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RESUMO

Neste trabalho foram estudadas plantas com efeito analgésico de interesse 

farmacológico. Iniciamos os nossos estudos com as espécies de Phyllanthus sellowianus - 

Phyllanthus fratemus - em seguida trabalhamos com Siphocampylus verticillatus, 

utilizamos como metodologia de separação dos compostos ativos, a maceração das partes 

aéreas em metanol 95 %, na sequência fracionamos o extrato por um processo de extração 

por solventes imiscíveis de diferentes polaridades, possibilitando a separação dos compostos 

aqui citados  ̂ As espécies de Phyllanthus sellowianus - Phyllanthus fratemus viabilizaram o 

isolamento da Glochidona, glochidonol, sitosterol, stigmasterol, campesterol, P-sitosterol, 

a-amirina, P-amirina, xantoxilina, éster etil gálico, quercetina, furosina, rutina, geranina, 

hipofilantina, éster metil gálico, na espécie Siphocampylus verticillatus foram identificados 

campesterol, P-sitosterol, stigmasterol, a-amirina, P-amirina, stigmasterol glicosideo, 

3’metoxi luteolina e dois novos alcalóide piperidínicos, N-meti-2(r)-[2(s)hidroxipentl-6(s)- 

[2(r)-hidroxipentil]-piperidina cloridrica e N-metil-2(2-hicroxibutil)-6-(2-hidroxipetil)- 

piperidina clorídrica.

Os testes farmacologicos mostraram que o extrato e os alcalóides de 

Siphocampylus verticillatus administrado por via intraperitonial ou por via oral, inibiram de 

forma dose-dependente, as contorções abdominais induzidas pela injeção de ácido acético. O 

tratamento dos animais com o alcalóide, causaram significativa inibição da primeira e da 

segunda fase da dor, induzida pela injeção intraplantar de formalina, sendo contudo, mais 

efetivo em relação a segunda fase desse modelo. Por outro lado, o alcalóide nas mesmas 

doses foi efetivo em inibir a dor, e não causou redução significativa do edema da pata de 

camundongo associado a segunda fase da dor causada pela formalina. O alcalóide causou 

inibição dose-dependente da dor induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em 

camundongos. No entanto, o alcalóide, não 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 opióides, 

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

tratados durante 7 dias com uma dose diária de morfina .

Os resultados indicam que o extrato e o alcalóide da espécie de Siphocampylus 

verticillatus apresentaram pronunciada ação analgésica, tanto por via oral como intra 

peritonial, nos modelos de dor de origem neurogênica e inflamatória, cujo mecanismo de 

ação pareceu envolver em parte, ativação dos sistemas opióides e a via da L-arginina-óxido 

nítrico.

Os resultados das substâncias isoladas das especies Phyllanthus sellowianus - 

Phyllanthus fraternus confirmam os estudos anteriores, demonstrando que possuem 

substâncias de natureza química diferente, incluindo alguns taninos, esteróis, fiavonóides 

com potente ação analgésica em diferentes modelos de dor de origem neurogênca e 

inflamatória em camundongos.
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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 belon^g to the genus Phyllanthus 

{P. sellowianus and P. fratemus ) in various models of nociception in mice. The intr^eritoneal 

injection of quercetin, geraniin, rutin or furosin (0.3 - 60 mg/kg) caused graded inhibition of the 

abdominal constrictions induced by acetic acid (0 . 6  %), with mean IDjo values of 4.3 (3.3 - 5.7), 

19.0 (10.9 - 33.1), 1.3 (0.8 - 2.1) and 12.9 (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 fiirosin ( 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 mean ID50 values for the late phase were: 14.8 (7.3 - 30.0), 3.5 (2.9 - 4.3), 4.6 (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 6 6  ± 5 %, respectively. All compounds failed to affect formalin-induced paw odema. In 

contrast, aspirin, acetaminophen and indomethacin ( 1  - 1 0 0  mg/kg, i.p) attenuated only the late 

phase of the formalin-induced licking, with mean ID50 values of 3 .3 (2.7 -4.0) mg/kg and MI of 

74 ± 4%. These results indicate that quercetin, 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 IDso (i.e. dose necessary to 

reduce by 50 % relative to control response 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 forinalin-induced licking, the alkaloid (10 - 60 mg/kg, i.p. or 25 - 200 mg/kg, 

p.o.) caused similar inhibition of both phases of formalin-induced pain. The mean ID50 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, 8 8  ± 6  and 8 8  ± 2 %, respectivey. However, the alkaloid Med 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 efl0Fects of both morphine and the alkaloid were fiilly reversed by 

previous treatment of animals vwth naloxone ( 5 mg/kg, i.p ). The antinociceptive effect caused by 

the moiphine (5 mg/kg, s.c ), and also thje effects induced by the alkaloid (30 mg/kg, i.p ), were 

inhibited after 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 lDjo value o f30.4 (18.7 - 49.3) mg/kg and MI 

of 53 ± 4%. These 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: Phyllanthm sellowianus ( 

Clochidone, glochidonol, stigmasterol, campesterol, |3-sitosterol, a-amirin, P-amirin, xanthoxilin, 

ethyl galate, quercetin, fiirosin, rutin and geraniin ),PhyllanthMSfraternus(hiphofilantyn, methyl 

gáate, geraniin, rutin, and fiirosin), Siphocampylus verticillathus (Campesterol, P-sitosterol, 

stigmasterol, a-amirin, P-amirin, stigmasterol glicosideo, 3’methoxy luteolin and new two 

alkaloid piperidine, [N-methyl-2(2-hydroxybutyl)-6-(2-hydroxypentil)piperidine hidrochloride] 

and [N-methyl-2 (2 -hydroxypentil)-6 -(2 -hydroxypentil)peridine hidrochoride].
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1. INTRODUÇÃO

Em todas as partes do mundo onde tem se desenvolvido as diversas civilizações 

humanas temos observado a estreita relação do homem com os vegetais que o rodeiam, 

tendo influenciado e determinado grandemente suá maneira de viver, marcando suas, formas 

de alimentação, vestimenta e cura de suas enfermidades. Tal relação vem perpassando os 

tempos desde a mais remota antigüidade. Provavelmente o uso das plantas no tratamento de 

diversas enfermidades é inato tanto no homem como nos animais, a aplicação empírica 

destas adveio de sucessivas observações que se propuseram ao então mundo incognocível 

das plantas medicinais. Diante desta perspectiva podemos vislumbrar. Estudos realizados em 

chimpanzés na Tanzânia, 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 egípcios 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 indígenas dos Estados Unidos da América, 

sempre utilizaram diversas classes de plantas para a cura de diversas enfermidades.
«

Hipocrates (460 - 361 AC) considerado pai da medicina, catalogou e empregou centenas de 

drogas de origem vegetal bem como Teofrasto (225 AC) e Discóredes (20 DC), que 

escreveram vários volumes sobre vegetais usados na terapêutica.

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 úmida onde poderia se afirmar que de 1 0  a 1 2  % devem apresentar atividade 

biológica, constituindo importante fonte de fármacos ( Estrella, 1993)“*̂ No Brasil 

encontram-se uma das floras mais ricas do mundo, contém cerca de 1 2 0 . 0 0 0  espécies 

vegetais das quais aproximadamente 500 foram estudadas sob o ponto de vista fitoquímico 

(Wagner & WolfiF, 1977)'^ .̂

As plantas medicinais constituíram durante séculos a base da terapêutica (Schenkel et 

al. 1988)"^. Já em 1819 o primeiro laboratório químico criado no Brasil, no Estado do Rio de 

Janeiro, para a análise de insumos e produtos vinha atender necessidades geradas na criação 

do primeiro Jardim Botânico. Com o avanço tecnológico a partir do See. XIX, passou-se a

1



extrair e modificar as substâncias ativas, algumas vezes potencializando a atividade das 

mesmas ( Neves, 1982/^ Considerando a variabilidade botânica e complexidade química, 

convém alertar os possíveis efeitos colaterais e tóxicos das plantas e seus produtos naturais, 

bioativos extraídos das mesmas. O sistema nacional de informações tóxicas farmacológicas 

(SINITOX) apresenta dados alarmantes quanto ao número de vítimas de intoxicações pelo 

uso indevido de plantas e medicamentos. Dentre os 3960 casos de intoxicação e 

envenenamento humanos adulto notificados a SINITOX no período de 1987 a 1991, 

provocados pelo uso de plantas medicinais, demonstra um percentual de vitimas: homens 

adultos (53,9 %), mulheres aduUas (43,94 %) e categoria ignorada (2,12 %), dos quais 3447 

obtiveram cura, 31 sofreram óbito e 482 foram ignorados, somando aos 1844 casos de 

intoxicação e envenenamento ocorridos neste mesmo período em crianças de 1 - 5 anos de 

idade.

Tais recorrências nos empelem a dirigir esforços na análise científica das plantas, 

afim de extrair as substâncias ditas naturais, consideradas substâncias ativas oriundas de 

vegetais. Afim de submete-las a testes farmacológicos e, possivelmente, por meio de síntese 

química otimiza-las tomando-as mais potentes e menos tóxicas, levando ao caminho da 

tecnologia industrial de produção de medicamentos, impondo parâmetros de quaUdade, 

validação de métodos, e ensaios de segurança dos mesmos.

A Organização Mundial de Saúde (OMS) aponta que no ano 2020 a população 

chegará a 7,5 bilhões de pessoas. Destas cerca de 75 % viverão em países em 

desenvolvimento, os quais consomem atualmente cerca de 15 % do mercado total de 

medicamentos, o que impõe o desenvolvimento de novas tecnologias química a partir de 

plantas medicinais.

O consumo mundial de medicamentos ascendeu em 1990 cerca de 173 bilhões de 

dólares e a participação da América Latina foi somente de 8 , 8  milhões, 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 cifi-as indicam que o consumo de 

medicamentos nos países em desenvolvimento vem decrescendo em proporção a 

deterioração 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) Frentè às dificuldades encontradas, a Organização Mundial da Saúde 

selecionou 252 fármacos básicos dos quais 48,9% são obtidos por síntese, 11.1% são de 

origem vegetal, 9.1% de origem mineral, 8.7 % de origem animal e 6.4% de origem 

microbiana, restando 9.5 % para os fármacos obtidos por síntese (Korolkovas, 1989)’’.

Estima-se que 50% da população da América Latina tem pouco ou nenhum acesso a 

medicamentos, o que implica em um sistema de Saúde ineficiente. As plantas e seus 

derivados representam cerca de 25 % dos 173 bilhões Dólares dos fármacos consumidos 

porém o Brasil importa muitos destes farmacos entre eles os que compõem a relação 

nacional de medicamentos essenciais (RENAME), como Glicosídeos, cardiotônicos, 

digoxine, deslanósideo e tricolchicosideo.

A química de produtos naturais aliada a farmacologia, representam um importante 

fator em favor da autonomia nacional para desenvolver tecnologica de ponta na produção 

de fármacos . As plantas compõe enorme arsenal terapêutico já viabilizado cientificamente 

pelo estudo sistematizado de diversas famílias botânicas. Cabe aqui contarmos algumas 

espécies que em muito motivam esta pesquisa.

O gênero Phyllanthus pertence à famíUa Euphorbiaceae e possui uma representação 

significativa no Brasil . Esta família engloba cerca de 8.000 espécies^®, distribuídas em 

aproximadamente 300 gêneros. Este grupo de plantas é constituído de ervas , sub 

arbustos, trepadeiras e árvores.

Pio Correia (1931)̂  ̂não considera quebra -pedra e erva pombinha como sinônimos , 

afirmando que as espécies Oenanthe phellandrium Lam ., Phyllanthus corcovadensis 

Muell. Arg., Saxifraga granulat L. , e Silaus pratensis Bess,, são 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 âs Euphorbiaceae utilizadas na medicina popular destacam-se os quebra- 

pedras, pertencentes ao gênero Phyllanthus, conhecidos popularmente como erva 

pombinha, arrebenta -pedras, sarandi branco e saxifraga. São utilizadas na medicina popular 

como diuréticas, litolíticas, eupépticas, aperientes, também possui em indicação uso no 

tratamento de cistites, cólicas renais, enfermidades crônicas da bexiga, hidropisia e em



distúrbios da próstata. As folhas e sementes são usadas como medicamento especifico contra 

diabetes

Segundo Cruz (1965) quebra-pedra é um poderoso diurético e eliminador de 

ácido úrico. É usado pela medicina popular com muita confiança para combater as afecções 

do figado, icterícia , diabete, cólica dos rins, moléstia da bexiga e na retenção urinária . 

Estudos realizados com espécies do gênero , mostraram a utilização de infiisões dos ramos 

é raízes jovens destas plantas , no tratamento da asma brônquica, inflamações diabéticas e 

icterícia , e que alguns princípios inibem “in vivo”, a repHcação do vírus da

hepatite B em marmota Marmita monax , além de possuir atividade sob antígenos de 

superficie do vírus da hepatite B e notadamente a ocorrência de inibição do HIV-RT, sendo 

que, o agente inibidor foi determinado como sendo o ácido repandusínico

No Brasil , inúmeros vegetais são empregados como fonte alternativa de 

medicamentos. Na medicina popular várias espécies que pertencem a família das 

Euphorbiaceae , são empregadas com o propósito de facilitar a remoção de cálculos renais 

ou biliares. Destacam-se entre elas as espécies do gênero Phyllanthus sellowianus Muell. 

Arg., Phyllanthus tenellus R., Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg., Phyllanthus diffusus 

Klotx., Phyllanthus acutifolius Spreg. e Phyllanthus brasiliensis Muell. Arg. *’ .

A Sebastiania schottiana da família Euphorbiaceae foi estuda por Calixto et al., (1986)^^ 

onde determinou-se a existência de efeito anti-espasmódico sobre a musculatura lisa nos 

extratos etéreo e clorofórmio. O extrato etéreo foi estudado detalhadamente por Miguel, 

(1987)®  ̂ onde foram determinados diferentes diterpenos e esteróis: glutinol, alfa e beta 

amirina, stigmasterol e sitosterol além de 2-hidróxi-4,6-dimetóxi-acetofenona, que 

apresentou atividade anti-espasmódica (Calixto et al, 1990)^\

A análise química das espécies do gênero, incluindo o Phyllanthus niruri (L.) Muell. 

Arg., revelou a existência de alcalóides (securina, dehidrosecurina) fiavonóides (quercetina, 

astragalina , quercitrina , isoquercitrina e rutina ) lignanas (filantina

, hipofilantina 'O'*’ , filtetralina , nirantina ^  lintetralina

, nirtetralina e filtetralina

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

substâncias químicas, são responsáveis pelas supostas propriedades que atuam nos cálculos
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urinários de extratos de Phyllanthus. Segundo Bacchi (1983)  ̂ , é provável que a ação 

diurética de Phyllanthus tenellus Roxb,, se deva , pelo menos em parte, a presença de 

ácido gálico, uma vez que Filomeni (1937)̂ ’̂ comprovou a ação diurética de ácido gálico 

em coelhos, apesar de Araújo (1929)’ contestar a validade do uso de coelhos para testes de 

diurese.

O gênero Siphocampylus pertence a família campanulaceae, que apresenta grande 

interesse por compor varias espécies medicinais dentre estas destacam-se as lobelias. A 

Lobelia inflata, N.F. possui diversos alcalóides piperidínicos 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 solúveis na água. A a-lobelina possui ação 

estimulante respiratório empregado na terapêutica de recém natos, no socorro de acidentes 

ocorridos durante anestesia, nos casos de envenenamento e entre outros possui importante 

papel na profilaxia do hábito tabagista, qual utilizada por via oral, promove uma influência 

negativa entre a nicotina e a a-lobelina controlando o hábito do tabagista’^

Na botânica sistemática do gênero Siphocampylus, pertencente a sub família 

Lobeloidea Schonland., que apresentam características de muitas plantas tropicais 

produtoras de látex, seus órgãos são ricos em canais lactíferos, sabendo-se que os ovinos, 

bovinos e eqüinos não comem estas plantas. Algumas espécies de Siphocampylus são 

cultivadas em Santa Catarina como ornamentais exibindo belas flores coloridas de vermelho, 

rosa, purpura, amarelo, alaranjado outras são bicolores, de vermelho com limbo amarelo (S. 

hetulaefolius ) ê as vezes, de vermelho com manchas amarelas (S. fimbriatus). Sobre sua 

toxidade descreve F.C. Hoehme (1939)'^  ̂ que a presença de maior ou menor quantidade de 

látex nos órgãos vegetativos, constitui um elemento para avaliar a sua maior ou menor 

toxicidez.

Segundo Wimmer (1968)̂ ^® a sub família compõem-se de 29 gêneros, somando 

1208 espécies, ocorrendo em todos os cinco continentes.

Mc Vaugh^' indicou que a metade das espécies desta sub família ocorrem na 

América do Sul, neste continente os três maiores gêneros são Burmeistera Triana., 

Centropogon Prest., e Siphocampylus Vo\A., somando juntos 530 espécies.



1.1 OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

Ao consultar a literatura científica especializada, constatou-se a ocorrência de grande 

interesse na busca de analgésicos específicos, com menor efeito colateral. Tal preocupação 

justifica-se pela ocorrência de 8.000.000 de Brasileiros que necessitam de alternativas no 

tratamento de cálculos renais.

Isto serviu de estímulo inicial para desenvolver o trabalho de investigação aqui 

proposto , Desta forma, são objetivos do presente trabalho:

1. O isolamento de constituintes químicos presentes nos extratos 

das duas espécies em estudo, Phyllanthus sellowianus, P. fratemus e Siphocampylus 

verticillatus , através do desenvolvimento de novas técnicas cromatográficas e da 

otimização de técnicas já existentes.

2. Realização de testes biológicos e farmacológicos com os extratos 

e compostos puros obtidos, para a identificação dos componentes responsáveis pela(s) 

atividade(s) encontradas(s).

3. Determinação da estrutura química dos compostos com atividade 

analgésica, antiinflamatória ou antiespasmódica.

4. Realização de modificações estruturais, com o objetivo de 

determinar a correlação entre estrutura química e atividade farmacológica, pretendendo-se 

obter dados que levem a compostos mais potentes, seletivos, que poderão proporcionar a 

elucidação do mecanismo de ação farmacológica.



1.2. CONSroERAÇÕES A RESPEITO DE SISTEMÁTICA

1.2.1. POSIÇÃO SISTEMÁTICA de Phyllanthus

De acordo com a classificação de Engler (1964)'** , Phyllanthus tem a seguinte 

posição sistemática:

Divisão Ansiosoermae Brongniart

Classe Dvcotvledoneae DC.

Subclasse Archlamvdeae Engler

Ordem Geraniales Lindley

Família Euohorbiaceae Jussieu

SubFamília Phyllanthoideae Pax

Tribo Phyllantheae Pax

Subtribo Phvllantbinae Pax

Gênero Phyllanthus L

Secção Menarda (Commers)

Espécie Phyllanthus selowianus

fratenus



2 LITERATURA

2.1 GENERALIDADES SOBRE A FAMÍLIA EUPHORBL4CEAE 

E GÊNERO PHYLLANTHUS

A família Euphorbiaceae caracteriza-se por várias de suas espécies apresentarem 

caules, folhas e outras partes da planta atravessados por canais lacticíferos. São constituídas 

por células ramificadas, no gênero Euphorbia, por vasos lacticíferos como em Manihot, ou 

ainda por fitas de sacos lacticíferos. Na maioria dos casos o látex é branco, encerrando com 

freqüência propriedades cáusticas

As flores femininas da família Euphorbiaceae , na sua grande maioria , apresentam 

gineceu formado por carpelos, que ao alcançarem pleno desenvolvimento, assumem 

aspecto típico de três cornos robustos , constituindo o caractér mais importante no 

reconhecimento prático da família . A inflorescência pode ser de vários tipos, a mais 

complexa, denominada de ciatio, encontra-se no gênero Euphorbia.

