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Resumo

A espécie Justicia acuminatissimaAcanthaceae) € uma planta medicinal
conhecida popularmente como “sara-tudo”. As foleae utilizadas amplamente na
Regido Amazonica para alivio de processos inflantatoA partir dessas informacdoes,
este trabalho teve como objetivo realizar estuddsigos e ensaios farmacolégicos para
comprovar cientificamente seu uso. Para isso, $okbagalhos foram coletados no
Municipio de Itacoatiara-AM. Apds secagem e moagemmcedeu-se a maceracao
separadamente em etanol e etanol a 70% do maletahico coletado. Os extratos
brutos obtidos em etanol foram fracionados comesabs em ordem crescente de
polaridade, utilizando como elutentes hexano, D@AMOEt e MeOH. Dessa forma
foram obtidas quatro fragBes a partir das folhasngesmo foi realizado com os galhos.
Um extrato aquoso foi também preparado a partdesmcto das folhas.

A investigacdo fitoquimica das fracdes obtidas &z@bas e galhos del.
acuminatissimaproporcionou o isolamento dos esteroides sitdsteranistura de
sitosterol com estigmasterol, além dos triterpemgseol, acil-lupeol, friedelina,
friedelinol, mistura de lupeol comamirina es-amirina, mistura de betulina e eritrodiol
e acido betulinico, isolados a partir das frac@eshexano e diclorometano das folhas e
galhos. As fracbes em acetato de etila das follgedh®s proporcionaram o isolamento
dos esteroides glicosilados sitosterol e estigmaEstsm mistura, além do acidp-
hidroxibenzéico e de um alcaloide inédito (3-eti8-3-azabiciclo[3,2,1]octano-1,6,7-
triol). A mistura dea-glucose e5-glucose, além da sacarose foram isoladas a partir
extrato em metanol das folhas.

O estudo fitoquimico do extrato aquoso das folhas).dacuminatissimdoi
realizado por meio de analises em CLAE preparatamo resultado, um novo
derivado de luteolina glicosilada foi isolado: hitea-3'O-p-xilofuranosideo. Além
disso, trés outros derivados de luteolina glicdsilboram descritos pela primeira vez no
géneroJusticia luteolina-50- S-rutinosideo, luteolina-B- S-rutinosideo e luteolina-7-
O-p-glicosideo. Estudos teoricos foram realizados mperdlavonoides obtidos. Essas
analises auxiliaram a elucidacdo desses compostos.

Em relagcdo aos estudos farmacoldgicos, extratotargsoda folha e alguns
triterpenos mostraram atividades antimicrobianateiaflamatoria. Além disso, a fracéo
em AcOEt das folhas mostrou acdo antimicrobianaifsigtiva contrak. coli e C.
albicans as fracbes em DCM exibiram acdo maior do que f@%a todos os micro-
organismos testados na concentracdo deug5aL’. As fracbes FAF, FDF, FMF e FF,
além do lupeol, luteolina-®-xilofuranosideo e da mistura dg-sitosterol e
estigmasterol mostraram redug&do no quadro inflanoatiés patas de ratos. E importante
salientar que, durante os estudos camacuminatissimarealizaram-se analises em
CLAE para verificar possiveis alteragfes quimigassautilizacdo de raios gama como
método de descontaminacdo dessa espécie. Comdadesyl percebeu-se que a
incidéncia de radiacdo gama até 20 kGy nédo interfer integridade quimica de
acuminatissimaAlém disso, estes estudos mostram que dose$ #€8,sdo suficientes
para a eliminacdo despergillus aculeatysespécie de fungo predominante nas folhas da
espécie estudada.

Palavras-chave: Acanthaceae, Justicia acuminatissima triterpenos, flavonoides,
atividade anti-inflamatoria, atividade antimicrafgee radiacdo gama.



Abstract

Justicia acuminatissiméAcanthaceae) is a medicinal plant, popularly knas
"sara-tudo”. This species is widely used in the Aomaregion to relief inflammatory
processes. The literature does not describe cherargh biological studies for this
species. This study aimed to conduct chemical drafnpacological studies that prove
their scientific use. Leaves and twigs were codldanh Itacoatiara city - Amazonas state.
After drying and grinding the material (separatelkgs performed the maceration with
ethanol and ethanol 70% (v/v), yielding the respectrude extract. The leaf and twigs
extracts obtained in ethanol were fractionated wsitlvents in an order of increasing
polarity, such as hexane, dichloromethane, ethgtadae, and methanol. Thus four
fractions from the leaves and four fractions frdma twig were obtained.

Phytochemical studies of the hexane fractions @vde and twigs ofd.
acuminatissimaprovided sitosterol, a mixture of stigmasterol wgiosterol, lupeol,
acyl-lupeol, friedelin, friedelinol, mixture ef~amyrin and lupeol, betulinic acid and the
mixture of erythrodiol with betulin. The fractiorts ethyl acetate from the leaves and
twigs provided the isolation of a mixture of stigsterol and sitosterol glucoside, besides
the 4-hydroxy-benzoic acid and new alkaloid (3-eBypxa-3-azabicyclo [3,2,1] octane-
1,6,7-triol. A mixture of a-glucose andg-glucose, sucrose was isolated from the
methanol extract of the leaves.

Study of aqueous extract of leaveslohcuminatissimavas performed by HPLC
analysis. As a result, a new derivative of luteglipcosides was isolated: luteolinG~
xylofuranoside. In addition, three other luteolilyapside derivatives were obtained for
the first time for theJusticia luteolin-5-O-rutinoside, luteolin-/-rutinoside, and
luteolin-7-O-glucoside. Theoretical studies were performed kavoinoids. These
analyzes allowed the elucidation of these compaounds

The polar extract, nonpolar extract and some frtees and flavonoids exhibited
antimicrobial and anti-inflammatory activities. Ewgrmore, the ethyl acetate fraction
showed a expressive antimicrobial activity agaifst coli and C. albicans The
dichloromethane fraction of leaves presented a G@gher activity against all
microorganisms tested using the same concentrafi@s0ug.mL™. The fractions FAF,
FDF, FMF, FF, lupeol, luteolin--xylofuranoside, and the mixture of-
sitosterol/stigmasterol showed a significative iadun in the inflammatory process of
rats paws. It is worth highlighting that during teeidies withd. acuminatissimavas
performed HPLC analysis to check for possible cleaimchanges after use of gamma
rays as a decontamination method of this specissa Aesult, it was found that the
gamma radiation up to 20 kGy did not interfere ire tchemical integrity of].
acuminatissimaFurthermore, it was observed that a dose of @Y \Was enough for the
elimination of Aspergillus aculeatyspredominant fungi on the leaves of the species
studied.

Key Words: Acanthaceae,Justicia acuminatissimatriterpenes, flavonoids, anti-
inflammatory activity, antimicrobial activity ancdaghma radiation.

Xi



Lista de Tabelas

Tabela 11 Espécies do géneduisticiae suas distribuicdes geogréficas 05
Tabela 1.2 Informacdes etnofarmacoldgicas de espécies da@austicia 07
Tabela 1.3 Atividades farmacoldgicas de espécies do géhasticia 10
Tabela 1.4 Atividade biolégica de substancias isoladas déasp delusticia 15
Tabela 3.1. Resultados da prospeccéo fitoquimica dos extratgesdas folhas e galhos de
acuminatissima. 45
Tabela 3.2 Dados de RMN dé°C de FHF-HD10, incluindo dados de RMN Y€ de g-
sitosterol e estigmasterol descritos na literatura 63
Tabela 3.3Dados de RMN dé&°C de FHF-HD3, FHF-HD18 e FHF-HD25, incluindo dadies
RMN de'®C da friedelina, friedelinol e-amirina descritos na literatura 64
Tabela 3.4 Dados de RMN dé°C de FHG-HD14, FDF-DA23 e FDF-DA30, incluindo dados
de RMN de™*C do lupeol, betulina, eritrodiol e &cido betultitescritos na literatura 65
Tabela 3.5 Dados de RMN dé°C de FAF-DAS incluindo dados de RMN &€ de sitosterol-
3-O-D-glicopiranosideo e estigmasterof39-D-glicopiranosideo 66
Tabela 3.6 Dados de RMN dé°C de FDG-DA15 incluindo dados de RMN € de Acil-
lupeol 67
Tabela 3.7Dados de RMN d&'C de FF4, incluindo dados de RMN W€ da luteolina e
xilofuranose descritos na literatura (Orlaral, 2012; Rinaldet al,, 2007) 71
Tabela 3.8Dados de RMN d&'C de FF3, incluindo dados de RMN W€ da luteolina-70--
glicosideo descritos na literatura (Jiaat@l, 2010) 75
Tabela 3.9Dados de RMN d&'C de FF1, incluindo dados de RMN W€ da luteolina-59--
rutinosideo descritos na literatura (Zarzuelo et18195) 80
Tabela 3.10Dados de RMN dé&C de FF2, incluindo dados de RMN d€ da luteolina-70-4-
rutinosideo descritos na literatura (Orledral, 2012) 82
Tabela 4.1 Diametro médio dos monoesporos Aspergillus aculeatuspds cada dose de
irradiacdo gama 95
Tabela 5.1Concentracdo dos géis a partir das amostrds algiminatissima 100

Tabela 5.2 Atribuicdo de escores para a atividade anti-infigmia observada nas patas dos
ratos tratados 119
Tabela 5.3 Atividade tripanocida de extrato, fracdes e sulzsé@nsoladas dé& acuminatissima 122
Tabela 5.4 Screening da atividade antimicrobiana de extrdtagpes e fitoconstituintes de 125
acuminatissima

Tabela 6.1 Quantidade diaria de elementos micronutrientesmeadados para adultos 129
Tabela €.2 Principais fungdes dos elementos micronutrientssseres humanos 130
Tabela €.3 Principais funcdes dos elementos macro nutrientes 131

Tabela 6.4 Concentragcdo de elementos macronutrientes preserdgesamostras de. 135
acuminatissima
Tabela 6.5 Concentragdo de elementos micronutrientes presamde matéria bruta dé. 136
acuminatissima

Xii



Lista de Figuras

Figura 1.1 Fotos das folhas e flores desticia acuminatissima. 25
Figura 2.1 Placa cromatografica preparativa revelada sotyMa 366 nm do sdlido cristalino
FAF-D7-1. 38

Figura 3.1 (A) Tubo de ensaio contendo a amostra FF, mosirtesde positivo para compostos
fendlicos; (B) e (C) placas cromatogréaficas deaifel eluidas em AcOEt/acido férmico/acido
acético/HO (100:11:11:27) e reveladas com J)HH (mostrando manchas amarelas) e KOH
10% sob luz UV 366 (mostrando manchas azuis)camtio respectivamente as presencas de

compostos fenolicos e cumarinas. 47
Figura 3.2 (A) Tubo de ensaio contendo FAL, mostrando teststipo para alcalbides; (B)
Tubo de ensaio contendo FS, mostrando teste pmgiéika saponinas. 47

Figura 3.2 Placa cromatogréfica de FHG (a), FHF (b), FDG K®F (d), FAF (e), FAG (f)g-
sitosterol-estigmasterol (g) e lupeol (h) eluida Hex/AcOEt (7:3) e reveladas em vanilina 48
acida.

Figura 4.1 Cromatograma de CLAE em 370 nm de,FFacdo das folhas de acuminatissima

nao submetida a radiacdo gama. 87
Figura 4.2 Cromatograma de CLAE em 370 nm de.FF 87
Figura 4.3Cromatograma de CLAE em 370 nm de.FF 88
Figura 4.4 Cromatograma de CLAE em 370 nm de.FF 88
Figura 4.5 Cromatograma de CALE em 370 nm de¢F 88
Figura 4.6 Cromatograma de CLAE em 370 nm ded-F 89
Figura 4.7 Cromatograma de CLAE em 370 nm de §fdcao fendlica dd. acuminatissima

nao irradiadas. 89
Figura 4.8 Cromatograma de CLAE em 370 nm de £FJ 90
Figura 4.9 Cromatograma de CLAE em 370 nm de £FJ 90
Figura 4.10 Cromatograma de CLAE em 370 nm de §£FJ 90
Figura 4.11 Cromatograma de CLAE em 370 nm de fFJ 91
Figura 4.12 Cromatograma de CLAE em 370 nm de £FJ 91
Figura 4.13 Cromatograma de CLAE em 370 nm da sobreposicaordg FFJ, FF3, FFJ, 91
FFJo e FFJodas folhas dd. acuminatissima

Figura 4.14 Espécie déspergillus aculeatus 95
Figura 4.15 Monoesporos dAspergillus aculeatusiaveis apds dose de 1,0kGy. 95

Figura 5.1 (A) Mecanismo gerador de lesdo por impacto, segumdnodelo de Fontoura
(2007); (B) Animal anestesiado submetido ao meaamigerador da lesdo por impacto; (C) 101
Aspecto visual da lesdo muscular.

Figura 5.2 Animal anestesiado submetido a tratamento cora-atim terapéutico. 102
Figura 5.3 (A) Retirada do musculo para fixacdo em formol &J1@B) Parte do musculo
removida para obtencéo das laminas histolégicgdyi{Gculos fixados em formol a 10%. 103

Figura 5.4 Fotomicrografia de histologia de tecido subcutadaopata de rato submetido a
lesdo por impacto sem tratamento (pata controbe)pélta tratada com dexametasona (controlelQ7
positivo) em (A) 24 h, (B) 48 he (C) 72 h.

Figura 5.5 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutat@@ata de rato submetido a 108
tratamento com FHF (1), FHG (2) e pata controlee(8)(A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.

Figura 5.6 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutate@ata de rato submetido a 109
tratamento com FDG (1), FDF (2) e pata controlee(8)(A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.

Figura 5.7 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutate@ata de rato submetido a 110
tratamento com FAG (1), FAF (2) e pata controlegf®)(A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72 h.

Xiii



Figura 5.8 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutad@@ata de rato submetido a 111
tratamento com FMG (1), FMF (2) e pata controleg(®)(A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.

Figura 5.9 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutat@@ata de rato submetido a 112
tratamento com EEF (1), EEG (2) e pata controle3)A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.

Figura 5.10 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutamegata de rato submetido a 113
tratamento com EE7G (1), EE7F (2) e pata cont®)leih (A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.

Figura 5.11 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutadegata de rato submetido a 114
tratamento com FHG-HD14 (1) e pata controle (2YAm24 h, (B) 48 h e (C) 72 h.

Figura 5.12 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutamegata de rato submetido a 115
tratamento com FHF-HD10 (1) e pata controle (2Y&h24 h, (B) 48 h e (C) 72 h.

Figura 5.13 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutamegata de rato submetido a 116
tratamento com FAF-DAS8 (1) e pata controle (2) &n24 h, (B) 48 he (C) 72 h.

Figura 5.14 Fotomicrografias de histologia de tecido subcutasegata de rato submetido a
tratamento com Luteolina-0-g-rutinosideo (1), Luteolina-70-p-glicosideo (2), Luteolina- 118
3"-O-p-xilofuranosideo (3), Luteolina-50-p-rutinosideo (4), FF (5) em 24 h, 48 he 72 h.

Figura 5.15Exemplo de microplaca do ensaio antibacteriandi&iagico. 124

Xiv



Lista de Esquemas

Esquema?2.1l Procedimento experimental para a obtencdo doatestbrutos das folhas de 30
acuminatissima

Esquema 2.2 Procedimento experimental para a obtencdo dafesaglas folhas dd. 31
acuminatissima

Esquena 2.3 Procedimento experimental para a obtencédo doatestbrutos dos galhos de 31
acuminatissima

Esquema 24 Procedimento experimental para a obtencdo da®$esaclos galhos dé. 32
acuminatissima

Esquema2.5 Procedimento experimental do fracionamento cromafmy de FHG. 33
Esquema?2.6 Procedimento experimental do fracionamento cromafmgp de FHF. 34
Esquema2.7 Procedimento experimental do fracionamento cromafmyp de FDG. 35
Esquema?2.8 Procedimento experimental do fracionamento cromafmgp de FDF. 36
Esquema2.9 Procedimento experimental do fracionamento cromafmy de FAG. 37
Esquema?2.10 Procedimento experimental do fracionamento cromafmg de FAF. 38
Esquema?2.11 Procedimento experimental do fracionamento cromafmgp de FMF. 39
Esquema?2.12 Procedimento experimental do fracionamento cromafmgp de FMF-AM25. 40
Esquema2.13 Procedimento experimental do fracionamento cronméfmgp de AM20. 41
Esquema?2.14 Sequéncia metodologica para o isolamento dositwingts polares do FAQF. 42

XV



Lista de Simbolos e Abreviaturas

0- Deslocamento Quimico

BHI- Brain heart infusion

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia

CCD - Cromatografia em camada delgada

CCS - Cromatografia em coluna de silica gel

CIM - Concentragéo Inibitdria Minima

COSY —Correlation Spectroscopy

DEPT 135° Distortionless Enhancement by Polarization Transf@ngulo 135°
HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMQC - Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HSQC -Heteronuclear Single Quantum Coeherence

Hz - Hertz

IV - Infravermelho

J - Constante de acoplamento escalar

kGy- kilogray

NOESY -Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
RMN de'®C - Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
RMN de'H - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
TMS - Tetrametilsilano

TR - Tempo de retencao

ATR - Espectroscopia no infravermelho por Reflei@ffotal Atenuada
DCM - Diclorometano

AcOEt - Acetato de Etila

EtOH - Etanol

MeOH- Metanol

UV- Ultravioleta

°C- Graus Celsius

pL- microlitro

pg/mL- micrograma por mililitro

mL- mililitro

1D- unidimensional

2D- bidimensional

TFA-&cido trifluoroacético

XVi



SUMARIO

1. Capitulo 1: Introducdo
1.1. Familia Acanthaceae
1.2. Génerdusticia

1.3. Informacéo de espéciesdissticiautilizadas na medicina tradicional

1.4. Substancias isoladas do génhrsticia

1.5. Atividades farmacologicas de substanciasdsslao génerdusticia

1.6.Justicia acuminatissima
1.7. Objetivos

2. Capitulo 2: Parte Experimental (Fitoquimica)

2.1. Materiais e Métodos

2.2. Andlise Fitoquimica

2.2.1. Coleta e identificagéo botanica

2.2.2. Secagem e Moagem

2.2.3. Obtencéo dos extratos brutos e fragcdes

2.2.4. Prospeccao Fitoquimica

2.2.5. Fracionamento Cromatogréfico de FHG

2.2.6. Fracionamento Cromatogréafico de FHF

2.2.7. Fracionamento Cromatogréfico de FDG

2.2.8. Fracionamento Cromatogréafico de FDF

2.2.9. Fracionamento Cromatogréfico de FAG

2.2.10. Fracionamento Cromatogréfico de FAF

2.2.11. Fracionamento Cromatogréfico de FMF

2.3. Obtencéo das fracdes polares das folhas palaseaem CLAE
2.3.1. Fracionamento Cromatogréafico de FF em CLAE
2.4. Oleos vegetais

2.4.1. Coleta do material

2.4.2. Extracdo dos 0Oleos essenciais

3. Capitulo 3: Identificacéo estrutural dos fitoconsttuintes
3.1. Prospeccéao fitoquimica

3.2. Andlises por CCD das fragbes FHF, FHG, FDFGFBAF, FAG
3.3. Identificacdo dos compostos isolados de FHF

3.3.1. Andlise Estrutural de FHF-HD3

3.3.2. Andlise Estrutural de FHF-HD10

3.3.3. Andlise Estrutural de FHF-HD18

3.4. Identificagdo dos compostos isolados de FHG

3.4.1. Andlise Estrutural de FHG-HD14

3.4.2. Andlise Estrutural de FHG-HD22

3.5. Identificacdo dos compostos isolados de FDF

3.5.1. Andlise Estrutural de FDF-HD4

3.5.2. Andlise Estrutural de FDF-HD9

3.5.3. Andlise Estrutural de FDF-HD25

3.5.4. Andlise Estrutural de FDF-DA23

3.5.5. Andlise Estrutural de FDF-DA30

3.6. Identificacdo dos compostos isolados de FDG

3.6.1. Andlise Estrutural de FDG-HD4

3.6.2. Andlise Estrutural de FDG-HD15

02
03
03
04
11
12
25
26

27
28
30
30
30
30
32
33
34
34
35
36
37
39
41
42
43
43
43

44
45
48
48
48
49
50
51
51
51
52
52
52
53
54
55
55
55
56

XVii



3.7. Identificacdo dos compostos isolados de FAF
3.7.1. Andlise Estrutural de FAF-D7-1

3.7.2. Andlise Estrutural de FAF-DA8

3.7.3. Andlise Estrutural de FAF-A9

3.8. Identificacdo dos compostos isolados de FAG
3.8.1. Andlise Estrutural de FAG-DA10

3.9. Identificacdo dos compostos isolados de FMF
3.9.1. Andlise Estrutural de AM20-M12

3.9.2. Andlise Estrutural de AM20-M14

3.10. Identificacdo dos compostos isolados de FAQF
3.10.1. Andlise Estrutural de FF4

3.10.2. Andlise Estrutural de FF3

3.10.3. Andlise Estrutural de FF1 e FF2

4. Capitulo 4: Efeitos da radiacdo gama em compo&dendlicos del. acuminatissima
e na avaliacéo letal enf\spergillus aculeatus

4A. Efeitos da radiagdo gama em compostos fendlicds J. acuminatissma
4.1A. Introducao

4.2A. Materiais e métodos

4.2A.1. Efeito da radiacdo gama nos constituirgaslifcos das folhas de
acuminatissimgMétodo 1)

4.2A.2. Radiacdo gama no material vegetal

4.2A.2.1 Obtencao das fracdes fendlicas
4.2A.2.2. Analises em CLAE

57
57
59
59
60
60
61
61
61
68
68
71
75

84
84
85
85

85

86
86

4.3A. Efeito da radiacdo gama nos constituinteélfess das folhas d& acuminatissima 86

(Método 2)

4.3A.1. Obtencao da fracéo fendlica

4.3A.2. Radiacdo gama das fracdes fendlicas esanéitn CLAE
4.4A. Resultados e Discusséo

4.4A.1. Analise por CLAE das amostras irradiadaét@aio 1)
4.5A. Analise por CLAE das amostras irradiadas ¢ahet?)

4B. Avaliacdo da Dose Letal por Radiacdo Gama eAspergillus aculeatus
4.1B. Introducéo

4.2B. Materiais e métodos

4.3B. Resultados e Discussédo

5. Capitulo 5: Testes Biologicos

5.1. Ensaios de atividade anti-inflamtoria
5.1.2. Introdugéao

5.1.3. Materiais e métodos

5.1.3.1. Preparacéo do gel

5.1.3.2. Aparelho de Ultra-som

5.1.3.3. Obtengé&o da lesao muscular
5.1.3.4. Obtencé&o das laminas histolégicas
5.1.3.5. Resultados e Discusséo

5.2. Testes de atividade conlngypanosoma cruzi
5.2.1. Introdugéao

5.2.3. Materiais e métodos

5.2.4. Resultados e Discusséao

86
87

87
87
89

92
92
93
94

97
98
98
99
100
100
101
102
103
120
120
121
122

Xviii



5.3. Testes de atividade antimicobiana
5.3.1. Introducéo

5.3.2. Materiais e métodos

5.3.3. Resultados e Discussao

6. Capitulo 6: Analises de Metais
6.1. Introducéo

6.2. Materiais e métodos

6.3. Resultados e Discussao
Conclusodes

Referéncias Bibliograficas

123
123
124
125

127
128
134
135
138

140

XiX



Cal’uo 1 -
Introducao



1. Introducéo

A natureza desperta continuamente um fascinio ¢émb@nno ser humano, ndo somente
pelos recursos oferecidos para sua nutricdo e e@¢aa na terra, mas, também, por ser sua
principal fonte de inspiracdo e aprendizado. A huscessante pela compreenséo das leis da
natureza e o desafio de transpor barreiras a suaweéncia, como o clima e as doencas, sao
fatores que levaram o ser humano ao atual estagidedenvolvimento cientifico (Viegas-
Junior et al, 2006). Estudos etnobotanicos sao frequentemmgteficativos em divulgar
espécies vegetais de uso medicinal importante eendgterminada regido, especialmente para
a descoberta de novos principios ativos (Muttesd, 2011).

O descobrimento de novas drogas a partir de predhatturais € uma das ferramentas que
tem contribuido bastante para o desenvolvimenigudaica (Cordell, 2000). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadameet@5% a 30% das novas drogas
avaliadas para fins medicinais sdo oriundas detgdafungos ou outras espécies biologicas
(WHO, 2006). A OMS avalia também que 65% a 80% @jaufacdo mundial, especialmente
dos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimedm, t&dm acesso aos medicamentos
modernos, dependendo essencialmente de plantastrpteienentos primarios de doencas
(WHO, 2002). No entanto, poucas espécies utilizaoggularmente tém sido estudadas
cientificamente quanto a sua qualidade, seguraefiaacia (Calixto, 2005).

O conhecimento sobre plantas medicinais é um daderesarecursos terapéuticos de
muitas comunidades e grupos étnicos (Maatiell.,2002). No Brasil, a utilizacdo da medicina
tradicional ndo € diferente, uma vez que o paisténtbr de cerca de 20% da biodiversidade
mundial, com destaque para a Floresta Amazoningiar do planeta, que se apresenta como
uma fonte inestimavel de matérias-primas paradammomicos, sociais, cientificos e de saude
(Souzaet al, 2004). A Amazonia Brasileira constitui-se hoja @m dos maiores bancos
genéticos do mundo, sendo o Brasil detentor desugo da flora mundial (Yunex al, 2001).

Como exemplo do potencial da biodiversidade da &egimazobnica, um levantamento
realizado no periodo de 1993 a 1994 descreveu ahrchl3 espécies de plantas de uso
medicinal (Milliken & Bruce, 1997). Em 1996, outras 85 espécies degdantfungos foram
descritas, sendo 38 dessas espécies utilizaddsidreedmente por grupos de comunidades
Yanomami como antimalaricas e febrifugas. Algumatas espécies foram descritas por
ribeirinhos no tratamento da leishmaniose, uma chette elevada incidéncia na Regido
Amazobnica. Mais recentemente, 229 espécies de usdicimal foram descritas pela
comunidade de Maruda no Estado do Para (Coelheifseet al, 2009).



Sendo assim, considerando a riqueza da flora antazomorna-se premente a
investigacdo de novas drogas a partir do estudguimico de espécies vegetais encontradas na
regido. Neste trabalho é descrito o estudo fitogquaire bioldgico deJusticia acuminatissima
(Acanthaceae), uma espécie vegetal bastante dalizea medicina tradicional da Regido

Amazobnica.

1.1. Familia Acanthaceae

A familia Acanthaceae pertence a superordem Larad, ordem Scrophulariales
(sensu Dahlgren), e compreende cerca de 250 gérmro2.500 espécies (Wasshausen, 2004),
distribuidas amplamente nos tropicos de todo o mumgouco representadas nas regides
temperadas (Mabberley, 1997). As arvores sdo ra@asjo a maioria encontrada como
arbustos, ervas ou trepadeiras, xerofitas e paséan® Brasil constitui um de seus principais
centros de diversidade, apresentando aproximadamergéneros com 542 espécies (Barroso,
1986).

1.2. GéneraJusticia

Justiciaapresenta cerca de 600 espécies e distribuicdmpenal, sendo assim um dos
géneros mais amplos da familia Acanthaceae (Grah8éf). No entanto, o nimero total de
espécies ddusticiana flora brasileira € desconhecido. As espéciesadgénero sédo descritas
como ervas, subarbustos, arbustos, lianas ou, maagnente, arvores. As plantas sao
hermafroditas, apresentam normalmente folhas apositaples e sem estipulas. As flores séo
isoladas ou em inflorescéncias. As bracteas edwiast sdo muitas vezes coloridas e vistosas.
O célice é persistente no fruto (Kameyama, 2006).

1.3. Informacéo de espécies drusticia utilizadas na medicina tradicional

Muitas espécies déusticia sdo usadas pela medicina popular, principalmeata p
tratamento de problemas respiratérios (como bralatadores) (Joshi & Joshi, 2000), doencas
de pele, inflamacdes, hemorréidas, distarbios d@meyo (como digestivo), febre (Kumetr
al., 2005), reumatismo, artrite, dor de cabeca, éovud/ido, cancer (Ratnasoorigtaal, 2007)

e HIV/SIDA (Lamordeet al, 2010)



A Tabela 1.1 (p. 5) apresenta as espéciedudtcia utilizadas pela medicina popular,
bem como sua distribuicdo geografica e registroestiedos quimicos e biologicos. A Tabela
1.2 (p. 7) apresenta 0 uso dessas espécies peleimagubpular, indicando a parte utilizada,
modo de preparo, uso popular e a regido onde igagtfl. A Tabela 1.3 (p. 10) apresenta as
espécies do génedusticiacom avaliagdes bioldgicas comprovadas cientificaeéCorréa &
Alcantara, 2012).

A espécielusticia adhatoda& usada no tratamento de bronquites. Uma colhenhd@ela
pasta de suas raizes € misturada com pasta de plhwenta, sendo tomada com leite materno
pela manha durante cerca de sete dias. Esta egpéesentou 100% de eficacia no tratamento
de bronquite na india (Aswat al., 1984).

A medicina popular em torno da aldeia Kotagiri ndia faz uso de uma mistura de pé
de raizes deCassia occidentaligCaesalpineae)erris brevipes(Papillionaceae) dusticia
simplexpara controlar a fertilidade. A administragdo destistura por alguns dias apés a
menstruacdo impede a concepcdo, sem nenhum efritn.t Apos esse tratamento, 0 nimero
de criancas nascidas foi significativamente menoredacéo ao controle, ratificando o uso das
raizes dessa espécie como abortivo (Baddral, 2003). Outro exemplo € o uso medicinal da
espécielusticia ciliatapara o tratamento de febre e dor ([2agl, 2000; Cheret al., 1996).



