - 8 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. Difere

significativamente do controle, **P< 0.01.
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Figura 88 Influéncia do tratamento com naloxona sobre a analgesia causada pela
administragdo da morfina e ou do alcaléide sobre a segunda fase da dor induzida pela
formalina. Cada grupo representa a média 6 - 8 animais e as barras verticais indicam os

E.P.M. difere significavamente do controle, **P< 0.01.
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B Tolerancia(Morfina 5 mg/kg,
s.c. para 7 dias)

Controle Morfina Alcaldide
(5 mgl/kg, s.c.) (30 mg/kg, i.p.)

Figura 89. Influéncia do pré tratamento com morfina sobre a analgesia causada pela
administragdo da morfina e ou do alcaldide sobre a segunda fase da dor induzida pela
formalina. Cada grupo representa a média 6 - 8 animais e as barras verticais indicam os

E.P M. Difere significativamente do controle, *¥P< 0.01

191



180- n=4

160+

140 = 3-4-3-2
Alcaldide

120+

100+

80+

Lambida (s)

604

404

Compostos (10 mg/kg, i.p.)

1
o
N
'
CHy CHy CHy

cl —O—c =0 om¢ —Q—cn O—c =0 omC CHs CHs
1 1 1 1
o o
1 1
CHy

3432 3431 3433 341

o o
o P

CH; —C3 2C=CHy
0 o

CHs -s =0 o=? —-CHs G—c-o o-CC CHy —-O—C =0 o=C —O—CH; Br —O—(l? =0 o=c—O—Br
' 1 1 ' '
N
1 )

1
CHz CH; CH3 CHy

342 3434 3435 3436

Figura 90. Efeito analgésico dose dependente causado pelos compostos obtidos por
modificagdes do alcaloide, administrado por via intraperitoneal em relagdo a segunda fase da

dor induzida pela formalina.
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Figura 91. Efeito analgésico dose dependente causado pela geranina (painel superior ) e
pela furosina (painel inferior ) isolados das espécies de Phyllanthus sellowianus e
Phyllanthus fraternus, administrado por via intraperitoneal em relagio a primeira (A),
segunda fase (B) da dor e edema de pata ( C ) induzida pela formalina. Cada grupo

representa a média de 6 - 8 animais e as barras verticais os E.P.M. Difere significativamente

do controle, **P<0.01.
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Figura 92. Efeito analgésico dose dependente causado pela rutina isolado das espécies de
Phyllanthus sellowianus e Phyllanthus fraternus administrado por via intraperitoneal (painel
superior ) ou oral (painel inferior ) em relagéio a primeira (A), segunda fase (B) da dor e
edema de pata ( C) induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais

e as barras verticais os E.P.M. Difere significativamente do controle , **P<0.01.
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Figura 93. Efeito analgésico dose dependente causado pelo galato de etila (painel superior)
e pela quercetina (painel superior) isolado das espécies de Phyllanthus sellowianus e
Phyllanthus fraternus adiministrado por via intraperitoneal em relagdo a primeira (A),
segunda fase (B) da dor e edema de pata ( C) induzidos pela formalina. Cada grupo
representa a média de 6 - 8 animais e as barras verticais os E.P.M. Difere significativamente

do controle **P<0.01.
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Figura 94. Efeito analgésico dose dependente causada pela quercetina (A), geranina (B) e
pela rutina ( C) isolados das espécies de Phyllanthus sellowianus e Phyllanthus fraternus
administrado por via intraperitoneal em relagdo a dor induzida pela capsaicina. Cada grupo
representa a média de 6 animais e as barras verticais os E.P.M. Difere significativamente do

controle, ¥*P<0.05; **P<0.01.
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Figura 95. Efeito analgésico dose dependente causada pela dipirona (A), indometacina (B)
e pela morfina ( C) em relagdo a dor induzida pela capsaicina. Cada grupo representa a
média de 6 animais e as barras verticais os E.P.M. Difere significativamente do controle,

*P<0.05; ¥*P<0.01.
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Figura 96. Efeito analgésico dose dependende causado pela quercetina (painel superior) e
pela rutina (painel inferior isolados das espécies de Phyllanthus sellowianus e Phyllanthus
fraternus , administrado por via intraperitonial (A) ou por via oral (B) sobre as contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos. Cada grupo representa a média
de 6 - 8 animais e as barras verticais indicam os E.P M. Difere significativamente do

controle, ** P<0.01.
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Figura 97. Efeito analgésico dose dependente causado pela geranina (painel superior) e
pela furosina ( painel inferior ) isolados das espécies de Phyllanthus sellowianus e
Phyllanthus fraternus, administrado por via intraperitoneal (A) ou por via oral (B) sobre as
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos. Cada grupo
representa a média de 6 - 8 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. Difere

significativamente do controle, **P<0.01.
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Figura 98. Efeito do tratamento dos animais com morfina e com o Extrato S. verticillatus
sobre a dor induzida no testes da Placa quente (A) e Tail-flick (B) em camundongos. Cada
grupo representa a média 5 - 8 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. Difere

significativamente do controle, **P< 0.01.
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Figura 99. Influéncia da adrenalectomia dos animais sobe a atividade antinoceciptiva do extrato

hidroalcoolico obtido de S. verticillatus
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6 CONCLUSAQO