O gênero Phyllanthus foi criado por Linné (1737) sendo descrito pela primeira vez 

na f  edição do “General Plantarum “. Apresenta espécies muito variadas, desde árvores a 

arbustos, e plantas herbáceas, anuais ou perenes , terrestres ou aquáticas. Estas espécies 

encontram-se nas zonas tropicais e subtropicais, principalmente nas ilhas de Cuba, 

Madagascar e Nova Caledónia.

Apesar de muitas espécies deste gênero serem conhecidas há longo tempo, 

Baucilhon (1971)'  ̂ cita que as mesmas ainda não estão bem definidas, por serem 

morfologicamente muito próximas umas das outras , e suas identificações não serem muito 

fáceis . As espécies deste gênero, Pax e Hofi&nann em Engler (1931)'̂ ® , apresentam flores 

monóicas ou dióicas, sépalas em número de 4 a 6  , normalmente posicionadas em 2 círculos, 

às vezes petaloídicas, 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 deiscência longitudinal ou transversal, poucas vezes reunidas em polínia anelar. 

Quando flor feminina, o ovário pode apresentar-se tricarpelar à multicarpelar,



Figura l Aspectos gerais do locai de coletada de Phyllanthus selloM ianns nas corredeiras 

do Rio Itajat-Açu, Município de Apiuna, Estado de Santa Catarina



estilete livre ou quase livre, bipartido, recurvado; o finto é do tipo cápsula. As sementes, em

corte transversal, são obtuso triangulares , convexas na parte externa, com embrião reto ou 

curvado. As folhas normalniente são pequenas.

As flores de espécies do gênero Phyllanthus são muito diversas. As espécies 

apresentam muitas vezes características gerais muito próximas, mesmo pertencendo a 

secções diferentes, sendo muito importante a análise das flores para a determinação das 

espécies.

2.2 DESCRIÇÃO 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 só perto dos ápices; raminhos 

delgados, sinuosos, algo comprimidos e angulados, estipulas decíduas estreito-triangulares,

2 mm. de comprimento, as margens escariosas; pecíolos de 1.5 a 2 mm.; folhas estreita- 

elípiticas mucronuladas, 3 a 4 (-7) cm de comprimento, delgadas com as nervuras laterais 

evidentes, planas, a face inferior pálida. Flores dióicas, ambos os sexos bastante numerosas 

em fascículos nas axilas das folhas; pedicelos apenas duas vezes o tamanho dos sépalos; 

sépalos masculinos em regra 5, observados, 1 mm de comprimento; glândulas livres, 

globosas, carnosas; estames 3, filamentos livres, anteras obliquamente deiscentes; sépalos 

femininos 5, até 2.5 mm. Cápsula deprimido- globosa, 2.5 mm. de diâmetros; sementes 

pouco mais de 1 mm. quase lisas.

Nomes vulgares - Sarandi-branco, sarandi-vermelho, sarandi, filanto.

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

do mar.
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2.3. REVISÃO QUÍMICA DE ALGUMAS ESPÉCIES DO 

GÊNERO PHYLLANTHUS

É importante analisar os estudos realizados sobre os constituintes químicos do 

gênero Phyllanthus.

Pereira e Campos (1929)^®, realizaram um trabalho sobre as substâncias ativas de 

Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg. e das raízes isolaram cristais não identificados que 

receberam o nome de xaxifragina

Já Freise (1935)̂ ®, utilizando folhas e caules novos de Phyllanthus corcovadensis 

Muell. Arg., obteve por arraste à vapor, entre 0,35 a 0,65% de óleo 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 não com P. corcovadensis.

Serra (1944)*'* , investigou a presença de quinina em Phyllanthus niruri L. , não 

tendo sido encontrado quinina, nem detectada a presença de alcalóides.

Já Lonstalot e Pagan (1949)*^, retestaram as folhas e caules de Phyllanthus niruri 

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

Earle (1960)” , analisou nas sementes de Phyllanthus sp., o teor em óleo fixos e 

proteínas , determinando ainda na fração oleosa os índice de iodo , índice de saponificação, 

índice de hidroxila e ácidos saturados.

Stanistas e cols. (1969)̂ ^̂  estudaram os constituintes das partes aéreas de Phyllanthus 

niruri L. , fracionando o extrato em três frações , onde foram verificadas a presença de três 

lignanas filantina, hipofilantina e outras não identificadas. Na segunda fração foram isolados 

três fiavonóides, sendo um deles heterosídeo da quercetina e na terceira fração foram 

obtidos quatro alcalóides, separados por cromatografia.

Roufifiac e Parello (1969)®̂  isolaram um alcalóide de Phyllanthus niruri L. com X 

256 nm (EtOH), ( a  )D 213 (CHC13) o qual ficou comprovado ser um enantiômero da 

norsecurina.
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Raflfauf (1970)''*® cita em seu livro os alcalóides existente no gênero Phyllanthus 

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

4metoxi securinina Alo secumina Nor securinina

Mannan e Ahmad (1976)*’ verificaram a presença de estradiol em raízes de 

Phyllanthus niruri L. utilizando cromatografia em camada delgada com uma concentração 

de 3,0,10 /lOO g de amostra,

Nara e cols, (1977), isolaram cinco flavonóides das partes aéreas de Phyllanthus 

niruri L,, variedade amarus , identificados por espectroscopia no U,V,, como quercetina, 

astragalina, quercitrina, isoquercitrina e rutina.

H 2 -O H  HO

OH

Astragalina

OH O  R = Ramnose

Quercitrina

'O—  Ramnoglicosila

HO

C H 2 -O H  

O ^ "

W  "
OH o

OH
Isoquercitrina
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No mesmo ano, Chanhan e cols., (1977)̂  ̂ verificaram a presença de 2 novas 

glicoflavonas nas raízes de Phyllanthus niruri L., elucidadas espectroscopicamente como 

sendo a 3,5,7 triidroxiflavonol-4 -O- a  -(-) Ramnopiranosídio e a 5, 3,4 triidroxiflavanona - 

7-0- a  -L-(-) Ramnopiranosídio

HO

OH O HO OH

R= Ramnopiranosidio

OH O  

R = Ramnopiranosídio

Prasad e cols. (1978/^ analisaram a composição química em amino-ácidos de 

Phyllanthus niruri, Phyllanthus urinaria e Phyllanthus simplex, por cromatografia em 

papel. Os autores propuseram a identificação das espécies, em fianção da composição 

química dos amino-ácidos.

Já Chauhan e cols. (1979)̂  ̂ isolaram lupeol e acetato de lupeol das raízes de 

Phyllanthus niruri.

CH2 CH3

HO
C H 3 ' CH 3 Lupeol

CH2c^ C H 3
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Cuellar e Estevez (1980)'*'’, estudando as partes áreas de Phyllanthus niruri, isolaram 

três alcalóides não identificados e um triterpeno esterificado , apresentando a estrutura 

próxima a filocrisina.

Lainetti e cols., (1980)*” realizaram ensaios prévios com os extratos de Phyllanthus 

tenellus Rubeb. e Phyllanthus amarus Schum., onde consideram pelo sinônimo de 

Phyllanthus niruri. Os autores obtiveram resultados positivos para taninos, alcalóides, 

esteróides e açúcares redutores em Phyllanthus amarus Schum. Quanto a Phyllanthus 

tenellus Roxb., os resultados foram positivos para taninos, esteróides, saponinas e açúcares 

redutores.

Ahmad e cols., (1981)’ verificaram que o óleo da semente de Phyllanthus niruri L., 

contém de 1 a 2% de ácido ricinoleico, 21% de ácido linoleico e 51,4% de ácido linolênico .

No mesmo ano Ganeshpure e cols. (1981)^* confirmam por síntese as estruturas da 

hipofilantina, filantina , nirantina, nirtetralina , filtetraUna e lintetralina . Constituintes 

isolados de Phyllanthus niruri L.

-O C H 3

\ _ o

0CH3 
Hipofilantina

Lintetralina

Filantina OCH3
Filtetralina J  OCH3 

CXÎH3

<
-O C H 3

r S

'•CH2 - 0 CH3

Y^0CH3 
Nirtetralina 0CH3

Bhadbhade e cols., (1980)‘̂  definiram por dados cristalográficos a estrutura da 

hipofilantina, constituinte de Phyllanthus niruri.

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

alcalóide 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 p ,15 a  -diol (1) , 

Lup-20(29)-en-3 P , 24diol (2), 01ean-12-en-3 P , 24 diol (3), Olean -11:13 (18) - dien- 3P 

(4), 24-diol e Olean -12-en-3P , 15-a , 24 triol (5).

Nosso grupo de pesquisa, (1988)'^’ isolou um novo alcalóide derivado da glutarimida 

, de Phyllanthus sellowianus denominado Filantimida, que pode existir em forma fechada 

ou aberta, e parece ser o responsável pelo efeito anti-espasmódico detectado anteriormente 

na fração alcalóica de Phyllanthus sellowianus (Calixto et al., 1984)̂ .̂

Q - °^  ^ -C H 2 -C H 2 -N

O N— CHs

Filantimida chs
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Ishima e cols (1992 utilizando cultura de tecido proveniente das raízes de 

Phyllanthus urinaria, isolaram vários constituintes fenólicos que foram determinados, e 

identificados, como: ácido gálico (-),epicatechina , (+) catechina , (+) galocatechina , (-) 

epigalocatechina e (-) epigalocatechina 3-0-galato.

OM 

Acido galico

O
//

■Ĉ
'OH

OH OH

OH
ÔH

HO
j f V "

OH (-)epigalocatechina

HO

OH

OH

O Gaiato

(-) Epigalocatechina-3-O-galatc

Recentemente, Bachmann e cols. (1993)“ , isolaram das folhas de Phyllanthus 

anisolobus, ácidos glicéridos, squaleno, polyprenol, p-sitosterol, stigmasterol, 

menisdaurilide, aquilegiolide, phyllanthostatina e justicidin B

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

taninos hidrolisáveis, caracterizados como sendo , amarina e geranina.
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HO ?H OH OH

Geranin

y  OH

/^-CO-/~*C-OH

O
HO

OH OH

CO CO

Annariin

No mesmo ano, Niero (1993)'”̂  usando métodos cromatográficos, determinou por 

cromatografia de alta resolução computadorizada acoplada à espectrometria de massa, a 

presença de três fitoesteróis identificados como estigmasterol, P-sitoesterol e campesterol 

de Phyllanthus corcovadensis.

Enquanto que Hnatysyn et ali, (1993)®®, (1987)®’, e (1984)®* identificaram de Phyllanthus 

sellowianus Scopoletina, isofi-axidina, filantol e um bifiavonóide
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2.4 ESTUDOS FARMACOLÓGICOS E/OU BIOLÓGICOS REALIZADOS COM

ALGUMAS ESPÉCIES DO GÊNERO

Alcides de Araújo (1929)’, estudando a ação diurética de extrato fluido, constatou o 

aumento de diurese após administração de extrato de Phyllanthus niruri e uma ligeira queda 

de pressão .

Já Van der Word (1941)®̂  empregando infiisão de Phyllanthus niruri L., e 

Phyllanthus urinaria L realizando testes em coelhos, obteve resultados negativos para ação 

diurética.

Freise (1935)̂ ® em seu trabalho sobre extração de óleo essencial de Phyllanthus 

corcovadensis, cita que o mesmo é utilizado no tratamento de cálculos da vesícula .

Collier e Van der Pij (1949)̂ ®, estudaram a ação antibacteriana de Phyllanthus niruri 

contra Staphylococcus., sendo inativo contra o Plasmodium de malária enquanto Cruz et al 

(1994)̂ * demostraram que os extratos de P. urinaria também são efetivos contra outros 

microorganismos presentes em infecções do trato urinário.

Já Dhar e cols (1968)*̂  verificaram que a dose máxima de extrato de Phyllanthus 

niruri L., tolerada por camundongos é de Ig/Kg. O extrato possui ação anticancerígena, 

testada na Leucemia de Friend.

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

L. mostrou efeito hipoglicemiante.

Já Roustalot e Pagon (1949)̂ ® testando a presença de alcalóides nas partes aéreas de 

Phyllanthus niruri L., e tendo verificado a sua ausência, concluíram que as propriedades 

medicinais, se existirem, devem ser motivadas por outro grupo de sub^âncias, que não este.

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

utilização da planta no tratamento de icterícia, asma e infecções brônquicas.

Calixto e cols. (1984)̂  ̂ avaliando o uso de extrato de Phyllanthus sellowianus 

mostraram a evidência de um alcalóide com atividade antiespasmódica em anéis intestinais 

de cobaias e útero de ratas e ureter de cachorro, o qual explica parcialmente o efeito para 

cálculos renais.
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Bacchien (1983/’ verificou que a toxicidade aguda de extratos fluidos de 

Phyllanthus tenellus Roxb., em ratos, as condições do experimento foi de 9,3 ml/Kg, sendo 

a administração de extrato fluido , para determinação da atividade diurética, foi de 

aproximadamente , 3 ml/Kg Portanto, a dose tóxica em ratos é bastante elevada em relação 

à dose administrada nos testes. Os testes de toxidade foram realizados em 40 ratos femeas, 

com extrato , não ocorrendo alterações de toxidade aguda à 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.

Posteriormente, Thyagarajan et al. (1988)'^* estenderam esses estudos demonstrando 

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” crônica na espécie humana. Os mesmos autores também 

demonstraram que além da eliminação completa da hepatite, não foi observado nenhum sinal 

grave de toxicidade nos pacientes que pudessem comprometer o uso do chá do Phyllanthus 

amarus terapeuticamente. A ausência de toxicidade para os extratos das espécies do gênero 

PhvUanthus foram também confirmadas em animais (Venkateswaran et al, 1987'^’; Jayaram 

et al., 1987)’“*. Esse estudos comprovam o uso dessas espécies na prática médica indiana para 

o tratamento da hepatite.

Venkateswaran (1987)*̂  ̂verificou que o extrato aquoso de Phyllanthus niruri, inibe 

a DNA polimerase endógenas do vírus da hepatite B e liga-se ao antígeno de superfície do 

vírus da hepatite em marmotas e liga-se ao antígeno de superfície.

Hukpri, at al, (1988)’  ̂verificaram que na dose de 100 mg/kg. de extrato das folhas 

de Phyllanthus fratemus adiministrada por via oral em ratos albinos, tratados com aloxana 

apresentou atividade significativa hipoglicêmica.

Thyagarajan (1988)'^* verificou que em 59 % dos pacientes portadores do vírus da 

hepatite B, tratados com uma preparação do Phyllanthus amarus, por 30 dias, o vírus 

tinha perdido o antígeno de superfície.

19



Santos (1990)’’̂  demonstrou que o infuso do Phyllanthus niruri produz marcante 

redução no crescimento dos cálculos experimentalmente introduzidos na bexiga urinária de 

ratos Wistar, sugerindo que este efeito possa ser decorrente da modificação dos elementos 

inibidores e/ou facilitadores da cristalização, além de outros fatores ainda não avaliados. 

Além disso, demonstrou que a administração do infijso do Phyllanthus niruri em pacientes 

sadios, em doses elevadas, não revelou efeito diurético, além de não ter mostrado efeito 

tóxico aparente que pudesse comprometer seu uso pela população. Observou também uma 

elevação significativa da filtração glomerular e da excreção de ácido úrico pelos pacientes, 

bem como efeito benéfico facilitando a eliminação de cálculos 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 vírus 

VBH e vírus 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 condições ótimas para produzir plantas de alta atividade antiviral.

Já 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 inibição de 50%.

Em estudos recentes realizados em nossos laboratórios 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. c a r a c t e r ís t ic a s  GERAIS DA FAMÍLIA 

CAMPANULACEAE

Quase todas as espécies são ervas, poucas sub-arbustivas ou arbustos, em geral são 

laticíferas; possuem vasos articulados, apresentam folhas alternantes, simples, inteiras ou 

finalmente serradas, fendidas até lobadas, numca compostas e sem estipulas. As flôres são 

tipicamente pentâmeras, hemafi'oditas, actinomorfas ou zigomorfas, com 5 - 2  carpelos 

sincarpos. As sépalas são livres. As pétalas sempre conatas, formam uma corola tubulosa ou 

campanulada. As anteras são livres e os filetes parcialmente livres ou totahnente 

concrescidos. O ovário é ínfero ou médio, plurilocular com muitos óvulos em placentas 

central angulares. O fiuto é uma cápsula, fi-equentemente de deiscência por poros apicais , 

raras vezes é bacáceo. Muitas vezes há flôres vistosas e coloridas, reunidas em 

inflorescências de vários tipos. As vezes aproximam-se do tipo de um capítulo denso 

(Phyteuma),

Há cerca de 70 gêneros com 2000 espécies com larga distribuição, possuindo 

representantes em quase todos os países do globo terreste. Preferem, porem, as zonas 

tropicais e sub-tropicais.

2 1



2.6 DESCRIÇÃO 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. Fôlhas verticiladas, dé 6  a 10 cm de comprimento por 1.5 a 3 cm de largura , 

linear oblonga, subséssil, membranácea, glabro ou tomentosa em ambas as superfícies, apice 

e base subagudos; bordos finamente denteados. Inflorescência terminal e axial. Pedúnculo 

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 a 0.5 

cm de comprimento. Corola vermelha ou rosada externamente e internamente amarela, 

tomentosa, sub ereta, sub equilátera, 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, cóm 1,0 a 1.3 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 pêlos no 

ápice. Gineceu de ovário ínfero, bicarpelar, bilocular, com muitos rudimentos seminais; 

estilete de 0.7 a 0.8 cm de comprimento; estigma capitado, com um tufo depêlos vilosos 

esbranquiçados. Fruto seco, capsular oval, locuUcida, com 1.3 a 1.5 cm de comprimento e 

com 1 0  costelos, não sendo observado sementes.

De acordo com Correa (1931)̂  ̂ apresenta preferência a beira de riachos, interior de 

capões , terrenos úmidos e brejosos, sendo conhecido, em Minas Gerais com o nome 

popular de Jaratataca.

Com relação aos dados fenológicos da espécie, esta florece de dezembro á fevereiro e 

fixitifica de março á abril

SEVONIMIA; Lobelia verticillata Presl. Prodr.

Lobelia {Siphocampylus) verticillata Cham.
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2.7 POSIÇÃO SISTEMÁTICA DE SIPHOCAMPYLUS

De acordo com Wagenitz (1964)'^’ a classificação ocupa a seguinte posição 

sistemática.

Divisão Angiospermae

Classe Dicotyledoneae

Subclasse Sympetalae

Ordem Campanuiales

Família Campanulaceae

Sub-família Lobelioideae

Tribo Lobelieae

Sub-tribu Lobeliinae

Gênero Siphocampylus

Epiteto específico verticillatus

Espécie Siphocampylus verticillatus

Segundo Cronguist (1981)̂ ®, Siphocampylus verticillatus tem a seguinte posição;

Divisão Magnoliophyta

Classe Magnoliopsída

Sub-classe Asteridae

Ordem Campanuiales

Família Campanulaceae

Sub-família Lobelioideae

Gênero Siphocampylus

Espécie Syphocampylus verticillatus
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1 0  1 1  1 2  13 14 
Figura 2 Aspectos gerais e detalhes da flor e da intlorecencia de Siphocampylus

verticillatus (Foto de Guido & Sander)
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2.8 REVISÃO SOBRE A QUÍMICA DO GÊNERO 

Siphocampylus

De acordo com Carello (IÇSO)®**, o estudo das plantas que pertencem a família 

Campanulaceae apresentavam interesse por compreender várias espécies de uso na medicina 

popular, entre elas a Lobelia inflata L. de reconhecidas aplicações terapêuticas, devido a 

presença de alcalóides, destacando-se a lobelina, cuja ação farmacológica principal é de 

estímulo aos processos respiratórios, funcionando como expectorante e broncodilatadora. 