Tabela 1.1Espécies do géneduisticiae suas distribuicdes geogréficas

Espécie Sinonimia (home popular) Distribuicdo Geodifica Informacéo | Informacao Referéncia
guimica biol6gica
J. adhatoda L. Adhatoda vasib&ess (malabar nut e Nepal, india e Paquist&o Sim Sim Aswahl, 1984; Kumaet al, 2005
vasaka)
J. albobracteata L N&o descrita Guatemala N&o Sim Aveal, 2009
J. anselliana Adhatoda anseliandless (damandojé) Africa (Mali, Guiné, Liberia, Sim Sim Kpoviesset al, 2006
Gana, Nigéria, Togo e Benin
J. aurea Schitdl. Cyrtanthera aur&zhltdl, Jacobina aurea Guatemala N&o Sim Awaat al, 2009
Schltdl e Justicia umbrosa BentlfJusticia-
amarela e Jacobina-amarela)
J. betonica Nicoteba betoni¢ahite shrimp plant) Tailandia Sim Sim Dayal, 1999; Kanchanapoost
al., 2004; Subbarajet al, 2004
J. calycina Nees J. acuminatissiifsara-tudo) Suriname N&o Sim Ruysschetdl, 2009
J. cataractae N&o descrita Venezuela Sim Sim Jiméaeal, 2001
J. ciliata Dianthera ciliata Taiwan Sim Sim Dagt al, 1999; Dayet al, 2000
J. comata L. (marsh water-willow) Peru N&o Sim McKennet al, 2011
J. diffusa Willd J. procumberis india N&o Sim Ignacimuthet al, 2008
J. dumetorum Justicia squalida Bolivia Nao Sim Bourdet al, 2004
Morong
J. extensa Justiciatalbotii (castellana Hiern) Gabao Sim Sim Wang & Ripka, 1983; Ibraheiral.,
2000
J. flava Vahl Adhatoda flavgyellow justicea) Africa Sim Sim Rajakumar & Shivanna, 2009
J. gendarussa Gendarussa vulgaribless (daun rusa e China, India, Sri Lanka e Sim Sim Hadi & Bremner, 2001; Mruthunjaya
Burm F gandarusa) Maléasia & Hukkeri, 2007; Wahkt al, 1974,
Sridharet al, 2006
J. ghiesbreghtiana J. spicigera México Sim N&o Ismaiét al, 1998; Euler & Alam,
(muitle, muicle e 1982
mexican honeysuckle)
México Sim N&o Subbarejal, 1991; Vega-Avilaet

J. glauca

(Glaucous justicia)

al., 2009




Tabela 1.1Continuacao

Espécie Sinonimia (nome popular) Distribuicdo Geogifica Informacéo | Informacdo Referéncia
quimica biologica
J. hayatai Justicia procumbens L. var. hayatai Taiwan Sim N&o Fukamiya & Lee, 1986
Yamamoto
J. heterocarpd. J. dinteriS. Moore Angola, Namibia, Malawi, Sim N&o Al-Juaid & Abdel-Mojib, 2004
Anders. Mocambique, Zambia, Ssegawa & Kasenene, 2007
Zimbabwe e Africa do Sul
J. hyssopifolid.. (Mataprieta) llhas Canarias Sim N&o Woradulaygeihal, 2005; Navarro
et al, 2001a
J. ideogenes N&o descrita Brasil Néo Sim Schultes, 1993; Adetrad.,, 2007
J. insularis (Mmeme e kpahunmarogu) Nigéria N&o Sim Ajibeial, 2008
J. neesii J. micranthawall. india Sim Sim Rajasekhar & Subbaraju, 2000;
Ramamoorthy Chariandyet al,, 1999
J. patentiflora Mananthes patentiflor8remek. Vietnam Sim Sim Susplugetsal, 2005
Hemsl.
J. pectoralislacq. (Tilia, chamba e papa uwii) Ameérica Tropical Sim mSi Lealet al, 2000; Linoet al, 1997;
Morenoet al, 1994; Cano & Volpato,
2004;
J. plectrantus N&o descrita Brasil Nao Sim Leébal, 2007
J. procumbens. (Ramakrishna theertham) Taiwan e India Sim Sim Gheh, 1996; Cheret al., 1995;
Savithrammaet al, 2007; Asano,
1996
J. prostrataGambe N&o descrita india Sim Sim Sanmugapreyal, 2005a e 2005b
J. purpureal. Justicia carnea india Sim Sim Kavithat al, 2003
J. reptansSwatz (Mutuquinha) Brasil Sim Sim Rodrigues al., 2010
J. rhodoptera N&o descrita Madagascar Sim Sim Williams, 2003
J. schimperiana (Sensel, simiza, timisa e dumoga) Etiopia N&o Sim metkt al, 2010
J. secunda (Brudu uwii) Suriname N&o Sim Teklehaymanot, 2009
J. sericea (Inca Queen) Peru N&o Sim Rojast al, 2003
J. simplex N&o descrita india Sim Sim Badamét al, 2003
J. spicigera (Mohintli) México Sim Sim Meckest al., 2004
J. valida N&o descrita Taiwan N&o Sim Woradulayapirg al, 2005




Tabela 1.2Informagfes etnofarmacoldgicas de espécies da@austicia

Espécie Parte utilizada Uso popular Preparacao/ Regido Referéncia
Administracdo
Raiz Bronquite Colher de cha de pasta  India Aswalet al, 1984; Joshi &
da raiz Joshi, 2000
Flor, fruto e raiz Febre, tosse, asma e anti-hdloain Suco india Kumaet al, 2005; Joshi &
J. adhatoda Joshi, 2000
Folha Diarréia e tumor Suco india Kunedral, 2005
Folha e raiz Expectorante, tuberculose, abortimtiracrobiano, ND India Roja, 2011
antitussigeno e anticancer
J. anselliana Folha Doencgas do coragdo Decoccédo Benin Kpowésdi 2009
Raiz Doencas do coracao e inflamacao dos testiculos Decoccédo Benin Kpoviésst al, 2009
J. betonica Partes aéreas Diarréia e inflamacao ND india Kanapooret al, 2004
Folha HIV/AIDS ND Uganda Lamordet al, 2010
J. calycina Todas as partes Utilizado para criangas quando apt@ndendo a andar Bebé delicadamente Suriname Ruysschaeat al., 2009
“chicoteado” com a
planta
J. ciliata Todas as partes Febre e dor ND China E&al., 2000
J. diffusa Folha Doencas de pele Pasta india Ignacimettal, 2008
J. dumetorum Folha e flor Infeccéo dos olhos Gotas de suco ngs  Bolivia Bourdyet al, 2004
olhos
J. extensa Todas as partes Ictiotoxico (afeta o sistema ra&pip dos peixes por paralisia)  Folhas, cascastesf Gabéo Ibrahinet al, 2000
esmagados
Semente Dor de dente e nauseas PO Sudéap El-K20@2d,
J. flava Folha e flor Hemorréidas e desordens estomacais ND Gana Agboviet al, 2002
Folha HIV/AIDS ND Uganda Lamordet al, 2010
Folha Febre, hemiplegia, reumatismo, artrite, dor de capdor de Decoccéo China e indid Ratnasooryal, 2007
ouvido, dores musculares, disturbios respirat@ipsoblemas
digestivos
Dor muscular e osso fraturado Pasta aquecida aplicagla Malasia Ahmad & Holdsworth, 2003
sobre a 4rea afetada
J. gendarussa Reumatismo e artrites Cataplasma Vietna Ahmadb&isivorth, 2003
Analgésico para tratar hemiplegia, reumatismoiterlor de Decoccao Sri Lanka Ratnasoorsfaal, 2007
cabeca e dor de ouvido
Galho Banho durante o parto Decoccao Malasisg Ahgnbldldsworth, 2003
Todas as partes Hemorrdidas e febre Decoccao indig  Gurib-Fakinet al, 1996
Todas as partes Dor e febre Decoccéo Brasil Ibecuerqueet al, 2007

ND = N&ao descrito
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Tabela 1.2Continuacao

Espécie Parte utilizada Uso popular Preparacao/ Regido Referéncia
Administracdo
J. ghiesbreghtiana Folha Disenteria Decoccéo México Euler & Alam829
J. ideogenes Todas as partes Tratamento de tremor Decoccao idaiy Schultes, 1993; Adanet
sul al., 2007
J. insularis Folha Dor de dente e laxante Decocgéo Nigerig edjiet al, 2008
Folha Malaria Infus@o mistura com Uganda Adjanohousat al., 1993;
Ambrosia maritima Tabuti, 2008
J. neesii Todas as partes Anticancer Extrato etandlicg india| Rajasekhar & Subbaraju,
2000; Chariandet al, 1999
Folha Asma, tosse, bronquite e expectorante Xarope Brasil Agraet al, 2007
Folha Célica, diurético, febre e tosse Infuséo Eoua Teneet al, 2007
Erupcédo cuténea Esmagado Caribe Longuefosse &MNAD96
Partes aéreas Catarro, erupcao alérgica, insémidféro), nervosismo, Infuséo Cuba Morenet al, 1994; Cano &
sedativo e hipotensor Volpato, 2004
Infeccéo pulmonar ND América do| MacRae & Towers, 1984
J. pectoralis Sul
Todas as partes Asma sSuco Suriname Teklehaymanot, 2009
Epilepsia ND Belize Awaeét al, 2009
Folha e casca Antidiabético, doencas respirataizencas da prostata, ND Coldmbia Lizcanet al, 2010
antibacteriana e sedativo
J. plectrantus Folha Dor de cabeca Banho Brasil Ledal, 2007
Folha Asma Decoccado india Savithramehal 2007
Raiz Febre tiféide Decoccado Nepal Joshi & JdbO0
Partes aéreas Isca de peixe Suco Taiwan €haln 1996; Fukumiya
J. procumbens & Lee, 1986
Todas as partes Febre, dor devido a faringolaajriglamacéo e cancer Suco Taiwan Céeal, 1996
Doencas da laringe e cancer ND China Asztral., 1996
ND = Nao descrito




Tabela 1.2Continuacao

Espécie Parte utilizada Uso popular Preparacao/ Regido Referéncia
Administracao
J. reptans Folha Colica Infusé@o Regido Rodrigueset al, 2010
Amazbnica
J. schimperiana Folha Diarréia Suco de folhas Etiopia Teklehaymanot, 2009
frescas esmagadas
tomado por via oral
Folha Doencas do figado ND Etiopia Uratial, 2010
J. secunda Folha Depresséo e anemia Infuséo Costado N'Guessaret al, 2010
Marfim
Todas as partes Anemia Crianca banhadaSuriname e Teklehaymanot, 2009
com decocc¢ao Congo
J. sericea Partes aéreas Vaginite e inflamacéo Peru Rojals 2003
J. simplex Raiz Abortivo Mistura do pé com india Badamkt al, 2003
plantas diferentes
J. spicigera Folha Estimulante, célica, inflamacéo (infeccagdbe causada por Decoccao México Meckes al, 2004
acaro) e diarréia
Partes aéreas Infeccdo nos rins, estimulantenteisa, colica, cancer de Utefo Decoccao México Vega-Avilat al., 2009;
e diabetes Alonso-Castreet al, 2011
Folha Diabetes Infusdo México Andrade-Cetto & lietm
2005

ND = N&ao descrito



Tabela 1.3Atividades farmacoldgicas de espécies do géhasticia

Espécie Parte testada Atividade biolégica Extrato Referéncia
J. albobracteata Folha Epilepsia e ansiedade EtOH Aveacl, 2009
J. adhatoda Folha Atividade hepatoprotetora AQuOoso Bhattacyeey al, 2005
J. anselliana Folha e raiz Alelopética EtOH Ahanchedet al, 2004
J. aurea Folha Epilepsia e ansiedade EtOH Aveacl, 2009
J. cataractae Todas as Anti-hipertensiva EtOH Jiménezt al, 2001
partes
J. ciliata Todas as Inibicdo do carcinoma cervical humano MeOH @awl, 1999
partes
J. comata Todas as Tratamento de deficiéncia cognitiva Aquoso McKeahal, 2011
partes
J. extensa Folha Inseticida e antiviral EtOH Wang & Ripka 889
Folha Antiartrite EtOH Pavakt al, 2009
J. gendarussa Partes aéreag Inibicdo da transcriptase reversi\dtpo 1 Aquoso Sridhaet al, 2006
Folha Antinociceptiva e antioxidante Aquoso Ratmaiya et al, 2007a
Folha Imunossupressora MeOH Arokiyagtpl, 2007
J. neesii Todas as Inibicdo da leucemia linfocitica P388 em camundango EtOH Chariandgt al, 1999;
partes Rajasekhar & Subbaraju, 2000
J. patentiflora Folha e casca Inibicdo do crescimento das célutasrais AcOEt Susplugat al, 2005
Folha Bactericida e larvicida AcOEt Chariaretyal, 1999
J. pectoralis Partes aéreag Estrogénica, progestogénica e fathaioria MeOH Locklearat al, 2010
Folha Epilepsia e ansiedade EtOH Avedcl, 2009
Todas as Inibicdo do crescimento das células tumorais egag@o de MeOH Cheret al, 1996; Fukamiya &
J. procumbens partes plaguetas Lee, 1986
Partes aéreas Inibigdo do virus da estomatiteulasi¢/SV) MeOH Asanet al, 1996
J. prostrata Folha Anti-inflamatéria, antiulcerogénica e aspdessivo Aquoso e EtOH Sanmugapgyal, 2005
J. reptans Folha Inibicdo da replicacdo do virus HIV EtOH Begaet al, 2008
J. rhodoptera Folha Inibigdo da linhagem de células humanas deecéle ovario Williams, 2003
J. spicigera Folha Anti-inflamat6ria Hexano, CHEE MeOH Meckest al, 2004
Folha Antitumoral Aquoso Caceres-Cortés al, 2001
Partes aéreas Inibicdo de linhas de células huntene&ncer EtOH e Aquoso Alonso-Cagtal, 2011
Partes aéreag Antiprotozoaria MeOH Peraza-saetlas2005
J. schimperiana Folha Hepatoprotetora Hidroalcoolico Uneg¢al, 2010
J. valida Partes aéreas Inibicdo da transcriptase reversd\dtpo 1in vitro Aquoso Woradulayapingt al, 2005
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1.4. Substancias isoladas do génedasticia

A familia Acanthaceae apresenta uma grande diagtside classes de compostos, tais
como alcaloides, lignanas, flavonoides, terpenoifledoides, diterpenos e triterpenos) e
aminas biogénicas (Angoneskal, 1992). As espécies do géndissticiasdo conhecidas por
apresentarem alcaloides, lignanas, compostos &as0loleos essenciais, flavonoides e aminas
aromaticas (Prajoget al., 2007).

As estruturas das substancias citadas neste sub#gim apresentadas nas paginas 20 a
24,

No estudo fitoquimico dd. cataractaeforam isolados triterpenoides e flavonoides
(Jiménezet al, 2001) e no extrato hidroalcoolico das folhasJdeectoralis a cumarina
umbeliferona 1) (Lino et al, 1997; Huiet al, 1986; Leakt al, 2000).

Uma triagem fitoquimica preliminar revelou a preserde lignanas, triterpenos e
compostos fendlicos no extrato alcodlicoderostrata enquanto que compostos fendlicos e
glicosideos foram identificados no extrato aqu&an(ugapriy&t al, 2005b). Nas folhas de
J. adhatoddoram isolados os alcaloides vasicif§ {asicinonal0) e vacisinol 13), além de
Oleos essenciais, vitamina @B-caroteno e uma mistura de acidos graxos, aos GoiEm
atribuidos os efeitos medicinais da planta (Subhagh Arunachalam, 2010). Esteroides e
triterpenos, que apresentaram efeito alelopatitweso feijdo-caupi (Kpoviesst al, 2006),
foram isolados do extrato alcodlico das partesaesédel. anselliana

As lignanas séo os principais grupos de composiasados neste género (lkram &
Huqg, 1966; Amim & Mehta, 1959; Bhalkt al, 1982; Mehtaet al, 1963; Chakravarthgt al.,
1982; Ismailet al, 1998; Lorenzet al, 1999), em particular, lignanas arilnaftalideBad,
1978). As espécies utilizadas na medicina populestedadas cientificamente evidenciam a
presenca de lignanas. Um exemplo é a espécie maldicigendarussaAlém dessa classe de
compostos, flavonoides, alcaloides e esteroidesifasolados também desta espécie (Véahi
al., 1974). Os compostos isolados desse género séseapados na Tabela 1.4 (p. 15), bem
como, suas informacgdes bioldgicas.

Por exemplo, as lignanas cilinaftalideo 26), cilinaftalideo B 87), heliobuftalmina
(45), chinensinaftol metil éter3g), justicidina A @6), neojusticina B §4), taiwanina E metil
éter 68), chinensinaftol 38), difilina (42), 4'-dimetil éter metil chinensinafto#{) e uma
lignana glicosilada (tuberculatind4) foram isoladas dé. ciliata (Dayet al, 1999).

Estudos fitoquimicos mostraram que as folhas seéeds extensaontém cerca de 1%
de justicidina PR1) (Wang & Ripka, 1983). Uma investigacdo quimicaldspicigerarelatou
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a presenca de acidos graxos (Dominguedz al, 1990), enquanto que a separacao
cromatografica dos extratos deheterocarpandicou a presenca de acidos graxos, terpenos,
esteroides e lignanas (Al-Juaid & Abdel-Mojib, 2D04

No estudo do extrato acetato de etilaJdpatentifloraforam isolados justicidina A46),
difilina (42), taiwanina E %7), tuberculatina34), carinatona35), justicinol 62), justiflorinol
(53), patentiflorina A 81) e patentiflorina B32). Carinatona35), difilina (42), justicidina A
(46), taiwanina E %7) e tuberculatina34) foram encontrados também ein patentiflora
(Suspluga®t al, 2005).

1.5. Atividades farmacoldgicas de substancias isoladas géneroJusticia

As lignanas mostram diversos efeitos bioldgicoss teomo atividade citotoxica
(Fukamiya & Lee, 1986; Huet al, 1986), antiangiogénica, leishmanicida, hipokgoidca,
antifingica, antiasmatica (Vasilev & lonkova, 200&itiviral (Bedoyeet al, 2008; Asanat
al., 1996), antineoplasica (Gordaligfal, 2000), piscicida (Munakatt al, 1965), inseticida,
tratamento da depressao, cardiotbnica (Ghadalal, 1979), antiagregante plaquetario,
analgésica (Cheet al, 1996), inibidora da peroxidacao lipidica e anflamatoria (Navarraet
al., 2004). Lignanas obtidas depectoralissdo citotoxicas para leucemia (Haial, 1986).

Compostos fendlicos tém sido descritos também pase género, com variadas
atividades biologicas. A apigenin8)( por exemplo, foi relatada por exercer efeitosi-an
inflamatorios como na reducédo do estresse oxidaiwmpedimento da expressao de varios
fatores inflamatdrios (Sawatzlet al, 2006). H4 também relatos sobre o flavonoidexivite
(5), que age como um potente agente anti-inflama{&riaharet al, 2006).

A atividade anti-inflamatoria dé. spicigerafoi relatada na literatura (Meckes al,
2004). Uma potente atividade anti-inflamatoria d@scrita também na literatura para uma
lignana glicosilada isolada dk ciliata (Day et al, 2000; Cheret al, 1996). Por sua vez, as
propriedades anti-inflamatorias dos extratos agecsicodlico de). prostrataforam atribuidas
a presenca de compostos fendlicos (Sanmugagrigh 2005a). A cumarina umbeliferond) (
isolada do extrato hidroalcodlico das folhas de pectoralis mostrou atividade anti-
inflamatadria, antinociceptiva e broncodilatadoradlet al, 2000; Linoet al,, 1997).

Algumas espécies dristicig J. adhatodglkram & Hug, 1966; Amim & Mehta, 1959;
Bhalla et al, 1982; Mehtaet al, 1963),J. gendarussaChakarvarthyet al, 1982) eJ.
ghiesbreghtiana(lsmail et al, 1998; Lorenzet al, 1999) produziram alcaloides bioativos.

Vasicina Q) e vasicinonal(0) tém sido relatadas como os componentes ativdsatthatoda
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O elenosideo22) possui acdo ansiolitica como sedacdo e inducaceldgamento
muscular (Navarret al, 2001a). Apds o tratamento, observou-se quecestposto atua com
acbes muito semelhantes a outros medicamentosutiaagtes (Irwin, 1968). O efeito
citotoxico do elenosideo2®) foi também verificado para linhagens de célulascerosas
humanas em uma faixa de concentracdo dfeald0’ M. Em camundongos, apresentouspL
de 305 mg/kg e propriedades depressoras do sistemaso central (SNC) em doses de 25, 50
e 100 mg/kg. Assim, elenosideR®?2) parece ser um sedativo com citotoxicidade deolarg
espectro (Navarret al, 2001b). Nao foi observada letalidade ap0ds ctias da administracao
desta substéancia (Alonset al, 1997). Por ter atividade antiviral, inseticidardiotonica,
inibicdo da peroxidacao lipidica analgésica, arftamatoria, antagonista do fator de ativagéo
plaquetéaria, depressdo do SNC e propriedades mheukstdo, foi sugerido que a sua acao €
semelhante a dos barbituricos sedativos-hipnofidasarroet al, 2004 ).

Justicidina A 46), isolada deJ. betonica mostrou potente efeito citotoxico contra
diferentes linhagens de células tumoiiais/itro. No entanto, a substancia justiciresing®)(
apresentou baixa citotoxicidade contra trés linhagde células tumorais humanas: A-549
(carcinoma de pulméao humano, &[31,3 pg/mL), MCF-7 (cancer de mama humanogED
22,3 pg/mL) e HT-29 (adenocarcinoma de célon humgidg, 18,3 pg/mL) (Subbarajet al,
1991).

Os compostos justicidina A§) e B @7), difilina apiosideo43), difilina (42) e difilina
apiosideo-5-acetatal4) mostram forte atividade contra o virus da estaen&esicular (com
MIC inferiores a 0,251g/mL) e baixa citotoxicidade (MIC > 3jig/mL) contra as células
pulmonares cultivadas de coelho (RL-33) (Asahal, 1996).

Para os compostos justicidin B7f e justicidin E 48) foi descrita a inibicdo da
agregacao plaquetaria induzida por adrenalinaWal, 2007). Estes compostos apresentaram
um efeito inibitério sobre a ciclooxigenase-1 (CQ@QX-Os compostos neojusticina B4, B
(55), justicidina A @6), taiwanina E %7) e taiwanina E metil étei58) inibiram agregacédo
plaquetéria (Cheat al, 1996).

Podofilotoxina 63) foi incluida em uma ampla variedade de protocdmsjuimioterapia.
Esse composto foi usado como um precursor parmas$etese de derivados em terapéutica
antineoplasica (Canet al, 2000).

O extrato em etanol d& reptansmostra um efeito virucida sobre o HIV. Estudos
revelam que essa espécie contém flavonoides dédosi como principais componentes,

porém esses flavonoides ndo foram identificadositesalmente (Bedoyat al, 2008). Este
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tipo de composto tem sido relatado previamente gdbir propriedades anti-HIV como
inibidores de integrase ou transcriptase reversan@fet al, 2005).

Como visto, espécies déusticia apresentam atividades citotdéxicas e antitumorais
(Kpoviessiet al, 2009), sendo empregadas também como hepatapesdtlaseminet al,
2007), antigripais e no tratamento de infeccOeslf{&uet al, 2008). Além de alcaloides
(Zhanget al, 2009), espécies do género apresentam-se ricdgyeamas (Huet al, 2008).
Desta forma, a avaliacdo da composi¢do quimicastumlo da atividade antimicrobiana e anti-
inflamatoria de extratos e fracbes de acuminatissimapoderdo contribuir para o
desenvolvimento de novos fitoterapicos ou, poroiado, determinar constituintes quimicos

toxicos e que apresentem efeitos indesejaveisdedaimana.
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Tabela 1.4Atividade biol6gica de substancias isoladas dé@ep delusticia

Composto Atividade bioldgica Espécie Extrato/ Referéncia
fracdo
Umbeliferona {) Anti-inflamatéria, analgésica e J. pectoralis EtOH/H,O Lealet al, 2000; Linoet al, 1997
broncodilatadora
Antioxidante, previne o diabetes ¢ J. cataractae EtOH/H,O Jiménezt al, 2001; Woodmaet al, 2005; Woodman
3",4"-Di-hidroxiflavonol @) vasodilatadora & Malakul, 2009; Wanget al., 2004
Apigenina @) Anti-inflamatéria e propriedades| J. gendarussa EtOH Wahiet al, 1974; Sawatzkgt al, 2006; Caket al, 2011
antitumorais
Caempferitrina4) Antimicrobiana, anti-inflamatéria € J. spicigera CHClg Dominguezet al, 1990; Abdel-Gharét al, 2001; Fang
reduz o nivel de glicose no sangye et al, 2005; Cazarollet al, 2006
Vitexina (5) Anti-inflamatéria e antinociceptivg J. gendarussa EtOH Wabhiet al, 1974; Sridhaet al., 2006; Gorzalczangt
al., 2011
5H,6H-Quinindolin-11-ona®) ND J. betonica Eter/AcOEt Subbarajat al, 2004
10H-Quindolina ) Antitumoral J. betonica Eter/AcOEt Subbarajat al, 2004; Capriet al, 2000
Jusbetonina8) Antitumoral J. betonica CHCly/MeOH Subbarajet al, 2004, Capri@t al, 2000
Vasicina 9) Broncodilatadora, uterotbnicae| J. adhatoda EtOH Ikram & Hugq, 1966; Amin & Mehta, 1959; Bhabaal,
anti-inflamatéria 1982; Mehteet al, 1963; Chakravarthgt al, 1982;
Ismailet al, 1998; Lorenzt al, 1999; Jindaét al,
1988; Claesoet al, 2000; Rachanet al, 2011
Vasicinona {0) Broncodilatadora J. adhatoda EtOH Ikram & Hugq, 1966; Amin & Mehta, 1959; Bhabaal,
1982; Mehteet al, 1963; Chakravarthgt al, 1982;
Ismailet al, 1998; Lorenzt al, 1999; Jindaét al,
1998; Rachanat al, 2011
Alantoina (1) Anti-inflamatéria e Ulcera J. spicigera Dominguezet al, 1990; Niuet al, 2010
6H-Quinindolina (.2) ND J. betonica Eter/AcOEt Subbarajat al, 2004
Vasicinol (13) Broncodilatadora J. adhatoda EtOH Ikram & Hug, 1966; Amin & Mehta, 1959; Bha#aal,
1982; Mehtaet al, 1963; Chakravarthgt al, 1982;
Ismailet al, 1998; Lorenzt al, 1999; Jindaét al,
1998; Rachanat al, 2011
Justiciosideo A14) ND J. betonica MeOH/H,O Kanchanapoorat al, 2004
Justiciosideo B1(5) ND J. betonica MeOH/H,O Kanchanapoorat al, 2004

ND = Nao descrito
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Tabela 1.4Continuacao

Composto Atividade bioldgica Espécie Extrato/ Referéncia
fracdo
Justiciosideo C1(6) ND J. betonica MeOH/H,O Kanchanapoorat al., 2004
Justiciosideo D1(7) ND J. betonica MeOH/H,O Kanchanapoorat al., 2004
Justiciosideo E1@) ND J. betonica MeOH/H,O Kanchanapoorat al, 2005
Justiciosideo F109) ND J. betonica MeOH/H,O Kanchanapoorat al, 2005
Justiciosideo G20) ND J. betonica MeOH/H,O Kanchanapoorat al, 2005
Justicisaponina2(l) Antiabortiva J. simplex MeOH Ghosakt al, 1981; Badamet al, 2003
ElenosideoZ?2) Sedativa, relaxante muscular, | J. hyssopifolia AcOEt Navarrcet al, 2001a e 2001b; Alonsat al, 1997

citotoxica, antiviral, inseticida,
cardiotdnica, inibicdo da

peroxidacao lipidica, analgésica g

anti-inflamatoria

Cleistantina B 23) Antitumoral J. purpurea MeOH Kavithaet al, 2003; Pradheepkumat al, 2000

JuspurpurinaZ4) ND J. purpurea MeOH Kavithaet al, 2003
Justalaconina2b) ND J. purpurea MeOH Kavithaet al, 2003
Justicidinosideo AJ6) Atividade antiviral J. procumbens MeOH Asancet al, 1996
Justicidinosideo B27) Atividade antiviral J. procumbens MeOH Asancet al, 1996
Justicidinosideo C 28) Atividade antiviral J. procumbens MeOH Asancet al, 1996

Neesiinosideo A29) ND J. neesii MeOH Subbarajet al, 2004

4""-O-Acetilpatentiflorina B 80) ND J. patentiflora AcOEt Susplugast al, 2005

Patentiflorina A 81) Citotoxicidade para carcinomas| J. patentiflora AcOEt Susplugast al, 2005

humanos

ND = N&ao descrito



Tabela 1.4Continuacao

Composto Atividade bioldgica Espécie Extrato/ Referéncia
fracdo
Patentiflorina B 82) Citotoxicidade para carcinomas| J. patentiflora AcOEt Susplugast al, 2005
humanos
Procumbenosideo /88) Antitumoral J. procumbens MeOH Dayet al, 2002; Luet al, 2008
Tuberculatina34) Antitumoral J.ciliata ND Dayet al, 1999; Luet al, 2008
J. betonica
Carinatona 35) J. patentiflora ND Susplugaet al, 2005
Cilinaftalideo A @6) Antitumoral J. betonica | CH,CIl,/MeOH Dayet al, 1999
J. ciliata
Cilinaftalideo B 87) Efeito sobre a agregacéo J. betonica | CH,CIl,/MeOH Dayet al, 1999; Wengat al, 2004
plaquetaria induzida pela adrenalipa J. ciliata
J. procumbens MeOH
Chinensinaftol 88) J. betonica ND
J. procumbens EtOH Cheret al, 1996
Chinensinaftol metil étei3Q) Agregacao plaquetaria J. ciliata CH,CI, Dayet al, 1999
J. procumbens EtOH Cheret al, 1996
Criptoxantina 40) Antioxidante J. spicigera EtOH Dominguezt al, 1990; Slaviret al, 2009
4’-Dimetil chinensinaftol metil éte Agregacao plaquetaria J. ciliata CH,CIl,/MeOH Dayet al, 1999
(41 J. procumbens EtOH Cheret al, 1996
Citotéxica e antiviral J. extensa EtOH Wang & Ripka, 1983
Difilina (42) J. procumbens MeOH Cheret al, 1996; Asanet al, 1996; Fukamiya & Lee,
1986
J. ciliata CH,Cl,- Dayet al, 1999
MeOH
Difilina apiosideo 43) Citotoxica e antiviral J. procumbens MeOH Asancet al, 1996
Difilina apiosideo-5-acetatal{) Citotoxica e antiviral J. procumbens MeOH Asancet al, 1996
Heliobuftalmina 45) Antineoplasica J. ciliata CH,CI, Dayet al, 1999; Duartet al, 2010

ND = Nao descrito
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Tabela 1.4Continuacao

Composto Atividade bioldgica Espécie Extrato/ Referencia
fracdo
Citotoxica, antiviral e apoptose J. extensa EtOH Wang & Ripka, 1983
induzida em células de hepatoma  J. betonica Dayet al, 1999; Munakatet al, 1965
humano J. procumbens MeOH Cheret al, 1996; Asanet al, 1996; Fukamiya & Lee,
Justicidina A 46) 1986:; Set al, 2006
J. rhodoptera ND Williams, 2003
Antiplaquetéria, citotdxica, J. purpurea MeOH Kavithaet al, 2003; Rat al, 2006; Wuet al, 2007;
antiviral, fungicida, antiprotozoaria Gertschet al, 2003; Kaueet al, 2009; Babat al, 1996
Justicidina B 47) contra oT. cruzj antimalarica e | J. procumbens EOH Cheret al, 1996
antireumatica J. procumbens MeOH Asancet al, 1996
Justicidina E48) Inibicao da sintese de leucotriengs J. procumbens MeOH Fukamiya & Lee, 1986; Thérien al, 1993
por leucocitos humanos
Jusmicrantina49) J. neesii EtOH Rajasekhar & Subbaraju, 2000
Jusmicrantina metil étebQ) J. neesii EtOH Rajasekhar & Subbaraju, 2000
Justicidina PR1) J. extensa EtOH Wang & Ripka, 1983
Justicinol 62) Leve efeito sobre o SNC J. patentiflora AcOEt Susplugast al, 2005
Justiflorinol 63) J. patentiflora AcOEt Susplugast al, 2005
Neojusticina B %4) J. ciliata CH,CI- Dayet al, 1999
Me,CO
J. procumbens EtOH Asancet al, 1996; Fukamiya & Lee, 1986; Chenal,
1996
Neojusticina A 55) Inibicdo antiplaquetaria J. procumbens EtOH e Chenet al, 1996; Fukamiya & Lee, 1986; Wt al,
MeOH 2007
J. procumbens MeOH Asancet al, 1996; Fukamiya & Lee, 1986
Sesaminaq6) Angiogénica J. purpurea MeOH Kavithaet al.,, 2003; Chungt al, 2010

ND = Nao descrito
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Tabela 1.4Continuacéo

Composto Atividade biolégica Espécie Extrato/ Referéncia
fracdo
Taiwanina E §7) Inibicdo da agregacéo plaquetaria eJ. procumbens EtOH Cheret al, 1996; Changt al, 2000
antitumoral
Taiwanina E metil étei5@) Inibicdo da agregacéo plaquetaria e J. purpurea MeOH Kavithaet al, 2003
citotoxicidade contra carcinoma J. betonica Dayet al, 1999
cervical humano J. procumbens EtOH Cheret al, 1996
Xantoxilol (59) Antitumoral J. purpurea MeOH Kavithaet al, 2003; Konoshima & Atta-Ur-Rahman,
2000
(+)-Isolariciresinol 60) Anti-inflamatéria J. flava ND Rajakumar & Shivanna, 2009; Kipetial, 2003
Helioxantina 61) Hepatite B, replicacao viral e J. flava ND Rajakumar & Shivanna, 2009; Tsegigal,, 2008; Chang
antitumoral et al, 2000
Justiciresinol §2) Citotoxica J. glauca AcOEt Subbarajet al, 1991
Quimioterapia do cancer J. flava Rajakumar & Shivanna, 2009; Mecketsal., 2004;

Podofilotoxina 63)

Canelet al, 2000

ND = Nao descrito
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Compostos Fendlicos
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Saponinas
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22.R =0OMe
23R =0OH O\/

24 R=H

38 R=H=R'=R"=0Me

39 R =0OMe; R'= OH; R" = OGlc

40: R =R"=0OMe; R'=OH
41: R=0OH; R'= R" = OMe

422 R =R’
43 R=R'
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\
@)
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35 R=0Gc; Me; R =R" =OMe

36: R=0Gc; Me; R =R" = OMe

37: R = O-D-apiofuranosyl; Me; R' = R" = OMe

H; R"=OH; R" = OGlc

= OMe; R" = H




Lignanas

51: R = OH
52 R =0OMe

49: R = CHO-£#D-xylopyranosyl

50: R = CH,OH
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1.6.Justicia acuminatissma

A espécielusticia acuminatissiméFigura 1.1) tem como sinonimiasticia calycina
sendo uma espécie vegetal utilizada amplamente pmglalacdo do Estado do Amazonas
devido as suas propriedades medicinais anti-infidn@s. A espécie é conhecida
popularmente como “sara-tudo” e suas folhas salizvattas em decoctos, infusdes e
maceracdes (Verdast al, 2009). O cha das folhas é utilizado para alévimura de doencas
inflamatodrias em diferentes processos extrativest@, 2006). A decocgéo das folhas e do
caule é utilizada no tratamento de diarréia, do®estdmago e intestino (Cassino, 2010).
Essa espécie, além de propriedades medicinaigjigasshém finalidades ornamentais.

A literatura consultada ndo descreve estudos qagmau bioldgicos sobre essa
espécie, através de buscas realizadas em basedaedientificas, tais conweb of science

Science direcé Scifinder

Arbustoin natura Flores

Figura 1.1 Fotos das folhas e flores desticia acuminatissima.
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1.7. Objetivos

1.7.1 Objetivo Geral:

Este trabalho tem como objetivo geral estudar quairaifarmacologicamente a espécie

Justicia acuminatissima

1.7.2 Objetivos especificos:

Como objetivos especificos tém-se: (i) o estudef@ito da radioesterilizagdo sobre a
integridade quimica d& acuminatissim&(ii) avaliagdo das atividades biologicas dosars
brutos e fragdes (tais como, anti-inflamatoriajrairobiana e tripanocida); (iii) analise da
composicao quimica do material vegetal por esp@eihda de massas e por espectroscopias
de absorcéo na regido do infravermelho e de RMHdede'*C; (iv) avaliacdo dos materiais
irradiados da espécie vegetal e a deteccdo detpsorhdioliticos; (v) verificagdo do efeito da

radiacdo gama na capacidade de destruir a miceoftiogica.
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Capitulo 2

Procedimento
Experimental
(Fitoguimica)



2.1. Materiais e Métodos

Os fracionamentos empregando cromatografia em ao{@C) foram realizados em
coluna de vidro, utilizando silica gel 60 0,0638M2um (70-230 mesh ASTM) da Merck e
Sephadex LH-20 como fases estacionarias. O compiime o diametro das colunas
utilizadas variaram de acordo com as quantidadesntsstra cromatografadas. As analises
por cromatografia em camada delgada (CCD) forafizeekas em cromatofolhas de silica gel
60 Merck, com indicador de fluorescénciasF

As analises por cromatografia em camada prepard@@P) foram realizadas em
cromatoplacas de tamanho 20 x 2F en10 x 10 crhe espessura de 1,0 mm. As placas foram
preparadas usando 20 g de silica gel 60 GF254 dekMe50 mL de agua destilada. Apos a
evaporacao de 4gua a temperatura ambiente, as fdaam ativadas em estufa a 100 °C.

Os solventes empregados em cromatografia foranmdasas Merck, Synth e Aldrich
P.A. Para a obtencao de espectros de RMN foramaads os solventes DMSQ;dCDCk
ou GDsN da Merck.

A revelacdo das cromatoplacas em camada fina fta fgeor exposicdo a luz
ultravioleta em 254 e 365 nm e/ou mediante bosidagom solucdes reveladoras. A solucéo
de vanilina sulfarica foi preparada a partir deusab A (5%-10% de acido sulfarico em
etanol) e solugdo B (1% de vanilina em etanol). rAmatoplaca foi borrifada com uma
mistura da solugcéo A e B na proporgéo 1:1 e agaexitloO °C por alguns minutos (Mattos,
1997). A solucéo de acido sulfurico em etanol f@parada contendo de 5%-10% de acido
sulfrico em etanol. A cromatoplaca foi borrifadaguecida a 100 °C por alguns minutos
(Mattos, 1997). A solucéo de anisaldeido sulfuf@greparada com 0,5 mL de anisaldeido,
10 mL de &cido acético glacial, 85 mL de metandd enL de HSQO, concentrado. A
cromatoplaca foi borrifada e aquecida a 100 °Cajznins minutos (Wagnet al, 1996).