6.1  ANALISE FARMACOLOGICA DE Siphocampylus

Extrato

O extrato do género Siphocampylus verticilatus, administrado por via intra
peritonial (i.p.) ou por via oral (v.0.) em camundongos, inibiu de forma dose-dependente,
com longa duragdo as contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. No teste de
indugdo pela formalina, o extrato inibiu ambas as fases da dor. Administrado por v.o. ou i.p.,
o extrato inibiu de forma dose-dependente a dor neurogénica induzida pela capsaicina. Nos
modelos da placa quente e do tail-flick a morfina (s.c.), causou significativo efeito de
analgesia, enquanto o extrato (i.p.) demonstrou-se inativo. A naloxana (i.p.), reverteu
significativamente as agdes do extrato e da morfina no modelo da formalina. O tratamento
dos animais com L-arginina (i.p), (precursor do 6xido nitrico), reverteu completamente o
efeito analgésico causado pela L-NOARGININA (i.p.) em ambas as fases da dor. Enquanto
o efeito do extrato (i.p.) causado pela formalina foi revertido somente na segunda fase desse
modelo. O extrato (i.p.) ndo afetou a performace motora dos animais quando analisado no

modelo da rota-rod.
Alcaloide

A analise da agdo antinociceptiva do alcaldide, administrado por via i.p. ou v.o.,,
causou inibigdo na dose-dependente das contor¢des abdominais induzidas pelo acido
acético. No teste da formalina ocorreu significativa inibi¢do da primeira e segunda fase da
dor ,induzida pela injegdo intraplantar de formalina. O alcaldide adminstrado via i.p. ou via
v.0. causou efeito analgésico de maneira dose dependente na dor de origem neurogénica
induzida pela capsaicina. No teste da placa quente a morfina causou analgesia, enquanto
que o alcaloide (i.p.) foi menos potente. Os efeitos do alcaléide e da morfina foram
revertidos completamente pela naloxona (i.p.) no modelo da formalina. Podendo observar
que tanto a morfina (s.c.) quanto o alcaldide (i.p.), apresentaram seus efeitos
antinociceptivos significativamente reduzidos nos animais pré tratados durante 7 dias com

uma dose diaria de morfina (s.c.). As modificagdes estruturais apresentaram o efeito

202



analgésico, administrado por via intra peritonial, em relagio a segunda fase da dor induzida
pela formalina podendo-se observar que o alcaloide metilado foi revertido completamente,

pela naloxona, no modelo da formalina.

Os resultados do extrato e do alcaloide de Siphocampylus veticillatus apresentam
pronunciada agdo analgésica, tanto por via oral como intra peritonial, nos modelos de dor,
de origem neurogénica e inflamatoria, cujo mecanismo de a¢@o parece envolver em parte a

ativagdo dos sistemas opiodides e a via da L-arginina-0xido nitrico.

6.2 ANALISE FARMACOLOGICA DE Phyllanthus

Os resultados mostraram que os compostos quercetina, geranina, rutina e furosina
isolados das espécies de Phyllanthus quando administrados por via intraperitoneal, causaram
inibigdo dose dependente das contor¢des abdominais, provocadas pelo acido acético em
camundongos. Quando administradas oralmente, os compostos quercetina, geranina e rutina

ndo foram efetivos em reduzir as contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético.

As analises mostraram que a quercetina, geranina, rutina, galato de etila e furosina,
inibiram significativamente ambas as fases da dor induzida pela formalina, sendo contudo,
mais efetivos em relagdo a segunda fase desse modelo, respectivamente, para a quercetina,
geranina, rutina, galato de etila e furosina. Por outro lado, todos os compostos que nas
mesmas doses inibiram a dor, ndo causaram redug@o significativa do edema da pata de
camundongo, associada a segunda fase da dor causada pela formalina. Ao contrario, do que
foi observado para os compostos, a aspirina, acetoaminofen e a indometacina (i.p.)
apresentaram inibigdo significativa apenas da segunda fase da dor a formalina. No entanto,
apenas a indometacina causou redugdo significativa do edema de pata induzido pela

formalina.

A analise mostra que a rutina (i.p.) causou potente inibigdo dose dependente da dor
induzida pela injegdo intraplantar de capsaicina em camundongos, enquanto que a quercetina
e a geranina (i.p.) causaram inibigdo parcial da dor induzida pela capsaicina. Por outro lado a

indometacina (i.p.) foi completamente destituida de efeito, enquanto a morfina (s.c.) e a
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dipirona (i.p.) apresentaram significativa inibi¢do da dor causada pela inje¢éo intraplantar de

capsaicina.

Os resultados confirmam os estudos anteriores € demonstram que o género
Phyllanthus, contém compostos de natureza quimica diferente, incluindo alguns taninos,
esterdides e flavondides com potente a¢do analgésica em diferentes modelos de dor de

origem neurogénica e inflamatoria em camundongos.

6.3 COMPOSTOS IDENTIFICADOS

Até o presente, as investigagBes com a espécie Phyllanthus sellowianus
levaram ao isolamento e identificagdo das substancias, Glochidona, glochidonol, sitosterol,
stigmasterol, campesterol, B-sitosterol, a-amirina, B-amirina, xantoxilina, éster etil galico,
quercetina, furosina, rutina e geranina, enquanto que para a espécie de Phyllanthus
fraternus foram isolados e identificados, hipofilantina, éster metil gélico, geranina, rutina,
furosina, salientando que so foi analisado o extrato acetato de etila de Phyllanthus fraternus.
Para a espécie de Siphocampylus verticillatus foram isolados e identificados, campesterol,
B-sitosterol, stigmasterol, o-amirina, B-amirina, stigmasterol glicosideo, 3’metoxi luteolina
e dois novos alcaldides piperidinicos, N-metil-2(r)-[2(s)hidroxipentil]-6(s)-[2(r)-
hidroxipentil]-piperidina  hidrocloridrica e N-metil-2(2-hidroxibutil)6-(2-hidroxipentil)-

piperidina cloridrica.
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