Na Botânica Sistemática, o gênero Siphocampylus encontra-se muito próximo do gênero 

da Lobelia, e a ele pertencem muitas plantas produtoras de látex, Carello observou que 

ovinos, bovinos e equinos não se alimentavam de plantas deste gênero, portanto, seria lógico 

pensar que o látex poderia veicular substâncias tóxicas. Estudou a anatomia da raiz, rizoma, 

caule e folhas e investigando fitoquímicamente isolou uma substância alcaloídica, que ele 

denominou de Sifocampilina, sem no entanto ser totalmente identificada. Quanto às provas 

biológicas, foram testadas tinturas da Siphocampylus foliosus em coelhos, confirmando 

apenas sua toxidade, devido não ser habitual animais de criação alimentarem-se desta planta.

Já Corral et all. (1970)̂ ® estudando plantas inteiras dessecadas, isolaram e 

identificaram : palmitato de amirina (0.34%), ácido ursólico (0.45%) e colina ( 0.07 %). No 

entanto não conseguiram isolar nenhum alcalóide.

Enquanto Moreira et all. (1984)®̂  fizeram uma investigação química preliminar de 

duas espécies do gênero, Siphocampylus verticillatus e Siphocampylus sulfurens, onde 

foram obtidos os dados indicados na (Tabela I ).
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Tabela 1 . Investigação química preliminar de folhas e caule de 2 espécies de 

Siphocampylu^^

Composto químico 
estudado

S. verticillatus S. sulfurens

Heterosídeos saponínicos - -

Heterosídeos cianogenéticos - -

Heterosídeos cardioativos - -

Heterosídeos antociânicos - -

Heterosídeos fiavônicos + +

Gomas, mucilagens + +

Taninos + +

Amino grupos + +

Ácidos orgânicos + +

Alcalóides + -

Fenóis + +

Cumarinas - -

Hidroxi antraquinonas - -

pH 5,0 4,5

Cor Castanho Castanho

Como pode-se verificar pelos resultados desta abordagem fitoquímica, é possível 
fazer a diferenciação das duas espécies pela presença ou ausência de alcalóides,

Magalhães et, all, (1988)*̂  ,estudando seis espécies de Lobelia e quatro espécies de 

Siphocampylus, relataram a ocorrência de poliacetilenos acíclicos C14, possibilitando assim 

verificar a estreita ligação entre os gêneros. No ano seguinte Magalhães et all. (1989)̂  ̂

isolaram três poliacetilenos já previamente isolados de outras espécies de Siphocampylus e 

Lobelia.

Enquanto Buras (1985)̂ ® confirma os resukados obtidos na investigação química 

preliminar de Moreira et all. e evidencia a presença de esteróides e/ou triterpenos. Além
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de testar a sensibilidade bacteriana do extrato hexânico, utilizando-se da técnica de Kirby & 

Bauer (Difiasão em disco ) e MIC (Concentração minima inibitória). Evidenciou a ação 

antimicrobiana tanto com plantas recém coletadas como para plantas secas, sendo que as 

diferenças de atividade variaram em função da técnica bacteriológica empregada, tendo as 

folhas apresentado melhor resultado.

Godoy em 1989 realizou o levantamento florístico e quimiossistemático da família 

Campanulaceae na região da Cadeia do Espinhaço, Minas Gerais, analisando a constituição 

parafínica na região, correlacionando essas características químicas ao nicho ecológico 

ocupado pelas mesmas.

Contin 1993̂  ̂ isolou e identificou ( Escoparona ) 6,7-dimetoxicumarina, (Luteina) 

5,7,3,4-tetrahidroxiflavona, ácido ursólico e um alcalóide que constituiu a substância mais 

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

Enquanto Biavatti et all. 1994“’ ,estudando o extrato clorídrico (HCl 1%) de S. 

verticillatus, tratando com solução de amónia diluída, e posteriomente extraindo com 

clorofórmio, identificou o alcalóide denominando de 8-10-di-n-Propil-lobelidiol.

3 PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 MATERIAL BOTÂNICO

h^\t\
As espécies de Phyllanthus em estudo foram coletadas no mês de abril de 1994 no 

Estado de Santa Catarina, o Phyllanthus sellowianus foi coletada no Município de Apiúna e 

Phyllanthus fraternus, foi coletado em Florianópolis no Campus da Universidade Federal de 

Santa Catarina .

A classificação das espécies Phyllanthus foram efetuadas pelas Professoras Leila da 

Graça Amaral e Mirian Ulyssea, do Herbário Flor do Horto Botânico da Universidade 

Federal de Santa Catarina. O Siphocampylus verticillatus foi coletado no mês de janeiro de 

1993 no Munícipio de São José dos Pinhais no Estado do Paraná.
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A espécie foi identificada como Siphocampylus verticillatus (Cham.) G.Don,, pelo 

botânico Gert Hatschbach do Museu Botânico Municipal, da Prefeitura Municipal de 

Curitiba.

Considerando que na medicina popular é empregada a parte denominada aérea dos 

referidos vegetais, que corresponde às folhas e ramos jovens, estes órgãos vegetais foram 

submetidos à dessecação 40°C. em estufa, com tiragem de ar úmido. A seguir o material 

foi fragmentado, reduzido a pó 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 Herbário Flor 

do Departamento de Botânica da Universidade Federal de Santa Catarina, enquanto que 

Siphocampylus verticillatus está depositado no Herbário do Departamento de Botânica do 

Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná sob número UPCB 12401 e 

no Museu Botânico Municipal, da Prefeitura Municipal de Curitiba, Paraná, sob n". 68920.

3.2 MÉTODO DE ISOLAMENTO E SEPARAÇÃO DAS SUBSTANCIAS 

ATIVAS

3.2.1 OBTENÇÃO DO EXTRATO METANOL BRUTO

As partes aéreas (folhas, flores e galhos finos ) de Phyllanthus sellowianus (9 kg) , 

Phyllanthus fratenms (8.50 g do extrato Acetato de etila) e Siphocampylus verticillatus (10 

kg) recém coletadas, foram moídas e submetidas à extração em metanol 95% á temperatura 

ambiente durante duas semanas, com sucessivas reposições de solvente. O extrato total 

metanólico foi concentrado a Va, do seu volume em evaporador rotatório sob pressão 

reduzida, resultando num material verde amarelado.

O extrato foi armazenado em fi âsco de cor ambar e deixado repousar em uma 

câmara fî ia, por um período de 24 horas . O extrato foi novamente filtrado, resultando numa 

solução de cor avermelhada, recebendo a denominação de extrato metanóHco bruto. O 

filtrado foi conservado em camara fî ia, eliminando-se os fatores de alterações como a luz, 

temperatura e contaminações microbiológicas, sendo somente retirado para o preparo das
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extrações dos seus constituintes. Aparentemente, estes cuidados foram suficientes uma vez 

que a atividade e a composição das soluções foram constantes durante os experimentos.

3.2.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOL BRUTO

O fi-acionamento do extrato foi realizado por um processo de extração por solvente 

imiscível, (liquido/liquido) de diferentes polaridades

O princípio da extração líquido / líquido é a distribuição do soluto entre dois líquidos 

em contato: qualquer substância solúvel em ambos sofrerá distribuição ou partição entre as 

duas fases na razão de suas solubilidades, não havendo reação com qualquer dos dois 

solventes e existindo na mesma forma em ambos. Em geral um dos líquidos é a água e o 

outro um solvente orgânico (Figura 3).

Uma vantagem importante do método de separação por extração com solvente , 

imiscível se dá por servir para pré-concentração, seguida imediatamente da análise 

quantitativa e se, no equilíbrio , a concentração da substância de interesse for muito maior 

no líquido orgânico do que no inorgânico , o extrato pode, então , ser utilizado diretamente 

para a determinação quantitativa.

Método

O extrato metanólico bruto, foi transferido para um fiinil de separação e agitado por 

cinco vezes com 1 0 0  ml dos seguintes soventes: hexana, clorofórmio, acetato de etila e 

butanol. O líquido restante ficou sendo o extrato hidroalcoólico. Em cada uma dessas 

extrações, esperamos a nítida visualização das linhas de separação dos solventes. Os 

extratos foram evaporados em rota vapor até secura, sendo denominados de extratos: 

hexâno 1, clorofórmio 2, acetato de etila 3, butanol 4 e hidroalcoólico 5.
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3.2.3 PURIFICAÇÃO DOS EXTRATOS OBTIDOS EM 3.2.2

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

solubilidade (sólido/líquido) com solventes de diferentes polaridades.

Na certeza de termos frações com grupos de polaridade ou estruturas similares, 

submetemos os extratos a um fracionamento preliminar onde realizamos diversas eluições 

em que o eluato de cada respectiva eluição foi recolhido em frações distintas, sendo 

posteriormente analisadas. Se fizermos um gráfico da quantidade de amostra em cada 

fração, contra o volume de solvente passado através da coluna, após a introdução da 

amostra, obteremos uma distribuição gaussiana“*. Na certeza de termos uma fração, 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 mesh). A coluna com 8  cm de 

diâmetro e 15 cm de altura (Figura 4),

Iniciamos com o extrato hidroalcoólico, o qual eluimos com acetato de etila (200 ml) 

em seguida com metanol (300 ml), A fração acetato de etila foi somada ao extrato acetato 

de etila. Com o extrato acetato de etila e a fração ac, de etila obtida do extrato 

hidroalcoólico, iniciamos nova coluna cromatográfica, nas mesmas condições do extrato 

hidroalcoólico.
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Resíduo

Ext. Hexânico

r

- Ext. Clorofôrmio

r
Ext. Acetato de etila

r
Ext. Butanólíco

Ext. metanólico concentrado 
é levado a câmara fria 24 h.

filtrado

Ext. hidroalcoolico é extraido 
com hexano

Ext. hidroalcoolico é extraido 

com clorofôrmio

Ext. hidroalcoolico é extraido 

com acetato de etila

Éxt. hidroalcoolico é extraido 
com butanol___________ _

Ext. hidroalcoolico 5

Os ext. são eluidos em sflica 
invertendo a polaridade

Figura 3, Esquema do início da extração das substâncias ativas (líquido/líquido)
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neste caso iniciamos a eluição com clorofórmio (200 ml ), acetato de etila (300 ml ) e 

metanol (200 ml), A fração clorofórmica foi somada ao extrato clorofórmico, a fração 

acetato de etila foi somada a fração acetato de etila e a fração metanólica foi somada à 

fração metanólica. Com o extrato clorofórmico e a fração clorofórmica obtida do extrato 

acetato de etila, iniciamos nova coluna nas mesmas condições do extrato hidroalcoólico e, 

neste caso, iniciamos a eluição com hexano (200 ml), clorofórmio (300 m l), acetato de etila 

( 2 0 0  ml ) e metanol ( 2 0 0  ml),

A fração hexânica foi adicionada ao extrato hexânico, a fração clorofórmica foi 

somada à fração clorofórmica, a fração acetato de etila foi somada à fração acetato de 

etila, e a fração metanol à fração metanol, O mesmo método foi aplicado ao extrato 

hexânico e à fração hexânica, (F, Hexânica 1, F, Clorofórmica 2, F, Acetato de etila 3 e F, 

Metanólica

Com as frações bem definidas, foram retiradas amostras para testes de atividade 

farmacológica, visando saber qual delas apresentará atividade farmacológica para os 

modelos testados. Com isso obteremos orientações quanto a fração que apresentará maior 

ação, e, consequentemente, maior proporção de constituintes ativos

3.24 SEPARAÇÃO DOS CONSTITUINTES DA FRAÇÃO

HEXÂNICA 1 DE Phyllanthus sellowianus

A fração hexânica 1 foi acrescida de 2 partes de sílica gel 60 (70 - 230 mesh) em 

relação ao seu peso e evaporado á secura (pastilha : fração + sílica),

A pastilha da fração hexânica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm de 

diâmetro por 40 cm de altura, contendo 75 g de sílica-gel 60 (70 - 230 mesh), usando 

hexano e acetato de etila na concentração crescente de 2 % de acetato de etila de 1 0 0  em 

100 ml, com vazão 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 

móvel hexano e acetato de etila (70:30),

Nas frações 65 a 67de Ph. sellowianus foram verificadas, presença de um sólido 

branco, com traços de substâncias oleosas. Estas frações foram dissolvidas em hexano e 

forçadas a precipitar a frio, O precipitado foi separado por filtração sendo submetidos
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ordem decrescente de polaridade, com coletas de 

i^ações unica de cada solvente

Ext. 5 (Hidroalcoólico) é eluido com:

Fração Butanol

Fração Acetato de etila

Fração Clorofórmio

Fração hexano

Ext. 4 (Butanol) é eluido com:
1. Acetato de etila ■

2. Butanol
3. Metanol
4. Água

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

1. Clorofórmio
2, Acetato de etila

3. Butanol
4. Metanol
5. Água

Ext. 2 (Cloroformio ) é eluido com:

1. Hexano
2. Cloroformio

3. Acetato de etila
4. Butanol

5. Metanol

6 . Ag.ua__________ ^
Ext. 1 (Hexano ) é eluido com:

1. Hexano

Figura 4. Esquema de extração (sólido/líquido)

2. Clorofórmio

3. Acetato de etila

4. Butanol
5. Metanol

6 . Água

33



à lavagem com hexano a frio, obtendo-se cerca de 0,730 g ( Glochidona) (Pagina 068),

Nas frações 69 a 77 de Ph. sellowianus, foi verificado a presença de um sólido 

branco com traços de substâncias oleosas, Esta fração foi dissolvida em hexano e forçada a 

sua precipitação a frio, O precipitado foi separado por filtração a frio e submetido a 

lavagem com hexano frio, obtendo-se cerca de 1,4028 g de esteróis, que foram 

cromatografados em Cromatógrafo a Gás em coluna capilar com co-injeção de padrões, 

onde ficaram definidas três substâncias, 0,9968 g ( P-sitoesterol), 0,343 g (stigmasterol) 

e 0,063g (campesterol ) (Página. 072)

3.2.5 SEPARAÇÃO DOS CONSTITUÍNTES DA FRAÇÃO 

CLOROFÓRMICA 2 DE Phyllanthus sellowianus

A fração clorofórmica foi acrescida de duas partes de sílica gel 60 (70 - 230 mesh ) 

em relação ao seu peso e evaporado à secura (Pastilha; fração + sílica)

A pastilha da fração clorofórmica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm 

de diâmetro pôr 40 cm de altura , com 75 de sílica gel 60 (70 - 230 mesh) usando hexano e 

acetato de etila na concentração de 2 % de acetato de etila de 1 0 0  em 1 0 0  ml com uma vazão 

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 móvel 

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

As frações 3 a 7 de Ph. sellowianus foram recristalizadas com éter de petróleo, 

obtendo-se cerca de 6  mg ( xantoxilina), (Pagina 091)
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A fração acetato de etila foi acrescida de 2 partes de silica -gel 60 (70-230 mesh) em 

relação ao seu peso e evaporado à secura. (Pastilha : fração + silica)

A pastilha da fração acetato de etila foi cromatografada através de uma coluna de 3 

cm de diâmetro por 40 cm de altura, com 75 de silica gel 60 (70 230 mesh) usando acetato 

de etila e metanol na concentração de 2 % de metanol de 1 0 0  em 1 0 0  ml com uma vazão 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 móvel clorofórmio e 

metanol (93.5 : 6,5).

As frações foram cromatografadas em Sephadex, LH 20 com MeOH e H2 O (70:30), 

através de uma coluna de 1,5 cm de diâmetro por 20 cm de ahura com 12 cm de recheio.:

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

fração 11 apresentou 0.060g de um cristal branco (Éster Etil gálíco), (Página 099)

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

fração 17 apresentou 0.130g de um cristal amarelo (Quercetina), (Página 136 ).

As frações 25 a 33 de Ph. sellowianus, foram coletadas em 20 frascos de 5 ml, onde 

as frações de 4 a 9 apresentaram 0.0491 g de um produto amarelo cristalino (Fitalato ) , 

acreditamos que aqui obtivemos um contaminante de fabricação de plástico.

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

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

As frações 42 a 50 de Ph. sellowianus, foram coletadas em 25 frascos de 5 ml, onde 

as frações de 1 a 3, apresentaram 1.0633 g de um sólido amarelo (Rutina ), (Página 127) 

enquanto que as frações de 4 a 5, apresentaram 0.7127 g de um cristal amarelo (Geranina), 

(Página 113 ).

Na fração 5 de Ph. fratemus, foram coletadas 20 frações de 5 ml, onde a fração 5 

apresentou 0.0463 g de cristais branco (hipofilantina), (Página 143 ).

3.2.6 SEPARAÇÃO DOS CONSTITUÍNTES DA FRAÇÃO ACETATO DE

ETILA 3 DE Phyllanthus sellowianus, Phyllanthys fratemus
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As frações 8  a 14 de Ph. fratenus, foram coletadas em 20 frações de 5 ml, onde as 

frações 3 a 6  apresentaram 0.1447 (Éster metil gálico), (Página 106 ).

As frações 20 a 23 de Ph. fratenus, foram coletadas em 20 frações de 5 ml, onde as 

frações de 4 a 10, apresentaram 1.5842g de cristais amarelos(Geranina), (Página 113), 

enquanto as frações de 23 a 25 apresentaram 0.0494 g de um sólido amarelo (Rutina), 

(Página 127).

A fração 19 de Ph. fratenus, foram coletadas em 20 frações de 5 ml, onde as frações 

de 5 a 11 apresentaram 0.1036 g de cristais amarelos (Furosina), (Página 120 ).

3.2.7 SEPARAÇÃO DOS CONSTITUINTES DA FRAÇÃO

HEXÂNICA 1 DE Siphocampylus verticillatus

A fração hexânica 1, foi acrescida de 2 partes de sílica gel 60 (70 - 230 mesh) em 

relação ao seu peso e evaporado à secura (pastilha : fração + sílica).

A pastilha da fração hexânica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm de 

diâmetro por 40 cm de altura contendo 75 g de sílica-gel 60 (70 - 230 mesh), usando hexano 

e acetato de etila na concentração crescente de 2 % de acetato de etila de 1 0 0  em 1 0 0  ml 

com vazão de 1 ml por minuto, onde foram coletados 1 0 0  frascos de 2 0  ml, os quais foram 

reunidos segundo monitoramento por cromatografia em camada delgada, com a fase móvel 

hexano e acetato de etila (70:30).

Nas frações 25 a 26 de S. verticillatus foi verificada a presença de um sólido 

branco com traços de substâncias oleosas. Esta fração foi dissolvida em hexano e forçada a 

precipitação á frio, este foi separado por filtração a fno. Após lavagem do mesmos com 

hexano frio, obteve-se cerca de 0.145 g (de 23,93g do resíduo oleoso) o qual foi 

cromatografado em Cromatógrafo a Gás, usando coluna capilar com padrões, onde 

definiu-se 5 substâncias: .0 . 0 1 0 1  g (campesterol), 0.0667g (P-sitosterol), 

0.0478 g (stigmasterol), 0.012 (a-amirina) e 0.008 g (P-amirina), (Página 074 ).