A determinacao do ponto de fusédo (p.f.) foi realam aparelho da marca METTLER
FP80 SNR H22439, com valores nao corrigidos. O®asps de absorcdo na regido do
infravermelho (IV) foram registrados em aparelhokiPeElmer, modelo Spectrum RXI com
transformada de Fourier. As analises foram feitéigando-se pastilhas comprimidas de KBr.
O méximo de frequéncia das absorcégsg,j foi dado em cri.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (R&iMmensionais (RMN d&H e
de*C e DEPT 135°) e bidimensionais (HSQC, HMBC, COSNQ@ESY) foram registrados
em espectrometros Bruker DPX-200 (200 MHz) e BrukétX-400 (400 MHz) linha
AVANCE, com solventes deuterados, utilizando o tetranilatis (TMS) ou o préprio
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solvente como referéncia interna, sendo os deskent® quimicosd) dados em unidades
ppm e as constantes de acoplamedjterfh Hertz (Hz).

As andlises por cromatografia liquida de alta @ficia (CLAE) em escala analitica
foram realizadas em cromatégrafo liquido Shimadeustituido por duas bombas LC-20AT,
detector UV/VIS SPD-20A, “software” LCsolution V21 (Shimadzu) e coluna ODS Hypersil
(C18), 250 x 4,6 mm e pm (Supelco). As analises foram acompanhadas pec&spcopia
Ultravioleta-Visivel na regido de 200 a 600 nmuxd de 1 mL/min.

As analises por cromatografia liquida de alta éficia (CLAE) em escala preparativa
foram realizadas em cromatodgrafo liquido VarianS®ao constituido por detector UV-Vis PS
325, bomba PS210, injetor manual e “software” GalaXorkstation. As condi¢cbes
cromatograficas foram otimizadas utilizando umaucal ODS Hypersil (C18), 250 x 10,0
mm e 5um (Supelco). A taxa de fluxo foi de 4,0 mL/min. Asalises foram acompanhadas
por comprimento de onda de 280 nm e o volume @gdij foi de 1 mL.

Metanol e acetonitrila utilizados nas diferentesaliaes por CLAE (analitica e
preparativa) foram de alta qualidade — grau CLAE/JWEDIA. A &agua foi obtida por
destilacdo em sistema Milli-Q. Os solventes fordltnatlos em filtro 0,45um (Millipore)
antes da utilizacao.

As andlises em LCMS foram realizadas em um espeetrd Shimadzu LCMS-IT-
TOF no Departamento de Quimica da UFMG nas seguaatedicdes: ESI em modo positivo
com o fluxo de gas de nebulizacédo 1,5 L/Min, CDinperatura a 200 °C e temperatura do
bloco de aquecimento a 200 °&s amostras foram solubilizadas em metanol e 5 onan
injectadas na interface de electropulverizacéo goniluxo de 0,2 ml / min com uma mistura
de metanol: agua (1:1).

Estudos teoricos foram realizados utilizando ovemfé Gaussian 09. As geometrias
obtidas a partir de célcul@b-initio foram usadas como modelos iniciais nas otimizadées
geometria empregando calculos DEefisity Functional Theojycom conjunto de base em
mesmo nivel de energia BLYP/6-31G*. (Alcantataal, 2006). A energia eletrénica nuclear
(E) das geometrias otimizadas foi dada em unidad@wieds Hartree). As geometrias
otimizadas foram utilizadas para o calculo de destento quimico de carbono nos mesmos
niveis de teoria. Valores calculados de deslocamenfmico do carbono®(%c) foram
determinados em relacdo aos valores correspondeateslados para o tetrametilsilano,
usado como padrdo de referéncia. Correlacdo entralores dé®%c e os deslocamentos
quimicos determinados experimentalme#tg foram obtidos utilizando o software Origiti

Standard 7.5. Os valores calculados @&c e Jc foram plotados nos eixos x e vy,
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respectivamente. As curvas de correla¢d®d/sc) foram submetidas a um ajuste linear,
obtendo-se coeficiente de correlacdd) (R inclinacdo da curva de’Ry), fornecidos pelo

préprio programa (Alcantaet al, 2006).

2.2. Andlise Fitoquimica
2.2.1. Coleta e identificacédo botanica

O material botanico in natura desticia acuminatissimfoi coletado no Municipio de
Itacoatiara (AM), localizado nas coordenadas SO&3?28,8” e W 58° 26’ 54,3". As folhas e
galhos da planta foram coletados e separados pataegao. Uma parte da amostra (folhas,
frutos e flores) foi selecionada para preparacaexdgcata, que se encontra depositada no
Herbario da Universidade Federal do Amazonas, stituto de Ciéncias Bioldgicas, sob o
namero 8270.
2.2.2. Secagem e Moagem

As folhas e galhos da espédieacuminatissiméoram secadas a 45 °C em estufa de ar

circulante e, ap0s separacédo, foram reduzidas acpsdnenores, pulverizados em moinho
com quatro facas da marca Wiley.
2.2.3. Obtencéo dos extratos brutos e fracbes

O Esquema 2.1 apresenta o procedimento experimeani@la obtencdo por maceracao
do extrato bruto das folhas da planta. As folhaase moidas foram submetidas a extracao a
frio (maceragcao) com etanol absoluto 96%, repetsela operacdo com a mesma amostra a
cada trés dias, por trés vezes. Em seguida, a agacefoi feita com etanol a 70%, sendo
repetido o0 mesmo procedimento da extragcdo com let@soextratos foram concentrados a
pressao reduzida e temperatura a 40 °C em evapa@dovo e, em seguida, mantidos em
dessecador, obtendo-se o extrato em etanol daasfEEF, m = 130,0 g ) e 0 extrato em
etanol a 70% das folhas (EE7F, m = 22,0 g).

Folhas secas e moidas
m=1,370 kg

Extragdo em etanol . o
96% \[ Extragdo em etanol a 70%
Extrato em etanol das folhas Extrato em etanol a 70% das
(EEF) folhas (EE7F)
m=130,0g m=22,0g

Esquema 2.1Etapas da obtencao dos extratos brutos das fdéhhsacuminatissima
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O Esquema 2.2 apresenta o fracionamento de 100 BGEderealizado em coluna
filtrante (CCS) utilizando 250 g de silica e empedp hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol como eluentes, obtendo-se a fragéidexano das folhas (FHF), fracdo em
diclorometano das folhas (FDF), fracdo em acetatetda das folhas (FAF) e fracdo em

metanol das folhas (FMF). As fracdes foram coneelats em evaporador rotativo.

EEF
m=100,0g
CCSs
Hexano Diclorometano Acetato Metanol
de Etila

FHF FDF FAF FMF
m=35g m=8,.8g m=18,69g m=62,3¢g

Esquema 2.2Etapas da obtencéo das fracGes das folhdsatmiminatissima

O Esquema 2.3 apresenta o procedimento experihpamtaa obtencdo por maceracao
do extrato bruto dos galhos da planta. Os galhossse moidos foram submetidos a extracao
a frio (maceracao) com etanol absoluto 96%, regetse a operacdo com a mesma amostra a
cada trés dias, por trés vezes. Em seguida, a agacefoi feita com etanol a 70%, sendo
repetido o mesmo procedimento da extracdo com letano

Os extratos foram concentrados a pressao reduzétaperatura a 40 °C em evaporador
rotativo e, em seguida, mantidos em dessecadanobise o extrato em etanol dos galhos
(EEG, m = 121,3 g) e o extrato em etanol a 70%gatisos (EE7G, m = 18,8 g).

Galhos secos e moidos
m=1,240 kg

Extracdo em etanol
96%

Extrato em etanol dos galhos Extrato em etanol a 70% dos
(EEG) galhos (EE7G)

Extragdo em etanol a 70%

m=1213g m=18,8¢g

Esquema 2.3Etapas da obtencéo dos extratos brutos dos gadhbscuminatissima
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O Esquema 2.4 resume o fracionamento de 100 g Ger&&lizado em coluna filtrante
(CCS) utilizando 250 g de silica e empregando hexditlorometano, acetato de etila e
metanol como eluentes, obtendo-se a fragdo em besam galhos (FHG), fracdo em
diclorometano dos galhos (FDG), fracdo em acetatetila dos galhos (FAG) e fracdo em

metanol dos galhos (FMG). As fracGes foram coneeias em evaporador rotativo.

EEG
m =100,0 g

CCS

Acetato Meti
de Etila

FHG FDG FAG FMG
m=21g m=5.3g m=14,8¢g m=59,7¢g

Esquema 2.4Etapas da obtencao das fracdes dos galhdsabeiminatissima

Hexano Diclorometano

2.2.4. Prospeccdao Fitoquimica
Aliquotas dos extratos brutos e fracdes obtidasréirpdo material botanico dé.

acuminatissimaoram analisadas para detectar as principaisedaggimicas presentes nos
extratos (Mattos, 1997), principalmente alcaloigsteroides, fendis, flavonoides, cumarinas,
saponinas, taninos e triterpenos. No teste parecchl de triterpenos e esteroides, uma
aliquota (~2,0 mg) do extrato e/ou fragdo diluinlactoroférmio foi misturada em um tubo de
ensaio com o reagente de Liebermann-Burchard (Zenhnidrido acético e duas gotas de
acido sulfarico concentrado). O aparecimento desodsea, azul ou verde indica a presenca
de triterpenos e/ou esteroides. Para a detecc@miu®s, uma aliquota (~2,0 mg) do extrato
e/ou fracdo diluida em 2,0 mL de 4gua foi misturadena solucdo de cloreto férrico (10%).
A cor azul sugere a presenca de taninos hidrolis&a verde, de taninos condensados. No
teste para flavonoides, uma aliquota (~2,0 mg)>d@® e/ou fracdo em 2 mL de agua foi
colocada em um tubo de ensaio. Hidréxido de amf@niadicionado ao tubo de ensaio até pH
11. O aparecimento de coloracdo amarela indicasepca de flavonas, flavondis e xantonas.
Coloracdo vermelha puarpura indica a presenca d&ales e auronas. Por sua vez, a

coloracdo vermelhal/laranja indica a presenca dearilandis na amostra. No teste para
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alcaloides, uma aliquota (~2,0 mg) do extrato &agéo em 2 mL de agua foi misturada em
um tubo de ensaio com o reagente de Dragendorfbriacédo de precipitado floculoso
empregando o reagente indica a presenca de aleslpaamostra. No teste para saponinas,
uma aliquota (~2,0 mg) da amostra em 2 mL de agueofocada em um tubo de ensaio. O
tubo foi submetido a agitacdo vigorosa por 2 minfoAmacdo de espuma persistente é
indicativa da presenca de saponinas na amostra.cP@ste de cumarinas utilizou-se como
reagente uma mistura 10% (p/v) de hidréxido decsédi agua destilada para revelar placas
cromatograficas sob luz UV (360 nm). O aparecimelet@oloracdo azul confirma a presenca

de cumarinas na amostra.

2.2.5. Fracionamento Cromatografico de FHG

O Esquema 2.5 apresenta etapas do fracionameonoaimgrafico de FHG. Uma
aliquota de FHG (1,5 g) foi submetida a fracionamenomatografico em coluna aberta (2,5
cm de diametro e 70 cm de altura) e empacotadasdara gel 60, tendo como fases moveis
hexano, diclorometano, acetato de etila e met@amlgradiente crescente de polaridade. As
fracOes foram coletadas em frascos de 20 mL, obtead/2 fragbes que foram reunidas
conforme semelhanca de perfis nas analises por @€racées FHG-HD13 a FHG-HD15
(0,070 g) forneceram solidos cristalinos brancésram reunidas segundo analises por CCD
e denominadas deHG-HD14. As fracdes FHG-HD20 a FHG-HD24 (0,090 g) fornacer
sélidos cristalinos brancos e foram reunidas segulises por CCD e denominadas de
FHG-HD22.

FHG
m=1,5¢g

CcC

AcOEY

Hexano 100% Hex/CHCl, Hex/CH,CI, ACOEt 100% MeOH
(7:3) (1:1) (7:3)

FHG-Hl a FHG-HD1 a FHG-HD19 a FHG-Ala FHG-AML1 a
FHG-H15 FHG-HD18 FHG-HD32 FHG-A15 FHG-AM10

FHG-HD14 FHG-HD 22
m=0,070g m =0,090 g

Esquema 2.5tapas do fracionamento cromatografico de FHG.
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2.2.6. Fracionamento Cromatografico de FHF

O Esquema 2.6 apresenta as etapas do fracionamrematografico de FHF. Uma
aliquota de FHF (2,0 g) foi submetida a fracionaimenomatografico em coluna aberta (2,5
cm de diametro e 70 cm de altura) e empacotadasdara gel 60, tendo como fases moveis
hexano, diclorometano, acetato de etila e metaeral,gradiente crescente de eluicdo. As
fracbes foram coletadas em frascos de 20 mL, obteadr4 fracbes que foram reunidas
conforme semelhanca de perfis nas analises por @Cbacdo FHF-HD3 forneceu um
sélido incolor (0,008 g). As fracbes FHF-HD9 a FHB11 (0,025 g) forneceram solidos
cristalinos brancos e foram reunidas segundo @sajer CCD e denominadas HelF-
HD10. A fracdoFHF-HD18 forneceu um sélido incolor (0,005 g).

FHF
m=2,0g9

CcC

AcOEt/

Hexano 100% Hex’;??cb Hex/CH,CI, ACOEt 100% MeOH
(7:3) (1:1) (7:3)

FHF-H1 a FHF-HD1 a FHF-HD16 a FHF-Ala FHF-AM1 a
FHF-H20 FHF-HD15 FHF-HD28 FHF-A15 FHF-AM11

FHF-HD3 FHF-HD 18
m =0, 008 g m = 0,005 g

FHF-HD10
m =0,025¢g

Esquema 2.6Etapagdo fracionamento cromatografico de FHF.

2.2.7. Fracionamento Cromatografico de FDG

O Esquema 2.7 (p. 35) apresenta as etapas dorfaacemto cromatografico de FDG.
Uma aliquota de FDG (4,0 g) foi submetida a fraaimmanto cromatografico em coluna aberta

(4,5 cm de didmetro e 90 cm de altura) e empacatadasilica gel 60, tendo como fases
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moveis hexano, diclorometano, acetato de etila ¢éamoé em gradiente crescente de
polaridade. As fracdes foram coletadas em fraseo20dmL, obtendo-se 122 fragcbes que
foram reunidas conforme semelhanca de perfis risas por CCD. As fracdes FDG-HD1 a
FDG-HD6 foram reunidas, fornecendo um solido incg®045 g), denominadas pbbDG-
HD4. As fracbes FDG-HD13 a FDG-HD17 (0,050 g) fornaocesdlidos cristalinos brancos e
foram reunidas segundo analises por CCD e denoasrdaFrDG-HD15.

FDG
m=4,0g9

cC
AcOE
Hexano 100% Hex/CHCl Hex/CHCI, CH,CI,/AcOEt MeO
(7:3) (1:1) (1:1) (73

FDG-H1 a FDG-HD1 a FDG-HD11 a FDG-DA1 a FDG-AM1 a
FDG-H7 FDG-HD10 FDG-HD20 FDG-DA33 FDG-AM62

FDG-HD4 FDG-HD15
m=0,045¢g m = 0,050 g

Esquema 2.7Procedimento experimental do fracionamento crommafmg de FDG.

2.2.8. Fracionamento Cromatografico de FDF

O Esquema 2.8 (p. 36) apresenta as etapas donfaacemto cromatografico de FDF.
Uma aliquota de FDF (6,0 g) foi submetida a fraaioanto cromatografico em coluna aberta
(4,5 cm de diametro e 90 cm de altura) e empacatadasilica gel 60, tendo como fases
mobveis hexano, diclorometano, acetato de etilatamé& em gradiente crescente de elui¢ao.
As fracOes foram coletadas em frascos de 20 miendotse 145 fragGes que foram reunidas
conforme semelhanca de perfis nas andlises por @GCfracdes FDF-HD3 a FDF-HD5
foram reunidas, fornecendo um sélido incolor (0,@90denominadas pdfDF-HD4. As
fracbes FDF-HD7 a FDF-HD12 foram reunidas, forndcenm solido incolor (0,150 g),
denominadas poFDF-HD9. A fragdo FDF-HD25 forneceu um sodlido cristalino branco
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(0,015 g). As fracbes FDF-DA22 a FDF-DA24 forammnieas, fornecendo um solido incolor
(0,050 g), denominadas pBDF-DA23. A fracdoFDF-DA30 forneceu um sélido cristalino
branco (0,020 g).

FDF

m=6,0g
cC
AcOEt/
Hex/CH,Cl, Hex/CH,CI CH,CI,/AcOEt MeOH
0, 2
Hexano 100% (7:3) (1) (1:1) (7:3)

FDF-H1 a FDF-HD1 a FDF-HD14 a FDF-DAL a FDF-AM1 a
FDF-H10 FDF-HD13 FDF-HD25 FDF-DA40 FDF-AM70

FDF-HD4 FDF-HD 25 FDF-DA 23
m=0,060g m=0,015¢g m =0,050 g

FDF-HD9

m = 0,150 g FDF-DA 30

m=0,020 g

Esquema 2.8&tapas do fracionamento cromatografico de FDF.

2.2.9. Fracionamento Cromatografico de FAG

O Esquema 2.9 (p. 37) apresenta as etapas dorfaacemto cromatografico de FAG.
Uma aliquota de FAG (10,0 g) foi submetida a fraamento cromatografico em coluna
aberta (didametro de 4,0 cm e altura de 90,0 crmyaeotada com 160,0 g com silica gel 60,
tendo como fases moveis hexano, diclorometanoatacete etila e metanol, em gradiente
crescente de eluicdo. As fracdes foram coletadadrascos de 20 mL, fornecendo 176
fracOes. As fracbes FAG-DA3 a FAF-DA17 foram reasidfornecendo um solido incolor
amorfo denominado deAG-DA10 (0,310 g).
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FAG
m=10,0g

cc
AcOEY
Hex/CHCl, CH,Cl CH,Cl, /ACOEt é%‘g(';:) MeOH
(131) 100% (223) (1:1)
FAG-HD1 a FAG-D1a FAG-DAL a FAF-ALa FAF-AML a
FAG-HD35 FAG-D12 FAG-DA29 FAF-A31 FAF-AM69

FAG-DA10
m=0,310g
Esquema 2.%tapas do fracionamento cromatogréafico de FAG.

2.2.10. Fracionamento Cromatogréafico de FAF

O Esquema 2.10 (p. 38) apresenta as etapas dorfaaceénto cromatografico de FAF.
Uma aliquota de FAF (10,0 g) foi submetida a fraammento cromatografico em coluna
aberta (diametro de 4,0 cm e altura de 90,0 crmgaeotada com 160 g com silica gel 60,
tendo como fases moveis hexano, diclorometanoaiacete etila e metanol, em gradiente
crescente de eluicdo. As fracdes foram coletadadrascos de 20 mL, fornecendo 185
fracOes. Apos analise por CCD, as fracdes FAF-BAR-D17 foram reunidas e submetidas a
purificacdo por cromatografia de camada preparattilfzeando como fase movel hexano e
acetato de etila (1:1). O material foi removidopiaca de CCP conforme luz UV a 366 nm
(Figura 2.1, p. 38), solubilizado em metanol e t@asrmente, filtrado, fornecendo um sélido
cristalino denominado deAF-D7-1. As fragcbes FAF-DA1 a FAF-DA33 foram reunidas,
fornecendo um sélido incolor amorfo denominadd-8&-DAS8. A fracAoFAF-A9 forneceu

um soélido cristalino.
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FAF
m=10,09

CcC

CH,Cl,
100%

Hex/CHClI,
(1:1)
FAF-HD1 a FAF-D1 a
FAF-HD41 FAF-D17

FAF-D7
m = 0,060 g

CCFP

FAF-D7-1
m =0,005¢g

AcOEt

CH,CI, /AcOEt (2:3) 100%

FAF-DA1 a FAF-Al a
FAF-DA33 FAF-A31

FAF-DA8 FAF-AQ
m=0,420¢ m=0,010g

Esquema 2.1(Etapas do fracionamento cromatografico de FAF.

AcOEY/
MeOH
(1:2)

FAF-AM1 a
FAF-AM63

FAF-D7-1

Figura 2.1 fotografia da placa cromatogréfica preparativaleda sob luz UV a 366 nm do
solido cristalino FAF-D7-1.
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2.2.11. Fracionamento Cromatografico de FMF

O Esquema 2.11 apresenta as etapas do fracionagrematografico de FMF. Uma
aliquota de FMF (30,0 g) foi submetida a fracionatmecromatografico em coluna aberta
(diametro de 6,0 cm e altura de 120,0 cm) e empdaatom 240 g com silica gel 60, tendo
como fases moveis hexano, diclorometano, acetastildee metanol, em gradiente crescente

de eluicéo. As fragOes foram coletadas em frase®OdnL, fornecendo 263 fracdes.

FMF
m=30,0¢g

CcC

MeOH
CHz?lz-/lA)COEt ACOE 100% ACOEt/MeOH ACOEt/MeOH 100%

(3,5:1,5) (1:1)

FMF-DAL a FMF-Al a FMF-AM1 a FMF-AM66 a FMF-M1 a
FME-DA27 FMF-A46 FMF-AM65 FMF-AM112 FMF-M78

FMF-AM25 a

FMF-AM45
m=0,750 g

Esquema 2.11Etapas do fracionamento cromatografico de FMF.

Apo6s analise por CCD, as fracbes FMF-AM25 a FMF-A\Wbdificadas com&EMF-
AM25 (m= 0,750 g) foram reunidas e novamente submetidescionamento cromatografico
em coluna (Esquema 2.12, p. 40). O grupo FMF-AM2550 g) foi cromatografado em
coluna aberta (2,5 cm de diametro e 70 cm de aleummpacotada com silica gel 60, tendo
como fases moveis acetato de etila e metanol, ediegite crescente de eluicdo. As fracdes
foram coletadas em frascos de 20 mL, obtendo-skea4¢8es que foram reunidas conforme
semelhanca de perfis nas andlises por CCD. As dsa¢®IF25-AM20 a FMF25-AM25
(0,250 g) foram reunidas e codificadas como AM28oeamente, purificadas (Esquema 2.13,
p. 41).
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FMF-AM 25

a FMF-AM45
m=0,750 g
cc
MeOH
ACOEt 100% AcOEt/MeOH AcOEt/MeOH AcOEt/MeOH 100%
(4:1) (3:2) (2:3)

FMF25-Al a FMF25-AM1 a FMF25-AM10 a FMF25-AM17 a FMF25-M1 a
FMF25-A7 FMF25-AM9 FMF25-AM16 FMF25-AM28 FMF25-M8

FMF25-AM 20
a FMF-AM25

m=0,250 g

Esquema 2.1ZEtapas do fracionamento cromatografico de FMF-AM25.

O Esquema 2.13 (p. 41) apresenta as etapas dorfaacento cromatografico de AM20.
A amostra (0,250 g) foi cromatografada em colunartab(1,5 cm de diametro e 90 cm de
altura) e empacotada com silica gel 60, tendo cfases moveis acetato de etila e metanol,
em gradiente crescente de eluicdo. As fracOes ford@tadas em frascos de 20 mL, obtendo-
se 44 fragbes que foram reunidas conforme semehdam@erfis nas analises por CCD. As
frac6esAM20-M12 e AM20-M14 forneceram sélidos cristalinos.
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AM 20
m=0,250 g

CcC

MeOH
AcOEt 100% AcOEt/MeOH AcOEt/MeOH AcOEt/MeOH 100%

(9,5:0,5) (4,5:0,5) (1:1)

AM20-AL & AM20-AM1 a AM20-AM10 a AM20-AM17-a AM20-M1 &
AM20-A5 AMZ20-AM9 AM20-AM16 AM20-AM27 AM20-M12

AM20-M12
m=0,075¢

AM20-M14
m =0,060g

Esquema 2.13Frocedimento experimental do fracionamento cromafmg de AM20.

2.3. Obtencéo de fracdes polares das folhas paradise em CLAE

As folhas secas e trituradas (100,0 g) foram subase® decoccdo em 1 L de agua
por 2 h a 60 °C. Apods filtracdo, a fase liquidadimalinizada com hidroxido de aménio 25%
até pH 10-11, obtendo-se uma fase aquosa basiclbdas da planta (FAQF). A amostra
FAQF foi colocada em um funil de separacéo e, eguida, acrescentada uma solucédo de
acetato de etila/éter etilico (3:1), separandofsse@aquosa (I) da fase organica (I).

A fase aquosa (l) foi acidificada com HCI até pH Je-submetida a extracdo com
solucdo de acetato de etila/éter etilico (3:1)entd-se a fase aquosa ackdag, rica em
aminoacidos, acidos organicos e acgucares, e afgaaicaFF, rica em compostos fendlicos
do tipo flavonoides. Por sua vez, a fase organicdo( acidificada com HCIl até pH 2 e
submetida a extracdo com solucdo de aquosa ackda2)p obtendo-se a fase aquosa
denominadaFAL, rica em alcaloides, e a fase organica (Il) codda comadrS, rica em
saponinas. O Esquema 2.14 (p. 42) apresenta areégudetodoldgica para isolamento dos

constituintes polares do extrato aguosd.decuminatissima
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FAQF
v=1L

1) NH,OH pH = 10-11
2) AcOEt/Eter (3:1)

Fase Aquosa Fase Orgénica
) ()
1) HClpH=1-2 1) HClpH=1-2
2) AcOEt/Eter (3:1) 2) H,OpH=2

Faq FF FAL FS
m = 6,350 m = 2,600 g m=0,130 g m=1,235¢g

CLAE

FF1 - FF4

FAQ = Aminoacidos, acidos organicos e aglcares
FF = Compostos fendlicos

FAL = Alcaloides

FS = Saponinas

Esquema 2.14Sequéncia metodoldgica para o isolamento de toimséis polares do FAQF.

Para a deteccdo das classes de compostos obtislaemigtituintes polares das folhas
foram realizados testes de prospeccéo fitoquiméca ps compostos fendlicos, alcaloides e
saponinas conforme descrito anteriormente no it@« 2p. 32).

2.3.1 Fracionamento cromatografico de FF em CLAE

Uma aliquota da fragdo FF (~1,5 g) foi cromatogtafam CLAE-preparativa. Para o
isolamento dos fitoconstituintes foi utilizado corfage movel solucdo de agua 0,5% TFA e
Acetonitrila na proporcao (70:30) em modo isocrgcfluxo de 4,0 mL/min. Os compostos
codificados como FF1 (TR = 5,0-5,5 min, m= 9,0 nk§)2 (TR = 5,7 min, m= 15,0 mg), FF3
(TR = 10,5 min, m=7,0 mg) e FF4 (TR = 15,0 min, #%50 mg) foram secados em rotavapor

e posteriormente liofilizados.
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2.4. Oleos essenciais

2.4.1 Coleta do material vegetal

As folhas del. acuminatissimgoram coletadas bimestralmente no ano de 2009. As
coletas foram iniciadas em janeiro/2009 e finallsa@m novembro/2009. Durante esse
periodo, as coletas foram realizadas em trés lsr@manha, tarde e noite) no Municipio de

Itacoatiara-AM, para tentativas de obtencao do és=encial.
2.4.2 Extracao dos oleos essenciais
As folhas delusticia acuminatissimeecém-coletadas (~300 g) foram acondicionadas

em baldo de 5 L juntamente com 2 L de agua destilmdsubmetidas ao processo de
hidrodestilacdo em aparelho doseador tipo Clevepgerum periodo de 6 h (Matos, 2000).
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Capitulo 3

ldentificacao
estrutural dos
fltoconstituintes



3.1. Prospeccao fitoquimica

A Tabela 3.1 apresenta os resultados da prospéitggoimica dos extratos brutos e

fracbes das folhas e galhos de acuminatissimaAs fragcbes FHF, FHG, FDF e FDG

mostraram testes positivos para triterpenos e cdés; sendo que, as fracbes em
diclorometano mostraram concentragdes maiores. sEst@sses de compostos foram
confirmadas por teste positivo para terpenos coreagente de Liebermann-Burchard. No

géneraJusticiaexistem poucos relatos do isolamento de triterpenesteroides. Nas espécies

J. ansellianaJ. adhatodee J. flavaforam isolados os esteroid@ssitosterol, estigmasterol e

campesterol, além do sitosterol glicosilado e didsrpenos lupeol e-amirina (Kpoviésset

al., 2006; McGavwvet al, 2008).

Tabela 3.1Resultados da prospeccéo fitoquimica dos extratdeddas folhas e galhos dle

acuminatissima

Classe de substanciag Folhas Galhos
FHF | FDF| FAF| FMF| EE7TH EER FHG FDG FAG FM EE1G EEG
Triterpenos + | ++H O+ - - + +|  +++ - o+
Esteroides ++ +H + - - + +4H  ++ - 1+
Antocianidinas, - - - +++ - ++ - - - + R R
antocianinas e
flavonoides
Alcaloides - - - - - - - B - _ _ _
Taninos - S| A A - N O NN E VI AP
Fendis + - - |+ + + - + - + + | +
Saponinas - - + | 4 A - - + I
Cumarinas - - ++ ++ + + - - ++H + +| -
Flavononas, Flavonéig, - - - ++ - - - - - ++ _ -
flavononéis e xantonas
Leucoantocianidinas,| - - + + - - - - + + _ -
catequinas e
flavononas

(-) = ndo observado; (+) = baixa concentracdo; &¢pncentracdo moderada; (+++) = alta concentrd€ac=
fracdo em acetato de etila; FH = fracdo em hexabos fracdo em diclorometano; FM = fracdo em mdtdEia
= extrato em etanol; EE7 = extrato em etanol a 70%.
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Os triterpenos, taninos, compostos fendélicos ersaps foram detectados nas fracoes
FAF, FAG, EE7F e EE7G. As cumarinas foram detestatsssas mesmas fragdes. Isto é
muito interessante, pois a classe das cumarinatefmrita no género na espétigectoralis
(Leal et al, 2000). A cumarina umbeliferond, (p. 20) foi isolada desta espécie e possui
diferentes propriedades medicinais, tais como ao#iptiva, anti-inflamatoria e
broncodilatadora (Linet al, 1997). Os compostos fendlicos foram detectadasipalmente
nas fracbes em metanol tanto das folhas quantogdthes. Espécies deste género sdo
conhecidas por conter alcaloides, lignanas, coropdshdlicos, 0leos essenciais, flavonoides
e aminas aromaticas (Prajogbal, 2007). No entanto, os extratos e fracbes dacespée
acuminatissimapresentaram teste negativo para alcaloides.

Em relagédo aos 6leos essenciais, foram realizaalatas em diferentes esta¢des do
ano (janeiro, marco, maio, julho, setembro e novende 2009). No entanto, o material
vegetal de nenhuma dessas coletas propiciou agélotele 0leos essenciais.

A Figura 3.1 (p. 47) mostra os resultados dos sed¢eprospeccao fitoquimica para a
fracdo fendlica (FF) do extrato aquoso das folhad.dacuminatissimaA Figura 3.1 (A)
mostra o teste de deteccdo de compostos fendkcpss resultados foram positivos. As
Figuras 3.1 (B) e 3.1 (C) mostram as placas crognaticas da fracdo fendlica em silica gel
eluida em AcOEt/acido formico/acido acéticgfH(100:11:11:27) e reveladas com hidréxido
de amoénio e hidréxido de potassio 10%, respectinganéds manchas amarelas na Figura 3.1
(B) indicam presenca de compostos fendlicos e axas azuis na Figura 3.1 (C) indicam a

presenca de cumarinas.
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Figura 3.1 Fotografia dos testes fitoquimicos para a fracdlfea: (A) Tubo de ensaio
contendo a amostra FF, mostrando teste positiva @anpostos fendlicos; (B) e (C) placas
cromatograficas de silica gel eluidas em AcOEttacibrmico/acido acético/4D
(100:11:11:27) e reveladas com MMH (mostrando manchas amarelas) e KOH 10% sob luz
UV 366 (mostrando manchas azuis), indicando rés@cente as presencas de compostos
fendlicos e cumarinas.

A Figura 3.2 mostra os resultados dos testes dgecgao fitoquimica para as fracdes
alcaloidicas (FAL) e saponinicas (FS) (Esquema,142). A Figura 3.2 (A) mostra o teste
de detecc¢do para alcaloides, cujos resultadosaravela formacéao de precipitado apés adi¢éo
do reagente de Dragendorff. A Figura 3.2 (B) mostri@ste positivo para saponinas, com

formacao abundante de espuma.

positivo para alcaloides; (B) Tubo de ensaio catweRS, mostrando teste positivo para
saponinas.
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3.2. Analises por CCD das fracbes FHF, FHG, FDF, RB, FAF e FAG

A Figura 3.3 mostra a placa cromatografica de FFH, FDF, FDG, FAF e FAG,
mistura deg-sitosterol e estigmasterol e do triterpeno peaoliaoi lupeol em silica gel com
eluicdo em Hex/AcOEt (7:3). A andlise comparative @luicio das amostras na placa
cromatografica indica uma similaridade entre osstitwintes das fracbes FHF, FHG, FDF e
FDG. Para as mesmas fracGes foi possivel detest@resencas da mistufasitosterol e

estigmasterol e do triterpeno lupeol.

16
[-Sitosterol e
estigmasterolA**3}

a b c¢c d e f gh HO

4 6

Figura 3.3 Fotografia da placa cromatografica de FHG (a), fE)FFDG (c), FDF (d), FAF
(e), FAG (f),p-sitosterol-estigmasterol (g) e lupeol (h) eluidaldex/AcOEt (7:3) e revelada

em vanilina &cida.

3.3. Identificagdo dos compostos isolados de FHF

Os espectros de todas as substancias estado dapdeseno Anexo |. Para aquelas cuja
atribuicdo nao se encontra apresentada em tabledtggem dos dados encontra-se ao final da
respectiva discusséao.

3.3.1. Analise Estrutural de FHF-HD3

A amostra FHF-HD3 foi isolada do extrato em hexdas folhas dd. acuminatissima
apos fracionamentos em coluna de silica gel estatiiacao com cloroférmio, obtendo-se um
sélido incolor de p.f. = 247,3-251,8 °C. Apresenteste de Liebermann-Burchard positivo
para triterpenos.