36



3.2.8 SEPARAÇÃO DOS CONSTITUÍNTES DA FRAÇÃO

CLOROFÓRMICA 2 DE Siphocampylus verticillatus

A fração clorofórmica foi acrescida de duas partes de sílica gel 60 (70 - 230 mesh ) 

em relação ao seu peso e evaporado à secura (Pastilha: fração + sílica)

A pastilha da fração clorofórmica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm 

de diâmetro pôr 40 cm de altura , com 75 de sílica gel 60 (70 - 230 mesh) usando hexano e 

acetato de etila na concentração de 2 % de acetato de etila de 1 0 0  em 1 0 0  ml com uma vazão 

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 móvel, uma 

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

A fração clorofórmica de S. verticillatus foi deixada em repouso para que ocorresse 

a cristalização, a qual foi lavada com acetona, apresentando 0.1265 g de um cristal incolor. 

(Stigmasterol), (Página 076)

3.2.9 SEPARAÇÃO DOS CONSTITUÍNTES DA FRAÇÃO ACETATO DE

ETILA 3 DE Siphocampylus verticillatus

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

relação ao seu peso e evaporado à secura. (Pastilha : fração + sílica)

A pastilha da fração acetato de etila foi cromatografada através de uma coluna de 3 

cm de diâmetro pôr 40 cm de altura, com 75 de sílica gel 60 (70 230 mesh) usando acetato 

de etila e metanol na concentração de 2 % de metanol de 1 0 0  em 1 0 0  ml com uma vazão 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 móvel clorofórmio e 

metanol (93.5 : 6,5).

As frações foram cromatografadas em Sephadex LH 20 com MeOH e H2 O (70:30), 

através de uma coluna de 1,5 cm de diâmetro por 20 cm de ahura com 12 cm de recheio.
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foi deixado em repouso para que ocorresse a cristalização que foi filtrado e lavado com 

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

O filtrado da separação do Stigmasterol glicosideo foi cromatografado, as frações de

4 a 9 de 5. verticillatus foram cromatografadas em Sephadex, onde foram coletadas em 20 

frascos de 5 ml, as frações 6  a 8  apresentaram um cristal amarelo (3’metoxi luteolina), 

(Pagina 150 ).

3.2.10 SEPARAÇÃO DOS CONSTITUINTES DA FRAÇÃO

METANÓLICA DE Siphocampylus verticillatus

A fração metanólica foi acrescida de duas partes de siUca gel 60 (70 - 230 mesh) em 

relação ao seu peso e evaporada à secura (Pastilha: Fração + silica).

A pastilha da fração metanólica foi cromatografada através de uma coluna de 3 cm 

de diâmetro por 40 cm de altura, com 75 g de silica gel 60 (70 - 230 mesh) usando acetato 

de etila e metanol na concentração de 2 % de metanol de 1 0 0  em 1 0 0  ml com uma vazão 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 móvel Ciclohexano : 

Dietilamina : Metanol (45:05:05)

As frações de S. verticilatus 10 a 31 foram levadas a secura e dissolvidas com 

algumas gotas de MeOH, acrescidas de acetato de etila e levado à câmara fiia 24 horas. 

Filtrando-se em fiinil de vidro sinterizado G3 e lavando com acetato de etila a frio, 

apresentaram 2.9909 g de 30.46 g de extrato MeOH (alcalóide 1), (Pagina 042 ) as frações 

53 a 57 foram levadas a secura e dissolvidas com algumas gotas de MeOH e acrescidas de 

acetato de etila e levado a câmara fria por 24 horas, filtrando em fiinil de vidro sinterizado, 

apresentando 0.1070 g. (alcalóide 2), (Página 058 ).

o  extrato de acetato de etila (5.7714 g de 10 kg de vegetal fresco de S. verticillatus)
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3.2.11 ENSAIOS CROMATOGRAFICOS

Após vários testes com as fases móveis, optou-se pela que melhor resultado 

apresentou dentro das condições laboratoriais disponíveis, sendo a seguinte, para os 

alcalóides piperidínicos: tolueno-acetato de etila-ácido fórmico (3:4:1 v/v) figura 5., para os 

triterpenos e esteróis: hexana-acetato de etila (70:30 v/v) e para os flavonóides e taninos: 

clorofórmio-metanol (95:5 v/v), acetato de etila-acetona-água (25:8:2 v/v) figura 6 ,

Procedeu-se então a cromatografia ascendente no sistema de solvente indicado. Após 

o solvente percorrer 15 cm além do local de deposição das amostras dos extratos das 

fi^ações e substâncias separadas, interrompeu-se o desenvolvimento e os cromatogramas 

fóram secos. A seguir foram examaminados sob luz ultra-violeta, e revelados com 

anisaldeído sulfiírico, cloreto férrico 2% e o reativo Dragendorflf acético.

3.2.11.1 VISUALIZAÇÃO DOS CROMATOGRAMAS

A localização das substâncias separadas no cromatograma foram realizadas com o 

uso de métodos Físicos e Químicos

Método físico:

Um dos métodos mais usados para visualização, das substâncias separadas por 

cromatografia em camada delgada, é a luz Ultravioleta. Neste processo utilizamos placas 

com indicadores fluorescentes à um determinado comprimento de onda. Os mais comuns 

são a 250 e 366 nm ou a combinação dos dois comprimentos de onda.

Método químico:

Nesta técnica, utilizamos reagentes utilizado para visuaUzação, e com o auxílio de 

um pulverizador manual ou spray com ar comprimido. As placas foram pulverizadas com 

reagente anisaldeído sulfiárico, cloreto férico e Dragendorff acético, a uma distância de 15 

cm e logo aquecida a 120“C., afim de permitir que a reação ocorra, com o reagente cloreto 

férrico e Dragendorff não havendo necessidade de aquecimento a reação é imediata.
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Figura 5. Cromatografia em camada delgada dos Alcalóides 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. Fração Metanol

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

Geranina, 2. fiirosina, 3. rutina, 4. 3’metoxi luteolina. (B) 5 etil gálico, 6  metil gálico
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3.3 IDENTIFICAÇÃO E ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL DOS 

CONSTITUINTES ISOLADOS

3.3.1 IDENTIFICAÇÃO DO ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO 1

Das frações 10 a 31 de Siphocampyltís verticillatus, obteve-se 3 g de cristais que 

fundiram na faixa de 75.98*’ C. (figura 16).

3.3.1.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO INFRA VERMELHO DO 

ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO I

O espectro de infra vermelho (IV) foi obtido num equipamento Perkin-Elmer, 

modelo 781 ,a amostra foi preparada em pastilhas comprimidas com brometo de potássio 

anidro (KBr) (figura 7) evidenciando:

a. absorção intensa, com terminação em duas pontas correspondente a um estiramento de 

ligação OH em 3447 cm'*.

b. absorção intensa correspondente a um estiramento de ligação NH em 3258 cm'*.

c. absorção com estiramento de ligação CH metila em 2954 a 2872 cm‘‘.

d. absorção com deformação angular simétrica de CH2 em 1448 cm’’.

3.3.1.2 ESPECTRO DE MASSA DO ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO 1

O espectro de massa (EM) foi obtido no espectrometro Micro Mass 12, onde o 

alcalóide (figura 8 , 9) apresentou as características das piperidinas cíclicas apresentando o 

íon 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 

fragmentações observadas em alcalóides com núcleo piperidínicos e cadeias laterais nas 

posições 2  e 6  ao anel, sendo possível prever relação à nomenclatura sistemática
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introduzida para os alcalóides da Lobélia de acordo com sua origem biogenética, conforme 

demostrado na estrutura A**’

O fragmento a m/e 228 indicou a perda de um grupo n-propil (C3H7), enquanto o fragmento 

em m/e 184 indicou a perda do grupo CjHnO (C4H9O + CH2) que estaria ligado ao anel 

piperidinico em uma das cadeias laterais .̂
f

O fragmento m/e 98 calculado para CeH^N, enquanto os fragmentos mais 

significativos são os que contém nitrogênio das séries m/e 43, 57, 71,... CnH2n+|N e m/e 

42,56,70, ... CnH2nN sendo freqüente sua ocorrência em alcalóide piperidinico, os quais 

demonstram a presença de metila ligada ao nitrogênio do anel

o —
-C 2n  4

9 CH3 

m/e 98

r i l
ICH3 

m/e 70
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Os fragmentos característicos de alcalóides piperidínicos 2,6 dissubstituído^“*, são 

evidenciados pela presença do íon pai m/e 184, pico base, onde R corresponderia a C3H7 

com m/e 43, a figura 9, representando a fragmentação do alcalóide.

+ R

3.3.1.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE
13,C DO ALCALÓIDE PIPERIDINICO 1

O espectro de ressonância magnética nuclear ('^C RNM) fr)i obtido em uma 

freqüência de 300 MHz, onde mostrou-se os deslocamentos químicos atribuídos pelos 

espectros de RNM, ‘̂ C APT (figura 10) foram compatíveis aos atribuídos pela literatura 

para alcalóides piperidínicos^’ A configuração cis dos dois substituintes na posição do 

C2 e Ce foi confirmada pela comparação do C. Mudança do C4 reportada com valores C 

de 2,6-dissubstituído piperidina, que é de 24.18 ppm ( a literatura reporta 25.1)̂ ’ . Quando 

o isômero for trans, o valor é de 18,56 ppm. O ’̂ C atribui (300 Mhz, CDCI3 ) valores ô C2 

64.07, C3 37,64, C4 24,18, C5 37.64, Ce 64.07, C7 40.42, Cg 69.39, C9 40.42, C,o 69,39, Q, 

22,40, C12 18.50, Ci3 13.90, C14 22.40, C1 5 18.50, Qe 13.90 e NC’26.14, sugerindo tratar-se de 

uma estrutura simétrica, apresentando substituições na posições 2  e 6  do anel piperidínico.
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24.18
37.64

3.3.1.4 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR ‘ H 

DO ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO 1

O espectro de ressonância magnética de hidrogênio ( ’ H RNM) foi obtido em 

uma freqüência de 300 MHz figura 11 apresentando um triplete distorcido em Ô 0.9 (6 H, J = 

7 Hz), correspondente aos grupos metilas terminais (H 13/16) adjacentes aos grupos 

metilenos em C- 12/15 . Um multiplete ô 1.4 -1.8 que foi atribuído aos grupos metilenos em 

C- 3/5, 7/9,11/14, 4 e 12/15 (16H). Um singlete em ô 2.68 atribuído a N-CH3, enquanto que os 

multipletes em ô 2.95 (2H) foram atribuídos para os prótons em C- 2/6 e um multiplete em ô

3 .95 (2H) sugerindo a presença de dois prótons geminais C-8/10, ligados ao grupo hidroxila.

3.3.L5 ESPECTRO DE RMN H DO ALCALÓIDE PIPERIDINICO 

ACETILADO 1

Os espectros de ressonância magnética de hidrogênio (RMN-' H)foram obtidos a 

uma fi-eqüência de 50 MHz do composto acetilado (figura 12), associado a experimentos de 

desacoplamento seletivo, apresentando um quinteto em ô 4.95 (2H, J= 13 e 6.5 Hz)
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correspondente aos prótons em C-8/10 com acoplamento de 13 Hz com prótons H- 7/9 e de

6.5 Hz com H2  11/14, indicando que as hidroxilas foram acetiladas, além dos sinais 

característicos de acetato em ô 2.5. A irradiação do composto acetilado ô 4.95 transformou 

o quinteto em 1.9 num duplo duplete e o triplete em ô 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 prótons em C- 2 / 6 , apareceram como um largo multiplete em ô 2.30 que quando 

irradiados mostraram acoplamento com o quinteto em ô 1.85 que passou ser um duplo 

duplete (7 / 9) e com o multiplete em ô 1.35. Quando ô 1.85 foi irradiado, o quinteto em ô 

4.90 aparece como um quarteto referente apenas ao acoplamento de C- 8  /10 com C -11/ 14. 

Quando irradiamos ô 0.9, o triplete referente aos grupos metilas terminais C -13 /16 mostrou- 

se como um singlete, sendo assim os acoplamentos referentes a H- 2 / 6 , H- 7 / 9 e H- 11 /14. 

Comparando os deslocamentos dos prótons do alcalóides com dados da literatura de 

alcalóides piperidínicos , como o sinal H- 2 / 6  em ô 2.5 sem acoplamento com H- 8  / 10 

atribuindo-se a metil amina'’

Como a análise de COSY ( *H-'H) (figura 13), revelou os acoplamentos da molécula 

até aqui analisada, estando próximos com os dados de Biavatti (1994)'^ A análise do CHN 

apresentou 55.47% de C, 10,84% de H, 3.91% de N e 29,78% para Oxigênio e demais 

elementos, ficando a formula mínima como C16H34N1O. .. Com a análise de halógenos, 

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

A análise do Raio X foi empreendida a fim de confirmar a estrutura proposta e 

determinar, especialmente, a configuração absoluta dos carbonos quirais. Definiu-se uma 

substância na forma clorídrica com duas moléculas de água, esta como uma estrutura 

simétrica e simetria plana ao átomo C4-N-(l- metil) definindo um grupo composto meso, 

justificando a absorbância da atividade ótica zero . Com o parâmetro geométrico dos dois 

hidrogênios intermoleculares, foi possível confirmar a estrutura e determinar a absoluta 

configuração dos carbonos quirais. A estrutura ficou sendo Ci6H34N0 2 "̂ C1'.2 H2 0 , 

determinada pelo Raio-X de difî ação. Os dados do cristal: orto-rombico, Pbca [nr. 61], a = 

8.752 (2 ), b = 27.084(5), c -  17.973(2) A**, Z = 8 , dc = 1.063, com 4237 medições e 1617 

refi^ações observadas com parâmetros refinados e o ponto final com R = 6.09 %. Seu ponto
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de fusão foi realizado DSC50 Shimadzu differential scanning calorimeter (figura 16 ) 

apresentando um valor de 75.98** C.

A característica da substância que apresentar-se na forma cristalina deve-se ao fato 

da sua estrutura estar ligada através de ponte de hidrogênio, com duas moléculas de água e 

uma de cloro. Quando ocorre a quebra desta ponte dé hidrogênio a substância apresenta-se 

na forma liquida, mostrando o seu ponto de fusão ser muito baixo, fugindo das 

características normais dos alcalóides que apresentam ponto de fusão alto na forma 

clorídrica. Com base nos dados obtidos a estrutura proposta foi N-Metil-2(R)-[2(S)- 

hidroxipentil-6(S)-[2(R)-hidroxipentil-piperidina hidrocloridrica.

Cl
0- H H-0

H
H H H

O O

CH3 ^  + "H

cr
N-Metil-2(R)-[2(S)-hidroxipentil]-6(S)-[2(R)-hidroxipentil 

-piperidina hidrocloridrica

47



W r 82.ê  T
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Figura 9. Fragmentação de alguns íons principais do alcalóide piperidinico 1
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Figura 12. Espectro de ressonâcia magnética nuclear de ‘ H do Alcalóide piperidínico 

Acetilado 1 (CD3OD).
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Figura 16. Espectro do ponto de fusão do alcalóide piperidinico 1
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3.3.2 IDENTIFICAÇÃO DO ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO 2

Das frações 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 ABSORÇÃO INFRA VERMELHO DO ALCALÓIDE 

PIPERIDÍNICO 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 potássio 

anidro (KBr) evidenciando (figura 17);

a. absorção intensa, com terminação em duas pontas correspondente a um estiramento de 

ligação OH em 3392 cm'.

b. absorção com estiramento de ligação CH metila em 2954 a 2872 cm \

d. absorção com deformação angular simétrica de CH2 em 1448 cm'*.

3.3.2.2. ESPECTRO DE MASSA DO ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO 2

O espectro de massa (EM) foi obtido no espectro Micro Mass 12 (figura 18, l9), 

onde o alcalóide apresentou as características das piperidinas cíclicas apresentando o íon 

molecular (M^) a m/e 257 (1,1 %), e os seguintes fragmentos principais a m/e 55 (44 %), 70 

(30.43 %), 98 (96 %), 112 (11.9 %), 140 (6.5 %), 156 (4.3 %), 170 (100 %), 84 (57 %), 214 

(12.8 %), 228 (6 . 8  %), 242 (0.9 %), e 257 (1.1 %), tipos de fragmentações observadas em 

alcalóides com núcleo piperidínicos e cadeias laterais nas posições 2  e 6  ao anel, sendo 

possível prever relação à nomenclatura sistemática introduzida para os alcalóides da lobélia 

de acordo com sua origem biogenética, conforme demonstrado na estrutura A da 

página 62.
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3.3.2.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA NUCLEAR MAGNÉTICA DE '̂ C DO

ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO 2

O espectro de ressonância magnética de ( '^C RMN) foi obtido em uma 

freqüência de (70 MHz), onde mostrou deslocamentos químicos atribuídos pelos espectros 

de '^C RMN, Dept. (figura 20 e 21), os quais foram compatíveis aos atribuídos pela 

literatura para alcalóides piperidínicos A configuração cis é confirmada pela

comparação do , mudança do C4 reportada com valores 2 , 6  dissubstituido piperidína é de 

24.18 ppm (a literatura 25.1) quando o isômero for trans o valor é de 18.56 ppm. O '̂ C 

atribui (70 Mhz, CDCl) valores Ô C2 64.88, C3 2 4 .8 9 , C4 24.89, C5 37.74, Cg 64.88, C7 41.09, 

Cg 70.12, C9 3 8 .2 2 , Cio 71.69 , Q, 31.68, C12 10.33, C13 23.14, Cw 19.14, C15 14.62 e C’ 26.83, 

sugerindo tratar-se de uma estrutura assimétrica, apresentando substituições na posições 2  e 

6  do anel piperidinico.

70-12 24-89 2 ^ 9

7-74 O HOH
10-33

14-62

3.3.2.4 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA NUCLEAR MAGNÉTICA DO 

ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO 2

O espectro de ressonância magnética de hidrogênio (*H RMN) foi obtido em 

freqüência de 70 MHz ( figura 22) apresentando dois metil triplete distorcido ô 0.9 e 0.97, 

indicando a presença de dois grupos terminais etil e propil H (12/15) adjacentes aos grupos 

metilenos em C (11/14). Um multiplete ô 1.37 -1.86 que foi atribuído aos grupos metilenos em 

C 3/5,4, 7/9, 11/13, 14. Um singlete de 3H em ô 2.70 atribuído a N-CH3 , enquanto que o
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singlete em ô 3 .46 foram atribuídos para os prótons em C 2/6 e um singlete largo em ô 3.92 

para os prótons C 8/10, estando ligado as hidroxilas, Com a análise de halógenos pela 

decomposição pelo sódio metálico, foi confirmado a presença de nitrogênio e cloro.

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

estrutura, correspondente ao Nmetil-2(R)-[2(s)hidroxipropil)-6-(s)-[2(R)-hidroxipentil)- 

piperidína hidrocloridrica:

Cl

[N-metil-2(2-hidroxibutil)-6-(2-hidroxipentil)] piperidina
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Figura 22. Espectro de ressonância magnética núclear de ‘H do alcalóide piperidinico 2

(MeOD).
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Figura 23. Espectro do ponto de fusão do alcalóide piperidinico 2
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3.3.3 IDENTIFICAÇÃO DOS ESTERÓIS E TRITERPENOS

Das frações 65 a 67 obteve-se 0,730 g de um pó branco, que funde-se na faixa de 164 

-165°, enquanto que a análise de CHN mostrou 85,20% C e 10.35% H não apresentou N e 

4,45% O2 .