O espectro de RMN d¥H (Figura Al, p. 161) mostra sinais simples e istande
hidrogénio entredy 1,21 e 0,75, além de multipletos entig 1,22 e 2,50 que sao
caracteristicos de grupos metila e de atomos ded#@dio alifatico. O espectro de RMN de
13C e subespectro DEPT 135° (Figuras A2 e A3, p.el6B3, respectivamente) mostram um
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sinal emoc 213,5, atribuido a um carbono carbonilico, e siesitredc 59,9-7,2 atribuidos a
carbono saturado. Os dados de RMN2do composto FHF-HD3 estdo de acordo com os
descritos na literatura para friedelina (Tabela, $364) (Mahato & Kundu, 1994). Os
triterpenos possuem poucos relatos em espécidsidiieia Esse triterpeno € descrito pela

primeira vez neste género.

3.3.2. Analise Estrutural de FHF-HD10

A amostra FHF-HD10 foi isolada do extrato em hexasas folhas deJ.
acuminatissimapos fracionamento em coluna de silica gel e tatiragdo com cloroférmio,
obtendo-se um sdlido incolor de p.f. = 135,2-14%C4 Apresentou teste de Liebermann-
Burchard positivo para esteroides.

O espectro no infravermelho de FHF-HD10 (Figura p4,154) mostra banda de
absorcdo em 3278 chatribuida a estiramento de O-H, confirmada pelso@fsio em
aproximadamente 1096 Ematribuida ao estiramento de C-O. As absorcdes gidaele
3000 a 2800 cihe de 1464 e 1378 chforamatribuidas respectivamente a estiramento de
deformacgéo angular de C-H de cadeia alifatica ¢Bkeinet al, 2006; Paviat al, 2010). A
absorcdo em 1066 ¢mé caracteristica de estiramento C-O, compativeh ¢idroxila
equatorial de esterdis. A absorcdo em 992" aéncaracteristica de ligacdo C=€ns
dissubstituida da cadeia lateral de esterois (GIa4l).

O espectro de RMN d# de FHF-HD10 (Figura A5, p. 155) mostra um sinal &
5,35 que pode ser atribuido a hidrogénio olefirité tanto dop-sitosterol quanto do
estigmasterol. O multipleto efy 5,22-5,02 pode ser atribuido aos atomos de hidrodén
22 e H-23 do estigmasterol. O sinal &m 3,55-3,51 pode ser atribuido ao hidrogénio
carbinolico H-3 dgs-sitosterol e estigmasterol. Os varios sinais olagkys na regido ey
2,40 - 0,60 podem ser atribuidos aos atomos dedédio da cadeia alifatica de ambos os
esteroides.

O espectro de RMN d€C e o subespectro de DEPT 135° (Figuras A6 e AT56.e
157, respectivamente) mostram 0s sinais caradtedsie atomos de carbono alquenilico em
oc 140,8 (nao-hidrogenado) e 121,7 (mono-hidrogenadwjbuidos ao C-5 e C-6
respectivamente, dérsitosterol e estigmasterol. Os sinais &138,3 e 129,3 (ambos mono-
hidrogenados) podem ser atribuidos respectivamemt€-22 e C-23 do estigmasterol. Os
demais sinais de RMN d&C foram atribuidos conforme comparacéo com dadd’Mid de

13C dop-sitosterol e estigmasterol descritos na litera{@randdo, 1991) (Tabela 3.2 p. 59).
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Os dados mostram que a proporcag-agtosterol e estigmasterol na mistura é praticaenen
semelhante.

Os esteroides sao pouco relatados em espécibisstieia sendo os da mistura acima
citada isolados anteriormente, aléem do campesteas| .espéecie$. anselliana(Kpoviéssiet
al., 2006), J. adhatodee J. flava(McGawet al., 2008).

3.3.3. Analise Estrutural de FHF-HD18

A amostra FHF-HD18 foi isolada do extrato em hexatas folhas ded.
acuminatissimapos fracionamento em coluna de silica gel e tatiragdo com cloroférmio,
obtendo-se um sdlido incolor de p.f. = 263,0-26C2 Apresentou teste de Liebermann-
Burchard positivo para triterpenos.

O espectro de RMN d#l (Figura A8, p. 158) mostra sinais simples edtrd.,34-0,80 e
multipletos entredy 2,01 e 1,37 que séo caracteristicos de atomogddegénio alifatico. O
espectro de RMN dé°C e subespectro DEPT 1BfFiguras A9 e A10, p. 159 e 160,
respectivamente) mostram um sinal &nv2,3, atribuido a um carbono carbindlico em C-3, e
sinais entréc 61,5-11,8 (A9, p. 159) atribuidos a carbono samr®s dados de RMN d&C
do composto FHF-HD18 estdo de acordo com os desana literatura parg-friedelinol
(Tabela 3.3, p. 60) (Mahato & Kundu, 1994). Esserfyeno é descrito pela primeira vez

neste género.
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3.4. Identificacdo dos compostos isolados de FHG
3.4.1. Anélise Estrutural de FHG-HD14

A amostra FHG-HD14 foi isolada da fracdo em hexatws galhos ded.
acuminatissimapds fracionamento em coluna de silica gel. Qls@morfo e incolor de p.f
=212,5- 215,2 °C apresentou teste de LiebermamohBrd positivo para triterpenos.

O espectro no IV de FHG-HD14 (Figura Al1, p. 16Dstra banda de absorcdo em
3276 cm' caracteristica de estiramento OH. As absorcbes 8861 e 2864 cthpodem ser
atribuidas a estiramentos simétricos C-H de grapfiicos. A absor¢céo de baixa intensidade
registrada em 1665 chpode ser atribuida ao estiramento GCgrupos alquenilicos. As
absorcdes intensas em 1464,4 e 1381,7 podem ser atribuidas a deformac&o angular de
grupos metila e metilénicos de cadeia alifaticaaBsorcdes proximas a 1062,4 tppdem
ser atribuidas a estiramento C-O.

O espectro de RMN di#H de FHG-HD14 (Figura A12, p. 162) mostra sinais &m
4,68 e 4,57 atribuidos a atomos de hidrogéniorotefs. O sinal multipleto registrado ein
3,23-3,15 pode ser atribuido a hidrogénio carbtedlOs varios sinais registrados eniye
2,45 e 0,80 podem ser atribuidos a atomos de ladroglifatico.

O espectro de RMN d€C e o subespectro de DEPT 135° (Figuras A13 e p12463
e 164, respectivamente) mostram sinais &g150,9 (carbono nao-hidrogenadop£109,2
(carbono metilénico) caracteristicos de atomos déono alquenilico C-20 e C-29,
respectivamente, de triterpenos do esqueleto lugarsinal registrado endc em 78,9 pode
ser atribuido ao carbono carbindlico C-3 do anphho sugerindo tratar-se do lupeol. Os
demais sinais sao registrados eay 85,2 e 14,5 e estdo de acordo com os dados dssuaito
literatura parao triterpeno lupeol (Tabela 3.4, p. 61). No génduseticia esse triterpeno foi
descrito apenas para a espékianselliana(Kpoviéssiet al, 2006) eJ. flava(McGawet al,
2008).

3.4.2. Anéalise Estrutural de FHG-HD22

A amostra FHG-HD22 foi isolada do extrato em hexatms galhos deld.
acuminatissimaapés fracionamentos em coluna de silica gel e staimacdo com
cloroférmio, obtendo-se um solido incolor de p.f139,7-142,5 °C. Apresentou teste de

Liebermann-Burchard positivo para esteroides.
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A andlise espectrométrica estrutural realizada p&t&-HD22 foi semelhante a de
FHF-HD10 (p. 47). Os espectros de RMN ¢ (Figura A15), de™C (Figura Al6) e
subespectro DEPT 135° (Figura A17) de FHG-HD22petram-se nas p. 165, 166 e 167,
respectivamente, sugerindo que o composto FHG-HB22 mistura dos esteroidgs
sitosterol e estigmasterol (Tabela 3.2, p.59). Mgaracdo entre 0s picos sugerem que a

proporcao dg-sitosterol na mistura € maior do que a de estitprals

3.5. Identificagdo dos compostos isolados de FDF
3.5.1. Andlise Estrutural de FDF-HD4

A amostra FDF-HD4 foi isolada da fracdo em dicloetemo das folhas dé.
acuminatissimaap6s o fracionamento em coluna de silica gel eistaizacdo com
cloroférmio, obtendo-se um sdlido incolor de p.f132,5-134,7 °C. Apresentou teste de
Liebermann-Burchard positivo para esteroides.

Esse composto também foi isolado em mistura congneasterol durante o
fracionamento de FHF. A andlise estrutural reabizpdra FDF-HD4 foi semelhante a de
FHF-HD10 (p. 47). Os espectros de RMN ¢ (Figura A18), de™C (Figura A19) e
subespectro DEPT 135° (Figura A20) de FDF-HD4 etrteomse nas p. 168, 169 e 170,
respectivamente, sugerindo que o composto FDF-HD4&sgteroides-sitosterol (Tabela 3.2,
p. 59).

3.5.2. Analise Estrutural de FDF-HD9

A amostra FDF-HD9 foi isolada da fracdo em dicloetemo das folhas dé.
acuminatissimapos fracionamento em coluna de silica gel e tatiracdo com cloroformio,
obtendo-se um sdlido incolor de p.f. = 209,0-2138 Apresentou teste de Liebermann-
Burchard positivo para triterpenos.

A analise espectrométrica realizada para FDF-HD%dmelhante a de FHG-HD14
(p. 49). Os espectros de RMN t¢ (Figura A21), dé°C (Figura A22) e subespectro DEPT
135° (Figura A23) de FDF-HD9, encontram-se nas fl, 1172 e 173, respectivamente,
sugerindo que o composto FDF-HD9 € o triterpenedlifTabela 3.4, p.61).
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3.5.3. Anélise Estrutural de FDF-HD25

A amostra FDF-HD25 foi isolada da fragdo em dialoetano das folhas dé.
acuminatissimapos fracionamento em coluna de silica gel estatiiacdo em cloroférmio e
metanol, obtendo-se um sélido branco amorfo de=p1f92,6-195,2 °C. Apresentou teste de
Liebermann-Burchard positivo para triterpenos.

O espectro no IV de FDF-HD25 (Figura A24, p. 174)sima banda de absorcdo em
3421 cn', caracteristica de estiramento de hidroxila. Abes em 2916, 2848 e 1472, 1389
cm* foramatribuidas respectivamente a estiramento e a def@mangular de C-H de cadeia
alifatica. As absorcées em 1172 e 11097'cs#@io caracteristicas de estiramento C-O
(Silversteinet al, 2006; Paviat al, 2010).

O espectro de RMN d#1 (Figura A25, p. 175) mostra sinais ém5,13 e 5,12 &4
4,68-4,56 atribuidos a atomos de hidrogénio aldigeniOs outros sinais de hidrogénio sao
registrados entré, 2,0 e 0,8. O espectro de RMN d€ (Figura A26, p. 176) mostra sinais
em Jc 79,1 caracteristico de carbono hidroxilado. Osisiremdc 139,6 e 124,5 sao
caracteristicos de triterpeno com esqueleto tigang e os sinais e 121,8 e 145,1 séo
caracteristicos de triterpeno com esqueleto tipar@no. Os sinais efig 150,9 (carbono néo
hidrogenado) &¢ 109,3 (carbono metilénico observado em fase negatd subespectro
DEPT 135°) (Figura A27, p. 177) sao caracteristdedriterpenos de esqueleto lupano. Os
dados de RMN d&’C de FDF-HD25 estdo de acordo com os descritogteratlira paras
triterpenosa-amirina, f-amirina e lupeol (Tabelas 3.3 e 3.4, p. 60 e @%pectivamente)
(Mahato & Kundu, 1994). No génedusticia o triterpeno lupeol foi descrito apenas para a
espéciel. anselliana(Kpoviéssiet al, 2006), enquanto que-amirina ep-amirina foram
descritas pard. anselliangKpoviéssiet al, 2006) eJ. adhatodgDhankharet al, 2011).
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3.5.4. Anélise Estrutural de FDF-DA23

A amostra FDF-DA23 foi isolada da fracdo em dicloetano das folhas dé.
acuminatissimapos fracionamento em coluna de silica gel estatiiacdo em cloroférmio e
metanol, obtendo-se um sdlido branco cristalinp.fle= 248,0-251,6 °C. Apresentou teste de
Liebermann-Burchard positivo para triterpenos.

O espectro no IV de FDF-DA23 (Figura A28, p. 178)stna banda de absorcdo em
3372 cmt* caracteristica de estiramento de hidroxila. AbBescem 2925, 2854 e 1393tm
foram atribuidas respectivamente a estiramento e a daf@omangular de C-H de cadeia
alifatica. A absorcdo em 1128 ¢né caracteristica de estiramento C-O (Silverséti@l,
2006; Pavieet al, 2010).

O espectro de RMN d#H de FDF-DA23 (Figura A29, p. 179) mostra sinais &m
5,30 e 5,20, além de sinais &m4,69 e 4,58 atribuidos a atomos de hidrogénio aitjce.
Os sinais registrados eny 3,36-3,17 podem ser atribuidos a hidrogénio cétliom Os
varios sinais registrados entig2,45 e 0,80 podem ser atribuidos a atomos de lédrogle
grupos alifaticos.

O espectro de RMN d€C e o subespectro de DEPT 135° (Figuras A30 e p3180 e
181, respectivamente) mostram sinais &nil50,5 (carbono n&o-hidrogenadoyeg 109,7
(carbono metilénico) caracteristicos dos atomoscasono alquenilicos C-20 e C-29,
respectivamente, de triterpenos do esqueleto tipanio. O sinal registrado e em 79,0
pode ser atribuido ao carbono carbindlico C-3 gamw. O sinal registrado emic em 60,6
pode ser atribuido ao carbono metilénico e hidaokilC-28 da betulina.

O espectro de RMN d€C e o subespectro de DEPT 135° (Figuras A30 e p3180 e
181, respectivamente) também mostramoerhid4,2 (carbono ndo-hidrogenado)£122,3
(carbono metinico) caracteristicos dos atomos d#ona alquenilico C-13 e C-12,
respectivamente, de triterpenos do esqueleto aleadasinal registrado eric em 79,0 pode
ser atribuido também ao carbono carbindlico C-dldanano. O sinal registrado etz em
69,7 pode ser atribuido ao carbono metilénico Kithdo C-28 do eritrodiolOs dados de
RMN de *C de FDF-DA23 estdo de acordo com os dados desaritditeratura para uma
mistura de triterpenos betulina e eritrodiol (Tab&l4, p. 61) (Mahato & Kundu, 1994). Os
dados mostram que a proporcdo da betulina na mistanaior do que a de eritrodiol. Esses

compostos sdo descritos pela primeira vez no g&ostia
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3.5.5. Anélise Estrutural de FDF-DA30

A amostra FDF-DA30 foi isolada da fracdo em dicloetano das folhas dé.
acuminatissimapos fracionamento em coluna de silica gel estatiiacdo em cloroférmio e
metanol, obtendo-se um sdlido branco cristalinp.fle= 280,4-282,8 °C. Apresentou teste de
Liebermann-Burchard positivo para triterpenos.

O espectro no IV de FDF-DA30 (Figura A32, p. 182)stna banda de absorcdo em
3330 cmt* caracteristica de estiramento de hidroxila. Atfesem 2944, 2871 e 1453, 1379
cm* foramatribuidas a estiramento e a deformacdo angulpectgamente de C-H de cadeia
alifatica. As absorcdes em 1124, 1071 e 1042 sfp caracteristicas de estiramento C-O
(Silversteinet al, 2006; Paviat al, 2010).

O espectro de RMN d#H de FDF-DA30 (Figura A33, p. 183) mostra sinais &m
4,94 e 4,77 atribuidos a atomos de hidrogénio altjope. O multipleto registrado ey
3,61-3,40 pode ser atribuido a hidrogénio carbtedlDs varios sinais registrados eniye
2,73 e 0,81 podem ser atribuidos a atomos de ladrogle grupos alifaticos.

O espectro de RMN d€C e o subespectro de DEPT 135° (Figuras A34 e p3%84 e
185, respectivamente) mostram sinais &l51,5 (carbono nao-hidrogenadoye 110,1
observado em fase negativa no subespectro DEPT(chBBOno metilénico) que sao
caracteristicos dos atomos de carbono alquenilie®0 & C-29, respectivamente, de
triterpenos do esqueleto do tipo lupano. O singisteado emdc em 78,3 pode ser atribuido
ao carbono carbindlico C-3 do lupano. O sinal tegfi® em dc em 179,1 pode ser atribuido
ao carbono carboxilico C-28. Os dados de RMN’@ade FDF-DA30 estéo de acordo com os
dados correspondentes descritos na literaturagoit@rpeno acido betulinico (Tabela 3.4, p.

61) (Mahato & Kundu, 1994). Esse composto é despsta primeira vez no génelasticia

3.6. Identificacdo dos compostos isolados de FDG
3.6.1. Andlise Estrutural de FDG-HD4

A amostra FDG-HD4 foi isolada da fragdo em dicloetemo dos galhos da.
acuminatissimapoés fracionamento em coluna de silica gel e tatirnacdo com cloroférmio
e metanol, obtendo-se um sdlido cristalino de $.249,4-252,8 °C. Apresentou teste de

Liebermann-Burchard positivo para triterpenos.
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A andlise estrutural realizada para FDG-HD4 foi skwiante a realizada para FDF-
DA23 (p. 51). Os espectros de RMN e (Figura A36), dé*C (Figura A37) e subespectro
DEPT 135(Figura A38) de FDG-HD4 encontram-se nas p. 188,61888, respectivamente,
sugerindo que FDG-HD4 é uma mistura dos triterpdraiglina e eritrodiol (Tabela 3.4, p.
61).

3.6.2. Analise Estrutural de FDG-HD15

A amostra FDG-HD15 foi isolada da fracdo em dialeetano dos galhos dé
acuminatissimapoés fracionamento em coluna de silica gel e tatimacdo com cloroférmio
e metanol, obtendo-se um solido branco amareladofame p.f. = 235,8-240,0 °C.

O espectro de RMN d#i de FDG-HD15 (Figura A39, p. 189) mostra um semaldy
5,36 atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 flesitosterol. Os sinais ey 4,68 e 4,57 séo
atribuidos a atomos de hidrogénio alquenilico daaaxociclica em C-29 de triterpeno com
esqueleto lupano. O multipleto registrado &m3,97-4,00 pode ser atribuido a hidrogénio
carbindlico. Os varios sinais registrados enfg,33 e 0,68 podem ser atribuidos a atomos de
hidrogénio de grupos alifaticos.

O espectro de RMN d€C e o subespectro de DEPT 135° (Figuras A40 e p4190
e 191, respectivamente) mostram 0s sinais carstites de atomos de carbono alquenilico
em oc 140,9 (ndo-hidrogenado) e 121,9 (mono-hidrogenatiipuidos a C-5 e C-6 d&»
sitosterol, respectivamente. O sinal ég80,3 é caracteristico de carbono acilado na posica
C-3. Os sinais enmdc 151,2 (carbono nao hidrogenado)e 109,5 (carbono metilénico,
observado em fase negativa no subespectro DEP 485 caracteristicos de triterpenos de
esqueleto do tipo lupano. Os dados de RMN*@ede FDF-HD25 estdo de acordo com os
dados correspondentes descritos na literatura impataira de g-sitosterol e lupeol acilado
(Tabela 3.6, p. 63).
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3.7. ldentificacdo dos compostos isolados de FAF
3.7.1. Andlise Estrutural de FAF-D7-1

A amostra FAF-D7-1 foi isolada da fracdo em acetd¢oetila das folhas dé.
acuminatissimaapresentando-se como um solido amarelo amorfbigira A42 (p. 192)
mostra o espectro no IV de FAF-D7-1. A banda en2334" é caracteristica de estiramento
de O-H. Absorcdo em 2931 atribuida a estirament&d¢ de cadeia alifatica. Os sinais
intensos registrados em 1117, 1057 e 1017 s#0 caracteristicos de estiramento de C-O.

O espectro de RMN di#H de FAF-D7-1 (Figura A43, p. 193) mostra um duplem
on 4,10 0 = 8,0 Hz), um tripleto registrado edy 3,95 J = 8,0 Hz), sinais sobrepostos na
regido oy 3,78-3,53 e um multipleto ey 3,31 caracteristico de atomos de hidrogénio
carbindlico. O tripleto endy 1,15 0 = 7,0 Hz) é caracteristico de atomos de hidrogéerio
grupo metila ligado a um grupo metileno.

O espectro de RMN d€C e o subespectro de DEPT 135° (Figuras A44 e p4594
e 195, respectivamente) mostram um sinaberh05,4 de carbono nao-hidrogenado ligado a
dois atomos de oxigénio. Os sinais registradose83,5, 78,6 e 77,4 correspondem a atomos
de carbono ligados a oxigénio e mono-hidrogenadd.si@ais em Jc 65,1, 62,1 e 58,0
correspondem a atomos de carbono metilénicos Ilggadoitrogénio. O sinal ey 16,2 é
atribuido a atomo de carbono de grupo metila.

O mapa de contornos HSQC de FAF-D7-1 (Figura A48.96) mostra correlacao do
sinal emdy 4,10 com o sinal de carbono &x78,6. O sinal registrado ey 3,95 mostra
correlagdo com o sinal de carbono &nv7,4. O sinal emy 3,75 correlaciona-se com o sinal
de carbono emdc 83,5. Os sinais emy 3,72 e 3,58 mostram correlacdo com o sinal de
carbono emdc 65,1. Os sinais registrados &m3,77 e 3,55 mostram correlagcdo com o sinal
de carbono enic 58,0 e os sinais eny 3,65 e 3,54 correlacionam-se com o sinal de carbon
emoc 62,1. O sinal endy 1,15 apresenta correlagdo com o sinal de carlemstrado endc
16,2.

O mapa de contornos COSY de FAF-D7-1 (Figura A4719Y) mostra correlacao
entre os sinais de hidrogénio &m4,10 e 3,95. O sinal edy 3,95 correlaciona-se também
com o sinal endy 3,75. O sinal ey 1,15 correlaciona-se com os sinais de hidrogémié,.e
3,77 e 3,55.

O mapa de contornos HMBC de FAF-D7-1 (Figura A4898) mostra correlacdo do

sinal de hidrogénio ey 4,10 com o sinal de carbono metinico registrad@®&nY,4 e com
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o sinal de carbono metilénico efg 62,1. O sinal de hidrogénio efp 3,95 correlaciona-se
com os sinais de carbono &m65,1 e 83,5. O sinal de hidrogénio éy8,75 correlaciona-se
com os sinais de carbono ém105,4 e 65,1. Os sinais de hidrogénio registrados, 3,72 e
3,58 correlacionam-se com o sinal de carbonaeitv,4. O sinal de hidrogénio efn 1,15
correlaciona-se com o sinal de carbono &n58,0. As anédlises de RMN sugerem que o
composto FAF-D7-1, corresponde a substancia Baiia-3-azabiciclo [3,2,1] octano-1,6,7-
triol. De acordo com o levantamento feito na litera esta € uma substéancia inédita.

Célculos BLYP/6-31G * de otimizacdo da geometriaifio realizados para FAF-D7-1
com uma geometria de partida com base em diferestasgturas de 3-etil-8-oxa-3-azabiciclo
[3.2.1] octano-1,6,7-triol. A estrutura 3-etil-8a8-azabiciclo [3.2.1] octano-1,6,7-triol
contendo os grupos hidroxi na posiggmlonos atomos de carbono 6 e 7 (E = -669,23573863
Hartree) é a mais estavel quando comparada as sl@stauturas analisadas. Além disso,
calculos de deslocamento quimico de carbono foeatizados para as geometrias otimizadas
em mesmo nivel de célculo. Correlacées de dadariexgntais de RMN d€C de FAF-D7-

1 com deslocamentos quimicos de carbono calculded@ oxa-3-azabiciclo [3.2.1] octano-
1,6,7-triol-3-etil (R = 0,9920) mostram maior coeficiente de correlagdoque para as
demais estruturas analisadas. Como resultado, &isemexperimentais e teoricas de FDF-

D7-1 correspondem ao alcaloide 3-etil-8-oxa-3-adelni [3.2.1] octano-1,6,7-triol.

3-etil-8-oxa-3-azabiciclo [3.2.1] octano-1,6,7-trity (ATR; cm™) v 3342, 2931, 1117, 1057,
1027,1921, 668, e 616; RMN de (400 MHz; CROD) d 4,10 (H-7), 3,95 (H-6), 1,15 (H-
10); RMN de™*C (100 MHz; CROD) ¢ 105,5 (C-1), 83,5 (C-5), 78,6 (C-7), 77,4 (C-6,16
(C-4), 62,1 (C-2), 58,0 (C-9) e 16,0 (C-10).
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3.7.2. Andlise Estrutural de FAF-DAS8

A amostra FAF-DAS8 foi isolada da fracdo em acetdéo etila das folhas dé.
acuminatissimapoés fracionamento em coluna de silica gel estedidacdo em cloroformio e
metanol, obtendo-se um sélido branco amorfo de=p282,2-286,8 °C. Apresentou teste de
Liebermann-Burchard positivo para esteroides.

O espectro na regido no IV de FAF-DA8 (Figura A$#9,199) mostra banda de
absorcdo em 3448 chatribuida a estiramento de O-H. As absorcdesgidaele 2917, 2848
cm* e de 1471 e 1378 ¢hforamatribuidas respectivamente a estiramento angulé-dele
cadeia alifatica (Silversteiet al, 2006; Paviat al, 2010).

O espectro de RMN di#H de FAF-DA8 (Figura A50, p. 200) mostra variosasinna
regido entrejy 5,38 e 3,95 caracteristicos de atomos de hidrogégieenilico, carbindlico e
de grupos hidroxilicos (Kojimat al, 1990; Kasaét al, 1987). Os demais sinais registrados
entredy 1,76 e 0,68 podem ser atribuidos a atomos ded@dio alifatico de esteroides.

O espectro de RMN di8C e o subespectro de DEPT 135° de FAF-DAS (FigA&ts
e A52, p. 201 e 202, respectivamente) mostram ssisiaiilares aos registrados para FHF-
HD10 (Figuras A6 e A7, p. 156 e 157, respectivamermdicando que FAF-DAS trata-se de
uma mistura de derivados fdesitosterol e estigmasterol. Os sinais registraaogc 102,6,
78,5, 78,3, 75,4, 71,7 e 62,9 podem ser atribuédasn substituinte glicosideo em C-3 de
ambos os esteroides. A Tabela 3.5 (p. 62) mostlasdde RMN dé’C de FAF-DAS e do
sitosterol-30-D-glicopiranosideo e estigmasterop33-D-glicopiranosideo. No género
Justicia esses compostos foram relatados apenas paraéeieedpflava (McGaw et al,
2008).

3.7.3. Andlise Estrutural de FAF-A9

A amostra FAF-A9 foi isolada da fracdo em acetato efila das folhas dd.
acuminatissimaapos fracionamento em coluna de silica gel estatidada em cloroférmio e
metanol, obtendo-se um solido cristalino de pX22,4-123,6 °C.

O espectro de RMN d#l de FAF-A9 (Figura A53, p. 203) mostra sinais &n,80 (2H,
d, J=8,0 Hz) e 6,84 (2H], J = 8,0 Hz) atribuidos a hidrogénio aromatico. Gakmegistrado
emdy 10,6 é atribuido a hidrogénio carboxilico. O efpede RMN de™C e o subespectro
de DEPT 135° (Figuras A54 e A55, p. 204) mostralsem . 167,2 atribuido a carbono
carboxilico (®OH). Sinais registrados edr 161,6 e 121,4 sdo atribuidos a carbono
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aromatico nao hidrogenado e sinais é:131,6 e 115,3 séo atribuidos a atomos de carbono
aromatico hidrogenado. Os dados de RMN @ede FAF-A9 estdo de acordo com os dados
descritos na literatura para o cthidroxibenzdico (Yaylet al, 2003).

COOH

Acido p-hidroxibenzéico:

OH
Acido p-hidroxibenz6icoRMN deH (400 MHz; CROD) 4 10,6 (COQH, 7,80 (H-2 e H-

6), 6,84 (H-3 e H-5)*3C NMR (CD;0D): d (ppm); 167,2 (OOH), 161,6 (C-4), 131,6 (C-2 e
C-6), 121,4 (C-1), 115.3 (C-3 e C-5). Esse compéddescrito pela primeira vez em espécies
do génerqlusticia

3.8. Identificacdo dos compostos isolados de FAG
3.8.1. Analise Estrutural de FAG-DA10

A amostra FAG-DA10 foi isolada da fracdo em acet@oetila dos galhos dé&
acuminatissimapos fracionamento em coluna de silica gel e tatiracdo com cloroformio,
obtendo-se um sélido incolor de p.f. = 289,0-29428 Apresentou teste de Liebermann-
Burchard positivo para esteroides.

Uma mistura similar de compostos foi isolada aaterente durante o fracionamento
de FAF e codificada como FAF-DA8. A andlise estraltuealizada para FAG-DA10 foi
semelhante & de FAF-DAS8 (p. 56). Os espectros dbl R&H (Figura A56), dé°C (Figura
A57) e subespectro DEPT 135° (Figura A58) de FAGIDANcontram-se nas p. 205, 206, e
207, respectivamente. Os dados de RMN'i& de FAG-DA10 estdo de acordo com 0s
correspondentes descritos na literatura para raisiar sitosterol-8-D-glicopiranosideo e

estigmasterol-FO-D-glicopiranosideo (Tabela 3.5, p. 62).
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3.9. Identificacdo dos compostos isolados de FMF
3.9.1. Andlise Estrutural AM20-M12

A amostra AM20-M12 foi isolada da fracdo em metardds folhas ded.
acuminatissimaapos fracionamento em coluna de silica gel, obtsedam sélido incolor de
p.f. =186,0-188,2 °C.

O espectro de RMN d&H de AM20-M12 (Figura A59, p. 208) mostra sinais &m
4,12 e 3,25 atribuidos a atomos de hidrogénio meesnligados a carbono hidroxilado. O
sinal emdy 5,31 @, J = 4,0 Hz) foi atribuido a hidrogénio ligado a aarb anomérico. O
espectro de RMN d¥C de AM20-M12 e o subespectro DEPT 135° (Figura® A6\61, p.
209 e 210, respectivamente) mostram 12 sinaisifassegistrados et 62,3, 61,4 e 60,1
sdo atribuidos a atomos de carbono ligado a oxigéni sinal emoc 103,7 (carbono
quaternario) foi atribuido a carbono anomérico. &mparagdo com os dados da literatura,
foi verificado que o composto AM20-M12 corresporagedissacarideo sacarose (Breitmaier
& Voelter, 1989; Bubb, 2006).