3.3.3.1 ESPECTRO DE ABSORÇAO NO INFRA-VERMELHO DA 

GLOCHIDONA

Os espectros de infi-a vermelho (IV) foram obtidos num equipamento Perkin - 

Elmer, modelo 781 (figura 24) preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de 

potássio anidro (KBr), mostrando absorção intensa em 2938 cm’’ de CH2 e CH3 , 1668 cm'* 

de acetona a  e p insaturada e 878 cm'* de =CH2 e um vinil C-CH3

3.3.3.1 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR ‘H DA 

GLOCHIDONA

O espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN *H) foi 

obtido a uma fi-eqüência de 300 MHz (figura 25) mostrou a presença de seis sinais 

referentes aos grupos metilas C-CH3 , sendo um em ô 1.08 sob ação da dupla ligação, mais 

sinais para 2 protóns de metila terminal (3 .60 a 3 .45 ô), dois dubletes centrado em ô 4.64 (d 

J= 6 , =CH2 ) e um par de dubletes (*H) em ô 5.75 (J= 10.17 Hz), referente aos prótons 

olefinicos ou da dupla ligação, e um par de dubletes em (*H) ô 7.09 (J= 10.17 Hz) indicando 

a presença de próton vizinho à carbonila.

O C
II I—c—c=c—c—c 

I I I 
H H C
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Com base nos dados da literatura e espectrais proprôs-se a seguinte estrutura 

correspondentes à Glochidona.

já isolado anteriormente (Ganguly, 1966)’̂ .
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Figura 24, Espectro de absorção no infra vermelho da glochidona (CDCI3)
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Figura 25. Espectro de ressonância magnética núclear ‘H da glochidona (CDCI3)

71



3.3.4. MISTURA DE ESTEROIS DAS FRAÇÕES 69 a 77 Ph. sellowianus

3.3.4.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO 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 pastilha comprimida de brometo de potássio anidro 

(KBr), o qual mostrou absorção de hidroxila em 3436 cm"' e absorções intensas em 2942, 

2866,1460 e 1376 cm'*.

As análises por cromatografia gasosa foram eluídas em cromatógrafo gasoso 

Shimadzu, modelo GC-14 A, detector de ionização de chama, com coluna capilar de sílica 

fiindida, comprimento de 25 m, e com um filme de 0.25 |im da fase estacionária Ovl, usando 

como gás carreador, hidrogênio (H2  ) a uma velocidade de 31.25 cm/s, temperaturas do 

injetor e detector mantidas a 280® e 310® (CGAR) mostrando uma mistura de esteróis com a 

seguinte composição para a mistura: campesterol (0.063g), stigmaterol (0.343g) e P- 

sitosterol (0.9968 g). A relação percentual relativa destes três esteróis foi fornecida pela 

integração dos seus respectivos picos cromatográficos.

A mistura de esteróis foi confirmada pelas coinjeções com uma mistura de padrões, 

em CGAR usando coluna capilar OV 1 (Figura 26).
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Das frações de Siphocampylus verticillatus 25 a 26, obteve-se 0.145 g de um pó 

branco que fiindiu na faixa de 154 a 169® C.

3.3.5.I ESPECTRO DE ABSORÇÃO NO INFRA-VERMELHO DA F. 25 a 26

3.3.5 MISTURA DE ESTERÓIS DAS FRAÇÕES 25 a 26 De S. verticillatus

O espectro de infravelho (IV) foi obtido num equipamento Perkin- Elmer , modelo 

781, preparada a amostra em pastilha comprimida de brometo de potássio anidro (KBr), que 

mostrou absorção de Hidroxila em 3424 cm'* e absorções intensas em 2938, 2866, 1462 e 

1376 cm'*

As análises por cromatografia gasosa foram eluidas em cromatógrafo gasoso 

Shimadzu, modelo GC-14 A, detector de ionização de chama, com coluna capilar de sílica 

fiandida comprimento de 25 m, e com um filme de 0,25|^m da fase estacionária OV-1, o gás 

carreador usado foi hidrogênio (H2), 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 

esteróis, com a seguinte composição para a mistura: Campesterol 0,101 g), p-sitosterol 

(0.0667 g), Stigmasterol (0,012 g), a-amirina (0.012 g ) e P-amirina (0.008 g), A relação 

percentual relativa destes esteróis foi fornecida pela integração dos seus respectivos picos 

cromatográficos.

As misturas de esteróis foram confirmadas por coinjeções de uma 

mistura de padrões em CGAR, usando coluna capilar OV1 (Figura 27)
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3.3.6 IDENTIFICAÇÃO DA FRAÇÃO CLOROFÓMICA DE S. verticillatus

A fração clorofórmica de S. verticillatus foi deixada em repouso para que 

houvesse a cristalização do Stigmasterol, após a cristalização foi filtrada e os cristais lavados 

com acetona, obtendo-se 0.1305 g de cristais incolores com formato de agulhas, que 

fiindiram na faixa de 129 a DÔ Ĉ. Sua estrutura foi proposta através de análises 

espectroscópicas em RMN de e e comparação em CG com amostra autêntica e 

literatura^^’

3.3.6.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NO INFRAVERMELHO DO 

STIGMASTEROL

O espectro de absorção na região do infravermelho (IV) (figura 28) foi obtido em 

espectrofotômetro Perkin-Elmer, modelo 787 com a substância incorporada em pastilha 

comprimida de brometo de potássio anidro (KBr). As absorções foram registradas em escala 

de centímetros recíprocos (cm '), sendo os espectros calibrados com filme de poUestireno de 

0.5 mm de espessura. Evidenciando absorção de hidroxila em 3304 cm"' e absorção intensa 

em 2960 cm‘‘ de CH2 e CH3 , e deformação angular simétrica de CH2 em 1464 cm‘‘

3.3.6.2 ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR DE *H DO STIGMASTEROL

O espectro de ressonância magnética nuclear *H (figura 29, 30), foram obtidas a 

uma frequência de 300 MHz em CDCI3, (ô, ppm). O espectro apresenta vários sinais 

característicos de um esqueleto esteroídico. Assim os dubletes á ô 0.82, 0.93 com J= 6.54 

Hz correspondente às metilas em C-26, C-27 respectivamente. O triplete à ô 0.82 J= 6.34 

Hz é atribuído à metila em C-29, e os triletes à ô 0.67, 0.84e 1.00 referem-se às metilas em 

C-18, C-19 e C-21, identificando-se assim os seis grupos metílicos. O multiplete centrado à 

ô 3.54 é relativo ao próton em C-3.
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3.3.Ó.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE ‘̂ C DO 

STIGMASTEROL

Os deslocamentos químicos atribuídos pelo espectros de '^C, à 75 MHz , em 

CDCL3. (figura 31, 32).

Tabela 2: Dados de RMN de '^C para Stigmasterol

C

C

c
c
c
c
c
c
c
c

1

4

7

10

13

16

19

22

25

28

37.22

42.26

31.87

36.56

42.18

28.92

19.39 

138.31 

31.94

25.40

C

C

c
c
c
c
c
c
c
c

2

5

8

11

14

17

20

23

26

29

31.62

142.72

31.87

21.06

56.18

56.06 

40.50 

129.22

21.06 

12.25

c 3 71.74

c 6 121.70

c 9 50.09

c 1 2 39.74

c 15 24.34

c 18 12.03

c 2 1 21.06

c 24 51.21

c 27 19.01

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

correspondente ao Stigmasterol.
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CM-1

Figura 28, Espectro de absorção no infra vermelho do Stigmasterol
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Figura 29. Espectro de ressonância nuclear de *H do Stigmasterol
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Figura 30. Espectro de ressonância nuclear de 'H do Stigmasterol ampliado
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Figura 31. Espectro de ressonância magnética nuclear de do Stigmasterol
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Figura 32. Espectro de ressonância magnética nuclear de do Stigmasterol
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3.3.7 IDENTIFICAÇÃO DA FRAÇÃO ACETATO DE ETILA DE S. verticillatus

A fração acetato de etila de S. verticillatus foi deixada em repouso onde houve uma 

cristalização cujo sólido foi filtrado e lavado com acetona, apresentando 0.2349 g de pó 

amorfo que fiandiu na faixa de 168 a 169® C. Sua estrutura foi proposta através de análises 

espectroscópicas em RMN ' H e C e comparação em CCD com amostra autêntica e dados 

da literatura

3.3.7.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NO INFRAVERMELHO DO 

STIGMASTEROL GLICOSIDEO

O espectro de absorção na região do infravermelho (IV) (figura 33) foi obtido em 

espectrofotômetro Perkin-Elmer, modelo 787 com a substância incorporada em pastilha 

comprimida de brometo de potássio anidro (KBr). As absorções foram registradas em escala 

de centimetros recíprocos (cm ‘), sendo os espectros calibrados com filme de poliestireno de 

0.5 mm de espessura. Evidenciando absorção de hidroxila em 3304 cm‘‘ e absorção intensa 

em 2960 cm"' de CH2 e CH3 , e deformação angular simétrica de CH2 em 1464 cm‘*

3.3.7.2 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA NUCLEAR DE ' H DO STIGMASTEROL 

GLICOSÍDEO

O espectro de ressonância magnética nuclear 'H (figura 34, 35), foi obtida a uma 

frequência de 300 MHz em CDCI3, ô, ppm. O espectro apresentou vários sinais 

característicos de um esqueleto esteroídico. Assim os dubletes á ô 0.70, 0.85 e 0.95 com J = 

6  Hz correspondente às metilas em C-26, C-27 e C-21 respectivamente. Os singletes à ô 

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 metílicos. O multiplete centrado à ô 2.25 é relativo ao próton metínico em C-3. 

Pode-se observar na região entre ô 3 .2 e 4.5, vários sinais que podem ser relativos à prótons
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do fragmentos glico piranosídeo. Os sinais à ô 5.0 e 5.50 ppm, referem-se respectivamente 

ao próton anomérico da glicose e ao próton olefínico em C-5 do esqueleto esteroidico.

3.3.7.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE C, 

STIGMASTEROL GLICOSÍDEO

Os deslocamentos químicos atribuídos pelo espectros de C, à 75 MHz em CDCI3 

, (figura 36, 37).

Tabela 3: Dados de RMN de C para Stigmasterol glicosídeo

Cl 37.01 C2 31.66 C3 78.91 C4 42.07

C5 140.02 C6 121.37 C7 31.66 C8 31.66

C9 49.91 CIO 36.47 C ll 20.82 C12 39.52

C13 41.96 C14 56.63 C15 24.05 C16 28.86

C17 55.79 C18 11.77 C19 19.53 C20 40.32

C21 20.94 C22 138.14 C23 129.00 C24 51.21

C25 31.66 C26 20.82 C27 19.05 C28 25.19

C29 11.97 cr 1 0 0 . 8 C2’ 73.27 C3’ 76.94

C4’ 69.84 C5’ 75.51 C6 ’ 61.56
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Com base nos dados da literatura e espectrais propôs-se a seguinte estrutura 

correspondente à Stigmasterol glicosideo

OH
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Figura 33. Espectro de absorção no infra vermelho do Stigmasterol glicosídeo
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Figura 34. Espectro de ressonância nuclear de do Stigmasterol glicosideo
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Figura 35. Espectro de ressonância nuclear de 'H do Stigmasterol glicosideo ampliado
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Fígura 36. Espectro de ressonância magnética nuclear de do Stigmasterol glicosídeo
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Figura 37. Espectro de ressonância magnética nuclear de C do Stigmasterol glicosideo
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3.3.8 IDENTIFICAÇÃO DA FRAÇÕES 3 a 7 DE Ph. sellowianus

Das frações 3 a 7 de Ph. sellowianus , obteve-se 0,006 g de cristais que fundiram na 

faixa de 80.5 a SfC.

3.3.8.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NO INFRAVERMELHO DA XANTOXILINA

O espectro de absorção na região do infravermelho (IV), (Figura 38), foi obtido em 

espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 787 com a substância incorporada em pastilha 

comprimida de brometo de potássio anidro (KBr). As absorções foram registradas em escala 

de centimetros recíprocos (cm‘‘), sendo os espectros calibrados com filme de poliestireno de 

0.5 mm de espessura. Evidenciando a presença de um anel aromático substituído, um grupo 

carbonílico (C=0) e grupos metoxila (O-CH3), porém nenhuma absorção foi detectada para 

o grupo hidroxila (OH), o espectro apresenta ainda:

a. Estiramento de ligação de C-H a 3100 - 3080 cm"'

b. Estiramento de C=0 a 1615 cm '

c. Bandas de anel aromático a 1400 -1600 cm''

3.3.S.2 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NA REGIÃO DO ULTRA VIOLETA 

XANTOXILINA

O espectro de absorção na região do ultravioleta, (UV) (figura 39),foi obtido em 

espectrofotometro Shimadzu modelo UV-190, equipamento com registrador R.B. 101, 

utilizando-se metanol como solvente.

As frações mostraram uma absorção máxima em 286 nm, típica de grupo carbonílico 

conjugado. Uma absorção máxima em 285 nm pode ser calculada a partir da absorção do 

fragmento da carbonila do composto (CeHs . CO . C H 3 )  em 246 nm adicionado do

91



deslocamento do Xmax proporcionado pelos grupos -OH em posição orto (+ 7 nm), 0 -OCH3 

(+ 7 nm) e p-OCHj (+ 25 nm ) , (246 +7 + 7 + 25 = 285).

3.3.5.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DA 

XANTOXILINA

O espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 'H), (figura 40), 

foi obtido em aparelho Variam XL -100 MHz, em clorofórmio deuterado ( C D C I 3 )  contendo 

tetrametilsilano (TMS-0) como padrão interno, sendo os deslocamentos químicos expressos 

em valores de (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os sinais mostram 

um singlete em 14.80 ppm, atribuído a uma hidroxila aromática com forte ponte de 

hidrogênio, dois sinais em 5.91 e 6.05 ppm correspondendo a prótons aromáticos em posição 

meta, dois singletes em 3.85 e 3.86 ppm atribuídos a dois grupos metoxi aromático e um 

singlete em 2.60 ppm atribuído ao grupo metila de acetila

3.3.5.4 ESPECTRO DE MASSA DA XANTOXILINA

O espectro de massa (EM), (figura 41, 42), foi obtido no espectrometro Micro Mass 

12. Sua confirmação foi feita, também, por coinjeção do padrão de xantoxilina em CGAR. 

usando coluna capilar OV1 (figura 43), já isolado anteriormente (Miguel. 1987)®“*.

CH3

I
CO
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Figura 38. Espectro de absorção no infra vermelho da xantoxilina
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Xantoxilin
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Figura 39. Espectro de absorção no ultra violeta da xantoxilina
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Figura 40, Espectro de ressonância magnética nuclear de 'H da xantoxilina
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Figura 41. Espectro de massa da xantoxilina
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Figura 42. Fragmentação de alguns íons principais da xantoxilina
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Das frações 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 IDENTIFICAÇÃO DO GALATO DE ETILA

3.3.9.2 ESPECTRO DE ABSORÇÃO 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 

potássio anidro (KBr), mostrando absorção de hidroxila em 3450 e 3302 cm'' e absorções 

intensas em 1706 cm'' de carbonila, 1620,1534,1468,1384,1316,1256,1198 e 1040 cm''.

3.3.9.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR *H DO 

GALATO DE ETILA

No espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RNM H' ) (figura45) 

foi obtidos a uma freqüência de 300 MHz, que mostra entre outras um triplete em ô 1.3 

equivalente a 3 prótons de CH3 (3H, t, J= 7 ), um quarteto centrado em ô 4.25 equivalente 

a 2 de grupo CH2  (J= 7 Hz), e um singlete em 7.11 equivalente a dois simétricos prótons de 

anel aromáticos.

3.3.9.4 ESPECTRO DE MASSA DO GALATO DE ETILA

O espectro de massa do tanino (figura 46, 47), apresenta o íon 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 O C 2 C H 5  ,178 (25,86 %), 183 (7.47 %) para a perda

3.3.9 IDENTIFICAÇÃO DOS TANINOS DE Ph. sellmvianus
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de CH3 e 198 (57.47 %), tipos de fragmentos observados em taninos derivados do ácido 

gálico.

3.3.9.S ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR *̂ C DO 

GALATO DE ETILA

Os deslocamentos químicos atribuídos pelo espectros de RMN '^C (figura 48), 

foram compatíveis aos atribuídos na literatura para taninos: 166.64 de C=0 ,145 .91,

138 carbonos oxigenados do anel, 122.03 e 109,64 atribuído ao anel aromático, 60.84 

atribuído a O - C H 2  e 14,59 atribuído a C H 3 .

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

Ester etil gálico (Gaiato de etila).

O.
c—O—CH2 CH3

1 0 0



Figura 44. Espectro de absorção no infra-vermelho do gaiato de etila
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Figura 45, Espectro de ressonâcia magnética nuclear de ‘H do gaiato de etila
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Figura 47. Fragmentação de alguns íons principais do gaiato de etila
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Figura 48. Espectro de ressonância magnética nuclear de C do gaiato de etila (Acetona)
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Das frações 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 IDENTIFICAÇÃO DO GALATO DE METILA

3.3.10.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO 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 potássio 

anidro (KBr ), mostrando absorção de hidroxila em 3524 e 3366 cm ' e absorções intensas 

em 1692 cm‘‘ de carbonila, 1620 cm'' de ligação C-0 ,1536,1448, 1370, 1330, 1264 e 1052 

cm''

3.3.10.2 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR ‘H DO 

GALATO DE METILA

O espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio ('H RNM) (figura 50) 

foram obtidos a uma freqüência de 70 MHz que apresentou entre outras um singlete em ô 

3,79 equivalente a 3 prótons de O-CH3 (3H, t) e um singlete em ô 7.11 equivalente a dois 

prótons simétricos do anel aromático

3.3.10.3 ESPECTRO DE MASSA DO GALATO DE METILA

O espectro de massa do tanino (figura 51, 52), apresenta o íon 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 ácido gálico
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3.3.10.4 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR C DO 

GALATO DE METILA

O deslocamento químico atribuídos pelo espectros de C RMN figura 53, foram 

compatíveis aos atribuídos com a literatura para taninos 167.15 da C=0, 145.98 e 138.67 

atribuídos aos carbonos oxigenados, 121.62 e 109.68 atribuído ao anel aromático, 51. 85 

atribuído a O C H 3

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

Ester metil gálico (Gaiato de metila)

O'^v^/0 -C H 3

OH

ÒH

Gaiato de metila
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/ 0 -C H ,

Fígura 49. Espectro de absorção no infra vermelho do gaiato de metila
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Figura 52. Fragmentação de alguns íons principais do gaiato de metila
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As frações de 42- 50 do extrato de acetato de etila de Ph. sellowianus foram 

cromatografadas em Sephadex LH 20 com MeOH e H2O (70 :30), coletadas em 25 frascos 

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

3.3.11 IDENTIFICAÇÃO DA GERANINA

3.3.11.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NA REGIÃO DO ULTRA VIOLETA

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

espectrofotômetro HP, utilizando-se metanol como solvente.

As fi-ações mostraram um X max. (MeOH) 221 e 281 nm , típica de grupo carbonila 

conjugado.

3.3.11.2 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NO INFRA VERMELHO DA 

GERANINA

O espectro de infira vermelho (IV) (figura 55), foi obtido num equipamento Perkin- 

Elmer, modelo 781, preparando a amostra em pastilha comprimida de brometo de potássio 

anidro (KBr), mostrando absorção intensa de hidroxila em 3414 cm‘* e absorção intensa em 

1722 cm de carbonila, apresentando ainda deformação axial da ligação C —C do anel em 

1614 cm"' , deformação axial de C-C(=0)-0 de acetato e deformação axial assimétrica de 

O -C ^ C, 1202 cm’*.

3.3.11.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR ‘H 

GERANINA

O espectro de ressonância nuclear de hidrogênio ( R-NMH' ), (figura 56), foram 

obtidas a uma fi-eqüência de 300 MHz em CD3COCD3 : 7.30 - 7.26 (2H no total, Ar.H),
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7.24 e 7.20 (2H no total, galloyl), 6.70 (3/5H, s) e 6 . 6 8  (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) e 4.92 (2/5 H, t) (1 H no total, e 5.2 (3/5 H, s ) e 5.22 (2/5 H, s) (IH no total).

3.3.11.4 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR ‘̂ C

Os deslocamentos, químicos atribuídos pelo espectros de RMN*^C, figura 57.

Anel A

Anel B 
e

Anel C

Anel D

la 1 2 0 Anel E le 45.6

2 a(6 a) 1 1 0 . 8 2 e 154.1

3a(5a) 146.8 3e 128.7

4a 139.9 4e 191.8

Ib 115,7 5e 96.1

Ic 117.1 6 e 92.2

2 b 125,5 Glicose 1 91.2

2 c 124.1 2 72.9
3b 1 1 0 , 6 3 70.5

3c 108,5 4 65.8
4b 145.8 5 63.3

4c 145.5 6 63.8
6 b 145.1 Ester 169,0
6 c 145.0 166.8
5b 137.8 165,9
5c 137.4 165.8
Id 115.3 165.0
2 d 119.6

3d 113.5

4d 144,7

5d 139,1

6 d 143,0
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Com base nos dados espectrais propôs-se a estrutura correspondentes à geranina.

OH

0 =

Geranün

CO

-OH

HO'
OH OH
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Geranün

CO CO

OH OH

OH

Figura 54. Espectro de absorção na região do ultra violeta da geranina
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Figura 55. Espectro de absorção no infra vermelho da geranina
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Figura 56. Espectro de ressonância magnética nuclear de do geranina (Acetona)
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Figura 57 Espectro de ressonância magnética nuclear de da geranina (Acetona)
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Das frações de Ac. Etila de Ph. sellowianus de 35 a 36 foram coletados em 20 

frascos de 5 ml onde as frações de 9 a 13 apresentaram 0.2724 g de um cristal amarelo 

identificados como (furosina)

3.3.12 IDENTIFICAÇÃO DA FUROSINA

3.3.12.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NA REGIÃO DO ULTRA VIOLETA

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

espectrofotômetro HP, utilizando-se metanol como solvente.

As frações mostraram uma absorção máxima na Banda I em 281 nm, típica de grupo 

carbonílico conjugado

3.3.12.2 ESPECTRO DE ABSORÇÃO 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 potássio 

anidro (K Br), mostrando absorção intensa de hidroxila em 3320 cm‘* e absorção intensa em 

1700 cm'  ̂ de carbonila, de formação axial de ligação C ™ C do anel 1620, 1452 cm' ,̂ 

deformação assimétrica de C-C(=0)-0 de acetato 1220 cm'* e deformação axial assimétrica 

de 0-C ™ C

em 1190 cm'*.

3.3.12.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE ‘ H

O espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio figura 60), foram obtidas 

a uma fi-equência de 300 MHz em CD3COCD3 , 7.25 (lH,s, Ar H), 7.17 (2H, s, galloil), 6.51 

(IH, s, vinil), 6.45 (IH, s, glicose IH), 5.30 (2H, s, glicose 2-H e metina), 5.11 (IH, d, 

glicose 4-H), 4.50 - 3.90 (4H, m, glicose 3-, 5-He 6 -H2), um sinal ô 4.98 (d ) assinala para 

um grupo de prótons vinil (1/2 H)e um próton metila (1/2 H) respectivamente.

1 2 0



3.3.12.4 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNETICA NUCLEAR C

Os deslocamentos, químicos atribuídos pelo espectros de RMN, de C, figura 61.

Anel A la 1 2 0 . 2  (1) Glicose 1 92.3 (1/2)

2 a. 6 a 1 1 0 . 1  (2 ) 92.0 (1/2)

3a, 5a 146.0 (2) 78.3 (1/2)

4a 139.6 (1) 77.6 (1/2)

Anel B Ib 6 117.2(1/2) 2-5 73.4(1/2)
72.2 (1/2)
71.9(1/2)
70.8 (1/2)

63.0(1)

5 115.8(1/2)

2 b 6 1 2 0 .0 ( 1 /2 ) 6 62.4(1)
5 119.7(1/2)

3b 6 113.6(1/2) Ester 166.4 (1/2)
5 113,2(1/2) 166.1 ( 1 /2 )

4b 6 145.6 (1/2) 165.8(1/2)
5 146,9 (1/2) 165.5 (1/2)

5b 6 139,1 (1/2) 165.2 (1/2)
5 137,2(1/2)

6 b 6 143,0(1/2)
5 147,5 (1/2)

Anel C Ic 6 45,5(1/2) 4c 6  192,0 (1/2)
5 51,6(1/2) 5 194.8 (1/2)

2 c 6 154,5 (1/2) 5c 6  96.0 (1/2)
5 149,8 (1/2) 5 92.3 (1/2)

3c 6 128,4 (1/2) 6 c 6  92.5 (1/2)
5 125,5 (1/2) 5 108.7 (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 propôs-se a estrutura abaixo correspondente à

furosina

OH
6 CH2 - 0 H 6^

I// %xa

Furosin

OH

1 2 2



óCH.-OH

a/ o H ^ 1  

O

o O -C O -

o
/

Furosin

CO CO

Figura 58 Espectro de absorção na região do ultra violeta da furosina
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OH

Figura 59 Espectro de absorção no infra vermelho da fiirosina
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Figura 60. Espectro de ressonância magnética nuclear de *H da furosina (Acetona)
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Figura 61 Espectro de ressonância magnética nuclear de da furosina (Acetona)
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As frações 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 frações de 1 a 

3 apresentaram 1.0633 g. de um solido amorfo de cor amarela com ponto de flisão 188 -190 

“c., identificada como (Rutina).

3.3.13 IDENTIFICAÇÃO DA RUTINA

3.3.13.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NA REGIÃO DO ULTRA VIOLETA 

DA RUTINA

O espectro de absorção na região do Ultra violeta (UV) (figura 62), foi obtido em 

espectrofotômetro HP utilizando-se metanol como solvente.

As frações mostraram uma absorção máxima em 259, 266, 298, 359 nm.

3.3.13.2 ESPECTRO DE ABSORÇÃO 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 potássio 

anidro (BCBr), mostrando absorção intensa de hidroxila em 3400 cm'*, deformação axial de 

ligação C ~  C do anel 1600, 1450 cm'*.

3.3.13.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR *H DA 

RUTINA

O espectro de ressonância magnética nuclear *H (figura 64), foram obtidos a uma 

fi-eqüência de 300 MHz em MeOD, ô ppm) 2.20 -3.85 (10 H, m), 4.55 (IH, s), 4.9(1H, d), 

6.27(1H, d, J=2.07 Hz), 6.42 (IH, d, J= 2.13 Hz), 6 . 8 8  (IH, d, J= 8.49 Hz), 7.60 (IH, s), 7.64 

(IH, d, J= 2.19 e 8.49 Hz), 7.72 (IH, d, J= 2.16 Hz).
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3.3.13.4 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE ‘ Ĉ 

DA RUTINA

Os deslocamentos químicos atribuídos pelo espectros de RMN (MeOD, TMS, Ô 

ppm), figura 65,

Anel A 5 162,84

6  99,20

7 145.75

8  94.90

9 158.30

10 105.53 

2Ca 159.27 

3Cp 135.59 

4C=0 179.29

Anel B V 123.54 

2 ’ 116.00

3’

4’

5’

6 ’

145.75

149.75 

116.67 

123.30

Grupo Ramno glicosil c '” 104.5 c '”’ 108.36

75.68 c '” 71.32

78.11 c '”’ 72.04

77.11 C4- 73.89

C '” 77.67 c '”’ 69.67

c"” 68.51 c"”’ 17.89
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3.3.13.5 ESPECTRO DE MASSA DA RUTINA

O espectro de massa (EM) (figura 6 6 , 67) , foi obtido no espectrometro Shimadzu 

CGMS -QP. 2000 A. O qual apresenta o íon 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 são fi-agmentos comuns 

observados nos flavonóides

Com base nos dados espectrais propôs-se a estrutura correspondente à rutina

OH

A ^ o h

0 R= ramno (l- 6 )glicosi 

Rutina
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OR- ramno ( 1 -6 )glicosi 

Rutina

. . ‘ UO

! 14'"; J

. 2 j. "
CõhpKÍiÍQ<Tú D£ ONDft (na)

4f ! 4  l'i *cü.u

Figura 62. Espectro de absorção na região do ultra violeta da rutina
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Figura 63. Espectro de absorção no infra vermelho da rutina
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OH

0 R= ramno (l- 6 )glicosi 

Rutina

j / \J Ul

Figura 64. Espectro de ressonância magnética nuclear de Ĥ da rutina (MeOD)
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Mass S p e c t r u m  
C om m ent;  R u t i n a
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ea
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<SPECT>
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Figura 6 6 . Espectro de massa da rutina
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OH

1 0 0 R= ramno ( 1 -6 )glicosil

^  ^  Rutina
302 (100) ^

HO

^  + 
HO C=OH 

125 (5.43) 124 (3.26)

Figura 67. Fragmentação de alguns ions principais da Rutina
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As frações 7 a 17 do extrato acetato de etila de Ph. sellowianus foram 

cromatografados em Sephadex LH 20 com Me0 H/H2 0  (70:30), coletadas em 20 frascos de 

5 ml, onde a fração 17 apresentou 0.130 g de um pó amorfo de cor amarelo com ponto de 

fusão 290® C. (quercetina ).

3.3.14 IDENTIFICAÇÃO DA QUERCETINA

3.3.14.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NA REGIÃO DO ULTRA VIOLETA 

DA QUERCETINA

O espectro de absorção na região do ultra violeta (UV) (figur 6 8 ), obtido em 

espectrofotômetro HP, utilizando-se Metanol como solvente.

As frações mostraram uma absorção máxima em 255, 269, 301, 370 nm.

3.3.14.2 ESPECTRO DE ABSORÇÃO 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 potássio anidro 

(KBr), mostrando absorção de hidroxila em 3408 cm"' e outras absorções: 1664, 1612, 

1559, 1383, 1319,1261, 1169 cm‘' .

3.3.14.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR ‘H DA 

QUERCETINA

O espectro de ressonância magnética ^H (figura 70), foram obtidos a uma freqüência 

de 70 MHz em MeOD, Ô, ppm, 6.2 (IH, d), 6.42 (IH, d), 6.9 (IH, d) 7.55 (IH, dd) e 7.70 

(IH, d).
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3.3.14.4 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR C DA 

QUERCETINA

Os deslocamentos químicos atribuídos pelos espectrais de RMN (MeOD), TMA, 

ô, ppm), (figura 71).

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

1 0 103.30 6 120.35

2Ca 145.26

3CP 135.95

4C0 176.05

3.3.14.5 ESPECTRO DE MASSA DA QUERCETINA

O espectro de massa (e/m) (figura 72), foi obtido no espectrômetro Shimadzu 

CGMS-Qp. 2000 A, Apresenta o íon (M"̂ ) a m/e 302 (100) e os seguintes fi^agmentos 

principais 273 (27.0), 257 (7.0), 229 (14.8), 153 (23.8), 137 (38,0), 109 (14.2) tipos de 

fi^agmentos observados nos fiavonóides. Com base nos dados da literatura e

espectrais propôs-se a seguinte estrutura correspondente a Quercetina.

OH
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OH

Fígura 68. Espectro de absorção na região do ultra violeta da quercetina
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Figura 69. Espectro de absorção no infra vermelho da quercetina
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A fração 5 do extrato acetato de etila de Ph. fratemus, foi cromatografada em 

Sephadex LH 20 com MeOH e H2O (70:30), coletadas em 20 frascos de 5 ml onde a fração 

5 apresentou 0.0463 g de cristais branco com ponto de fusão 109-110” C. (hipofilantina)

3.3.15. IDENTIFICAÇAO DE HIPOFILANTINA

3.3.15.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NA REGIÃO 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 potássio anidro 

(KBr), mostrando absorção de C H 2  e C H 3  em 2900 cm'\ deformação axial de ligação C ™ 

C do anel 1640, 1510 cm‘‘ , deformação axial simétrica de C-O-C 1028 cm‘\  deformação 

axial assimétrica de C-O-C 1258 cm'V

3.3.15.2 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR ‘H DA 

HIPOFILANTINA

O espectro de ressonância magnética (figura 74), foi obtido a uma freqüência de 

300 MHz em C D C I 3 ,  ô, ppm : 1.8 - 2.1 ( m, 2 e 3-H), 2,77 (mm, 4-H), 3.35 (s, CH2 0 Me), 

3.36 (s, CHzOMe), 3.81 (s, 6 -OMe), 3.86 (s, 3’-0Me), 3.88 (s, 4’-0Me), 4.10 (d, J= 7.95 

Hz, 1-H), 5.65 - 573 (dd, J = 1.41 Hz, OCH2O), 6.33 (s, 5-H), 6 . 6 6  (s, 8 -H), 6,73 (d, 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 íon molecular (M+) a m/e 151 (100) e os seguintes 

fragmentos principais 430 (50), 415 (11,9), 367 (35.86), 353 (60.86), 335 (28.26), 215

(39.13).
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3.3.15.4 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR *̂ C DA 

HIPOFILANTINA

Os deslocamentos químicos atribuídos pelo espectros, de RMN C ( C D C I 3 ,  TMS, 

ô, ppm): figura 76, 77.

Anel C

5 142.02 Anel B 1 45.35

6 147.02 2 41.85

7 131.73 3 36.85

8 106.40 4 33,30

4a 137.95 2 a 171.63

8 a 120.35 3a 175.36

V 133.19 Ar 0-Me 55.80

T 111.62 55.88

V 148.43 58.98

4’ 146.96

5’ 110.50 OCH2O 101.07

6 ’ 115.01

Com base nos dados da literatura 

correspondente a hipofilantina

e espectrais propões a seguinte estrutura

Hipofiantina
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Figura 73. Espectro de absorção na região do infra vermelho da hipofilantina
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Figura 77. Espectro de ressonância magnética nuclear de da hipofilantina (DEPT)
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As frações de 4 a 9 do extrato acetato de etila de Siphocampylus verticillatus, ft)ram 

cromatografadas em Sephadex LH 20 com MeOH e H2O (70:30), foram coletadas em 20 

frascos de 5 ml, onde as frações de 6  a 8  apresentaram 0.0172 g de um cristal amarelo 

identificadoa como (3’metóxi luteolina).

3.3.16 IDENTIFICAÇÃO DA 3’ METÓXI LUTEOLINA

3.3.16.1 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NA REGIÃO DA ULTRA VIOLETA 3’ 

METÓXI LUTEOLINA

O espectro de absorção na região do ultra violeta (UV) (figura 78), obtido em 

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

As frações mostraram uma absorção máxima em 238.5, 247.0 e 341.0 nm.

3.3.16.2 ESPECTRO DE ABSORÇÃO NO INFRA VERMELHO 3’ METÓXI 

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 potássio anidro 

(KBr), mostrando absorção de hidroxila em 3348 cm'\ deformação axial de ligação C—C 

do anel 1598, 1450 cm’V

3.3.16.3 ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR ‘H 

3’ METOXI LUTEOLINA

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

frequência de 300 MHz em MeOD, ô, ppm): 3,82 (s, 3H, Ome, 3’-H), 6.78 (d, IH, J=2,13
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Hz, H-8 ), 6 . 8 8  (d, IH, J= 2.10 Hz, H-6 ), 6.99 (s, IH, H-2), 7.21 (s, IH), 7.30 (d, IH, J= 

8.34, 5’-H), 7.58 (s, IH) 7.62 (d, IH, J=1.90, 2’-H), 7.68 (dd, IH, J= 2.13 e 8.31 Hz, 6 ’-H), 

13.83 (a, IH, OH quelado).

3.3.16.4 ESPECTRO DE MASSA DA 3’ METÓXI LUTEOLINA

O espectro de massa (EM) (figura 81, 82), fiai obtido no espectrofotômetro 

Shimadzu CGMS-QP-2000 A. Apresenta o ion molecular (M+) o m/e 300 (100) e os 

seguintes fi-agmentos 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 flavonóides.

3.3.16.5 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR *̂ C

Os deslocamentos químicos atribuídos pelo espectros de RMN C (MeOD, TMS, 

ô, ppm) figura 83.

Anel AA 5 158.33 Anel B r 122.33

6 99.76 2 ’ 110.05

7 165.69 3’ 148.73

8 94.72 4’ 152.18

9 162.94 5’ 116.72

1 0 104.77 6 ’ 1 2 1 . 1 0

2Ca 164.32

3Cp 103.97

4C=0 182.10

151



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

estrutura correspondente a 3’metòxi luteolina.
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Figura 78. Espectro de absorção na região do ultra violeta de 3’metoxi-luteolina
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CM-1

Figura 79. Espectro de absorção no infra vermelho de 3’metoxi-luteolina
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3.4 MODIFICAÇÃO ESTRUTURAL PARA TESTE DO GRUPO 

MOLECULAR ATIVO.

3.4.1 METILAÇÃO DO ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO

Preparação do Díazometano:

Uma solução de 1 g de Diazald (N-nitroso-toluol-4-sulfometilamina) em 20 ml de 

éter etílico, mantido sob refrigeração em banho de gelo, foram adicionados 3 ml de uma 

solução a 4 % de KOH em Et OH 96 %. O éter etílico foi destilado em Kit apropriado 

(Aldrich), em banho maria a 50®C.. O destilado de cor amarela (Solução etérea de 

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

Esta solução é adicionada diretamente a 100 mg do alcalóide, lentamente, à 

temperatura ambiente, até persistir a coloração amarelada do Diazometano e cessar o 

desprendimento de hidrogênio. O excesso de reagente foi destruído adicionando-se gotas de

ácido acético. O solvente foi evaporado sob pressão reduzida fornecendo um rendimento de 

64 % do produto impuro.

a:Identificação no espectro de IV

- Ausência da absorção de hidroxila em 3524 cm'^

- Absorção em 1598 cm * de ligação C-0 

b: Tempo de reação

- 2 . horas, 

c: Rendimento

- 40 %
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3.4.2 ACETILAÇÃO DO ALCALÓmE PIPERIDÍNICO

A 100 mg do alcalóide 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 água destilada 

gelada à mistura, ocorreu rapidamente a formação de um precipitado, o qual foi filtrado a 

vácuo e lavado com água destilada.