CH,OH
CH,0H

- HO,, 3

Sacarose: M. o o

0 OH

HO 4 H

: HOH,C H

OH OH

sélido p.f. 181-185 °C, RMN d€C (100 MHz; DO) ¢ 92,2 (C-1), 74,0 (C-3), 72,6 (C-2),
72,4 (C-5), 71,1 (C-4), 61,4 (C-6) [glicose], 108-2’), 81,3 (C-5"), 76,4 (C-3’), 69,2 (C-
4’), 62,3 (C-6") 60,1 (C-1) [frutose]. O isolamentieste composto é descrito pela primeira

vez em especies desticia

3.9.2. Anélise Estrutural de AM20-M14

A amostra AM20-M14 foi isolada da fracdo em melatas folhas dd. acuminatissima
apos fracionamento em coluna de silica gel, obtsedom sdlido incolor de p.f. = 145,2-
147,4 °C. O espectro de RMN ¢ de AM20-M14 (Figura A62, p. 211) mostra sinairen
on 3,85 e 3,05 atribuidos a atomos de hidrogénio iaetide carbono hidroxilado, sinal
registrado endy 5,08 @, J = 7,6 Hz) atribuido a &tomo de hidrogénio anonoé@ espectro
de RMN de**C de AM20-M14 e o subespectro DEPT 135° (Figura3 A@\64, p. 212 e 213,
respectivamente) mostram 12 sinais. Os sinaistradess envc 97,1 e 93,3 correspondem a
atomos de carbono anomérico. Os sinais registradod: 61,9 e 61,8 foram atribuidos a
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atomos de carbono metilénico oxigenado. A comparagén dados da literatura evidencia
gue o composto AM20-M14 corresponde a estrutura ndonossacarideo D-glicose
(Breitmaier e Voelter, 1989; Bubb, 2006).

a-glicose S-glicose
Mistura dea-D ep-D-glicose: o on o.  .oH
aw HO
HO .
Ho™ “on HO" ’OH
OH OH

Sélido, p.f 147-151 °C, RMN d€C (100 MHz; BO) 97,1(C-18), 93,3 (C-1a), 77,1 (C-4a),
76,9 (C-4p), 75,3 (C-58), 73,9 (C-28), 72,7 (C-35), 72,6 (C-3n), 70,8 (C-21), 70,8 (C-5),
61,9 (C-6a), 61,8(C-6p). Esses compostos sdo descrito pela primeira veespécie de

Justicia
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Tabela 3.2Dados de RMN dé*C de FHF-HD10, incluindo dados de RMN H€ de -
sitosterol e estigmasterol descritos na literaiBrandao, 1991)

Atomo FHF-HD10 [-Sitosterol FHF-HD10 Estigmasterol
C-1 37,3 37,3 37,3 37,3
C-2 31,6 31,6 31,9 31,6
C-3 71,8 71,8 71,8 71,8
C-4 42,3 42,3 42,3 42,3
C-5 140,8 140,8 140,8 140,8
C-6 121,7 121,7 121,7 121,7
C-7 31,9 31,9 31,9 31,9
C-8 31,9 31,9 31,9 31,9
C-9 50,1 50,1 50,1 50,1
C-10 36,5 36,5 36,5 36,5
C-11 21,1 21,1 21,1 21,1
C-12 39,8 39,8 39,8 39,8
C-13 42,3 42,3 42,3 42,3
C-14 56,8 56,8 56,8 56,8
C-15 24,3 24,3 24,3 24,3
C-16 28,9 28,9 29,1 29,1
C-17 56,1 56,1 56,1 56,1
C-18 11,9 11,9 12,0 12,0
C-19 19,4 19,4 19,4 19,4
C-20 36,2 36,2 40,5 40,5
C-21 18,8 18,8 21,1 21,1
C-22 33,9 33,9 138,3 138,3
C-23 26,1 26,1 129,3 129,3
C-24 45,8 45,8 51,1 51,3
C-25 29,1 29,1 31,9 31,9
C-26 19,8 19,8 21,1 21,1
C-27 19,0 19,0 19,0 19,0
C-28 23,1 23,1 25,4 25,4
C-29 12,3 12,3 12,3 12,3

Estigmasterol
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Tabela 3.3Dados de RMN dé&°C de FHF-HD3, FHF-HD18 e FHF-HD25, incluindo dados

de RMN de*C da friedelina, friedelinol e-amirina descritos na literatura (Mahato & Kundu,

1994); Salazaet al, 2000)

C FHF- | Friedelina FHF- | Friedelinol| FDF- a-Amirina | FDF- | g-Amirina
HD3 HD18 HD25 HD25

C-1 22,6 22,3 15,9 16,1 38,7 38,7 38,7 38,7
C-2 41,7 41,5 36,1 36,1 27,2 27,2 27,8 27,3
C-3 2135 213,2 72,4 71,6 79,1 78,3 79,0 79,0
C-4 58,6 58,2 49,4 49,6 38,7 38,7 38,8 38,8
C-5 42,5 42,1 30,0 30,0 55,2 55,2 55,3 55,3
C-6 41,9 41,3 41,8 41,9 18,3 18,3 18,4 18,5
C-7 18,6 18,2 16,5 17,6 32,9 32,9 32,9 32,8
C-8 56,5 56,1 53,2 52,3 40,0 40,0 38,8 38.8
C-9 37,8 37,4 37,1 37,2 47,7 47,7 47,7 47,7
C-10| 59,9 59,4 61,5 61,6 36,9 36,9 37,2 37,6
C-11| 36,0 35,6 35,6 35,6 23,3 23,3 23,4 23,6
C-12| 30,9 30,5 30,7 30,7 124,4 124,3 121,8 121,8
C-13| 40,1 39,7 38,4 38,4 139,6 139,3 1451 145,1
C-14| 38,7 38,3 39,3 39,6 42,1 42,0 41,6 41,8
C-15| 324 32,4 31,8 32,4 28,7 28,7 26,7 26.2
C-16| 364 36,0 35,4 35,8 26,6 26,6 27,0 27,0
C-17| 304 30,0 30,0 30,0 33,7 33,7 32,5 32,5
C-18| 43,2 43,8 42,9 42,8 59,0 58,9 47 .4 47,4
C-19| 354 35,3 35,4 35,4 39,6 39,6 46,9 46,9
C-20| 28,5 28,1 28,2 28,1 39,6 39,6 39,6 31,1
C-21| 32,8 32,7 32,8 32,7 31,2 31,2 34,3 34,8
C-22| 39,6 39,2 38,4 38,2 41,5 41,5 37,2 37,2
C-23 7,2 6,8 11,8 11,6 28,1 28,1 28,2 28,2
C-24| 15,0 14,6 15,9 16,3 15,6 15,6 15,6 15,5
C-25| 18,6 17,9 17,6 18,2 15,6 15,6 15,6 15,6
C-26| 20,6 20,2 20,1 20,1 16,9 16,8 16,8 16,9
C-27| 19,0 18,6 18,3 18,6 23,3 23,3 26,( 26,0
C-28| 32,1 32,1 31,8 32,0 28,1 28,1 28,2 28,4
C-29| 35,7 35,0 35,0 35,0 17,4 17,4 33,5 33,3
C-30| 31,6 31,8 31,9 31,7 21,4 21,3 23,4

Friedelina

Friedelino

29

a-Amirina

S-Amirina

22357
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Tabela 3.4Dados de RMN d&’C de FHG-HD14, FDF-DA23 e FDF-DA30, incluindo dados
de RMN de™C do lupeol, betulina, eritrodiol e &cido betulidescritos na literatura
(Kojima, 1990);(Mahato & Kundu, 1994)

C FHG-| Lupeol FDF- | Betulina FDF- | Eritrodiol FDF- Ac.
HD14 DA23 DA23 DA30 | Betulinico
C-1 38,6 38,7 38,6 38,8 38,6 38,6 39,4 38,7
C-2 27,3 27,4 27,2 27,2 27,2 27,2 28,4 28,3
C-3 78,9 78,9 79,0 78,9 79,0 79,0 78,3 78,9
C-4 38,8 38,8 38,8 38,9 38,8 38,8 39,6 38,8
C-5 55,2 55,3 55,3 55,3 55,2 55,2 56,( 55,3
C-6 18,2 18,3 18,3 18,3 18,3 18,4 18,9 18,3
C-7 34,2 34,2 34,0 34,3 32,6 32,6 34,9 34,3
C-8 40,7 40,8 41,0 40,9 39,8 39,8 41,2 41,2
C-9 50,3 50,4 50,4 50,4 47,6 47,6 51, 50,5
Cc-10 | 37,1 37,1 37,2 37,2 37,0 36,9 37,7 37,2
C-11 | 20,8 20,9 20,9 20,9 23,6 23,6 21,3 20,8
C-12 | 25,0 25,1 25,2 25,3 1223 1223 26,2 25,5
C-13 | 38,0 38,0 37,3 37,3 144,2 1442 38,7 38,4
C-14 | 42,9 42,8 42,7 42,7 41,7 41,7 429 42,4
C-15 | 27,3 27,4 27,0 27,0 25,6 25,6 31,3 30,5
C-16 | 355 35,5 29,2 29,2 22,0 22,0 33,0 32,1
C-17 | 42,7 43,0 47,8 47,8 39,8 39,8 56,7 56,3
C-18 | 48,2 48,2 48,8 48,8 42,4 42,3 47,9 47,8
C-19 | 47,9 47,9 47,6 47,8 46,5 46,5 49,8 49,2
C-20 | 150,9] 150,9 150,5 150,6 31,0 31,0 1515 150,3
C-21 | 29,8 29,8 29,8 29,8 34,3 34,1 30,4 31,2
C-22 | 39,9 40,0 34,3 34,0 31,0 31,0 37,6 37,0
C-23 | 27,9 28,0 28,0 28,0 28,1 28,1 28,8 27,9
C-24 | 15,3 15,4 16,0 15,4 15,5 15,5 16,4 16,3
C-25 | 16,0 16,1 16,1 16,1 15,6 15,5 16,% 16,0
C-26 | 15,9 15,9 15,6 16,0 16,8 16,7 16,5 16,1
C-27 | 145 14,5 14,8 14,8 25,8 25,9 15,0 14,7
C-28 | 17,9 18,0 60,6 60,2 69,7 69,7 1791 180,5
C-29 | 109,2] 109,3 109,7 109,6 33,2 33,2 1101 109,6
C-30 | 19,2 19,3 19,1 19,1 23,5 23,6 19,6 19,4

29

Lupeol Betulina Acido betulinico Eritrodiol
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Tabela 3.5 Dados de RMN dé3C de FAF-DAS incluindo dados de RMN déC de

sitosterol-30-D-glicopiranosideo e estigmasterof33-D-glicopiranosideo(Kojima et al,

1990)
Atomo EAF-DAS Sit_oste_rol-3QD- EAF-DAS Estig_mas_terol -,39-D-
glicopiranosideo glicopiranosideo
C-1 37,6 37,6 37,6 37,6
C-2 30,3 30,3 30,3 30,3
C-3 78,2 78,2 78,2 78,2
C-4 39,4 39,4 39,4 39,4
C-5 141,0 141,0 141,0 141,0
C-6 122,0 122,0 122,0 122,0
C-7 32,2 32,2 32,2 32,2
C-8 32,1 32,1 32,1 32,1
C-9 50,4 50,4 50,4 50,4
C-10 37,0 37,0 37,0 37,0
C-11 21,3 21,4 21,3 21,5
C-12 40,0 40,0 39,9 39,9
C-13 42,4 42,4 42,4 42,4
C-14 57,0 56,9 57,0 57,0
C-15 24,6 24,6 24,6 24,7
C-16 28,6 28,6 29,4 29,4
C-17 56,3 56,3 56,2 56,2
C-18 12,0 12,0 12,2 12,0
C-19 19,3 19,3 19,3 19,3
C-20 36,5 36,5 36,5 36,5
C-21 19,1 19,1 21,5 21,5
C-22 34,3 34,3 138,9 138,9
C-23 26,5 26,5 129,5 129,5
C-24 46,1 46,1 51,5 51,5
C-25 29,6 29,6 32,2 32,7
C-26 19,5 19,5 21,5 21,4
C-27 20,0 20,0 20,0 20,0
C-28 23,5 23,5 25,8 25,7
C-29 12,2 12,2 12,6 12,6
C-1 102,6 102,6 102,6 102,6
C-2 75,4 75,4 75,4 75,4
C-3 78,6 78,6 78,6 78,6
Cc-4 71,7 71,7 71,7 71,7
C-5 78,5 78,5 78,5 78,5
C-6 62,9 62,9 62,9 62,9
%1
FAF-DAS z7
le:
HO 6
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Tabela 3.6Dados de RMN dé’C de FDG-DA15 incluindo dados de RMN H€ de Acil-

lupeol (Barros, 2008)

C FDG-HD15| Acil lupeol
C-1 38,5 38,4
C-2 23,7 23,7
C-3 80,3 80,6
C-4 37,8 37,8
C-5 55,6 55,4
C-6 18,3 18,2
C-7 34,1 34,2
C-8 40,7 40,8
C-9 49,6 50,3
C-10 37,5 37,1
C-11 20,8 20,9
C-12 25,3 25,1
C-13 38,5 38,0 Lupeol-acilado
C-14 42,1 42,8
C-15 27,5 27,4
C-16 35,8 35,6
C-17 43,5 43,0
C-18 48,5 48,3
C-19 48,2 48,0
C-20 152,3 150,9
C-21 30,1 29,8
C-22 40,1 40,0
C-23 27,5 27,9
C-24 16,8 16,9
C-25 16,2 16,2
C-26 15,9 15,9
C-27 14,5 14,5
C-28 18,0 18,0
C-29 110,6 109,3
C-30 19,2 19,3
COO 1749 173,7

(CHoN 29.6 29.2
CHs; 14,4 14,2
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3.10. Identificagdo dos compostos isolados de FAQF
3.10.1 Andlise Estrutural de FF4

A amostra FF4 foi isolada apds decoccdo em agudotless deJ. acuminatissima
conforme indicado no esquema 2.14 (p. 41) e postéacionamento por CLAE (TR = 15
min).

A Figura A65 (p. 214) mostra o espectro na reg@ddde FF4. A banda de absorcao
em 3262 crit é caracteristica de estiramento de O-H. As abesrgégistradas em 1185,
1133, 1079 e 1021 chs&o caracteristicas de estiramento de C-O. A gis@m 1651 crhé
caracteristica de estiramento de carbonila conpugad

O Composto FF4 foi obtido por CLAE (TR = 15,00 miA) analise do espectro de
massas de FF4 obtido por LC-MS (Figura A66, p. 2i®stra que 0 composto possui
férmula molecular contendo 20 atomos de carbon@td®os de hidrogénio e 10 &tomos de
oxigénio.

O espectro de RMN d#1 (Figura A67, p. 216) mostra sinais registradosdgri, 48
(m), 7,45 () e 6,91¢) atribuidos a atomos de hidrogénio (H-6"), (H-2")(H-5,
respectivamente de anel B flavanoidico. O sinahideogénio envy 6,75 foi atribuido ao
hidrogénio (H-3) do anel C de flavonoide. Os simishidrogénio registrados e 6,80 ()

e 6,43 ¢) foram atribuidos a atomos de hidrogénio (H-8)€J, respectivamente do anel A.
Os sinais emdy 5,0 d) a 2,5 séo caracteristicos de residuo de glicog@ehanet al, 2012).

O espectro de RMN d'éC e o subespectro DEPT 135 ° (Figuras A68 e A6Q1.e
218, respectivamente) mostram um sinal&@mi 81,9 (C-4) atribuido a carbono carbonilico.
Seis sinais registrados ein 164,5 (C-2), 162,7 (C-7), 161,1 (C-5), 157,0 (C43)9,9 (C-4")

e 1458 (C-3") foram atribuidos a atomos de carbamamatico oxigenado. Os sinais
registrados emyc 121,4 (C-1') e 105,4 (C-10) foram atribuidos andds de carbono
aromatico nao-hidrogenado.

O mapa de contornos de HSQC (Figura A70, p. 21%tmaorrelagdo dos sinais de
hidrogénio emyy 7,48 (H-6"), 7,45 (H-2'), 6,91 (H-5"), 6,75 (H-3%,80 (H-8) e 6,43 (H-6)
com os sinais registrados ein 119,2 (C-6"), 113,6 (C-2’), 116,0 (C-5"), 103,1-8}, 94,6
(C-8) e 99,5 (C-6), respectivamente. O sinal dedgjénio envy 5,08 (H-1") correlaciona-se
com o sinal registrado eng 100,3 (C-1"), sendo atribuido ao sinal do hidragés carbono
anomeérico respectivamente de residuo glicosidico.

Os sinais de hidrogénio ey 3,28 (H-47) 3,18 (H-3”), 3,16 (H-2") exibem
correlagdo com os sinais registrados éme69,2 (C-4”), 76,2 (C-3”) e 72,9 (C-27),
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respectivamente e foram atribuidos a atomos deowgarlimono-hidrogenado do residuo
glicosidico. E, finalmente, os sinais registrados & 3,78 (H-5") e 3,29 (H-5") exibem
correlacdo com o sinal registrado &m 65,8 (C-5") atribuido ao carbono metilénico do
residuo glicosidico.

O mapa de contornos HMBC (Figuras A71 e A72, p. 82221, respectivamente)
mostra correlagdes do sinal de hidrogéniosgn,48 (H-6") com os sinais de carbono &m
164,5 (C-2), 149,9 (C-4") e 113,6 (C-2 ). O simk hidrogénio envy 7,45 (H-2')
correlaciona-se com os sinais de carbonooem64,5 (C-2), 149,9 (C-4'), 145,8 (C-3) e
119,2 (C-6"). O sinal de hidrogénio efp 6,91 (H-5) correlaciona-se com o0s sinais de
carbono envc 119,2 (C-6'), 145,8 (C-3 ') e 121,4 (C-1’). Estasrelacdes HMBC dos sinais
emody 7,48 (H-6"), 7,45 (H-2") é4 6,91 (H-5") correspondem a um anel aromatico cmiute
grupos hidroxila em posicoesetae para ao substituinte em C-1'. O sinal de hidrogénio em
on 6,75 (H-3) mostra correlacdes HMBC com sinaisaldano emjc 181,9 (C-4), 164,5 (C-
2), 121,4 (C-1") e 105,4 (C-10). O sinal de hidrogéemody 6,80 (H-8) mostra correlacdes
HMBC com sinais de carbono efg 162,7 (C-7), 157,0 (C-9), 105,4 (C-10) e 99,5 (C®B
sinal de hidrogénio a4 6,43 (H-6) mostra correlacbes HMBC com sinais @adano envc
162,7 (C-7), 161,1 (C-5), 105,4 (C-10) e 94,6 (C-8)

O mapa de contornos COSY (Figura A73, p. 222) raastra forte correlagcéo entre os
sinais de hidrogénio ey 7,48 (H-6") e 6,91 (H-5"), com a constante de d@mento { =
8,4 Hz) caracteristica de atomos de hidrogénimaisiem um anel aromatico.

Uma correlagao fraca entre os sinais de hidrogémiéy 6,80 (H-8) e 6,43 (H-6)J(=
2,0 Hz) é caracteristica de &tomos de hidrogénip@sitdometaem anel aromatico. O mapa
de contornos COSY mostra também correlagfes estsinais de hidrogénio edy 5,08 (H-

1”) e 3, 16 (H-2”) @ = 8,0 Hz), que € caracteristico de atomos de gahio nas posicdes
anti-periplanar no anel glicosidico. As analisefR8&N de FF4 estdo de acordo com os dados
correspondentes de um derivado da luteolina (Oehah, 2012)

O residuo glicosidico contém quatro atomos de carhbmetinicos e um carbono
metilénico, caracteristico de um anel de cinco mesbAs analises de RMN do residuo
glicosidico de FF4 estdo em concordancia com o®sdadrrespondentes do residuo de
xilofuranose (Rinald@t al, 2007; Junget al, 2012; Veitchet al, 2010; Kimet al, 2000;
Koleckaret al, 2010 e Tiart al, 2010). No entanto, andlises de RMN 2D nao detenm a
posi¢do do residuo glicosidico no esqueleto dalinge isto €, ndo permitem deduzir se este

se encontra na posi¢cdo 5-,7-,4 'ou 3.
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Célculos BLYP/6-31G * de otimizacdo da geometrigafo realizados para FF4 com
uma geometria de partida com base em diferentestesis de luteolin®-f-xilofuranose:
luteolina-50O-p-xilofuranose (FF4a), luteolina-@-4-xilofuranose (FF4b), luteolina-8-p-
xilofuranose (FF4c) e luteolina-@-p-xilofuranose (FF4d). A estrutura FF4c (E = -
1524,71304556 Hartree) € a mais estavel quando araai com FF4a, FF4b e FF4E(=
10,2, 4,3 e 4,0 kcal/mol, respectivamente). Aléasali calculos de deslocamento quimico de
carbono foram realizados para as geometrias otitaizde FF4a a FF4d em mesmo nivel de
célculo. Correlacdes de dados experimentais de RMR’C de FF4 com deslocamentos
quimicos de"*C calculados de FF4c tR: 0,9645) mostram maior coeficiente de correlacdo
do que FF4a, FF4b e FF4Ad%(R0,9582, 0,8328 e 0,9538, respectivamente). Oasultado,
as andlises experimentais e teoricas de FF4 penmnpitepor a luteolina-30-p-xilofuranose.

Um flavonoide glicosilado ainda ndo descrito nerétura.

Luteolina-3'-O-f-xilofuranose EF4):

OH O
CLAE TR = 15,0 min (15,0 mg); sélido amorfo amargld. 242—245 °C; IV (ATR; ci) v
3262, 1651, 1606, 1185, 1133, 1079 e 1021; RMNHIg00 MHz; DMSO-g) & 13,01 (C-
5—-0H), 7,48-7,45 (2H; multipleto largo; H-2' e H}66,91 (1H; dJ = 8,4 Hz; H-5’), 6,80
(1H; d,J = 2,0 Hz; H-8), 6,75 (1H; s; H-3), 6,43 (1H;X& 2,0 Hz; H-6), 5,08 (1H; dl = 8,0

Hz; H-1") e sobreposicao de sinais @m3,85 a 2,50 caracteristico de residuo de glicoside
RMN de °C (100 MHz; DMSOsdg) & 181,9 (C-4), 164,5 (C-2), 162,7 (C-7), 161,1 (C-5)
157,0 (C-9), 149,9 (C-4’), 145,8 (C-3’), 121,4 (§;119,2 (C-6), 116,0 (C-5’), 113,6 (C-
2’), 105,4 (C-10), 103,1 (C-3), 100,3 (C-1"), 99%-6), 94,6 (C-8), 76,2 (C-3"), 72,9 (C-2"),
69,2 (C-4") e 65,8 (C-5"); HRESIMS [M+H]em m/z 419,0639, correspondente a formula

molecular GoH15010.
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Tabela 3.7Dados de RMN dé°C de FF4, incluindo dados de RMN H€ da luteolina e

xilofuranose descritos na literatura (Ortedral, 2012; Rinaldet al, 2007)

C | Luteolina™C FF4 Xilofuranos€é“C FF4

2 164,5 164,5 103.1 (C-17) 100,3
3 103,3 103,1 73.3 (C-2") 72.9

4 182,2 181,9 76.1 (C-3") 76,2

5 157,5-161,0 161,1 69.6 (C-4") 69,2
6 99,2 99,5 66.0 (C-5) 65,8

7 164,7 162,7

8 94,2 94,6

9 156,2-161,4 157,0

10 104,2 105,4

T 119,3 121,4

2 113,8 113,6

3 146,2 145,8

4 150,1 149,9

5 116,4 116,0

6’ 122,1 119,2

3.10.2 Analise Estrutural de FF3

A amostra FF3 foi isolada apds decoccdo em dgudottess deJ. acuminatissima
conforme indicado no esquema 2.14 (p. 41) e postacionamento por CLAE (TR = 10,5
min).

A Figura A74 (p. 223) mostra o espectro de absongaeegido do IV de FF3. A banda
de absorcdo em 3372 ¢né caracteristica de estiramento de O-H. A bandabdercéo
registrada em 1684 cheé caracteristica de estiramento de carbono cdittonémjugado. As
bandas de absorcées registradas em 1246, 115Deiillsdo caracteristicas de estiramento

de C-O.
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O composto FF3 foi obtido por CLAE TR = 10,50 m#.analise do espectro de
massas de FF3 obtido por LC-MS (Figura A75, p. 224stra que 0 composto possui
férmula molecular contendo 21 atomos de carbon@t@mos de hidrogénio e 11 atomos de
oxigénio.

O espectro de RMN d#1 (Figura A76, p. 225) mostra sinais registradosdgr2,98
(C-5-0B), 10,06 e 9,47 atribuidos a atomos de hidrogé&malico. Os sinais registrados em
on 7,45, 7,44 e 6,80 sado atribuidos a atomos de dédio (H-6), (H-2") e (H-5,
respectivamente de anel B flavanoidico. O sinahideogénio envy 6,69 foi atribuido ao
hidrogénio (H-3) do anel C de flavonoide. Os sirdgshidrogénio registrados edn 6,74 e
6,45 séo atribuidos a atomos de hidrogénio (H-8)1-6), respectivamente do anel A. Os
sinais entred; 5,40 a 2,68 sdo caracteristicos de residuo desglieo, sendo o sinal
registrado emdy 5,08 @, J = 8,0 Hz) atribuido ao hidrogénio anomérico doices
glicosidico (Orharet al, 2012). Os dados de deslocamento quimico dosodtal® carbono
mostram semelhanca com os dados da estruturaetgiat3'O-/-xilofuranose observados
por analise de RMN 2D (p. 64)

O mapa de contornos de HSQC (Figuras A77 e A782f.e 227, respectivamente)
mostra correlacdo dos sinais de hidrogénioogm,45 (H-6'), 7,44 (H-2'), 6,80 (H-5’), 6,74
(H-8), 6,69 (H-3) e 6,45 (H-6) com os sinais ragdbs envc 119,2 (C-6’), 113,0 (C-2"),
116,0 (C-5), 94,2 (C-8), 103,0 (C-3) e 99,7 (C+@spectivamente. O sinal de hidrogénio em
on 5,08 (H-1") correlaciona-se com o sinal registraamdc 99,0 (C-1"), sendo atribuido a
carbono anomérico de residuo glicosidico.

O mapa de contornos HMBC (Figuras A79 e A80, p. 82829, respectivamente)
mostra correlagdes do sinal de hidrogéniosgni,45 (H-6") com os sinais de carbono &m
164,0 (C-2), 151,0 (C-4") e 113,0 (C-2 ). O sink hidrogénio envy 7,44 (H-2')
correlaciona-se com os sinais de carbonoogm64,0 (C-2), 151,0 (C-4"), 146,0 (C-3) e
119,2 (C-6").

O sinal de hidrogénio ey 6,80 (H-5") correlaciona-se com os sinais de carlem
oc 119,2 (C-6"), 146,0 (C-3 ') e 121,6 (C-1’). Asretaicbes HMBC dos sinais eip 7,45 (H-
6", 7,44 (H-2") &y 6,80 (H-5") correspondem a um anel aromatico cmlatgrupos hidroxila
em posicdemetae para ao substituinte C-1'. O sinal de hidrogénio &i6,69 (H-3) mostra
correlagbes HMBC com sinais de carbono &ml82,4 (C-4), 164,0 (C-2), 121,6 (C-1") e
106,4 (C-10). O sinal de hidrogénio &m6,74 (H-8) mostra correlagbes HMBC com sinais
de carbono emi¢ 165,1 (C-7), 157,0 (C-9), 106,4 (C-10) e 99,7 {C sinal de hidrogénio
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emoy 6,45 (H-6) mostra correlagcbes HMBC com sinais aldano emic 165,1 (C-7), 162,1
(C-5), 106,4 (C-10) e 94,2 (C-8). O sinal em 5,66h@ sinal em 165,1 (C-7), mostrando que
0 acUcar encontra-se substituido no carbono CahdbA do flavonoide.

O mapa de contornos COSY (Figura A81, p. 230) raastna forte correlacéo entre os
sinais de hidrogénio ey 7,45 (H-6") e 6,80 (H-5’), com a constante de dam@nto { =
8,0 Hz) caracteristica de atomos de hidrogénionaisi em um anel aromatico. Uma
correlacdo fraca entre os sinais de hidrogénioe®,74 (H-8) e 6,45 (H-6)J(= 2,0 Hz) é
caracteristica de atomos de hidrogénio em posigiaem anel aromatico.

As analises de RMN de FF3 correspondem a um deridaduteolina glicosilada. O
residuo glicosidico contém um carbono metinicoxififenado, quatro atomos de carbono
metinico mono-oxigenado e um atomo de carbono énétd oxigenado, sendo caracteristico
de um anel de seis membros, atribuido & glicosesp@ctro de RMN d&H (Figura A76, p.
225) e andlise de RMN d&C de FF3 estdo em concordancia com os dados afeéssma
literatura para a luteolin@-glicosideo (Orhaet al, 2012 e Jiangt al,, 2010).

Célculos BLYP/6-31G * de otimizacdo da geometasm realizados para FF3 com
uma geometria de partida com base em diferentestasis de luteolin®-glicosideo:
luteolina-50O-glicosideo (FF3a), luteolina-@-glicosideo (FF3b), luteolina-8-glicosideo
(FF3c) e luteolina-40-glicosideo (FF3d). A estrutura FF3b (E = -16989,24987 Hartree)
€ a mais estavel quando comparada com FF3a, FFEda AE = 0,8, 2,9 e 8,7 kcal/mol,
respectivamente). Além disso, célculos de deslontrmiimico dé3C foram realizados para
as geometrias otimizadas de FF3a a FF3d em mesmlbodeai calculo. Correlacdes de dados
experimentais de RMN d¥C de FF3 com deslocamentos quimicos™& calculados de
FF3b (R = 0,9860) mostram maior coeficiente de correlai@ique FF3a, FF3c e FF3d*(R
0,9733, 0,9836 e 0,9766, respectivamente). Comoltael®, as analises experimentais e
tedricas de FF3 permitem propor a luteolin@-p-glicosideo (3b), um flavonoide glicosilado

ainda nao descrito em espéciesldsticia
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Luteolina-70- p-glicosideo EF3):

CLAE TR = 10,50 min (7,0 mg); sélido amorfo amareid, 260—263 °C; IV (ATR; ci) v
3372, 2955, 2924, 2853, 1739, 1716, 1684, 16046,1855, 1152 , 1119, 743; RMN 44
(400 MHz; DMSO-@) d; 12,98 (C-5-OH), 10,06 (fendlico OH), 9,47 (fendli®H), 7,45
(1H; dd,J = 8,0 and 2,0 Hz; H-6’), 7,44 (1H; d= 2,0 Hz; H-2"), 6,87 (1H; d]) = 8,0 Hz; H-
5), 6,74 (1H; dJ = 2,0 Hz; H-8), 6,69 (1H; s; H-3), 6,45 (1H;X= 2,0 Hz; H-6), 5,08 (1H;
d,J= 8,0 Hz; H-1"), 3,70 (1H; dJ = 10,8 Hz; H-6"a) e sobreposicéo de sinais edirg,40 a
2,68 caracteristico de residuo de glicose; RMN®8g(100 MHz; DMSO-¢) & 182,4 (C-4),
165,1 (C-7), 164,0 (C-2), 162,1 (C-5), 157,0 (CHH1,0 (C-4'), 146,0 (C-3"), 121,6 (C-1’),
119,2 (C-6'), 116,0 (C-5'), 113,0 (C-2’), 106,4 (D), 103,0 (C-3), 99,7 (C-6), 99,0 (C-1"),
94,2 (C-8), 76,6 (C-3"), 75,8 (C-57), 72,5 (C-2'99,1 (C-4") e 60,1 (C-6"); HRESIMS
[M+H]" emm/z449,1199, correspondente a formula molecular delg0: 1.
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Tabela 3.8Dados de RMN dé&°C de FF3, incluindo dados de RMN € da luteolina-7o-
S-glicosideo descritos na literatura (Jiaagl, 2010)

C Luteolina™“C FF3 | 70-p-glicosided“C | FF3

2 165.1 164,0 100.5 C-1’ 99,0

3 103.8 103,0 73.8 C-2’ 72,5
4 182.6 182,4 77.0 C-3 76,6
5 161.8 162,1 70.2 C-4 69,1

6 100.2 99,7 77.8 C-5 75,8
7 163.6 165,1 61.3 C-6’ 60,1
8 954 94,2

9 157.6 157,0

10 106.0 106,4

T 122.0 121,6

2 114.2 113,0

3 146.5 146,0

4 150.6 151,0

5 116.7 116,0

6’ 119.9 119,2

3.10.3 Andlise Estrutural de FF1 e FF2

As amostras FF1 e FF2 foram isoladas ap0s decoaghd@gua das folhas de
acuminatissimaconforme indicado no esquema 2.14 (p. 41) e postE#Facionamento por
CLAE (TR =5,0-5,5 e 5,7 min, respectivamente).

Os compostos FF1 e FF2 foram obtidos por CLAE TR5,6-5,5 e 5,7 min,
respectivamente. Os espectros de massas de FF2 ebk&os por LC-MS (Figuras A83 e

A92, p. 232 e 241, respectivamente) mostram quecaspostos possuem formulas
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moleculares semelhantes contendo 27 atomos dentarB0 atomos de hidrogénio e 15
atomos de oxigénio.

FF1

A Figura A82 (p. 231) mostra o espectro de absongaeegido do IV de FF1. A banda
de absorcdo larga em 3386 tré caracteristica de estiramento de O-H. As baddas
absorcdes em 1721 e 1674 ts#io caracteristicas de estiramento de carborsldafdas de
absorcdes em 1182, 1135, 1053 e 1021 s&v caracteristicas de estiramento de C-O.

O espectro de RMN d#1 (Figura A84, p. 233) mostra sinal largo regists@moy
7,40 atribuido a (H-2’ e H-6'). Sinal efn 6,92 atribuido a (H-5") de anel B flavanoidico. O
sinal de hidrogénio eriy 6,59 atribuido ao hidrogénio (H-3) do anel C de/dhoide. Os
sinais de hidrogénio registrados ém6,73 e 6,51 atribuidos a atomos de hidrogénio)(E-8
(H-6), respectivamente do anel A. Sinais na regi@ady 5,00 e 3,00 sdo caracteristicos de
residuo de glicosideo (Orhanal, 2012).

O espectro de RMN d'éC e o subespectro DEPT 135 ° (Figuras A85 e A8834.e
235, respectivamente) mostram um sinal égsn184,1 (C-4) atribuido a um carbono
carbonilico. Seis sinais registrados &ml67,1 (C-2), 164,9 (C-7), 163,1 (C-5), 159,0 (C-9)
151,3 (C-4’) e 147,1 (C-3’) foram atribuidos a atsnde carbono aromatico oxigenado. Os
sinais registrados e 123,7 (C-1") e 107,2 (C-10) foram atribuidos an&e de carbono
aromatico nao-hidrogenado.

O mapa de contornos de HSQC (Figura A87, p. 23&tmaorrelacdo dos sinais de
hidrogénio emyy 7,40 (H-6"), 7,40 (H-2'), 6,92 (H-5"), 6,59 (H-3%,73 (H-8) e 6,51 (H-6)
com os sinais registrados ein 120,8 (C-6"), 114,4 (C-2’), 117,0 (C-5"), 104,4-8}, 96,3
(C-8) e 101,3 (C-6), respectivamente. O sinal dedgiénio envy 5,08 (H-1") correlaciona-
se com o sinal registrado ei®101,7 (C-1"), sendo atribuido a carbono anomédeaesiduo
glicosidico.

O mapa de contornos COSY (Figura A90, p. 239) raastna forte correlacéo entre os
sinais de hidrogénio ey 7,40 (H-6") e 6,92 (H-5’), com a constante de dam@nto { =
8,0 Hz) caracteristica de atomos de hidrogénimaisiem um anel aromatico.

Uma correlagao fraca entre os sinais de hidrogémiéy 6,73 (H-8) e 6,51 (H-6)J(=
2,0 Hz) é caracteristica de atomos de hidrogénip@sitdanetaem anel aromatico.

O mapa de contornos HMBC (Figuras A88 e A89, p. 83738, respectivamente)
mostra correlagdes do sinal de hidrogénioogn,40 (H-6") com os sinais de carbono &m
167,1 (C-2), 151,3 (C-4) e 114,4 (C-2 '). O simk hidrogénio enmvy 7,40 (H-2
correlaciona-se com os sinais de carbonooem67,1 (C-2), 151,3 (C-4"), 147,1 (C-3) e
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120,8 (C-6"). O sinal de hidrogénio efp 6,91 (H-5) correlaciona-se com o0s sinais de
carbono envc 120,8 (C-6'), 147,1 (C-3 ') e 123,7 (C-1’). Estasrelacdes HMBC dos sinais
emoy 7,40 (H-6' e H-2") éy 6,92 (H-5) correspondem a um anel aromatico caltgrupos
hidroxila em posicoemetae para ao substituinte do C-1'". O sinal de hidrogénio &n6,59
(H-3) mostra correlacdes HMBC com sinais de carbemodc 184,1 (C-4), 167,1 (C-2),
123,7 (C-1") e 107,2 (C-10). O sinal de hidrogéaim 6y 6,73 (H-8) mostra correlacdes
HMBC com sinais de carbono efg 164,9 (C-7), 159,0 (C-9), 107,2 (C-10) e 101,%)CO
sinal de hidrogénio a4 6,51 (H-6) mostra correlacbes HMBC com sinais @ad®ano envc
164,9 (C-7), 163,1 (C-5), 107,2 (C-10) e 96,3 (C-8)

FF2

A Figura A91 (p. 240) mostra o espectro de absongaiegido do IV de FF2. A banda
de absorcdo em 3240 ¢né caracteristica de estiramento de O-H. A bandabdercéo
registrada em 1645 ¢hé caracteristica de estiramento de carbonila gadi. As bandas de
absor¢es em 1182, 1137, 1114, 1079 e 1019sdm caracteristicas de estiramento de C-O.

O espectro de RMN d&# (Figura A93, p. 242) mostra sinal efiy 12,97 atribuido a
hidrogénio fendlico (C-5—-OH Sinais registrados edy 7,46, 7,42 e 6,92 sdo atribuidos a
atomos de hidrogénio (H-6"), (H-2") e (H-5", resipdamente de anel B flavanoidico. O sinal
de hidrogénio enay 6,66 é atribuido ao hidrogénio (H-3) do anel (ldeonoide. Os sinais
de hidrogénio registrados e¥p 6,78 e 6,49 atribuidos a atomos de hidrogénio)(El-@1-6),
respectivamente do anel A. Os sinais m5,00 e 3,00 sédo caracteristicos de residuo de
glicosideo (Orhamt al, 2012).

O espectro de RMN d'€C e o subespectro DEPT 135 ° (Figuras A94 e A934p.e
244, respectivamente) mostram um sinal és;181,9 (C-4) atribuido a um carbono
carbonilico. Seis sinais registrados &#l64,6 (C-2), 162,9 (C-7), 161,2 (C-5), 156,9 (C-9)
149,9 (C-4’) e 145,7 (C-3’) foram atribuidos a atsnde carbono aromatico oxigenado. Os
sinais registrados ewdx 121,4 (C-1") e 105,5 (C-10) foram atribuidos andéte de carbono
aromatico nao-hidrogenado.

O mapa de contornos de HSQC (Figuras A96 e A924b.e 246, respectivamente)
mostra correlagéo dos sinais de hidrogénioogm,46 (H-6’), 7,42 (H-2’), 6,92 (H-5’), 6,66
(H-3), 6,78 (H-8) e 6,49 (H-6) com os sinais ragdbs envc 119,2 (C-6’), 113,5 (C-2"),
116,1 (C-5), 103,2 (C-3), 94,8 (C-8) e 99,5 (C+@spectivamente. O sinal de hidrogénio em
on 5,07 (H-1") correlaciona-se com o sinal registraamdc 99,9 (C-1"), sendo atribuido a

carbono anomérico da glicose.
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O mapa de contornos COSY (Figura A100, p. 249) raasha forte correlacéo entre
os sinais de hidrogénio efn 7,46 (H-6’) e 6,92 (H-5’), com a constante de d@mento {§ =
8,0 Hz) caracteristica de atomos de hidrogénimaisiem um anel aromatico.

Uma correlagao fraca entre os sinais de hidrogémiéy 6,78 (H-8) e 6,49 (H-6)J(=
2,0 Hz) é caracteristica de atomos de hidrogénip@sitdanetaem anel aromatico.

O mapa de contornos HMBC (Figuras A98 e A99, p. 84748, respectivamente)
mostra correlagdes do sinal de hidrogéniosgn,46 (H-6") com os sinais de carbono &m
164,6 (C-2), 149,9 (C-4) e 1135 (C-2 ). O sink hidrogénio envy 7,42 (H-2")
correlaciona-se com os sinais de carbonoogm64,6 (C-2), 149,9 (C-4"), 145,7 (C-3) e
119,2 (C-6"). O sinal de hidrogénio efp 6,92 (H-5) correlaciona-se com o0s sinais de
carbono envc 119,2 (C-6'), 145,7 (C-3') e 121,4 (C-1’). Estasrelacdes HMBC dos sinais
emody 7,46 (H-6"), 7,42 (H-2") é4 6,92 (H-5") correspondem a um anel aromatico cmiae
grupos hidroxila em posicoeweta e para ao substituinte do carbono C-1'. O sinal de
hidrogénio envy 6,66 (H-3) mostra correlagbes HMBC com sinais @d®a@no emyc 181,9
(C-4), 164,6 (C-2), 121,4 (C-1") e 105,5 (C-10).sidal de hidrogénio emy 6,78 (H-8)
mostra correlacdes HMBC com sinais de carbon@gt62,9 (C-7), 156,9 (C-9), 105,5 (C-
10) e 99,5 (C-6). O sinal de hidrogénio,p6,49 (H-6) mostra correlacbes HMBC com sinais
de carbono enic 162,9 (C-7), 161,2 (C-5), 105,5 (C-10) e 94,8 (C-8)

Essas andlises de RMN permitiram observar que ospastos FF1 e FF2
correspondem também a derivados glicosilados dmlloa. Além disso, os espectros de
RMN de**C e os subespectros DEPT 135° mostram que o reglitosidico de ambos os
derivados contém dois atomos de carbono metinicogigenado, oito atomos de carbono
metinicos mono-oxigenado, um atomo de carbono @émétid oxigenado e um atomo de
carbono metilico. Estes sinais s&o caracteristieosarbono de um anel de seis membros,
atribuido a um residuo de ramnose, ligado a ouisd de seis membros, atribuido a um
residuo de glicose, correspondente entdo ao regitinosideo (Kinet al, 2000).

Para auxiliar na identificacdo dos compostos cakcBILYP/6-31G * de otimizagdo da
geometria foram realizados para FF1 e FF2 com ueoangtria de partida com base em
diferentes estruturas de luteoli@arutinosideo: luteolina-®-rutinosideo (A), luteolina-D-
rutinosideo (B), luteolina-33-rutinosideo (C) e luteolina-®-rutinosideo (D). Para a
estrutura C (E = -2174,56297311 Hartree) calculostram uma geometria mais estavel
guando comparados com A, B e AE(= 15,9, 1,2 e 5,2 kcal/mol, respectivamente).

O espectro de RMN di#H de FF1 ndo mostra sinal registrado entreél3,0-12,0 (A
84, p. 233), 0 que é caracteristico de C-5-OH. Cmmauoltado, estudos de RMN experimental
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e tedrico mostram que o composto FF1 correspontigealina-5O-rutinosideo (A), um
flavonoide glicosilado ainda ndo descrito em egsedelusticia

Correlagcbes de RMN®C experimental de FF2 comparados com os deslocament
quimicos de A, B, C e D mostram os seguintes deefies de correlacdo TR= 0,9803,
0,9796, 0,9776 e 0,9766, respectivamente). No emtarmapa de contornos HMBC de FF2
(Figuras A98 e A99, p. 247 e 248, respectivamemieytra correlacédo d&; 5,07 comdc
162,9, correspondentes a luteolin®-7#-rutinosideo, um flavonoide glicosilado ainda néo

descrito em espécies deasticia

Luteolina-50- S-rutinosideo EF1):

CLAE TR = 5,00-5,50 min (9,0 mg); sélido amorfo aela; p.f 285-289 °C; IV (ATR; cif)

v 3386, 2931, 2865, 1721, 1674, 1182, 1135, 105324 ;1RMN de'H (400 MHz; CROD)

&y 7,40 (2H; sinal largo; H-2' e H-6’), 6,91 (1H; d= 8,0 Hz; H-5), 6,73 (1H; s; H-8), 6,59
(1H; s; H-3), 6,51 (1H; s; H-6) e sinais enidg 5,00 e 3,00 caracteristicos de residuo
glicosilado; RMN deC (100 MHz; CROD) & 184,1 (C-4), 167,1 (C-2), 164,9 (C-7), 163,1
(C-5), 159,0 (C-9), 151,3 (C-4’), 147,1 (C-3), 123C-1’), 120,8 (C-6"), 117,0 (C-5'), 114,4
(C-2), 107,2 (C-10), 104,4 (C-3), 102,2 (C-1"),110 (C-1™), 101,3 (C-6), 96,3 (C-8), 77,9
(C-37), 77,3 (C-57), 74,9 (C-27), 74,2 (C-4™), 7@,(C-3"), 72,2 (C-27), 71,5 (C-47), 69,9
(C-5"), 67,6 (C-6") e 18,0 (C-6”); HRESIMS [M+H]emm/z595,1402, correspondente a

féormula molecular €Hz¢01s.
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Tabela 3.9Dados de RMN dé&°C de FF1, incluindo dados de RMN Y€ da luteolina-50-

pS-rutinosideo descritos na literatura (Zarzuelo .et1895)

C | Luteolina™C FF1 5-O Rutinoside’C FF1

2 162.8 167,1 99.8 C-1” 102,2

3 104.0 104,4 99.4 C-I” 101,7

4 181.1 184,1 | 73C-2"eC-3” 72,2e72,6
5 144.0 163,1 76.3 C-2” 74,9

6 113.5 101,3 770C-3"eC-5"| 779e77,3
7 164.4 164,9 73.1 C-4” 71,5

8 94.6 96,3 76.3 C-4" 74,2

9 156.8 159,0 69.4 C-5" 69,9

10 105.2 107,2 18.7 C-6" 18,0

1 121.2 123,7 67.5 C-6” 67,6
2’ 115.9 114,4

3 145.7 147,1

4 149.8 151,3

5’ 115.4 117,0

6’ 119.0 120,8
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CLAE TR = 5,70 min (15,0 mg); sélido amorfo amargld. 292—296 °C; IV (ATR; ci) v
3240, 1645, 1607, 1182, 1137,1114, 1079 e 1019; RMRH (400 MHz; DMSO-@) J;
12,97 (C-5-0H), 7,46 (1H; dd,= 8,0 and 2,0 Hz; H-6"), 7,42 (1H; d= 2,0 Hz; H-2), 6,92
(1H; d,J = 8,0 Hz; H-5"), 6,78 (1H; d) = 2,0 Hz; H-8), 6,66 (1H; s; H-3), 6,49 (1H; 5
2,0 Hz; H-6), 5,07 (1H; dJ = 7,5 Hz; H-1"), 4,56 (1H; dJ = 1,5 Hz; H-1™), sinais em},
5,00 a 3,00 caracteristicos de residuo glicosiadagl8 (3H; dJ = 6,2 Hz; H-6"); RMN de
13C (100 MHz; DMSO-g) & 181,9 (C-4), 164,6 (C-2), 162,9 (C-7), 161,2 (C456,9 (C-9),
149,9 (C-4'), 145,7 (C-3’), 121,4 (C-1"), 119,2 &) 116,1 (C-5'), 113,5 (C-2'), 105,5 (C-
10), 103,2 (C-3), 100,5 (C-1™), 99,9 (C-1"), 996-6), 94,8 (C-8), 76,3 (C-3"), 75,6 (C-5"),
73,1 (C-2"), 72,0 (C-4™), 70,7 (C-3™), 70,3 (C-2; 69,6 (C-4"), 68,3 (C-5"), 66,0 (C-6") e
17,8 (C-6™); HRESIMS [M+H] emm/z595,1518, correspondente a formula molecular de
Co7H3001s.

Em resumo a analise estrutural dos metabolitos nsécios isolados del.
acuminatissimapermitiu verificar a ocorréncia désitosterol e estigmasterol, nas formas
livres e glicosiladas, bem como de lupeol, eritnbd betulina em suas folhas e em seus
galhos. Destes ultimos ainda foi isoladg-gitosterol em mistura com lupeol acilado. As
folhas apresentaram maior diversidade em composeptes dela ainda foram isolados o
friedelinol, a friedelina, o alcaloide inédito 3k&-oxa-3azabiciclo[3,2,1]-octano-1,6,7-triol,
a-amirina, f-amirina, o acido betulinico e quatro derivadodueolina: luteolina-3'©-4-
xilofuranose, luteolina-D-glicosideo, luteolina-®-rutinosideo e luteolina-O-rutinosideo.

A excecdo den-amirina, lupeol,s-sitosterol e estigmasterol, todos os demais cotapos
foram isolados pela primeira vez no géndusticia Finalmente, das folhas foram ainda
isolados o &cido p-hidroxibenzdico, a sacaroae@ glicose, todos ainda néo relatados para
0 género. No entanto estes sdo considerados mietalgrimarios e estdo presentes em todos

0S vegetais.
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Tabela 3.10Dados de RMN dé°C de FF2, incluindo dados de RMN H€ da luteolina-7-

O-p-rutinosideo descritos na literatura (Orledral, 2012)

C Luteolina™C FF2 70-p- Rutinoside™C FF2

2 165.6 164,6 100.4 C-17 100,5
3 103.1 103,2 100.9 C-1” 99,9
4 182.8 181,9 71.3 C-2" 70,3
5 161.7 161,2 72.9 C-2” 73,1
6 100.0 99,5 70.9 C-3” 70,7
7 163.5 162,9 76.0 C-3” 76,3
8 95.0 94,8 3.6 CA™ 72,0
9 157.6 156,9 70.2 C-4" 69,6
10 105.9 105,5 68.6 C-5 68,3
T 122.3 121,4 76.6 C-5” 75,6
2 113.2 113,5 16.7 C-6" 17,8
3 145.7 145,7 66.4 C-6" 66,0
4 149.9 149,9

5 115.7 116,1

6’ 119.5 119,2
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Capitulo 4
Efeitos da Radiacao
gamaem compostos

fendlicos del.
acuminatissima na
avallacao da dose letal
emAspergillus

aculeatus



Neste trabalho foram realizados dois estudos eaudly radiacdo gama. Estes estudos
tiveram como objetivos: A) avaliar os efeitos ddimgdo gama em compostos fendlicoside

acuminatissima B) avaliar a dose letal de radiacdoAspergillus aculeatus

4A. Efeitos da radiagdo gama em compostos fenolicds J. acuminatissma

4.1A. Introducéao:

Muitas plantas medicinais sdo tradicionalmente asadomo medicamentos em
diferentes regides do mundo (WHO, 2002). Os medicdins fitoterapicos sdo de origem
vegetal, acreditando-se que eles possuam mendeset@laterais e sejam seguros para o
consumo. No entanto, a contaminacdo microbiolégiegplantas medicinais pode ocorrer
durante o processamento de pré ou pos-colheitdpseomsiderada de grande preocupacéo
(Soriani et al, 2005). A partir desses fatos, existe uma premgip constante com o
consumidor em relacdo a qualidade das matériasaprifdara isso, pesquisas envolvendo
eliminacdo da carga microbiana presente em plam¢akcinais sdo extremamente relevantes.

O tratamento de produtos de ervas medicinais phagao gama proporciona uma
alternativa eficaz para reduzir ou eliminar a contecdo microbiana (Farkas, 1998), além de
ser um processo fisico tecnicamente viavel, ecoc@nsieguro e ndo deixa residuos toxicos
(Diehl, 1995).

A dose meédia global maxima absorvida e aplichvel eawas arométicas secas,
especiarias e condimentos vegetais para esteébzdgde 10 kGy, de acordo com o Codex
Alimentarius Norma Geral para a radiacdo (PolovkeéSéhaj, 2010). Os raios gama de
radionuclideos Co-60 e Cs-137 sao utilizados nia¢ad de alimentos (Kovacs & Keresztes,
2002) para a descontaminagéo de ervas com dosasd@de 3 a 10 kGy, mostrando-se uma
alternativa bastante adequada em relacdo a funoigagc&apor (Farkas, 1998). A radiacao
gama a uma dose de 7,5 kGy para materiais vegetaita na esterilizacdo total de bactérias
aerdbias, fungos e coliformes abaixo dos niveisati@teis (Byuret al., 1998).

Porém, estudos sugerem que o tratamento de tedédpkantas com raios gama esta
sujeito a uma condi¢do de tensdo, devido a formdedmdicais oxidativos intracelulares.
Estes radicais originam-se durante a radidlise glaa yresente no material (Kovacs &
Keresztes, 2002). Os radicais formados podem reagir oS componentes celulares para

provocar a peroxidacao dos lipideos da membrarta{@c& Pryor 1980).

84



A radiacéo por raios gama induz estresse oxida&iivo geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), incluindo peréxido de hidrogériiaion superodxido, radicais hidroxila e
outras espécies de oxigénio em células (Mikkelsew&dman, 2003). Estas ROS podem
causar danos funcionais nas proteinas, lipideoBlA&, Pesultando eventualmente em morte
celular (Halliwell & Gutteridge, 1990). A atividadelular normal pode resultar em producéao
de niveis baixos de radicais. No entanto, a cormgid destes radicais € observada em
plantas expostas a diversos tipos de estresse raaidigres de oxigénio (Pricet al,1989).
A radiacao induz varias deficiéncias funcionaisapas sistemas de membranas celulares por
meio de alteracbes das suas propriedades fisiooeps e fisioldgicas, tais como a
viscosidade, composi¢do quimica e da permeabiligedévodaet al, 1990). H& poucas
informacgBes bioquimicas disponiveis em materiaigetas. E investigacdes com outras
organelas celulares das plantas sdo valiosas paaompreensdo abrangente sobre o efeito
da radiacdo em biomembranas de organismos vivaste Nntexto um dos objetivos do
presente trabalho foi verificar possiveis alteracgeimicas em fracdes fenodlicas de
acuminatissimautilizando radiacdo gama como método de desconta@o dessa espécie

vegetal.

4 .2A. Materiais e métodos

Dois métodos foram utilizados: um primeiro envolera aplicacdo da radiacdo ao
material vegetal (folhas) e posterior obtencdo fiasbes fendlicas deste material, e um
segundo, pelo qual primeiramente obteve-se a frég@aica que posteriormente foi entdo

submetida a radiacdo gama.

4.2A.1. Efeito da radiacdo gama nos constituintesetidlicos das folhas deJ.

acuminatissma (Método 1)

4.2A.2. Radiacdo gama no material vegetal

As folhas deJusticia acuminatissimgoram coletadas, secas e, posteriormente,
moidas. O material vegetal (600 g) foi transfeigl@lmente para seis placas de petri.
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Uma placa dePetri contendo o material vegetal foi separada e namstitha ao
processo de radiagcdo gama. As demais placas foulnmesidas as seguintes doses de
radiacdo gama: 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy.

As amostras foram irradiadas em equipamento do tipadiador Panoramico
Multipropdsito de Categoria Il, Modelo/nimero deiesdéR-214 e tipo GB-127, com fonte de
Cobalto-60 estocada a seco em atividade maxima28@ 2Bq ou 60.000 Ci.

4.2A.2.1. Obtencao das fracdes fendlicas

As seis amostras, a nao irradiada e as previameatbadas, foram submetidas a
mesma sequéncia metodologica descrita no Esqudsa@.Capitulo 2 (p. 41) para obtencdo
das fraces fendlicas. A fragdo fendlica ndo suitimet radiacdo gama foi codificada como
(FFRy) e as demais fragGes foram codificadas comg HR, FF, FFo e FFRo de acordo com a

dose de radiacdo recebida, isto é, 1,0, 3,0, B,0,6120,0 kGy, respectivamente.

4.2A.2.2. Analises em CLAE

As amostras foram solubilizadas em metanol (10 rap/encentrifugadas a 12x10
rpm durante 5 min em centrifuga Eppendorf, modeto-gpin.

As andlises por CLAE das fracfes fendlicas foraatizadas utilizando equipamento
descrito no item 2.1 do capitulo 2, (p. 29) conxdlude 0,7 mL/min em modo isocréatico e
solucéo de agua em écido trifluoracético 0,05% tanwé na proporcéo (70:30) como fase

movel. O detector foi selecionado para leitura@&870 nm.

4.3A. Efeito da radiacdo gama nos constituintes félicos das folhas dd. acuminatissima
(Método 2)

4.3A.1. Obtencéo da fracdo fendlica

O material vegetal seco e moido (100 g) foi semamdem seguida, procedeu-se a
mesma sequéncia metodoldgica descrita no Esquddal@.Capitulo 2 (p. 41) para obtencao
da fracdo fendlica (FFJ; 2,5 g). Assim neste méetb@goimeiramente procedeu-se a obtencao

da fracdo fendlica para depois irradia-la.
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4.3A.2. Radiacdo gama das fracdes fenolicas e asalem CLAE

Aliquotas de FFJ (10 mg) foram transferidas paiars&rotubos do tipo Ependorff e
codificadas como FiJFF], FF3, FF3, FFJo e FFJopara amostra ndo irradiada e radiadas a
doses de 1,0, 3,0, 5,0, 10,0, e 20,0 kGy, resauntnte.

As amostras foram irradiadas e analisadas por CkAE as mesmas condicbes

descritas no item anterior Método 1 (item, 4.2A412A.2.2, p. 85).

4.4A. Resultados e discusséo
4.4A.1. Analise por CLAE das amostras irradiadas (rétodo 1)

A Figura 4.1 apresenta o cromatograma de CLAE &g das folhas deld.
acuminatissimando submetidas a radiacdo gama. Os picos 1, 8,(3R = 1,93, 2,33, 3,90 e
8,12 min, respectivamente) sdo 0s mais intensasaroatograma. Por outro lado, os picos 4

e 6 (TR =5,38 e 12,68 min) sao de baixas intedsisla
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500000

250000

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 min

Figura 4.1 Cromatograma de CLAE em 370 nm deoFfracdo das folhas dd.
acuminatissimando submetida a radiagcdo gama.

As Figuras 4.2 a 4.6 apresentam os cromatogram@3 A& das fracdes RFRa Fky,
respectivamente. O cromatograma de CLAE de (Fgura 4.2) mostra a diminuicdo de
intensidade dos picos 1, 5 e 6 e 0 surgimento oos A (TR = 2,75 min) e B (TR = 17,40
min) em relacdo ao cromatograma de CLAE de HHgura 4.1). Os picos A e B

corrquspondem a produtos radioliticos.
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r——
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Figura 4.2 Cromatograma de CLAE em 370 nm da.FF
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O cromatograma de CLAE de HFigura 4.3) mostra a diminuicdo de intensidade dos
picos 1, 3 e 5, a auséncia do pico 6 e o surgimaogagpicos A (TR = 2,75 min) e C (TR =
7,38 min) em relacdo ao cromatograma de CLAE dg (Figura 4.1). Os picos A e C

correspondem a produtos radioliticos.
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Figura 4.3 Cromatograma de CLAE em 370 nm de.FF

O cromatograma de CLAE de §fFigura 4.4) mostra a diminui¢cdo de intensidade do
picos 1, 3 e 5, a auséncia do pico 6 e o0 surgimdotgpicos A (TR = 2,75 min) em
comparagao com o cromatograma de CLAE dg(Fkgura 4.1). O pico A corresponde a um
produto radiolitico.

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 min

Figura 4.4 Cromatograma de CLAE em 370 nm de.FF

O cromatograma de CLAE de foRFigura 4.5) mostra a diminuicdo de intensidade
dos picos 1, 2 e 5, aumento da intensidade do3e&causéncia do pico 6, além do surgimento
dos picos A (TR = 2,75 min) e B (TR = 17,40 min) eomparacdo com o cromatograma de
CLAE de Fk (Figura 4.1). Os picos A e B correspondem a paxitddioliticos.
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Figura 4.5 Cromatograma de CLAE em 370 nm dgdF
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O cromatograma de CLAE de pKFigura 4.6) mostra diminuicdo de intensidadeido f, 2
e 3 auséncia dos picos 4, 5 e 6 e 0 surgimentoiads f\ e B quando comparado com 0
cromatograma de CLAE de FKFigura 4.1). Os picos A e B correspondem a puaslut

radioliticos.
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Figura 4.6 Cromatograma de CLAE em 370 nm de FF20.

Os cromatogramas de CLAE das fracOes fenolicadalbas deJ. acuminatissima
utilizando o método 1 mostram que as doses deg&uligama utilizadas influenciam a
integridade quimica do material vegetal investigadodoses de 1,0 a 20,0 kGy promovem a
formacdao de produtos radioliticos, além de alteagias intensidades dos picos das amostras

irradiadas em comparagcdo com a amostra nao sulandetatliacdo gama.

4.5A. Analise por CLAE das amostras irradiadas (méido 2)

A Figura 4.7 apresenta o cromatograma de CLAEH, fracdo fendlica das folhas
de J. acuminatissimado submetidas a radiacdo gama. Os picos 1 e Z RS e 4,25 min,
respectivamente) sdo 0s mais intensos no cromatagmor outro lado, os demais picos séo

de baixas intensidades.
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Figura 4.7 Cromatograma de CLAE em 370 nm de {;Ffracdo fendlica deJ.
acuminatissimando irradiada.
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As Figuras 4.8 a 4.13 apresentam os cromatogram& AE das fracOes fendlicas
FFJ, FF}, FF3, FF3o e FFRJo deJ. acuminatissimaubmetidas a radiagdo gama com doses
de 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy, respectivamente.

Os cromatogramas de CLAE dessas fracdes utilizanddétodo 2 ndo mostram
influéncia da radiacdo gama. Uma vez que, nos dogramas ndo ha formacao de produtos

radioliticos e as intensidades dos picos ndo apia@sevariacoes.
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Figura 4.8 Cromatograma de CLAE em 370 nm de £FJ
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Figura 4.9 Cromatograma de CLAE em 370 nm de 4FJ
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Figura 4.10Cromatograma de CLAE em 370 nm de4-FJ

90



uv

3000000 w
] 800000

2500000 700000

600000

2000000 500000
400000

1500000
] 3000004

] 200000
1000000

100000

500000

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Figura 4.11 Cromatograma de CLAE em 370 nm de KFJ
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Figura 4.12 Cromatograma de CLAE em 370 nm de KFJ
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Figura 4.13Cromatograma de CLAE em 370 nm da sobreposic&d-deFFJ, FF3, FFJ,
FFJo e FFJo das folhas dd. acuminatissima

Os resultados obtidos empregando o método 1, mastfamacdo de produtos
radioliticos. Em contrapartida, esses resultados $&0 observados nos cromatogramas
guando se emprega o0 metodo 2.

Para o método 1 as folhas foram inicialmente iedal$ e, posteriormente, realizou-se

a marcha quimica. Apesar de seguir o mesmo prat@ash obtengdo das fragdes fendlicas, o
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processo possui diversas etapas, e isto pode &siooado diferencas nos cromatogramas
obtidos. Para o0 método 2, empregou-se um unicceepsocextrativo para obtencéo da fracédo
fendlica, seguido da radiacdo das fragfes. Apdssasapercebeu-se que ndo houve alteracdo
quimica apés essas doses de radiacdo aplicadasa ema, fica evidente que a radiacao
gama nao interfere na integridade quimica dos cetopdfendlicos de€. acuminatissima
Portanto, o método 2 € o mais indicado para varifidteracdes na integridade quimica dos
constituintes. E importante salientar que autofesmam que doses de radiacdo até 10 kGy
sao permitidas em alimentos e derivados de prodwgthsais sem influenciar na integridade
dos principios ativos (Khattak & Simpson, 2009)séss estudos podem contribuir com
informacgBes valiosas, uma vez que doses até 20 rday acarretam modificacdes nos

compostos fendlicos de acuminatissima

4B. Avaliacao da dose letal por radiacdo gama eAspergillus aculeatus

4.1B. Introducao

As plantas sdo altamente suscetiveis a contamimag&obiana devida a agua e solo
onde se encontram, além da colheita, armazenameeptocessamento (Aouidi et al., 2011;
Bhat et al., 2010). Materiais contaminados reprasernumperigo para a saude e podem
causar também a deterioracdo dos produtos farmem&ué alimentares associados. A
presenca de contaminantes microbianos pode afeficézia e a estabilidade dos compostos
ativos das plantas durante o armazenamento (Thamnalk, 2008). Uma tecnologia adequada
para a descontaminacgao torna-se necessaria pdrarared qualidade higiénica dos materiais
vegetais, tornando-os adequados para uso humamoneraalizacdo (Bhat et al., 2010;.
Katusin-Razem et al., 2001).

Os meétodos convencionais de descontaminacdo macr@bédo a fumigacdo com
oxido de etileno gasoso ou brometo de metila. Bsg#edos sdo cada vez mais restritos por
razdes de seguranca, saude e problemas ambigntaidiacdo gama é conhecida como um
método de descontaminacgdo de alimentos e plaetado im método de tecnologia confiavel
e eficaz no armazenamento, distribuicdo e, prihtipate, na comercializacdo desses
produtos (Khattak & Simpson, 2009). Aléem disso,aesscnologia pode ser usada para

melhorar 0 aspecto de extratos vegetais empregadies industrias alimenticias ou de
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cosmeéticos e, segundo alguns estudos, sem altesaly@osa de suas atividades biologicas
(Jeong et al., 2009; Jo et al., 2003).

A radiagdo de alimentos € o método cada vez mamhecido como um meio de
reduzir as perdas devidas a contaminacdo micraptalée danos causados por insetos. A
utilizacdo dessa técnica pode reduzir também andé@peia de fumigantes quimicos e
conservantes usados atualmente pela indUstriarderdbs e melhorar a qualidade higiénica
dos alimentos (Byun et al., 1999).

A ANVISA aprovou em 2001 a radioesterilizacdo deémahtos a doses né&o
estipuladas, desde que sejam suficientes para calcaa finalidade pretendida e néo
comprometer a integridade do produto. Dessa foandgterminacdo da dose letal em espécies
de fungos colonizadores destes vegetais pode pappidormacgdes valiosas sobre doses
especificas de desinfeccgao.

O géneroAspergillus compreende cerca de 180 espécies de fungos fitasmen
incluindo vérias espécies de valor comercial eptam varios patégenos comaepergillus
flavus produtor de toxinas contaminantes de alimentag@&es (Pera & Pattersaz002).

As espécies daAspergillussdo importantes fontes de enzimas e apresentapapet
importante no ciclo global do carbono. Estas eggsésto encontradas principalmente em
solos, apresentando uma grande variedade de enkidrakticas e oxidativas envolvidas na
degradacdo da lignocelulose vegetaspergillus aculeatu$ uma espécie ubiqua que é
isolada comumente a partir de frutas em decompo$iiéojot et al., 2001).

Devido a escassez de informacbes sobre resistéleciespécies dAspergillus a
radiacdo gama, no presente trabalho objetivou-dermdmar a dose necessaria para a
descontaminacédo pév. aculeatus

4.2B. Materiais e métodos

A espécie de fungAspergillus aculeatuki obtida das folhas d& acuminatissima
Aspergillus aculeatufoi analisada seguindo o protocolo descrito pach(2002). Os meios
de cultivo utilizados foram MEAMalt ExtractAgar) e CYA CzapekYeast Agar), mantidos
a 25 °C no escuro durante sete dias.

Para a identificacdo fungica foram analisadas &n@s e a micromorfologia. As
caracteristicas consideradas das colonias forametli@ de crescimento, cor do micélio, cor

da esporulacdo, massa de esporos, presenca esdatmets dos esclerécios, cor do verso e
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producdo de pigmentos solUveis no meio de cultdsacaracteristicas micromorfolégicas
foram tamanho, forma e cor dos conidios (esporesxasis), tamanho, forma, cor e nimero
de camada de células (uni ou bisseriada) das Vasieuugosidade das estipes.

Para o fungo codificado como As-05-321 foram olm#mg em CYA as seguintes
caracteristicas: diametro de 55-60 mm, micélio ¢dwanas bordas, esporulacdo marrom
escura, verso sem cor, auséncia de escleréciogmepos no meio.

Em meio MEA foram observadas as seguintes carsiitad: diametro de 55-60 mm,
micélio branco, acinzentado no centro, esporulagaorom escura e esporulacdo marrom
clara no centro (variegado) e verso pouco amarel@doconidios séo elipsoidais marrons
€SCuros, rugosos com espinhos, 3-5 um. As vesisétaglobosas, marrons, uni-seriadas, 45-
65 um. As Estipes sao lisas, incolores, ficandaronarna extremidade. Estas caracteristicas
sdo compativeis corspergillus aculeatus.

A amostraAspergillus aculeatu$oi isolada e posteriormente repicada em placas de
Petri contendo meio de “Sabouraud Dextrose Agamiantida a temperatura ambiente por
cinco dias. Este tempo foi suficiente para que osaaasporos atingissem o diametro médio
de aproximadamente 4,0 cm. As placas foram subasetidliferentes doses de radiagcdo gama
para a determinacdo da dose letal. O diametro nu&diononoesporos foi comparado com o
didametro médio dos monoesporos submetidos a radigeg@a. As placas foram preparadas
em triplicata.

4.3B. Resultados e Discussdo

A Figura 4.14 (p. 95) mostra a placa Betri contendo os monoesporos do fungo
Aspergillus aculeatusOs monoesporoes viaveis foram submetidos a @aliag apdés cada
dose de radiagdo gama, a espécie foi repicada motarpara avaliacdo de seu crescimento,

sendo determinado o diametro médio dos monoesgasoplacas em triplicata.
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Figura 4.14 Fotografia da placa deetri contendomonoesporos da espécie Aspergillus

aculeatus

O fungo foi mantido a temperatura ambiente por cidéas (mesmas condi¢des

iniciais) para avaliacdo do seu crescimento (Figut). Os resultados estdo apresentados na

Tabela 4.1.

Figura 4.15 Fotografia da placa deetri contendo monoesporos Aspergillus aculeatugA)

viaveis apos dose de 1,0 kGy.

Tabela 4.1 Diametro médio dos monoesporos Algpergillus aculeatuspds cada dose de

irradiacdo gama

Espécie Dose de Radiacao (kGy)Diametro médio (cm)
1 32+0,1
2 3,3+0,1
Aspergillus aculeatus
2,5 2,7+0,2
3 0
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Uma amostra da espédespergillus aculeatusubmetida a radiacdo gama de 3,0 kGy
nao sofreu crescimento apds quatro dias do repigastrando ser esta a dose indicada para
inibicdo do crescimento dessa espécie.

Essa espécie de fungo irradiada foi selecionadagyaa espécie mais abundanteJem
acuminatissimaDessa forma, pode-se propor que, para descordgeaarfungica ideal e
acuminatissimaseria necessaria uma dose de irradiacdo miniB@desy.

Pode-se considerar que essas informacdes saotkagtiosas, pois a dose necessaria
para a descontaminacdo do material vegetal estugadontra-se dentro dos valores
estabelecidos pelos 6rgdos de saude e dentro d@sqieos que as literaturas julgam ser
suficiente para fins de radioesterelizagdo (Khaft&impson, 2009), além disso, doses de até

20 kGy nao afetam os principios ativos da espémetal estudada.

96



Capitulo 5 -
T estes

Bioldgicos



5.1. Ensaios de atividade anti-inflamatéria

5.1.2. Introducgéo

A inflamacéo € um processo relacionado com algymatsogias, incluindo infec¢des
respiratorias, asma e doencas autoimunes. A inflamé& uma resposta do organismo frente a
uma infec¢cdo ou a uma injuria tecidual, tendo cofjetivo a eliminacdo da causa inicial da
leséo celular provocada por patdégenos ou por agé@mgentes fisicos (Coutinted al, 2009;
Cotran, 2000).