Após recristalização em metanol obtivemos rendimento de 54 % do produto, 

a: Identificação no espectro de ressonância magnética de hidrogênio

O espectro de ressonância magnética de hidrogênio H RMN) foram obtidos a 

uma fi-eqüência de 50 MHz do composto acetilado (fig.l2, pag, 53), associado a 

experimentos de desacoplamento seletivo, apresentando um quinteto em ô 4.95 (2H, J= 13 e

6.5 Hz) correspondente aos prótons em C-8/10 com acoplamento de 13 Hz com prótons H- 

7/9 e de 6,5 Hz com H2 11/14, indicando que as hidroxilas foram acetiladas, além dos sinais 

de C H 3  característicos de acetato em ô 2.5. A irradiação do composto acetilado 8 4.95 

transformou o quinteto em 1.9 num duplo duplete e o triplete em ô 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) 

(fig. 13, pag. 54). Os prótons cm C- 2 / 6  apareceram como um largo multiplete em ô 2.30 

que quando irradiados mostraram acoplamento com o quinteto em ô 1.85 que passou ser um 

duplo duplete (7 / 9) e com o multiplete em ô 1.35. Quando ô 1.85 foi irradiado o quinteto em 

ô 4.90 aparecem como um quarteto referente apenas ao acoplamento de C- 8  /10 com C -11/

160



14, quando irradiamos Ô 0.9 o triplete referente aos grupos metilas terminais C- 13 /16 

mostrou-se como um singlete, sendo assim os acoplamentos referentes a H- 2 / 6 , H- 7 / 9 e 

H -11 /14. Comparando os deslocamentos dos prótons do alcalóides com dados da literatura 

de alcalóides piperidínicos , como o sinal H- 2 / 6  em ô 2.5 sem acoplamento com H- 8  / 10 

atribuindo-se a metil amina *’ .

b: Identificação no espectro de C

O desaparecimento da absorção intensa, com terminação era duas pontas 

correspondente a um estiramento de ligação OH em 3447 cm'* no espectro de IV, com o 

aparecimento do sinal da C=0 no *̂ C em ô 170.92 ppm. Podendo afimar que o produto 

sintetizado foi o procurado.

O
II

CH3 —C—O
II

O - C —CH3

N '
I

CH3

3.4.3 BENZOILAÇÃO DO ALCALÓIDE PIPERIDÍNICO

3.4.3.1 REAÇÃO COM CLORETO DE BENZOÍLA

100 mg do alcalóide foi adicionado a 3 ml de piridina e 150 |il de cloreto de benzoila, 

ficando a mistura em repouso por 24 horas.

Após o período de 24 horas a solução foi acrescida de 30 ml de acetato de etila e 

levado à fiinil de separação, acrescido de 30 ml de água saturada com KCl . Agitou-se e 

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

anidro.

A solução isenta de água foi transferida para um balão 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:Identifícação no espectro de IV

- Desaparecimento da absorção intensa correspondente a um estiramento de ligação 

OH em 3447 cm'\

- Absorção em 1690 cm‘* deformação axial da C=0 em frequência mais baixa devido 

a conjugação com grupo fenila.

- Deformação axial de C—C do anel 1591, 1422 e 1324 cm'  ̂ . Podendo assim 

afirmar que o produto sintetizado é o produto procurado.

b: Tempo de reação

- 1 2  horas 

c: Rendimento

- 64.41 %

CH3
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3.4.3.2 -REAÇÃO COM CLORETO DE p-CLORO BENZOÍLA 

a: Identificação no espectro de infra vermelho

- absorção em 1684 cm'* correspondente a deformação axial de C=0.

- deformação axial C™0 do anel em 1590,1490 e 1424 cm'*

b: Identificação no espectro de ressonância magnética nuclear de C

- podemos assinalar no espectro o pico pequeno em 166.77 ppm ao grupo C=0.

- o pico pequeno em 139 ppm ao átomo de carbono aromático igualmente 

substituído, os picos intensos em 132.20 ppm e 129.59 ppm aos átomos de carbono restante 

do anel aromático

c: Identificação no espectro de ressonância magnética nuclear de

- A presença de dois dubletes distorcidos em ô 7.45 e 8.05 ppm. Podendo assim 

afirmar que o produto sintetizado foi o esperado.

d: Tempo de reação

- 6  horas 

e: Rendimento

- 80 %

CH3
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3.4.3.3 -REAÇÃO COM CLORETO DE p-NITRO BENZOÍLA 

a: Identificação no espectro de de ressonância magnética nuclear de

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

afirmar, que o produto sintetizado foi o esperado.

b: Tempo de reação

- 50 minutos 

c: Rendimento

- 50.9 %

3.4.3.4 REAÇÃO COM CLORETO DE o-ACETIL BENZOÍLA 

a: Identificação no espectro de infra vermelho

- Deformação axial de C=0, 1.688 cm'  ̂ , em fi-equência mais baixa do que a 

observada, devido à conjugação.

- Desaparecimento da absorção intensa correspondente a um estiramento de ligação 

OH em 3447 c m \

b: Tempo de reação

- 6 horas 

c: Rendimento

-15%
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CH3

3.4.3.S REAÇÃO COM CLORETO DE p-TOLUÍLA 

a: Identificação no espectro de infra vermelho

- deformação axial de C=0 em 1700 cm'*

- deformação axial C=C do anel 1600, 1550 e 1324 cm'*

b: Identificação no espectro de ressonância 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 átomo de carbono aromático igualmente substituido, 

em 129.81 e 128.95 ppm aos átomos de carbono restantes do anel aromático.

c: Tempo de reação

- 6 horas 

d: Rendimento

-80.2
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3.4.3.Ó REAÇÃO COM CLORETO DE 4-BROMO 

a: Identificação no espectro de infra vermelho

- deformação axial de C=0 em 1676 cm'*.

- deformação axial C—O do anel 1586, 1486 e 1426 cm’*.

b: Identificação no espectro de de ressonância magnética nuclear de * H

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

que o produto sintetizado foi o prucurado.

c. Tempo de reação

- 4 horas

d. Rendimento

- 79.9 %

Br Br

r

CO CO11
0

N 
I

CH3

3.4.3.7 REAÇÃO COM CLORETO DE o-TOLUÍLA 

a: Identificação no espectro de infra vermelho

- deformação axial de C=0 em 1688 cm'*

- deformação angular fora do plano de C-H do anel aromático em 742 cm'* 

b: Identificação no espectro de de ressonância magnética nuclear de *H

- apresentou dois dubletes distorcidos em ô 7.36 e 7.28 ppm.
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- 6 horas 

d: Rendimento

- 38 %

c; Tempo de reação
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4 ANALISE FARMACOLOGICA DO EXTRATO BRUTO E DOS 

COMPOSTOS PURIFICADOS

Os testes farmacológicos foram realizados pela equipe do Prof Dr. João Batista 

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

4.1 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.1.1 TESTE DAS CONTORÇÕES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ÁCIDO 

ACÉTICO

Camundongos “Swiss” machos (25 - 30 g) foram mantidos sob temperatura 

controlada (23 ± 2 °C) e iluminação em ciclo de 12 h com ração e água “ad libitum”. A resposta 

nociceptiva foi induzida pela injeção intraperitoneal de ácido acético (0,6%) diluído em solução 

salina (0,9%). Basicamente as contorções abdominais consistem na contração da musculatura 

abdominal juntamente com a extensão de uma das patas posteriores, de acordo com o método 

descrito anteriormente (Bentley et al,, 1981*̂ ; Collier et al., 1968̂ *; 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 injeção do ácido acético, respectivamente. Os 

grupos controles receberam o mesmo volume dos veículos (10 ml/kg) utilizados para diluir os 

extratos e/ou compostos puros.

Após a injeção do ácido acético os camundongos foram observados em pares, 

colocados em funis de vidro individuais e o número de contorções abdominais foi quantificado 

cumulativamente durante um período de 20 min. A atividade analgésica foi determinada 

tomando-se como base a inibição do número das contorções 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 número das contorções abdominais dos animais 

controles (salina).
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Para confirmação do efeito analgésico dos EB e dos compostos utilizamos o teste da 

dor induzida pela injeção intraplantar de formalina, um modelo mais específico que o teste de 

contorções abdominais, permitindo avaliar dois tipos de dor: a de origem neurogênica 

(estimulação direta dos neurônios nociceptivos) e a dor inflamatória (caracterizada pela liberação 

de mediadores inflamatórios). O procedimento utilizado foi similar ao descrito anteriormente 

(Corrêa 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 formaldeído) ou salina na região intraplantar da 

pata posterior direita e esquerda, respectivamente.

Logo após a injeção de formalina os animais foram colocados, individualmente, dentro 

de um fiinil de vidro, ao lado de um espelho para facilitar a observação. Após 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 após a injeção da formalina (dor de origem neurogênica), e a segunda, que 

ocorre entre 15 a 30 min após a formalina, representando a resposta tônica à dor acompanhada 

de uma resposta inflamatória relacionada com a liberação de mediadores inflamatórios (Hunskaar 

eHole, 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 injeção da formalina, respectivamente. O 

grupo controle recebeu igual volume dos veículos (10 ml/kg) utilizados para diluir os EBs, os 

compostos isolados das diferentes plantas. Ao final do tempo de observação, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical e as patas posteriores foram cortadas na junção tíbio- 

tarsal e pesadas em balança analítica para quantificação do edema induzido pela formalina. A 

diferença entre o peso (em mg) da pata direita (injetada com formalina) e a pata esquerda 

(injetada com salina) foi considerada como índice do edema.

4.1.2 DOR INDUZroA PELA FORMALINA
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4.1.3 TESTE DO TAIL-FLICK

A atividade analgésica dos extratos ou compostos das várias espécies de plantas foram 

a seguir analisada no teste do tail-flick, um modelo de dor muito sensível 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 reação (s) à exposição 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 modificações.

Os animais foram selecionados 24 horas antes dos experjméhtos conforme sua 

reatividade ao teste, sendo desprezados aqueles que permaneceram acima de 8 s no aparelho. Os 

animais normahnente respondem ao estímulo térmico (féke 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 feke 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 e 30 min antes do experimento, 

respectivamente. O tempo máximo permitido de permanência do estímulo nocivo sobre a cauda 

do animal foi de 20 s para não causar danos teciduais aos animais, o qual foi considerado como 

índice total de analgesia. O grupo controle recebeu o mesmo volume de veículo (10 ml/kg) 

utilizado para diluir os EB, compostos ou morfina.

4.1.4 TESTE DA PLACA-QUENTE

O teste da placa-quente possui, de maneira geral, as mesmas características e 

sensibilidade que o modelo do tail-flick, ou seja, as drogas que apresentam efeito analgésico no 

tail-flick geralmente são ativas no teste da placa-quente. Os animais foram colocados dentro de 

um cilindro de vidro sobre a superfície de uma placa de metal previamente aquecida à 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 estímulo 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 

máximo permitido de permanência dos animais no aparelho de placa quente foi de 30 s, para não 

causar danos teciduais aos animais, sendo considerado como índice total de analgesia. O grupo 

controle recebeu o mesmo volume do veículo (10 ml/kg) utilizado para diluir os EH e 

compostos isoladas das diferentes plantas ou morfina.

4.1.5 DOR INDUZroA PELA CAPSAICINA

Esse modelo foi proposto recentemente por Sakurata et al. (1992**“) para o estudo de 

compostos que atuam sobre a dor de origem neurôgenica. A injeção de capsaiçina induz 

estimulação direta dos neurônios nociceptivos, causando a liberação de vários neuropeptídeos 

envolvidos na transmissão dolorosa, incluindo principalmente as taquicininas (substância P, 

neurocinina A e neurocinina B) (Sakurata et al., 1992; 1993**̂ ). Assim, esse teste foi empregado 

com o objetivo de evidenciar a possível interação dos extratos ou dos compostos isolados das 

espécies de plantas com o sistema taquicinérgico.

Cada animal foi colocado individualmente dentro de um fünil de vidro transparente por 

um período de adaptação de no mínimo 20 min que, posteriormente, foi utilizado para observar a 

reação à 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 solução de capsaicina 

(1,6 mg/pata), injetada na região 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 injeção 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 injeção de 

capsaicina. O grupo controle recebeu somente os veículos (10 ml/kg) utilizados para os 

compostos e os EHs das espécies de planta.

5 RESULTADOS

5.1 Siphocampylus vertidlUaíus

5.1.1 DOR JNDUZrôA PELA INJEÇÃO INTRAPERITONEAL DE ÁCIDO 

ACÉTICO

Os resultados apresentados nas tabelas 4, 5 (A e B) mostram que os EH da S. 

verticiliatus administrados por via intraperitoneal (100 - 600 mg/kg) ou por oral (100 - 1000 

mg/kg), 0,5 e 4 h antes, causou inibição dose-dependente das contorções abdominais induzidas 

pela injeção de ácido acético em camundongos, sendo efetivo 6 a 8 h após sua administração. As 

Disos calculadas (juntamente com os intervalos de confiança) foram de 204 (140 - 300) e -1000 

mg/kg e inibição máxima (IM) de 78 ± 4 e 49 ± 2%, respectivamente. Quando os compostos 

foram testados eles também inibiram de forma dose e tempo dependente as contorções 

abdominais causada pela acido acético com as DI50s de .61,7 (51,2 - 74,3) e 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).

5.1.2 DOR INDUZIDA PELA FORMALINA

Os resultados representados nas tabela 7 (A e B) mostram que o EH da S. 

verticiliatus administrado por via intraperitoneal ou por via oral (100 - 1000 mg/kg) causou 

inibição dose-dependente sobre ambas as fases da dor induzida pela formalina, sendo contudo 

mais efetivos em relação à segunda fase desse modelo. As Dljos (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 DI50S (mg/kg) obtidas foram: 185 (103 - 332) e 371 (238 - 

580) e BVÍ (%) de 54 ± 2 e 6 8  ± 7, respectivamente.

O alcalóide administrado intraperitonealmente (3 - 60 mg/kg) ou oralmente (25 - 200 

mg/kg), 30 e 60 min antes, causou significativa inibição dose-dependente de ambas as fases da 

dor induzida pela formaüna e, a exemplo dos EH, foi mais efetivo em relação à segunda fase 

desse modelo. As D I5 0 S  (mg/kg) estimadas para primeira fase foram de: aproximadamente > 60 e 

> 200 e IM (%) de 31 ± 6  e 34 ± 7, respectivamente (figura 85). As DI50S (mg/kg) calculadas 

para a segunda fase da dor à formalina foram de 14,1 (10,8 -18,4) e 66,5 (51,3 - 86,3) com IM 

(%) de 8 8  ± 6  e 8 8  ± 2 , respectivamente.

5.1.3 DOR INDUZroA PELA CAPSAICBVA

O tratamento dos animais com o EH do S. verticillatus (100 - 1000 mg/kg, i.p.) 

causou inibição dose-dependente da dor causada pela injeção intraplantar de capsaicina ( 1 , 6  mg/ 

pata) (tabela 8). As D I5 0  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 inibição dose-dependente 

no modelo da capsaicina com as seguintes DIsos: 485 (373 - 633) mg/kg e IM (%) de 6 8  ± 7 .

A figura 8 6 , demonstra que o alcalóide (10 - 60 mg/kg, i.p.) causou inibição dose- 

dependente da dor induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em camundongos. A D I5 0  

(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 ALCALÓIDE DA S. verüàllaíus NOS 

TESTES DO TAn^FLICK E PLACA QUENTE

O tratamento dos animais com os EH do S. verticillatus administrados por via 

intraperitoneal na dose de 300 mg/kg, não causou nenhum efeito analgésico quando analisado 

nos testes de tail-flick e da placa-quente (Figura 98). Ao contrário, 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 alcalóide isolada da S. verticillatus na dose de 100 mg/kg, i.p., também 

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

5.1.5 ESTUDO DO POSSÍVEL MECANISMOS DE AÇÃO ANTINOCICEPTIVA 

DO EXTRATO TOTAL E DOS COMPOSTOS OBTIDOS DA S. verticillatus

5.1.5.1 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM A NALOXONA

Siphocampylus vertidlllatus

Os resultados apresentados na tabela 9 demonstram que o pré- tratamento dos 

animais com naloxona (5 mg/kg, i.p., antagonista opióide) causou reversão de forma significativa 

da analgesia induzida pela administração de morfina (5 mg/kg, s e., agonista opióide) e/ou pelo 

EH de S. verticillatus (300 mg/kg, i.p ). Da mesma forma que o E H , o efeito analgésico causado 

pelo alcalóide isolado da S. verticillatus (30 mg/kg, i.p.) foi significativamente revertido pelo pré- 

tratamento com naloxona (fígura 88).

Os efeito analgésico, dose dependente causado pelos compostos obtidos por 

modificações estruturais do alcalóide piperidinico, administrado por via intraperitonial em relação 

a segunda fase de dor induzida pela formalina podendo observar (figura 90) que o alcalóide 

metilado foi revertido completamente pela naloxana no modelo da formalina.

5.1.5.2 EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM L-ARGININA

Siphocampylus vertidlllatus

Os dados relacionados na tabela 10 mostram que o pré-tratamento dos animais com 

L-arginina (600 mg/kg, i.p., precursor do óxido nitrico) reverteu completamente a ação 

antinociceptiva causada pela administração de L-NOARG (75 mg/kg, i.p., inidor da óxido nitrico 

sintáse) em ambas as fases da dor causada pela formalina, enquanto o efeito do EH (600 mg/kg,

i.p.) foi revertido somente na segunda fase desse modelo. No entanto, o mesmo tratamento com
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L-arginina reverteu de forma signifactiva a ação analgésica causada pelo alcalóide em relação 

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

5.1.5.3 INFLUENCIA DA ADRENALECTOMIA 

Siphocampylus vertidUlatus

Os resultados sumarizados na Figura 99, mostram que os animais adrenalectomizados 

bilateralmente e 2 semanas após tratados com o S. verticillatus (300 mg/kg, i.p.) ou alcalóide (30 

mg/kg, i.p.) apresentaram redução da atividade analgésica de forma significativa, quando 

comparados com os animais controles (falso-operados), quando testados em relação a ambas 

fases da dor induzida pela formalina.

5.2. Phylhmthus sdlomanus e Phyllanthus fratemus

5.2.1 DOR INDUZIDA PELA INJEÇÃO EVTRAPERITONEAL DE ÁCIDO

ACÉTICO

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

Os esterois , stigmasterol e p-sitosterol (3 - 60 mg/kg, i.p.) 30 min. antes, causou 

inibição significativa e dose dependente das contorções abdominais causadas pela injeção 

intraperitonial de ácido acético em camundongos ( Tabela 6  ). As DI50 s (mg/kg) calculadas 

foram de 16.0 (13.6 -20.3) em 9.0 (3.5 - 23.2) e IM (%) de 64 ± 4 e 72 ± 5 para o stigmasterol e P 

sitosterol. O stigmasterol administrado oralmente também causou significativa inibição das 

contorções abdominais, porem menos potente. A DI50 (mg/kg) estimada foi > 200 e Im (%) de 

23 ±7.

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

intraperitoneal (0.3-60 mg/kg), causaram inibição dose-dependente das contorções abdominais
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provocadas pelo ácido acético em camundongos. As DI50 (intervalo de confiança de 95%) 

calculadas foram: 4.3 (3.3 - 5.7), 19.0 (10.9 -33.1), 1.3 (0.8 - 2.1) e 12.9 (7.1 - 23.4) mg/kg e a 

inibição máxima 93 ± 3, 51 ± 4, 8 8  ± 4 e 61 ± 4 %, respectivamente. Quando administrado 

oralmente (25 - 200 mg/kg), os compostos quercetina, geranin e rutina não foram efetivos em 

reduzir as contorções abdominais induzidas pelo ácido acético (Figura 96,97).