A éarea inflamada exibe em nivel macroscoépico caresticas marcantes. A regiao
atingida torna-se avermelhada, edemaciada, quemelogosa, havendo interferéncia ou
alteracdo da sua funcdo (Luengo, 2005). O processopreende basicamente dois
mecanismos de defesa. Um mecanismo € a respospeaifica (resposta inata), responsavel
pelas caracteristicas da regido inflamada. O augoanismo é a resposta imunoldgica, em
que ha producao de anticorpos especificos contrdatenminado agente agressor. A resposta
inflamatdria inicial nem sempre é suficiente pam@generacdo do tecido e o processo pode
evoluir para um estado de inflamagao cronica (@o&a00).

A reacao inflamatéria € um evento complexo que kevo reconhecimento do
agente/estimulo lesivo, para sua posterior deéiou tentativa de reconstruir o tecido
danificado (Nathan, 2002). Esse processo € umastsprganica provocada por estimulos
nocivos que envolvem numerosos mediadores de orggutar e plasmatica, com efeitos
bioldgicos interdependentes que culminam com aragfa do tecido e a restauracdo da
funcao (Sprada, 2010; Rao, 1993).

Atualmente, as doencas inflamatérias tém sido demtacom anti-inflamatorios
esteroidais (AIEs) e nao esteroidais (AINEs). Os N4 estdo entre os
medicamentos mais amplamente utilizados devido a eficacia para uma ampla
gama de condicbes de dor e inflamacdo (Nomatal, 2010). No entanto, o uso destes
medicamentos a longo prazo pode induzir Ulcerasagyagestinais, hemorragias e disturbios
renais, devido a sua inibicdo ndo-seletiva tantstitutiva quanto induzida das isoformas das
enzimas ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2, respecterge) (Tapiercet al, 2002). Por
outro lado, inibidores seletivos da isoforma COXe@m a toxicidade gastro-intestinal
reduzida tém sido associados a efeitos cardiovassuadversos (Dogmeé al, 2005). Devido

aos efeitos colaterais deletérios atribuidos agusiongado dos AINEs e sua ineficacia em
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alguns casos, o controle da dor inflamatoria € ainch grande desafio. Atualmente, tem

ocorrido um maior interesse no desenvolvimentordgas anti-inflamatoérias. Esse interesse
deve-se em parte a alta incidéncia de cancer askoaom processos inflamatérios,

decorrentes geralmente do estresse oxidativo, medgel por gerar mutacdes progressivas,
levando ao desenvolvimento tumoral (Veahial, 2009).

Alguns triterpendides comuns em plantas apreseataidade anti-inflamatoria. Por
extensdo, a atividade antitumoral dessa classempastos pode estar relacionada as suas
propriedades anti-inflamatorias (Vechet al, 2009). Os flavonoides sdo amplamente
distribuidos pelo reino vegetal e notaveis por sliaersificadas acdes bioldgicas, dentre elas
tém-se a capacidade de agir sobre a inflamacasigtema imunologico, o que lhes confere
um enorme potencial farmacolégico. Dessa forma, flasonoides representam uma
alternativa promissora frente aos processos infiamaa (Coutinheet al, 2009).

Assim, o grande potencial biologico dos metabslisecundarios encontrados em
espécies vegetais e os graves efeitos colateraiameinflamatérios utilizados nas terapias
estimulam a busca de novas alternativas para anmestto de inflamacgfes. Espécies de
Justiciasdo utilizadas popularmente para o tratamentmfii@macdo, sendo algumas delas
com descricbes cientificas comprovadas, como, pemplo, J. pectoralis(Locklearet al.,
2010), J. spicigera(Meckeset al, 2004) eJ. gendarussgJothimanivannaret al, 2010).
Substancias puras isoladas deste género sao ataditsratura para inflamacgéo. A cumarina
umbelioferonal, p. 20) é reportada ser responsavel pela acaordlatiiatoria da espécik
pectoralis (Locklear et al, 2010; Lealet al, 2000; Linoet al, 1997). Essa classe de
compostos foi detectada nas andlises de prospétmguimica da espéci@ acuminatissima
que é utilizada tradicionalmente pelos povos amaménpara o tratamento de inflamacéo
(Cassino, 2010). No entanto, o uso popular dessatgphdo possui comprovacgao cientifica.
Sendo assim, neste trabalho extratos brutos, sag®@eibstancias puras isoladas das folhas e
galhos del. acuminatissimdoram testadas para investigar cientificamentew tencial

anti-inflamataério.
5.1.3. Materiais e métodos
Ratos Wistar foram adquiridos da empresa BioagriMmicipio de Planaltina-DF. Os

animais pesando em média 325 g e com aproximadarvbrdias de vida foram mantidos em

biotério e ciclo claro/escuro de 12/12 h. Os réteyam acesso a agua e racado comercial de
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marca Purina®. Durante a pesquisa, 0s animais pexceeam em Laboratério, onde foram

mantidos em condi¢cdes semelhantes ao do biotéasteNrabalho, seguiu-se a metodologia

utilizada por Fontoura (2007), que relata a efici@nla utilizacado do aparelho de ultra-som.

5.1.3.1. Preparacédo do Gel

As amostras puras, misturas, fracoes e extrato®msmas folhas e galhos de

acuminatissimdoram preparadas na forma de gel em concentragidsrme apresentadas

na Tabela 5.1

Tabela 5.1 Concentragcdo dos géis a partir das essaig]. acuminatissima

Amostra Cadigo Concentragao| Base utilizada
(% m/m) _para
incorporacao
Fracdo em hexano das folhas FHF 3,0% Gel carbopol
Fracdo em DCM das folhas FDF 3,0% Gel carbopol
Fracdo em AcOEt das folhas FAF 3,0% Creme Polawax
Fracdo em metanol das folhas FMF 3,0% Gel natrosol
Extrato em etanol das folhas EEF 6,0% Gel natrosol
Extrato em etanol a 70% das folhas EE7H 6,0% Cianette
Fracdo em hexano dos galhos FHG 3,0% Gel carbopol
Fracdo em DCM dos galhos FDG 3,0% Gel carbopol
Fracdo em AcOEt dos galhos FAG 3,0% Creme Polawax
Fracdo em metanol dos galhos FMG 3,0% Creme polawax
Extrato em etanol dos galhos EEG 6,0% Gel natrosol
Extrato em etanol a 70% dos galhos EE7G 6,0% Clanatte
[-Sitosterol e estigmasterol FHF-HD10 0,5% Gel opdb
[S-Sitosterol e estigmasterol glicosilados  FAF-DAS8 590, Gel carbopol
Lupeol FHG-HD14 0,5% Gel carbopol
Fracao fendlica das folhas FF 3,0% Gel carbopol
Luteolina-50-rutinosideo FF1 0,5% Gel carbopol
Luteolina-7O-rutinosideo FF2 0,5% Gel carbopol
Luteolina-7O-glicosideo FF3 0,5% Gel carbopol
Luteolina-30-p-xilofuranose FF4 0,5% Gel carbopol
Dexametasona - 0,1% Creme lanette

5.1.3.2. Aparelho de Ultra-som

O tratamento das patas de ratos com os géis dastramda planta (extratos brutos,

fracOes, substancias puras e misturas) foi reaizsdpregando-se o aparelho de ultra-som

microcontrolado modelo Sonopulse Special 1,0 MHz%,& MHz, da marca Ibramed, com

frequéncias de ultra-som de 1,0 ou 3,0 MHz no mesahecote, com emissao continua e

100



pulsada (razédo de pulso 1/5 a uma frequéncia deViH¥f), intensidade regulavel de
0,1 a 2,0 Wicthe ERA de 1 cm. O aparelho foi calibrado pelo fedotte para uso neste

experimento.

5.1.3.3. Obtencéo da lesdo muscular

Todo o experimento foi avaliado e aprovado pelo @ule Etica e Experimentacéo
no Uso Animal (CETEA) do Instituto de Ciéncias Bigicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, sob o protocolo numero 222/11(Anéxo |

Apés anestesia intraperitoneal com ketamina e irdagrespectivamente, 10,0 e 4,0
mg/kg de peso corporal) diluida em 1 mL de soldigoldgica, os animais foram separados
em grupos: um grupo controle negativo (sem tratém)erum grupo controle positivo
(tratamento padrdo com dexametasona 0,1% em crerfi®)grupos de tratamento com as
amostras selecionadas de acuminatissima Em cada grupo os animais receberam o
tratamento uma vez ao dia por trés dias consecu{@4, 48 e 72 h). Os animais sofreram

trauma muscular gerado pelo impacto de um pes®@e 3olto a 30 cm de altura no triceps

sural e isquiotibiais das patas traseiras (Figurp §~ontoura, 2007).

Figura 5.1 (A) Mecanismo gerador de lesdo por impacto, segunanodelo de Fontoura
(2007); (B) Animal anestesiado submetido ao meoamigerador da lesédo por impacto; (C)
Aspecto visual da lesdo muscu

Apbs 24 h da lesdo, a pata direita do animal faatta com ultra-som terapéutico
(Figura 5.2, p. 93) no modo pulsatil a uma freqieéme 1 MHz, com intensidade de 0,5

W/cm? por 9 min (conforme indicacdo do aparelho), uma &e dia e durante trés dias
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seguidos (24, 48 e 72 h). As substancias purasstumnas 0,5%, fracdes a 3,0% e extratos
brutos a 6%, na forma de gel, foram utilizados c@uooplante, conforme a Tabela 5.1 (p.
100). Os géis e cremes utilizados como acoplar@iesnfluenciaram o tratamento, servindo,
portanto, somente como acoplantes (Fontoura, 2@0ppata esquerda serviu como controle
interno e recebeu o acoplamento do cabecote petmnmméempo. Porém, com o aparelho
desligado e sem o0 gel, seguindo assim o mesmocpiotala pata tratada. Os resultados
foram expressos pela capacidade de reduzir aadfdtinflamatério.

Figura 5.2 Animal anestesiado submetido a tratamento cora-atim terapéutico.

5.1.3.4. Obtencéao das laminas histoldgicas

Partes dos musculos contendo a area lesada foraaspela retirada, de tendao
a tenddo, do mdusculo inteiro (triceps sural e wtthiais) em cortes medianos e,
posteriormente, fixados em solucdo de formol em BB®% durante 24 h (Figura 5.3, p.
103). Em seguida, os musculos foram desidratadost@nol a 70% por 24 h. A desidratacao
dos musculos foi realizada sucessivamente sob &imgrsr 30 min em etanol a 80%, 85%,
90%, 95% e, depois, trés vezes, em etanol a 1006%teormente, os masculos desidratados
foram imersos em xilol por 30 min (repetindo a isd&r por mais duas vezes) e em parafina
liguida (repetindo a imerséo outras duas vezespoddo longitudinalmente os musculos em
blocos individuais. As pecas foram cortadas enrdgtomo Leica com 5 um de espessura,
sendo as laminas coradas pelo método de hematorileosina. As analises histologicas, de

fotomicrografia, foram realizadas utilizando-se naeroscépio da marca Zeiss.

102



Figura 5.3 (A) Retirada do musculo para fixacdo em formol &1(B) Parte do muasculo
removida para obtencéo das laminas histolégicgayi{Gculos fixados em formol a 10%.

5.1.3.5. Resultados e Discussao

O trauma muscular provocado nas patas de ratos gemcquadro patolégico descrito
histologicamente por edema, infiltrado inflamatédaohemorragia. A Figura 5.4 (p. 107)
mostra a comparacado das laminas histolégicas das e ratos ndo tratadas (controle
negativo) e tratadas com dexametasona (controléva)sapos 24, 48 e 72 h de lesdo. Para
este ensaio de atividade anti-inflamatéria foiizaidlo a dexametasona como controle positivo
por ser considerado um potente farmaco com acd@dnflamatoria (Coutinheet al, 2009).
Nas figuras, as setas pretas indicam o infiltradlamatorio, as setas brancas indicam edema
e 0s asteriscos indicam a degeneracéo das fibrscsuhates.

A secdo do controle negativo apresenta em toddemopos de andlise uma grande
regido de edema (areas em branco na figura) erawli inflamatério (pontos roxos
espalhados na figura), verifica-se ainda a presdechemorragia generalizada. Os tecidos
musculares sdo representados por coloragao rospadrao normal do tecido muscular deve
apresentar fibras continuas. No entanto, a fragméatdo tecido muscular observado no
material histolégico do controle negativo indicadageneracao significativa de fibras
musculares (Huaret al,, 2002).

O aspecto histolégico dos musculos tratados conardetasona (controle positivo)
mostra significativa diminui¢do do infiltrado inffeatério apds a leséo, apresentando-se leve
apos 24 e 48 h, sendo observado um aspecto semaleds 72 h. O edema apresentou-se de
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moderado a leve e degeneracdo das fibras muscutergsou-se leve apos 24 h de lesdo
guando comparada com os musculos sem tratamento.

A secéo histolégica das patas tratadas com FHEr@®.5, p. 108) mostra a presenca
moderada de infiltrado inflamatério no tempo emh2Apos 48 h de tratamento, observa-se
lesdo branda com significativa diminuicdo de irdiffo inflamatério e com algumas regides
marcadas por edema. Apds 72 h de tratamento, ésesnénostram um tecido sem lesdo e
com regeneragdo das fibras musculares. Dessa farrfragdo FHF pode ser considerada
bastante eficaz na diminuicéo do infiltrado infladme e edema.

A secdo histolégica das patas tratadas com FHGir@ 5, p. 108) mostra a presenca
de infiltrado inflamatério de leve a moderado nempos em 24 e 48 h. ApGs 72 h de
tratamento, o aspecto histoldgico da lamina mdes@o branda, além da auséncia de regides
com edema. Ambas as fracbes (FHF e FHG) apresguegihquimico bastante semelhantes
com misturas de esteroides e triterpenos. A peqdéesenca observada no potencial anti-
inflamatorio dessas fragBes pode estar associataacooncentragdo desses compostos nas
amostras, pois, triterpenos e esterdides possu@meaati-inflamatoria (Ket al, 2008).

A secéo histolégica das patas tratadas com FDRir@i§.6, p. 109) mostra ligeira
presenca de infiltrado inflamatério no tempo emh4Apos 48 e 72 h de tratamento, o
aspecto histolégico da lamina mostra auséncia fileddo inflamatério e de regibes com
edema.

A secdao histoldgica das patas tratadas com FDGr@i5.6, p. 109) € marcada pela
presenca de infiltrado inflamatdrio de leve a maderapenas no tempo em 48 h. Por outro
lado, observa-se auséncia de infiltrado inflamat@&iedema nos tempos em 24 e 72 h. O
perfil quimico de ambas as fracbes é bastante bantel com a presenca de esteroides e
triterpenos.

Assim, tanto as fracbes em hexano quanto as frag@iediclorometano apresentaram
potencial anti-inflamatério bastante promissor.é&aar as fragcbes em diclorometano foram
mais eficazes na reducdo do quadro inflamatérimdmaomparadas com todas as fragdes
avaliadas del. acuminatissimaEste fato pode estar relacionado a maior coragir de
triterpenos presentes nessas fracdes, pois, esssectle compostos € muito descrita na
literatura como potentes agentes anti-inflamatqAdgarenga & Ferro, 2006).

A secdo histoldgica das patas tratadas com FARuEi§.7, p. 110) mostra ligeira
presenca de infiltrado inflamatorio nos tempos etme248 h. Apos 72 h de tratamento

observa-se um aspecto sem lesdo, auséncia de eddsrfdoras musculares degeneradas.
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A secéo histologica das patas tratadas com FAGQuI&ig.7, p. 110) mostra presenca
de infiltrado inflamatério de leve a moderado nesypos em 24 e 48 h, além de regibes
marcadas por edema. Apos 72 h de tratamento évaldseainda ligeira presenca de infiltrado
inflamatorio, porém com diminuicdo da degeneracas fibras musculares. Essas fracfes
apresentam também bons resultados quanto ao miteaoti-inflamatorios. Ensaios
farmacogndsticos mostram semelhanca quanto ad guairfiico de FAF e FAG com presenca
de esteroides e triterpenos, além de cumarinasskdasses de compostos sdo relatadas
quanto ao potencial anti-inflamatoério (Leslal, 2000).

A secdao histologica das patas de ratos tratadag-ddm(Figura 5.8, p. 111) mostra a
presenca de infiltrado inflamatério de leve a mader além de regides marcadas por edema
nos tempos de 24 e 48 h. Contudo, apds 72 h, ataspestolégico mostra auséncia de
infiltrado inflamatodrio e edema, além de mostraegeneracdo de fibras musculares. Sendo
assim, a fracdo FMF pode ser considerada muitdeefec na diminuicdo do quadro
inflamatorio.

A secdo histoldgica das patas de ratos tratadasFdd@ (Figura 5.8, p. 111) difere
bastante quando comparada com as tratadas com ApdB.24 h observa-se a presenca de
leve a moderada de infiltrado inflamatorio e edeAwm.contrario de FMF, FMG mostra ser
menos eficiente, pois, os tratamentos realizados €ssa fracdo em 48 e 72 h mostram um
quadro moderado de infiltrado inflamatério, alénregides com edema e de degeneracéo de
fibras musculares. O perfil quimico dessas fragd¢ambém muito semelhante. Contudo a
concentracdo de compostos fendlicos nas folhas@ ipze nos galhos. Isto deve ser um dos
fatores que contribuem para a diferenca do potkeactainflamatoério dessas fracoes.

A secdo histoldgica das patas de ratos tratadas (Eigbra 5.9, p. 112) mostra a
presenca de infiltrado inflamatorio de leve a mader aléem de regi6es marcadas por edema
e degeneracdo das fibras musculares nos temposd4em 48 h. Porém, apos 72 h de
tratamento, observa-se ligeira presenca de irddtranflamatério e edema, além de
regeneracao de fibras musculares. Sendo assintraioekruto EEF mostra ser eficiente na
diminuicdo do quadro inflamatério.

Para EEG (Figura 5.9, p. 112), o aspecto histotogiifere bastante quando
comparado com EEF. No tempo em 24 h observa-seesemga moderada de infiltrado
inflamatorio e edema e ao contrario de EEF, o axtveuto EEG ndo apresenta potencial anti-
inflamatorio, pois, apds 48 h de tratamento obsseevam quadro de infiltrado inflamatério de
moderado a grave, além de regibes com edema egdaeatacao de fibras musculares. Apés

72 h observa-se um quadro inflamatorio grave alénregjides marcadas por edema e de
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fibras musculares degeneradas. Os extratos brotcstanol possuem também semelhancas,
porém compostos fendlicos e cumarinas foram detestapenas nas folhas. Outro fator
importante € que apenas as folhas sdo indicadamettcina popular para inflamacao,
justificando assim esses estudos (Corréa & Alcangd12).

A secdo histolégica das patas tratadas com EE7#ur@i5.10, p. 113) mostra a
presenca de infiltrado inflamatério de leve a mader além de regides marcadas por edema
e degeneracao das fibras musculares no tempo émPatém, apds 48 e 72 h de tratamento
€ observada a presenca moderada de infiltradanaftario e edema. Sendo assim, o extrato
bruto EE7F ndo mostra eficiéncia na diminuicédo dadyo inflamatorio.

Para patas de ratos tratadas com EE7G (Figuraf.103) o aspecto histolégico ndo
difere quando comparado com EE7F. Apds 24 e 48deroh-se a presenca moderada de
infiltrado inflamatério e edema. O extrato bruto 7E ndo apresenta potencial anti-
inflamataorio, pois, apds 72 h de tratamento obssevam quadro de infiltrado inflamatério de
moderado a grave, além de regies com edema egdaatacéo de fibras musculares.

Estudos de atividades anti-inflamatéria com espgéale Justicia sdo bastante
relevantes, pois, um trabalho recente mostra odgraotencial desse género contra doencas
relacionadas com a inflamacao (Corréa & Alcant20ap).

As fotomicrografias histolégicas das patas tratatas FHG-HD14, FHF-HD10 e
FAF-DA8 sédo apresentadas nas Figuras 5.11, 5.12.18 %p. 114, 115 e 116,
respectivamente). O aspecto histoldégico mostrasepca de infiltrado inflamatdrio de leve a
moderado no tratamento com FHF-HD10 apds 24 h.datno lado, observa-se ligeiro
infiltrado inflamatdrio no tratamento com FDG-HD&4-AF-DA8. Apds 48 e 72 h, as patas
de ratos tratadas com FAF-DA8 mostram ligeiro goaithflamatério. Enquanto que os
aspectos histolégicos das patas de ratos tratamasd-DG-HD14 (lupeol) e FHF-HD1Q5{
sitosterol e estigmasterol) mostram reducéo siatifia do quadro inflamatorio, auséncia de
regides com edema e a regeneracao das fibras rmressunostrando que essas substancias
sédo eficazes no tratamento da inflamacdo. O luppmdsenta resultados satisfatorios para
atividade anti-inflamatéria em outros modelos (8jdd & Saleem, 2011), sendo confirmado

0 seu potencial com o modelo utilizado no preseatelho.

106



Sem tratamento Tratada com dexametasona
- N ~

Figura 5.4 Fotomicrografia histolégica do tecido muscularpdda de rato submetido a leséo
por impacto sem tratamento (pata controle) (1)a peatada com dexametasona (controle
positivo, 2) em (A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72 h.
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Tratamento com FHF Tratamento com FHG

Sem tratamento

Figura 5.5 Fotomicrografias histoldgicas de tecido muscularpdta de rato submetido a
tratamento com FHF (1), FHG (2) e pata controlee(8)(A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.
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Tratamento com FDG Tratamento com FDF Sem tratamento

Figura 5.6 Fotomicrografias histolégicas de tecido muscularpata de rato submetido a
tratamento com FDG (1), FDF (2) e pata controlee(8)(A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.
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Tratamento com FAG Tratamento com FAF Sem tratamento

Figura 5.7 Fotomicrografias histolégicas de tecido muscularpdta de rato submetido a
tratamento com FAG (1), FAF (2) e pata controleef®)(A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72 h.
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Tratamento com FMG Tratamento com FMF

Sem tratamento

Figura 5.8 Fotomicrografias histolégicas de tecido musculampdta de rato submetido a
tratamento com FMG (1), FMF (2) e pata controleef®)(A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.
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Tratamento com EEF Tratamento com EEG Sem tratamento

il F st

Figura 5.9 Fotomicrografias histolégicas de tecido musculampdta de rato submetido a
tratamento com EEF (1), EEG (2) e pata controlef3)A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.
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Tratamento com EE7G Tratamento com EE7F Sem tratamento

Figura 5.10 Fotomicrografias histologicas de tecido musculapdt de rato submetido a
tratamento com EE7G (1), EE7F (2) e pata cont@)leih (A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72h.
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Tratamento com FHG-HD14

Sem tratamento

Figura 5.11 Fotomicrografias histologicas de tecido muscuéapdta de rato submetido

tratamento com FHG-HD14 (1) e pata controle (2X&p24 h, (B) 48 he (C) 72 h.
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Tratamento com FHF-HD10

Sem tratamento

Figura 5.12 Fotomicrografias histolégicas de tecido musculampédta de rato submetido a
tratamento com FHF-HD10 (1) e pata controle (2YA&h24 h, (B) 48 h e (C) 72 h.
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Tratamento com FAF-DAS Sem tratamento

Ty

P :-_‘_“g_": u

Figura 5.13 Fotomicrografias histologicas de tecido musculampdta de rato submetido a
tratamento com FAF-DAS8 (1) e pata controle (2) &n24 h, (B) 48 he (C) 72 h.
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A Figura 5.14 (p. 118) mostra fotomicrografias dliégicas do tecido muscular das
patas de ratos submetidas a lesdo por impactotamiato com fracdo fendlica (FF),
luteolina-50O-p-rutinosideo, luteolina-O-4-rutinosideo,  luteolina-D-p-glicosideo e
luteolina-3’-O-p-xilofuranose nos tempos em (A) 24 h, (B) 48 h gqZh.

Apébs 24 h o aspecto histolégico dos musculos testambm FF mostra a presenca
grave de infiltrado inflamatorio, além de regibearoadas por edema e degeneracdo das
fibras musculares. Apos 48 h de tratamento obssva-presenca moderada de infiltrado
inflamatorio. Porém, apds 72 h de tratamento olassevuma ligeira presenca de quadro
infiltrado inflamatério, mostrando que essa fragimssui acdo anti-inflamatoria, por um
mecanismo mais tardio no tratamento da inflamagéo.

O aspecto histologico dos musculos tratados coevling-50-rutinosideo mostra
presenca de infiltrado inflamatério de moderadorave, além da presenca de regides
marcada por edemas e degeneracao de fibras mescalartodos os tempos de tratamento,
nao revelando assim potencial na reducao do quiaiteinatorio.

Andlises histolégicas das patas de ratos tratadas lateolina-7©-rutinosideo e
luteolina-7©O-glicosideo mostram resultados semelhantes. Dumrtatamento com esses
compostos, observa-se em todos os tempos de tratapresenca de quadro inflamatério de
leve a moderado, além da presenca de regides raaptadedemas. Esses compostos nédo
apresentam também melhoras significativas do quatlamnatério nas patas de ratos.

O aspecto histolégico dos musculos tratados coeoling-3'-O-4-xilofuranose mostra
moderada presenca de infiltrado inflamatorio apésh2 Apos 48 h de tratamento ocorre
significativa diminuicdo do quadro inflamatério. Asalises mostram que apdés 72 h de
tratamento ocorre regeneracdo das fibras muscukgee da auséncia de edemas e reducéo
das lesdes caracterizadas pelo desaparecimentdilttado inflamatoério. Dessa forma, estes
estudos mostram ser valiosos, pois, o flavonoid® mua fracdo fendlica mostraram-se
eficientes na diminuigdo do quadro inflamatorio.

De acordo com a literatura, compostos fendlicos s@siderados eficientes no
tratamento da inflamacéo (Coutinabal, 2009). Além disso, esses compostos foram obtidos
das folhas dd. acuminatissimaue € uma espécie vegetal bastante utilizada naz@maa
principalmente para tratamento de doencas que wmgbrocessos inflamatorios (Verdan
al., 2009).
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Figura 5.14 Fotomicrografias histologicas de tecido muscularpata de rato submetido a
tratamento com luteolina-@-4-rutinosideo (1), luteolina-©O- g-glicosideo (2), luteolina-8-
S-xilofuranosideo (3), luteolina-&-4-rutinosideo (4), FF (5) em 24 h, 48 h e 72 h.
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Para as patas de ratos tratadas com dexametasamtzolge positivo), patas sem
tratamento e patas de ratos tratadas com as amaditias del. acuminatissimdoram
atribuidos escores para a avaliacdo da atividatiinédlamatoria conforme Tabela 5.2.

Tabela 5.2 Atribuicdo de escores para a atividade anti-infig@ma observada nas
patas dos ratos tratados

Amostra Tratamento em 24 h Tratamento em 48 h Tratamento em 72 h

Controle sem tratamento 3 2 1

Dexametasona (controle positivo) 1 1 0
FHF
FDF
FAF
FMF
EEF
EE7F
FHG
FDG
FAG
FMG
EEG

EE7G

Nl W NN o NN NN R | W
N B W NN N N W N R o] P
Al o] W Pl o r| A W © O o ©

[-Sitosterol e estigmasterol 2 1 0

[-Sitosterol e estigmasterol glicosiladps 1 2 1

Lupeol
FF

Luteolina-50- g-rutinosideo

1

5

4

Luteolina-70- g-rutinosideo 3
Luteolina-70- p-glicosideo 3
3

0 0
3 1
3 3
3 2
3 2
1 0

Luteolina-3'O-g-xilofuranose

Legenda: O - sem leséo; 1 — lesdo branda; 2 — les&am moderada; 3 — lesdo moderada, 4 — lesderadala
grave; 5 — lesdo grave.

Os estudos realizados para avaliar o potencialimftdmatorio deJ. acuminatissima
foram muito relevantes, pois, as fracdes obtidasxdi@to bruto em etanol (FHF, FHG, FDF,
FDG, FAF, FAG e FMF) e compostos purificados de§sa®es g-sitosterol e estigmasterol,

[-sitosterol e estigmasterol glicosilados e lupeoipstraram ser eficazes na reducdo do

119



quadro inflamatdrio de patas de ratos. Outro fatportante € a acdo anti-inflamatoria da
fracao fendlica obtida por decoc¢éo das folhas, bemo, do composto inédito luteolina-3'-
O-p-xilofuranose isolado a partir de FF que tambémtroosacéo para inflamacagsses

estudos justificam o uso dessa espécie na medreithaional da Regido Amazonica.

5.2. TESTES DE ATIVIDADE Trypanosoma cruz

5.2.1. Introdugéao

A doenca de Chagas é causada palgpanosoma cruze representa um importante
problema de saude publica em regides endémicagefeacausador da doenca de Chagas
infecta mais de 18 milhdes de pessoas a cada aAmédca do Sul (Morel, 2000) e resulta
em mais de 50.000 mortes a cada ano (Higuchi, 1995)

As opcdes de tratamento sédo limitadas ainda, dewdtoxicidade dos farmacos
disponiveis, resisténcia do parasita e atividaddrdgas ineficiente durante a fase crbénica da
doenca (Astelbaueet al, 2010). Nifurtimox e benzonidazol séo usados peatar a fase
aguda da doenca de Chagas, porém provocam efeila®rais toxicos (Freymanet al,
2000). Nifurtimox provoca anorexia, distlrbios gaséstinais, neuropatias e erupcéo cutanea
(Bergeret al, 1998).

OT. cruzié um parasito dotado de grande diversidade gen&& modo geral, os clones
e populacbes estudados tém sido diferenciados,amtediestudos de perfil molecular e
isoenzimatico em trés grupos ou linhagens. Os gr@loe Glll sdo basicamente de origem
silvestre e vinculados naturalmente a marsupiaigrdpo Z2 é encontrado na Ameérica do
Sul, ligado naturalmente a primatas (Miles, 1998pgdleset al, 1999; Souza, 2000).

O protozoario é digenético, polifilético e distriba largamente na natureza. A circulacéo
de seus espécimes ocorria primitivamente entréassetores e mamiferos silvestres ha 150
milhdes de anosT¢(iatominae, Hemiptera, Reduviida@ioare, 1972; Brener, 1979; Gonzales
& Duarte, 1994). A transmissao do cruzipor via oral (VO) tem carater habitual em seu
ciclo enzodtico primitivo, através da ingestdo poamiferos suscetiveis a vetores e
reservatorios infectados. No caso do ser humatranamissao ocorre de maneira esporadica
e circunstancial, através de alimentos contaminadoso parasita, principalmente a partir de
triatomineos ou de suas dejecOes (Dias, 2000; WB{R2; Carlieret al, 2002). A
transmissdo pode ocorrer também através da ingdet@arne de caca crua ou mal cozida,

ingestao de alimentantaminados por urina ou secrecao anal de marsupiactados, por
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acidentes em laboratério ou por meio de habitomipvios de ingestdo de triatomineos
(Amado-Netecet al, 1975; Deanet al, 1984; Dias & Macedo, 2005; Storino & Jorg, 1994)

T. cruzipossui um ciclo de vida complexo, exibindo formaarfoldgicas e funcionais
bastante distintas. Estas classificam-se em duses:faepimastigotas (no inseto vetor) e
amastigotas (em células de mamiferos). Além dis§o, classificados em duas formas
infectantes, mas nao replicativas, tripomastigotastaciclicos (no inseto vetor) e
tripomastigotas na circulagcado sanguinea de marsi{€@abrakt al., 2010).

As plantas medicinais podem ser uma alternativaaiamento da doenca de Chagas,
sendo uma fonte de novos farmacos com alta atigigatlaixa toxicidade. Por exemplo, o
lupeol inibe de forma significativa o crescimente T cruzi e Leishmania(Siddique &
Saleem, 2011; Fournedt al, 1992). O &cido betulinico mostra atividade anipcida
expressiva (75,4% na concentracdo de 500 pg/mLm(Bguez-Carmonaet al, 2010;
Camposet al, 2005). Desta forma, extratos e fracfes)dacuminatissimdoram avaliadas

contra o protozoari®. Cruzi
5.2.2. Materiais e métodos

Os extratos foram testados por meio do ensaioinwdtrico (Buckneeet al., 1996;
Oliveira et al, 2006). Este ensaio utiliza uma cepalderuzi(Tulahuen) transformada para
expressap-galactosidase, enzima que € capaz de catalisaresgao colorimétrica quando
um composto vermelhoglorofenil-5-D-galactopiranosideo (CPRG), € utilizado como
substrato.

Os ensaios foram realizados com formas tripomassge amastigotas de cruzi
provenientes de cultura de tecido. Cerca de 4.600as L929 por poco foram semeadas em
placas de 96 pocos, com incubacao “overnight” etufees 37°C para a adesao da célula a
superficie. ApGs incubacédo, a infeccdo foi feitanctO tripomastigotas provenientes de
cultura de tecidos/célula. Apds 2 h, o meio contersl parasitas extracelulares foi substituido
por um meio novo e a placa novamente incubada €3gor 48 h. O meio de cultura foi
substituido por um meio novo e por substanciag;0és e extratos naturais, conforme
dispostos na Tabela 5.3 (p. 122), diluidos nas extnacoes d&20 e 10pg/mL. Apds
incubacdo a 37C por 96 h, foi adicionado o substrato CPRG nosopog a placa foi
incubada a 37C. A leitura foi realizada ap6s 16-20 h em espéatdnetro, utilizando um
filtro de 570 nm. Concomitantemente, foram utiliaadtomo controles positivos células nao

infectadas, células infectadas nao tratadas e Batezol a 1ug/mL (3,81uM). O DMSO
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diluido a uma concentracéo final de 1% foi utili@ambmo controle negativo. Os resultados
foram expressos como a porcentagem de reducaosdavahcia das amostras dispostas nos
pocos em comparacdo com a absorvancia das amdstreélulas infectadas nédo tratadas

dispostas também nos pocos.

5.2.3. Resultados e Discussao

A Tabela 5.3 mostra os resultados de atividadenopida do extrato bruto, fracdes e
substancias isoladas de acuminatissimaA atividade dos compostos testados sobre as
formas amastigotas e tripomastigotasTdecruzi de cultivo celular pode ser descrita como
inativa, pois houve reducdo minima no crescimentpaftasita. Contudo, a fracdo FAF pode
ser considerada toxica na concentracdo dpg2@L. Essa fracdo promoveu 100% de morte
das células hospedeiras ticcruzi Porém, quando testada em concentracdo mais (ddxa
pug/mL), ndo apresentou reducdo nas formas amadigotapomastigotas, sendo, portanto,
inativa.