5.2.2 DOR DÍDUZIDA PELA FORMALINA

Quantos aos compostos isolados de P. sellcwiams e P. fratemus que foram testados:

Os animais foram tratados por via intraperitoneal com as seguintes drogas padrão, 

aspirina, acetoaminofen e a indometacina e/ou com quercetina, geranina, rutina, gaiato de etila e 

fiirosina. (1 - 100 mg/kg), 30 min. antes da injeção da formalina, respectivamente. O grupo 

controle recebeu o veiculo (solução de NaCl 0.9%, 10 ml/kg) utilizado para diluir as drogas e o 

compostos isolados das epécies de Phyllanthus. As figuras 91,92, e 93 (A e B) mostraram que a 

quercetina , geranina, rutina, gaiato de etila e fiirosina isolados (1 -60 mg/kg), i.p ), inibiram 

significativamente ambas as fases da dor induzida pela formalina, sendo contudo, mais efetivos 

em relação a segunda fase desse modelo. As DI50S para a segunda fase foram 14.8 (7.3 - 30.0),

3.5 (2.9 -4.3), 4.6 (3.5 - 6,0), 3,9 (3.1 - 4.9) e 24,9 (20.2 - 30.5) mg/kg e as inibição máxima (%) 

foram: 87 ± 8 , 98 ± 1, 82 ± 6 , 99 + 1 e 6 6  ± 5, respectivamente, para a quercetina, geranin, 

rutina, gaiato de etila, e fiorosin. Por outro lado, todos os compostos nas mesmas doses que 

inibiram a dor, imo causaram redução significativa do edema da pata de camundongo associado a 

segunda fase da dor causada pela formalina (figura 91, 92 e 93 C). Ao contrário , do que foi 

observado para os compostos, a aspirina, acetoaminofen e a indometacina apresentaram inibição 

significativa apenas da segunda fase da dor à formalina com as seguintes DIjoS 18.1 (13.6 - 24.3),

22.1 (13.8 -37.6) e 4.8 (3.7 -6.3) mg/kg e inibição máxima (%) de 85 ± 4, 8 8  ± 3 e 64 ± 4, 

respectivamente (Tabela 11). No entanto, apenas a indometacina causou redução significativa do 

edema de pata induzida pela formalina.
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Quanto ao composto isolado de Phyllanthus a figura 94 ( C ) mostra que a rutina (3 - 

30 mg/kg, i.p.) causou potente inibição dose dependente da dor induzida pela injeção intraplantar 

de capsaicina em camundongos. A DI50 ( mg/kg) foi 3.3 (2.7 - 4.0) e a inibição foi de 74 ± 4 

%,enquanto que a quercetina e o geranina ( 3 - 6 0  mg/kg, i.p.) causaram inbição parcial da dor 

induzida pela capsaicina (Figura 94 A e B), respectivamente. Por outro lado a indometacina ( 1 - 

10 mg/kg, i.p.) foi completamente destituída de efeito (Figura 95 B), enquanto a morfina (0.5 -

2.5 mg/kg, s.c.) e a dipirona (1 - 100 mg/kg, i.p.) apresentaram significativa inibição da dor 

causada pela injeção intraplantar de capsaicina com as seguintes DI50S : 1.0 (0.8 - 1.3) e 47.0 

(38.0 - 58.0) mg/kg e inibição máxima (%) de 89 ± 8  e 72 ± 7, respectivamente (Figura 95 C e 

A).

5.2.3 DOR DíDUZroA PELA CAPSAICBVA
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Tabela 4. Tempo do efeito antinociceptivo do extrato hidroalcoólico da S. verticillatus
administrada via intraperitoneal ou via oral contra as contorções abdominal induzida pelo
ácido acético em camundongos.

Tempo Numero das contorções abdominais
(h) Extrato Hidroacoólico

Intraperitoneal Oral
(300 mg kg' )̂ (600 mg kg^)

0 42.5 ±1.9 44.6 ±2,7
0.5 8.6 ±1.5** -

1.0 5.0 ±2.2** -

2.0 10.7 ±2.4** 28.1 + 1.7**
4.0 17.0 ±4.9** 23.4 ±3.8**
6.0 27.2 ±2.0** 23.4 ±3.5**
8.0 35.1 ±1.8 25.0 ±2.6**
10.0 41.7 ±2.0 30.3 ±2.6*
12.0 - 38.7±2.1

Cada grupo representa à 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 hidroalcoólico da S. verticillatus sobre as
contorções abdominais induzidas pelo ácido acético em camundongos.

Tratamento Numero das contorções abdominais

Dose Intraperitoneal Dose Oral

(mg/kg) (mg/kg)

S. verticillatus 0 40.1 ±2.8 0 49.2 ±3.2

60 32.0±3.3 100 37.5 ±4.1

100 24.8 ± 4.7* 300 33.0±5.7

300 8.5 ±1.5** 600 25.0 ± 1.0

600 13.3 ±2.0** 1000 25.2 ±1.1

DIso“ 204.1 (140.0-300.0) -1000

IM(%)‘’ 78.0 ±4.0 49.1 ±1.1

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

o respectivo controle. ®DIso (mg/kg) com seu respectivo limite de confiança 95%. ’’Inibição 

maxima (%).
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Tabela 6 - Efeito analgésico dose dependente causado pelo stigamasterol e P-sitosterol 

administrados por via intraperitoneal ou por via oral sobre as contorções abdominais 

induzidas pela injeção de ácido acético em camundongos.

Tratamento

Stigmasterol

Número de contorções abdominais 

Dose(mg/kg) Intraperitoneal Dose (mg/kg)

0

3

10

30

60

28.2 + 1.5 

1 9 . 4  ± i . r *

12.2 ± 1.3* 

17.8 + 1.2*

50

100

200

oral

31.0 +2.3*

29.0 + 2.0*

28.0 + 2.4*'

P sitosterol 0

3

10

30

60

35.0 + 0,7

22.0 ± 2,3*

16.0 ±2,0* 

10,0+1,6* 

7,5+ 1.1**

stigmasterol não testato

glicosideo

3’metoxi-luteolina não testado

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 4 - 6 animais. Difere 
significativamente em relação 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 hidroalcoólico da S. verticillatus em relação
a primeira (0 a 5 min) e ou segunda fases (15 a 30 min) e edema induzido pela formalina em
camundongos.

Extrato

hidroalcoolico

Dose Tempo de Reação (s) A Peso da Pata

(mg/kg) 0 -5  min 15 -30 min (mg)

Intraperitoneal 0 63.3 ± 2.6 186.0 ± 8 . 0 74.1 ±4.9

1 0 0 46.1 ±6.2* 130.2 ± 9.4** 77.0 ± 6 . 6

300 33.5 ±4.7** 76.6 ±11.0** 74.4 ±4.3

600 24.8 ±2.9** 23.5 ±9.7** 79.5 ± 5.0

1 0 0 0 24.4 ±2.8** 28.5 ±13.6** 78.5 ±5.5

ID50” 491.0(283.5-853.5) 185.6(103.7-332.3)

MI (%)’’ 61.0±5.0 87.0 ±5.0

Oral 0 62.1 ±2.5 164.8 ± 17.4 71.2±3.3

1 0 0 43.8 ±1.9** 127.4 ±9.0** 75.6 ±4.2

300 34.6 ±3.7** 73.3 ±9.0** 74.9 ±4.9

600 30.7 ±1.7** 63.5 ±7.8** 76.5 ±3.5

1 0 0 0 27.3 ±1.0** 57.8 ±9.5** 69.1 ±2.5

ID5o“ 640.0(355.0- 1150.0) 440.8 (226.0 - 735.0)

MI (%)” 55.0 ±2.4 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. “DI50 (mg/kg) com seu respectivo limite de confiança 95%. ’’Inibição 

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

Tratamento

Dose

(mg/kg)

Intraperitoneal

Tempo de Reação (s)

Dose 

(mg/kg)

Oral

S. verticillatus

DI50“

MI (%)”

0

60

100

300

600

1000

42.1 ±2.5

32.2 ±2.8 

24.9 ±3.0** 

18.6±1.5**

13.6 ±2.0**

15.0 + 2.1 

420.0(357.3-492.0)

67.0 ±4.3

0 41.0±2,8

100 24.4 ±3.0**

300 21.4 ±2.3**

600 18.2 ±2.6**

1000 17.3 ±2.2**

485.0(372.7-633.3)

54.3 ±6.1

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

o respectivo controle. ^DIso (mg/kg) com seu respectivo limite de confiança 95%. ‘’Inibição 

maxima (%).
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Tabela 9. Efeito do pretratamento da naloxona (i.p.) sobre a antinocicepção causada pela 
morfina (s.c.) ou EH da S. verticillatus (i.p.) contra as contorções abdominais induzida pelo 
ácido acético em camundongos.

Drogas Dose

(mg/kg)

Numero de contorções 

abdonimais .

Controle 0 41.2 ±2.0

Naloxona 5 43.1 ±2.6

Morfina 5 0 + 0**

S. verticillatus 300 9.5 ±1.6**

Naloxona + S. verticillatus 5 ±300 20.1 ±3.9^

Naloxona + morfina 5±5 27.2 ±4.6'^

Cada grupo representa a média ± de 6 -10 animais. **P< O.Olquando comparado com o 

respectico controle. < 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 ação antinociceptiva contra a dor induzida pela formalina.

Drogas Dose Tempo de Reação (s)

(mg/kg) 0 -5  min 15-30 min

Controle 0 56.0 + 2.1 189.2+18.8

L-arginina 600 59.1 + 5.0 160.0+ 15.0

L-NOARG 75 36.3 + 3.2** 32.3 + 10.8**

Morfina 5 20.3 + 1.6** 31.1+9.3**

S. verticillatus 600 32.2 + 2.7** 10.5 + 10.5**

L-arginina + S. verticillatus 600 + 600 36.3 ±3.0^® 104.2 ±13.3^

L-arginina + L-NOARG 600 + 75 54.0 + 4.3^ 144.4 + 22.3^

L-arginina + morfina 600 + 5 22.1+2.3^® 141.1+20.6^

Cada grupo representa a media ± e.p.m. de 6 a 10 animais. **P< 0,01 quando comparado ao 

valor do controle; < 0.01 quando comparado ao sinal de adição do agonista ao agonista mais 

antagoinistas contra o agonista sozinho. NS, não significativo estatística 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 relação à primeira (0-5  min) e à segunda fase (15 - 30 min) da dor e 

sobre o edema de pata, induzidos pela injeção de formalina em camundongos. {Phyllanthus sp)

Drogas Tempo de reação (s) Peso da Pata
(mg/kg, i.p.) 0-5m in 15 - 30 min (mg)

Acetoaminofen

0 81.3+3.0 129.2 ±8.7 50.0 ±4.9

10 74.0 ±1.7 80.4 0 ±7.3 ** 40.0 ±3,0

30 69.4 ±2.8 56.40 ±5,7** 48.0 ±3.6

60 72.4 ±3.0 36,00 ±3.2 ** 42.6 ±3.3

100 - 19.10±3.8** 47.8 ±1.8

Indometacina

0 63.5 ±5.0 137,8 ±11.0 65.0 ±2.0

1 61.0±4.0 154.2 ±7.7 66.0 ± 5.0

3 56.5 ± 6.0 81.30 ±4.3 ** 56.0 ±4,0*

10 70.1 ±5.0 56.60 ±6.3** 47,0 ±3,0 **

Aspirina

0 84.4 ±2.0 116.2 ±3.9 44,0 ±6,1

10 69.8 ±2.0 71.20 ±4.0** 44,0 ±6,1

30 71.1 ±0.9 63.30 ±3.3** 40,0 ±3,0

60 69.8 ±2.5 41.70 ±8.2 ** 44,0 ±3,6

100 - 14.50 ±2.6** 48,6 ±2,6

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

Difere significativamente em relação ao grupo controle, *P< 0,05, **P< 0.01.
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A
ID 6 0 = 179 umol/kg

Alcalóide (mg/kg, i.p.)

B
ID eo = 397 um ol/kg

50 100 200 30 

Alcalóide (mg/kg, p.o.)

Figura 84. Efeito analgésico dose dependente causado pelo alcalóide administrado por via 

intraperitoneal (A) ou oral (B) em relação as contorções abdominais causada pela injeção 

de ácido 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 alcalóide administrado por via 

intraperitoneal (painel superior) ou oral (painel inferior) em relação 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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Dl 5 0  = 88 umol/kgTítulo

(0■O!õ

10 30

Alcalóide (mg/kg, i.p.)

Figura 86. Efeito analgésico dose dependente causado pelo alcalóide 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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A
Feixe de luz

Controle Morfina Alcalóide

(10 mg/kg, s.c.) (100 mg/kg, i.p.)

B
Placa - quente

Controle Morfina Alcalóide

(10 mg/kg, s.c.) (100 mg/kg, i.p.)

Figura 87. Efeito do tratamento dos animais com morfina e com o alcalóide 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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I Veiculo

I Naloxona (5 mg/kg, i.p.)

Controle Morfina Alcalóide

(5 mg/kg, s.c.) (30 mg/kg, i.p.)

Figura 88, Influência do tratamento com naloxona sobre a analgesia causada pela 

administração da morfina e ou do alcalóide 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, **?< 0,01,
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■ Veiculo

■ Tolerancia(Morfina 5 mg/kg, 
s.c. para 7 dias)

Controle Morfina Alcalóide

(5 mg/kg, s.c.) (30 mg/kg, i.p.)

Figura 89, Influência do pré tratamento com morfina sobre a analgesia causada pela 

administração da morfina e ou do alcalóide 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, **?< 0,01
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Fígura 90. Efeito analgésico dose dependente causado pelos compostos obtidos por 

modificações do alcalóide, administrado por via intraperitoneal em relação 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 Phyllanthtis sellowianus e 

Phyllanthus fratemus, administrado por via intraperitoneal em relação 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 relação 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 gaiato de etila (painel superior) 

e pela quercetina (painel superior) isolado das espécies de Phyllanthus sellowianus e 

Phyllanthus fratemus adiministrado por via intraperitoneal em relação 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 fratemus 

administrado por via intraperitoneal em relação 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 relação 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 

fratemus , administrado por via intraperitonial (A) ou por via oral (B) sobre as contorções 

abdominais induzidas pelo ácido 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, ** ?<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 

contorções abdominais induzidas pelo ácido 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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Extrato

O extrato do gênero Siphocampylus verticilatus, administrado por via intra 

peritonial (i.p.) ou por via oral (v.o.) em camundongos, inibiu de forma dose-dependente, 

com longa duração as contorções abdominais induzidas pelo ácido acético. No teste de 

indução 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 neurogênica 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 ações do extrato e da morfina no modelo da formalina. O tratamento 

dos animais com L-arginina (i.p), (precursor do óxido nítrico), reverteu completamente o 

efeito analgésico causado pela L-NOARGEvíINA (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 ) não afetou a performace motora dos animais quando analisado no 

modelo da rota-rod.

Alcalóide

A análise da ação antinociceptiva do alcalóide, administrado por via i.p. ou v.o., 

causou inibição na dose-dependente das contorções abdominais induzidas pelo ácido 

acético, No teste da formalina ocorreu significativa inibição da primeira e segunda fase da 

dor ,induzida pela injeção intraplantar de formalina, O alcalóide adminstrado via i,p, ou via 

v,o. causou efeito analgésico de maneira dose dependente na dor de origem neurogênica 

induzida pela capsaicina, No teste da placa quente a morfina causou analgesia, enquanto 

que o alcalóide (i,p ) foi menos potente. Os efeitos do alcalóide e da morfina foram 

revertidos completamente pela naloxona (i,p ) no modelo da formalina, Podendo observar 

que tanto a morfina (s,c) quanto o alcalóide (i,p ), apresentaram seus efeitos 

antinociceptivos significativamente reduzidos nos animais pré tratados durante 7 dias com 

uma dose diária de morfina (s.c ). As modificações estruturais apresentaram o efeito

6  CONCLUSÃO

6.1 ANALISE FARMACOLÓGICA DE Siphocampylus
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analgésico, administrado por via intra peritonial, em relação a segunda fase da dor induzida 

pela formalina podendo-se observar que o alcalóide metilado foi revertido completamente, 

pela naloxona, no modelo da formalina.

Os resultados do extrato e do alcalóide de Siphocampylus veíicillaíus apresentam 

pronunciada ação analgésica, tanto por via oral como intra peritonial, nos modelos de dor, 

de origem neurogênica e inflamatória, cujo mecanismo de ação parece envolver em parte a 

ativação dos sistemas opióides e a via da L-arginina-óxido nítrico.

6.2 ANALISE FARMACÓLOGICA DE Phyllanthus

Os resultados mostraram que os compostos quercetina, geranina, rutina e furosina 

isolados das espécies de Phyllanthus quando administrados por via intraperitoneal, causaram 

inibição dose dependente das contorções abdominais, provocadas pelo ácido acético em 

camundongos. Quando administradas oralmente, os compostos quercetina, geranina e rutina 

não foram efetivos em reduzir as contorções abdominais induzidas pelo ácido acético.

As análises mostraram que a quercetina, geranina, rutina, gaiato de etila e furosina, 

inibiram significativamente ambas as fases da dor induzida pela formalina, sendo contudo, 

mais efetivos em relação a segunda fase desse modelo, respectivamente, para a quercetina, 

geranina, rutina, gaiato de etila e furosina. Por outro lado, todos os compostos que nas 

mesmas doses inibiram a dor, não causaram redução significativa do edema da pata de 

camundongo, associada a segunda fase da dor causada pela formalina. Ao contrário, do que 

foi observado para os compostos, a aspirina, acetoaminofen e a indometacina (i.p.) 

apresentaram inibição significativa apenas da segunda fase da dor á formalina. No entanto, 

apenas a indometacina causou redução significativa do edema de pata induzido pela 

formalina.

A análise mostra que a rutina (i.p.) causou potente inibição dose dependente da dor 

induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em camundongos, enquanto que a quercetina 

e a geranina (i.p.) causaram inibição parcial da dor induzida pela capsaicina. Por outro lado a 

indometacina (i.p.) foi completamente destituída de efeito, enquanto a morfina (s.c.) e a
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dipirona (i.p.) apresentaram significativa inibição da dor causada pela injeção intraplantar de 

capsaicina.

Os resultados confirmam os estudos anteriores e demonstram que o gênero 

Phyllanthus, contém compostos de natureza química diferente, incluindo alguns taninos, 

esteróides e fiavonóides com potente ação analgésica em diferentes modelos de dor de 

origem neurogênica e inflamatória em camundongos.

6.3 COMPOSTOS IDENTIFICADOS

Até o presente, as investigações com a espécie Phyllanthus sellowianus 

levaram ao isolamento e identificação das substâncias, Glochidona, glochidonol, sitosterol, 

stigmasterol, campesterol, P-sitosteroI, a-amirina, P-amirina, xantoxilina, éster etil gálico, 

quercetina, fiirosina, rutina e geranina, enquanto que para a espécie de Phyllanthus 

fraternus foram isolados e identificados, hipofilantina, éster metil gálico, geranina, rutina, 

fijrosina, salientando que só foi analisado o extrato acetato de etila de Phyllanthus fraternus. 

Para a espécie de Siphocampylus verticillatus foram isolados e identificados, campesterol, 

P-sitosterol, stigmasterol, a-amirina, P-amirina, stigmasterol gUcosídeo, 3’metóxi luteolina 

e dois novos alcalóides piperidínicos, N-metil-2(r)-[2(s)hidroxipentil]-6(s)-[2(r)- 

hidroxipentilj-piperidina hidrocloridrica e N-metil-2(2-hidroxibutil)6-(2-hidroxipentil)- 

piperidina clorídrica.
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