Tabela 5.3 Atividade tripanocida de extrato, fracfes e sulzsé®n isoladas del.

acuminatissima

Amostra Cadigo Concentragéo %
(ug/mL) Atividade
Fracdo em hexano das folhas FHF 20 10
Fracdo em DCM das folhas FDF 20 7
Fracdo em AcOEt das folhas FAF 20 Toxico
10 0
Fracdo em MeOH das folhas FMF 20 3
Extrato em etanol a 70% das folhas EE7H 20 6
Lupeol FHG-HD14 20 0
[-sitosterol e estigamasterol FAF-DAS 10 13
glicosilados
Fracao fendlica das folhas FF 40 0
Fracdo alcaloidica das folhas FAL 40 0
Fracao saponinica das folhas FS 40 0
Luteolina-30-4-xilofuranose FF4 40 0
Luteolina-7O-rutinosideo FF2 40 0
Benzonidazol (controle positivo) - 1ug/mL (3,81 78
UM)
Dimetil-sulféxido (controle negativo) DMSO 1% 0

Os estudos envolvendo atividade contra cepak. deuzindo evidenciaram acao para

nenhuma fracdo e substancias testadas. Dos commpagtolares isolados dd.
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acuminatissima,apenas o lupeol possui relatos na literatura coividatle tripanocida
(Siddique & Saleem 2011; Fourredtal, 1992). Durante os ensaios realizados nestelti@aba
a concentragao do lupeol utilizada foi menor do gumncentracdo utilizada nos trabalhos
citados, este fato deve ser um dos fatores davidatie do lupeol no presente trabalho. Os
flavonoides testados também ndo mostraram ativittggbnocida. A literatura mostra que os
flavonodides luteolina e vicenina-2 possuem atividadntral. cruziapenas na concentracao
de 500 pg/mL (Saude-Guimaraes & Faria, 2007), nieatealho os derivados de luteolina

foram testados na concentracao de@/nL.
5.3. Teste de atividade antimicrobiana

5.3.1. Introdugéao

A ocorréncia de patdégenos resistentes € um fager aonsiderado na busca de novos
compostos antimicrobianos (Cat&o al, 2005). O aparecimento de resisténcia é causado
principalmente pelo uso crescente e inadequadatdaeierobianos, procedimentos invasivos,
grande numero de hospedeiros susceptiveis e fedh@séuticas, ocasionando aumento da
transmissdo de organismos multirresistentes. Muiigzas S&80 resistentes a compostos
antimicrobianos (Cataet al, 2005).

Metabdlitos secundarios produzidos por plantas ttaem-se em uma importante
fonte de substancias bioativas (Mbogdaal, 2010). Plantas superiores apresentam amplo
espectro de atividade e inibicdo comprovada cdrdrdéerias e fungos (Duaré al, 2004).
Essas propriedades terapéuticas sao atribuidasdatps do metabolismo secundario, como
terpendides e compostos fendlicos (Aderal, 1998). Extratos e Oleos de varias espécies
vegetais mostraram-se eficientes no controle dgosirrelacionados a infecgcdes da pele,
bactérias patogénicas bucais e uma variedade déribaGramnegativas gram-positivas
(Duarte et al, 2004). Dentre as espécies dasticia J. pectoralis apresenta atividade
antibacteriana, especialmente paEscherichia Coli Staphylococcus Epidermidie
Enterococcus Faecalidizcanoet al,2010; Ssegawa & Kasenene, 2007).
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5.3.2 Materiais e métodos

As cepas das bactérig&ampositivas Staphylococcus aureusBacillus cereups e
Gramnegativas Escherichia colie Salmonella typhimuriuine do fungoCandida albicans
foram incubadas por 24 h a 37 °C em meio BHI. Aitez foi ajustada com auxilio de um
espectrofotdmetro modelo SP — 22, marca BIOSPECHEefjo adicionada agua estéril para
realizar leitura entre 75% e 76% de transmitaneiaemprimento de onda fixo de 530 nm.

Para avaliar as atividades antibacterianas e agidfas do extrato bruto, fracdes e
substancias obtidas de acuminatissimdoram usadas cepas da colecdo do Laboratério de
Biotecnologia e Bioensaios de Bactérias da UFMG.

Foram usadas microplacas constituidas por 96 p(&dshas e 12 colunas). As
microplacas foram preparadas a partir da adicdk®f8eiL da amostra nos pocos e 100 pL do
in6culo do micro-organismo ou da suspensdo de espBara o controle dos extratos foram
adicionados 100 pL da solugdo da amostra nos o068 L de agua destilada estéril. Para
o controle dos micro-organismos foram adicionadis il do meio de cultura BHI e 100 pL
do inéculo do micro-organismo ou da suspenséao pleres. Para o controle da esterilidade do
meio de cultura foram adicionados 100 pL do meioudira BHI e 100 pL de agua destilada
esteril.

A disposicao das amostras na microplaca foi reddizzomo mostrada na Figura 5.15
Os ensaios antibacterianos e antifungicos foraizagids a uma concentragdo fixa de 250
png/mL.
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Figura 5.15Exemplo de microplaca do ensaio antibacteriandi&lagico.
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As microplacas preparadas foram incubadas em efuiais Q-316.12, série
807.131, a 37 °C durante 48 h. As leituras foraahzadas em aparelho ELISA (Thermoplate,
modelo: TP-READER), em comprimento de onda fixo482 nm, com 24 e 48 h para 0s

testes antibacterianos e para o fu@gmdida albicans

5.3.3. Resultados e Discussao

A Tabela 5.4 mostra os valores de inibicdo em peagem das amostras testadas na
concentracdo de 250 pg/nde J. acuminatissimdrente a bactérias e fungo. As amostras
FDF, FAF e EEF apresentam inibicAo no crescimerdas bactériasGrampositivas
(Staphylococcus aureusBacillus cereuy Gram-negativas Escherichia colie Salmonella

typhimuriun) e do fungdCandida albicans.

Tabela 5.4.Screening da atividade antimicrobiana de extrdtagpes e fitoconstituintes de

J. acuminatissima

% inibicdo a 250 pg/mL

Amostra
Micro-organismo
FHF FDF FAF EEF EE7F FMG FAF-| FHG-
DA8 HD14
C. albicans (ATCC
18804) 7,842,5| 94,4+1,6| 42,0+2,5| *ND 6,4+1,5| 3,98+0,3| 16,5+1,0| 3,5%+1,0

S. aureus (ATCC| 0 |654+30| 385+9 |57,7¢1,2| 0 |14,4#2,5 53+1,4 | 9,5+2,7
29213)

B. cereus (ATCC| | 760+1.3 41,8410/ 550¢1.1] 0 | 22407 | 100:11| o0

11779)

s typhimurium__O__| 75.205| 45,0+1,2| 63,3205 0 | 12402 | 3,705 | 4,615
(ATCC 14028)

E. coi (aTcc| O |610%12|39,5¢12|67,5:05 0 0 4,5£2,6 | 57+6
25723)

FHF = Fracdo em hexano das folhas, FDF = Fracéo eticlorometano das folhas, FAF = Fracdo em acetataecetila das folhas, EEF
= Extrato em etanol das folhas, EE7F = extrato emtanol a 70% das folhas, FMG = Fracdo em metanol dagalhos, FAF-DA8 =
mistura de sitosterol e estigmasterol glicosiladé;HG-HD14 = lupeol.
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As amostras FDF e EEF apresentam maiores percestdgenibicdo de crescimento
para todos os micro-organismos testados. FDF apgmeseibicdo que varia entre 61% e 76%
para bactérias e de 94% de inibicdo ao crescimgémtéungoC. albicans enquanto EEF
mostrou variacao de 55% a 67% de inibicdo paraéhast seguido por FAF, que variou de
38% a 45% de inibicdo para crescimento de bact&id®2% para o fungo. As demais
amostras podem ser consideradas inativas, uma w&zn@q concentracdo testada de 250
pg/mL, apresentam baixas percentagens de inib&@oqcrescimento dos micro-organismos
avaliados.

A partir da fracdo FDF foram isolados compostosldase de esteroides e triterpenos.
Os ensaios de prospeccao fitoquimica detectaraas esesmas classes de compostos em
EEF. Esses compostos sédo conhecidos por possubtencial antimicrobiano (Popow al,
2009; Fontanagt al, 2008; Mathabet al, 2008; Katereret al, 2003). Para a fracdo FAF,
além dessas classes, foi observada a presencangestos fendlicos e saponinas, substancias
gue possuem também atividade antimicrobiana @ual.,, 2010). A literatura relata que a
espéciel. pectoralisapresenta atividade antibacteriana para cepé&s dali, S. epidermidie
E. faecalis(Chariandyet al, 1999).
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Capitulo 6 —
Analises de

metais



6.1 Introducéo

Assim como as proteinas, gorduras, carboidratogaenwmas, os minerais sdo um
grupo de nutrientes necessarios a saude humanmir@sais, como também as vitaminas,
ndo podem ser sintetizados pelo organismo e, gor devem ser assimilados através da
alimentagdo. Nao fornecem calorias, mas desemperdigensas fun¢des essenciais no
organismo (Barroset al, 2009).

Os minerais sé@o constituintes estruturais dosdsadrporeos. Por exemplo, o calcio e o
fésforo formam os 0ssos e dentes, sdo reguladogégioos que controlam os impulsos
nervosos, a atividade muscular, o balango acide-8a®rganismo e sdo componentes ou

ativadores/reguladores de muitas enzimas (Friek884).

Cada mineral € requerido em quantidades especifrasuma faixa que varia de
microgramas a gramas por dia. Os elementos esseacaser humano séo agrupados em
elementos macronutrientes, necessarios em quaesidadperiores a 100 mg ao dia,
destacando-se calcio, fosforo, sodio, potassiooclmagnésio e enxofre. Os elementos
micronutrientes sdo necessarios em pequenas cadedidao dia (de miligramas a
microgramas) como ferro, cobre, cobalto, zinco, gaaés, iodo, molibdénio, selénio, flior e
cromo. Ha ainda outros minerais que sao toxicosocomumbo, cadmio, mercurio, arsénio e
béario (Barroseet al, 2009).

A Tabela 6.1 (p. 129) apresenta a quantidade neteske elementos micronutrientes
gue devem ser ingeridos diariamente (Frieden, 198¢)Tabelas 6.2 e 6.3 (p. 130 e 131,
respectivamente) mostram algumas funcées biologieadguns elementos micronutrientes e
efeitos que podem ocorrer com a sua falta ou eacesspectivamente.

O excesso na ingestdo de um elemento micronutrieatenacronutriente pode
acarretar prejuizos na absorcao e utilizacdo de.obbr exemplo, a absor¢do de zinco pode
ser afetada por suplementacdo de ferro, enquam@ gugestdo de zinco em excesso pode
reduzir a absorcao de cobre (Barresal, 2009).

Os metais potassio, sodio, fosforo, calcio e madgnédo indispensaveis ao ser
humano. Outros como cobre, zinco sdo consideraaosém indispensaveis, porém possuem
limites aceitaveis de consumo, podendo ser toxig@ndo em niveis elevados (Kimura &
Itakawa, 1990; Slupski, 2005).
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Tabela 6.1Quantidade diaria de elementos micronutrientesmeadados para adultos

Elemento micronutriente Quantidade (mg/dia) (Ha2668)
18 (mulher)
Ferro 10 (homem)
Zinco 15
Manganés 2,5-5,0
Flaor 1,5-4,0
Cobre 2,0-3,0
Niquel 0,17-0,70
Molibdénio 0,15-0,50
Cromo 0,05-0,20
Selénio 0,05-0,50
lodo 0,15

A pesquisa sistematica dos elementos nutrienté8gidos iniciou-se em 1869 com a
descoberta por J. Raulin da essencialidade do zac@ o crescimento de uma espécie de
fungo “Aspergillus niget. Raulin monstrou que a espécie Aleniger crescia somente se
guantidades de zinco fossem adicionadas ao meialtiga (Haase, 2008).

Um elemento é dito essencial quando sua falta aeocbumano produz um mau
funcionamento do organismo. Ha também elementosfap@ecem as reacdes bioldgicas
embora sua caréncia ou deficiéncia ndo cause ®feitdsticos como acontece com 0s
elementos essenciais. Um elemento essencial pod&xéeo em determinadas condicdes,
especialmente quando estd em concentracdo ele&xba. disso, existem elementos que,
mesmo em baixas concentracdes, sdo consideradbértatixicos para 0S organismos Vivos
(Haase, 2008).
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Tabela 6.2Principais fungdes dos elementos micronutrientssseres humanos

Elemento
Deficiéncia Excesso Funcéo Referéncia
micronutriente
~ L . B - . . N . Harper, 1982;
Cobalto Superproducgdo de eritrocitos, hiperplasia Constituinte da cianocobalamina (vitamina B12)erswl para a
Anemia macrocitica ou perniciosa da medula 6ssea, reticulocitose e fung&o normal de todas as
. . Frausto, 1991
aumento do volume sanguineo células
Cobre Necesséria para o transporte de elétrons duraetpaacao McDowel,
Formagéo de colageno Doenca de Wilson aerobbica, lisil oxidase que catalisa a formacgaoalégeno e elastina 1992
e ceruloplasmina, que é essencial para absontansporte de ferrg
Intolerancia a glicose, crescimento Téxico como cromato, cancer de pulméo
: s - T . . . McDowell,
Cromo desordenado, neuropatia periférica,e dermatite de contato, principalmente Associado ao metabolismo da glicose
balanco nitrogenado no homem
; - . 1992
negativo e reducdo do quociente
respiratorio
Lesdo tecidual, ulceracdo de mucosals, . . . .
: ) P Componente da hemoglobina e mioglobina, importaate
. . acidose metabolica, dano hepatico € PO
Ferro Anemia ferropriva e perdas alveolar e transferéncia de O Frausto, 1991
sangilineas nao habituais insuficiéncia renal (doses de 3 a 10
g/dia)
Manganés Esterilidade, anomalias esqueléticas Sintomas semelhantes as doencas de Ativador de diversas enzimas Harper, 1982;
e ataxia de prole de maes deficientes Parkinson e Wilson
Molibdénio Problemas no crescimento Anemia e degmt Inferéncia na absorcédo de’Cu Frausto ,1991
Alterag6es na gustacao, diarréia. McDowell,
Zinco d §oes ha gustagao, diarreia, Irritag&o gastrointestinal ou vomitos e Constituinte de diversas enzimas e insulina, ingoet no
epressdo mental, parandias, A : - o
. . deficiéncia de cobre metabolismo dos acidos nucléicos. 1992
dermatites oral e perioral e alopecia
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Tabela 6.3Principais fun¢gdes dos elementos macronutrientes

Elemento

. Deficiéncia Excesso Funcéo Referéncia
macronutriente
Crescimento, lactagéo,
construcao e manutencéo
. . dos ossos e dentes,
Hipercalcemia e ~ A
Raaut t calcificaco formacéo do coagulo,
aguitismo, osteoporose, .
Célcio escorbuto e tetania intensa nos transporte nas Harper, 1982

tecidos delicados  mempranas celulares,
(rins e pulmdes) .

transmissao nervosa e

regulacdo dos batimentos

cardiacos

Anorexia, falta de

cresmmento: tetania, Sintese protéica, contratilidade
alteragGes

Magnésio SR - muscular e excitagdo dos nervgs Frausto, 1991
eletrocardiograficas e

neuromusculares

Confuséo mental
dorméncia nas

Fraqueza muscular, apatia  extremidades,
mental e insuficiéncia respiragdo fraca e

Manutencéo do equilibrio hidrico
normal, equilibrio osmético e
equilibrio acido-basico normais

Potassio : . regulacdo da atividade Frausto, 1991
cardiaca enfraquecimento .
~ neuromuscular e crescimento
da acéo
. celular
cardiaca

Regulacao do fluido extracelular e
1z Hipertensao do volume plasmatico, conducap

- N&o h& normalmente . )

Sadio arterial do impulso nervoso e controle| Harper, 1982

da contragdo muscular

Manifestacdes Atua no sistema de tampéo, faz
neuromusculares, parte da estrutura das membranas
Fésforo esqueléticas, hematolégicas hemacromatoseq celulares e componente essencjal Frausto, 1991
e renais dos é&cidos nucléicos

Existem cada vez mais indicios de que a suplem@&mtegm minerais pode ajudar a
prevenir varias formas de cancer, doencas card@ae#iguns outros processos degenerativos
(Hendler, 1994)

Alguns elementos, incluindo cobre, zinco, mangarfésto e molibdénio, séo
essenciais para o crescimento das plantas. ExdecBoro, pois este elemento € considerado
toxico para plantas em altas concentracfes. Oatemsentos como cobalto e selénio ndo séo
considerados essenciais para as plantas, maspaieno ser humano. Enquanto que outros
elementos como cadmio, chumbo, cromo, niquel, miera arsénio tém efeitos toxicos

guando encontrados livres no organismo e, normdénesdo considerados como
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contaminantes. A grande quantidade desses elementmsitrados nas plantas € devida a

contaminacgao do solo pela propria atividade

humana. Os solos sdo contaminados constantementagbais pesados e elementos
toxicos atraves de fertilizantes agrotdxicos, cadgaassim contaminacdo em grande escala.
Um exemplo é a concentragdo de cobre e zinco eas i@ producdo de frutas citricas e
outras colheitas (Zherdit al, 2005).

O conteudo mineral dos tecidos vegetais pode s&add por varios fatores ambientais
e
praticas agronémicas, incluindo a localizacdo g&foga das plantas, composi¢do do solo,
fontes de agua, irrigacao e utilizacdo de comp@seiettilizantes (Yadat al, 2011).

O conteudo mineral pode ser influenciado pelasctaniaticas de uma espécie vegetal
e pela distribuicdo em certos tecidos para o plegelogico da parte da planta. Os minerais
mais abundantes encontrados em plantas sdo potésséiio, magnésio, ferro, fosforo,
enxofre e nitrogénio (Yadat al, 2011)

As plantas requerem uma quantidade adequada derdtesnpara as suas funcdes
bioldgicas e fisioldgicas. A deficiéncia ocorre gda as plantas ndo conseguem absorver
guantidades suficientes desses elementos no satonsequentemente, causa a formacéo
anormal de pigmentacao, tamanho, ma formacdo damoteda planta e reducdo na taxa de
realizacdo da fotossintese das folhas (Zhedrdi., 2005).

A andlise quimica de plantas tem servido de ingtnim para a divulgacdo de
tecnologias que visam a produgdo econdmica derasltilo Brasil, embora essa pratica seja
bem mais antiga, € crescente o0 seu interesse. fBioiges tém contribuido para isso: o
desenvolvimento de equipamentos para analise eleconento acumulado sobre o assunto.
A analise quimica tem multiplos objetivos, prindipante diagnosticar ou confirmar sintomas
de deficiéncia de elementos nutrientes e avalestado nutricional de uma planta ou cultura
(Boarettoet al, 2003).

A legislacao brasileira segue a Resolucdo RDC n#i@4l5 de fevereiro de 2005 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Suplermsntitaminicos e de minerais para fins
deste regulamento, denominados simplesmente d&efseptos”, servem para complementar
com estes nutrientes a dieta diaria de uma pesaahgel. Isto se d4 em casos onde sua
ingestdo a partir da alimentacéo seja insuficientguando a dieta requerer suplementacao.

Devem conter um minimo de 25% e no maximo até 168%ngestdo Diaria Recomendada
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(IDR) de vitaminas e ou minerais, na porcao didndicada pelo fabricante, ndo podendo
substituir os alimentos e nem serem considerados clieta exclusiva.

O consumo de plantas medicinais como medicameniosido aplicado largamente
em comunidades e industrias farmacéuticas. Eseedipterapia aumentou o consumo de
produtos naturais, principalmente nos paises emngetsimento. Porém, a contaminacao das
plantas medicinais pelo solo, dgua, atmosferajoies, metais pesados e aflatoxinas é um
problema crescente que pode acarretar danos a detrdibs ao consumo dessas plantas
(Abou-Arab, 1999).

As plantas medicinais tém um importante papel Eammedicina tradicional e o
aumento do uso das plantas nas ultimas décadasboomiara a administracdo de minerais
essenciais e ndo essenciais a criangas, jovengtesagendo, portanto, importante avaliar o
conteudo dos metais nas espécies vegetais (Ajada2004).

Elementos nutrientes tém um papel tanto curativmac@reventivo no combate a
doencas, despertando o interesse para se estabeledeel dos elementos metélicos nas
plantas, ainda mais que em niveis elevados os snetilem ser perigosos e toxicos
(Schumackeet al, 1991; Somers, 1983). A organizacdo Mundial dédg (WHO, 1992)
enfatiza a necessidade de assegurar o controlealidape das plantas medicinais utilizando
técnicas modernas e aplicando padrdes adequadss. déstrole analitico pode garantir
especialmente para as plantas medicinais a pwegaranca e eficacia do produto.

Numerosos processos sao afetados ou regulados gletoentos nutrientes. Embora
0S niveis de macronutrientes requeridos sejam ,fietss podem variar, dependendo de
muitos fatores, como a espécie da planta, genotipogicbes de crescimento, diferentes
orgaos e tecidos (Raziét al, 2005).

A técnica de espectrometria de absorcao atdmic#\)[EAaplicada largamente para a
determinacao de metais em materiais de origemaldiiieteskeet al, 1996).

Para a seguranca do consumaldacuminatissima&omo fitoterapico é importante a
avaliacdo da concentracdo de elementos presentganta. Neste trabalho realizaram-se as
analises de minerais (P, K, Ca, Mg, B, Fe, Zn, @Gén¢ presentes nas folhas, flores e galhos

finos.
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6.2 Materiais e métodos

As andlises dos elementos micronutrientes (Fe,MBoge Zn) e macronutrientes (K,
Ca, Mg, B e P) foram realizadas empregando-sedorietro de chama do modelo Analyser
910 e o espectrometro de absorcdo atbmica (EAA)ktnodpectrAA-50B, equipado com
duas posicoes para lampadas de catodo oco desehegiual e queimador (ar/acetileno ou
oxido nitroso/acetileno).

O material botanico dé. acuminatissima&oletado com o auxilio de um facdo de aco
inoxidavel foi separado previamente em folhas,eorgalhos. Posteriormente, as amostras
foram colocadas em estufa a uma temperatura d€ @pesadas em intervalos de 20 min,
para se determinar o teor de umidade.

As amostras (folhas, galhos e flores) foram lavadiasalmente com agua corrente
para remocéo de limo e liquens e de impurezas gderiam mascarar os resultados. Em
seguida, as amostras foram lavadas com agua Milfigs a lavagem das amostras, estas
foram mantidas em estufa a 60 °C durante nove pigag, a remocao de toda a 4gua contida
nos tecidos celulares.

O material seco das folhas, flores e galhos fieosnbido em um moinho de quatro
facas de aco inoxidavel para evitar contaminacédo e®tal. Em seguida, o material moido
foi colocado em vidro desmineralizado e com tangbasticas.

Para a desmineralizacéo das vidrarias, as mesmaas fmersas por 24 h em solucéo
de acido nitrico a 20%. Em seguida as vidrariagnfiolavadas com éagua Milli-Q, e,
posteriormente, foi realizada a secagem do matmadstufa.

Para a abertura das amostras, uma quantidade dg de@amostra (folhas, flores e
galhos) foi transferida para cadinhos de porcetairineradas em forno de mufla a 580
durante 6 h. Em seguida, as cinzas obtidas forasoldidas em 10 mL de solucéo de HCI 0,1
mol/L e homogeneizadas. Apos retirada de 2,0 mlsalacdo para a andlise de boro,
completou-se o volume com &gua destilada até 50smhco esse material reservado para
determinacdo dos demais elementos, denominado dstraml. As andlises realizadas
seguiram metodologia estabelecida pela Embrap®)199

Os teores de boro e fosforo foram determinadof#&metro de chama.

Para a andlise do boro, uma solucdo de azomethd3% foi adicionada aos 2,0 mL
retirados da solucéo inicial, com acréscimo de¢gmuampao e posterior leitura em 420 nm.

Para a quantificacdo da concentracdo de fosfor@ ailfguota (5 mL) de solucéo

sulfomolibidica (solucdo aquosa de acido ascorb¥oe 20 g de molibidato de amdnio) foi
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adicionada a amostra 1. Apos a fixacdo da corséeleitura em espectrofotdmetro em 660
nm.

As anadlises de calcio, magnésio, potassio, felir@oz cobalto e manganés foram
realizadas empregando-se espectrofotometria decdosatdomica. O aparelho foi calibrado
em condicbes especificas de comprimento de onda, dmmo utilizaram-se lampadas
especificas para cada elemento avaliado.

Curvas analiticas foram preparadas com cinco pai#da, porém em concentracdes
diferentes de acordo com o elemento a ser analigadoresultados obtidos para célcio,
magneésio, potassio, fésforo, zinco, cobre, ferranganés e boro foram expressos em
mg/1000 g.

6.3 Resultados e Discussao

Os valores de concentracdo dos elementos macremesipresentes na matéria bruta

(folhas, galhos e flores) de acuminatissimado mostrados na Tabela 6.4.

Tabela 6.4 Concentragcdo de elementos macronutrientes preseigsamostras dé.

acuminatissima

Concentracdo (mg.Ky
P K Ca Mg B

Parte da planta

Galhos 188,242.6 194.2+3,1880,0+35 114,0+4,9 132,9%5.2

Flores 500,6+10,9103,9+1,0 111,0#3 18,6+0,2 166,9%+1,9

Folhas 139,8+3,3 134,3+2,1 127,0+3 18,8+0,3 163,4+4,6

Os resultados obtidos indicam que os elementosamaitrentes detectados estdo em
niveis aceitaveis para o consumo humano. A espErieestudo apresentou quantidades
razoaveis de elementos macronutrientes para aassfellyalhos. Contudo, ocorre um acumulo
excessivo de calcio, potassio e magnésio nos gajbasdo comparado com as folhas e
flores. O calcio possui um acumulo sete vezes mrae galhos comparado aos resultados

das flores e folhas. Para o magnésio, foi deteat@l@cumulo seis vezes maior nos galhos
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em relacédo as folhas e flores. Valores de conagidrde calcio, magnésio e potassio nas
folhas sdo muito semelhantes aos determinados lo@s.f Os elementos boro e fosforo
apresentam concentracdes muito semelhantes emasgastes da planta.

Os valores de concentracdo dos elementos micrenies presentes nas amostras

(folhas, galhos e flores) de acuminatissimastao dispostos na Tabela 6.5.

Tabela 6.5 Concentracdo de elementos micronutrientes presardgematéria bruta dé.

acuminatissima

Concentracdo (mg.Ky
Fe Zn Co Mn

Parte da planta

25,83+0,18 64,05+1,31 5,91+0,18  7,83+0,65

Galhos
Flores 34,41+220 202,08+1,82 9,46+0,36 55,65+0,74
Folhas 8,61+0,15 6,31+1,12 2,36+0,05 29,56+0,42

Nas analises dos elementos micronutrientes, é sdwi@sque o0s valores de
concentracdo estejam dentro da faixa toleravehdestdo diaria, para que ndo apresentem
risco a saude humana (Frieden, 1984).

Em relacdo aos resultados dos elementos micrentés avaliados nas amostras, as
flores deJ. acumintissimgossuem um maior acumulo de todos os elementaplipados
(Fe, Zn, Co e Mn), sendo a maior diferenca param©oz(202,08 mg/kg) quando comparado
com as folhas e galhos (6,31 e 64,05 mg/kg resfecénte).

O ferro, zinco e cobalto estdo presentes nos ga#im maior concentragdo em
comparacao com as folhas. Apenas o elemento man@2®&6 mg/kg) possui concentragao
superior nas folhas em relacdo ao galhos (7,83ghgdorém menos concentrado em relacao
as flores (55,65 mg/kg).
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Os valores obtidos desses nutrientes para assfahgalhos (partes utilizadas na
medicina popular) possuem niveis aceitdveis de urnos O consumo diario de ferro
permitido é de 10 mg e 18 mg para homens e mulherggectivamente (Frieden, 1984). Os
valores para esta espécie vegetal encontram-sgoathainivel permitido. As concentracoes
dos elementos micronutrientes ndo excedem, de wpralgrma, os limites toleraveis de
consumo diario.

Em resumo, assim como para os elementos macdemtes, os resultados obtidos
para os elementos micronutrientes indicam niveisotheentracdo aceitaveis para o consumo
humano. Estes estudos mostram grande variacaondardoacdo dos elementos pesquisados
nas diferentes partes da planta, porém esta inf@wonastd de acordo com os trabalhos
registrados na literatura, uma vez que, as qualtdéglde elementos macro e micronutrientes
sdo acumuladas em concentracoes diferentes nassailga espécies vegetais (Arceusz et al.,
2010; Dushenkov et al., 1995; Ajasa et al., 2084sas analises sao importantes, devido ao
fato desta espécie ser consumida cotidianamengeppglulacdo da Amazénia, dessa forma,
este trabalho foi realizado com a finalidade deficar se os niveis de concentracdo desses
elementos estdo dentro da faixa de ingestdo di&oafribuindo assim com valiosas

informac0des para esta espécie medicinal.
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CONCLUSOES

No presente trabalho foi investigado o perfil quone as atividades farmacologicas
de J. acuminatissimaAnalises farmacognadsticas indicam que as fragbédas das folhas e
galhos mostram similaridades em seus constituigtasmicos. Os estudos fitoquimicos
realizados com folhas e galhos de acuminatissimaresultaram na identificagdo de 22
compostos. Para as fragcbes em hexano, diclorometaaetato de etila foram detectados
principalmente esteroides e triterpenos. O estieisab fracdes proporcionou o isolamento
dos esteroideg-sitosterol e estigmasterol, além da misturgfdatosterol e estigmasterol
glicosilados. Os triterpenos lupeol, friedelinaiedielinol, acido betulinico, betulinas-
amirina,f-amirina, lupeol acilado e eritrodiol foram obtidambém dessas fracdes.

A partir da fracdo em acetato de etila das follmmanh obtidos também o acige-
hidroxibenzdéico e o alcaloide inédito 3-etil-8-a%azabiciclo[3,2,1]octano-1,6,7-triol.
Estudos com a fragdo em metanol das folhas reamitap isolamento dos agucareglicose
e f-glicose em mistura, além da sacarose.

Os ensaios de prospeccao fitoquimica das fracdetasko extrato aquoso das folhas
mostraram testes positivos caracteristicos de cstopdendlicos, alcaloides e saponinas. Os
estudos fitoquimicos da fragdo fenodlica das folpesporcionou o isolamento de quatro
flavondides: luteolina-3@-p-xilofuranose (composto ainda ndo descrito na diten),
luteolina-70O-4-glicosideo, luteolina-D-p-rutinosideo e luteolina-B-p-rutinosideo Esses
compostos séo descritos pela primeira vez natiitergpara espécies dasticia

As avaliagbes dos cromatogramas por CLAE das aasostwbmetidas a radiagéo
gama em comparacao com a amostra nao irradiadat@ersugerir que nao ha influéncia da
radiacdo gama em todas as doses utilizadas, poifordén observados produtos radioliticos.
Dessa forma, pode-se considerar que a técnicadd@a gama é uma ferramenta ideal para
a descontaminacao microbioldgica deste vegetal.

A espécie fungicaAspergillus aculeatyspredominante end. acuminatissim&oi
eliminada com dose de 3,0 kGy. Esse dado é muilioswea pois, estudos por CLAE
mostraram que doses de até 20 kGy, ndo afetamegridede quimica dos compostos

fendlicos del. acuminatissima
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Em relacdo aos testes farmacoldgicos, os resul@aasividade anti-inflamatoria séo
muito promissores, pois fragbes e alguns fitoctnates isolados da planta mostraram
resultados relevantes para o modelo avaliado. Esse#tados comprovam a existéncia de
substancias com potencial anti-inflamatorio, conéindo, dessa forma, as informacdes
populares, através dos relatos etnofarmacologisp®uliveis na literatura para o vegetal em
estudo.

As fracdes FAF, FDF e FF e as substancias FHF-HpB-Hitosterol e estigmasterol),
FHG-HD14 (lupeol), FAF-DA8-sitosterol e estigmasterol glicosilados) e FFée@itina-3'-
O-p-xilofuranose), isoladas dk acuminatissimamostraram atividades bastante significativas
contra 0 processo inflamatoério, enquanto que asmaesfracdes e substéncias nao
apresentaram inibicdo para o parasitaruzi.

As fracbes FDF e FAF e o extrato bruto em etanoF EBostraram atividade
antimicrobiana para bactéri®gram-positivas Staphylococcus aureus Bacillus cereuy e
Gramnegativa Escherichia coli e Salmonella typhimuriym antifangica par&. albicans
Essas informagfes sdo bastante importantes peladéapoucas espécies deste género serem
relatadas para o uso contra micro-organismos eesest aos medicamentos utilizados
normalmente.

As andlises de minerais indicam acumulo excesse/@lduns elementos macro e
micronutrientes em partes diferentes do vegetah eptredominancia da concentragdo de
potassio, calcio e magnésio nos galhos. Porém, uastidades encontradas tanto dos
elementos micro quanto macronutrientes avaliadas ex@edem os limites toleraveis de
consumo humano. Estes resultados sugerem o usorestncdoes da planta para fins
medicinais pela populacao.

Os resultados obtidos na avaliacdo desticia acuminatissimajustificam a
continuidade dos estudos desta espécie, além dérnrar a importancia dos estudos
guimicos e farmacolégicos das diversas familiapldatas medicinais existentes na flora

brasileira.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo no 222/2011, relativo ao projeto intitulado “Estudo
fitoquimico das partes aéreas de Lychnophora ericoides, Lychnophora pinaster,
Aristolochia esperanzae, Echinodorus macrophyllus e Justicia acuminatissima
acompanhado por testes de atividade anti-inflamatodria”, que tem como responsavel(is)
Anténio Flavio de Carvalho Alcéntara, esta(3o0) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 7/12/2011.

Este certificado expira-se em 7/12/2016.
CERTIFICATE

We hereby cenify that the Protocol no 222/2011, related to the project entitled
“Phytochemical study of aerial parts of Lychnophora ericoides, Lychnophora
pinaster, Aristolochia esperanzae, Echinodorus macrophylius and Justicia
acuminatissima followed by testing anti-inflamatory activity”, under the supervisiors of
Antonio Flavio de Carvalho Alcantara, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in December 7, 2011.

This certificate expires in December 7, 2016.
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