UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMA CIA

ESTUDO FITOQUIMICO DA FRACAO N-BUTANOLICA DE
LipPIAALBA (MILL.) N. E. BR.

DISSERTACAO DE MESTRADO

MELISSA MANCINI CORREA

FLORIANOPOLIS, 2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA

ESTUDO FITOQUIMICO DA FRACAO N-BUTANOLICA DE LIPPIA
ALBA (MILL.) N. E. Br.

Dissertacdao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Farmdcia como requisito parcial a
obtencao do grau de Mestre em Farmicia.

Orientadora: Prof.* Dr.* Mareni Rocha Farias

MELISSA MANCINI CORREA

FLORIANOPOLIS
2005

il



Ata de sessdo, da defesa de Dissertagdo de Mestrado de Melissa Mancini
Corréa, elaborada pela Profa. Dra. Mareni Rocha Farias. Aos trinta e um dias
de marco de dois mil e cinco, as 14:00 horas, na sala do Conselho Departamental
CCS - UFSC, realizou-se a sessdo de apresentacdo e defesa da Dissertagao, como
requisito para a obtencdo do grau de Mestre em Farmacia. A Comissdo
Examinadora, consoante a Portaria 012/PGFAR/2005, esteve constituida pelos
professores doutores Flavio Reginatto , Diva Sonaglio e Miriam de Barcellos
Falkenberg. O trabalho apresentado teve o seguinte titulo: “Estudo
Fitoquimico da Fracéo n-butandlica de Lippia Alba (Miller) N. E. Brown ex
Britt. & Wils”. Apds a exposicao do trabalho pela candidata, a mesma foi argtiida
pelos membros da Comissdo Examinadora obedecendo a seqiiéncia: Prof. Dr.
Flavio Reginatto, Profa. Dra. Diva Sonaglio e Profa. Dra. Miriam de
Barcellos Falkenberg. A medida que cada examinador terminava a formulagao
das perguntas, coube ao candidato respondé-las. A candidata Melissa Mancini

Corréa, foi considerada () aprovada, ( ) reprovada. Devem ser realizadas as
aheragoes abaixo duscnmmadas exigidas pelos membros da banca exammadora

As.17.52 horas foi encerrada a presente sessdo, cuja ata vai por mim assinada,
bem como pelos demais membros da Comissdo Examinadora € pelo Candidato.
Floriandpolis, 31/03/2005.

Membros: /s H,

Prof. Dr. Flavio Reginatto . o ..a.:’.... AREWV VLN B LN SN N
Profa. Dra. Diva Sonaglio ..,....\%.. e ...\m;. / .......... SN | PR —
Profa. Dra. Miriam de Barcellos Falkenberg \—“gi“i‘—’\
Orientador Profa. Dra. Mareni Rocha Farlas.L..{{.:...i.~....Jl.....:' .......

Candidata: Melissa Mancini Corréa ..



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Antonio e Giamela, e minha irma Milena, por me incentivarem em todos
os momentos da minha vida; por terem acreditado em mim e contribuido para minhas
realizagdes;

Ao meu noivo Rafael, por estar sempre ao meu lado, me motivando para meu

crescimento pessoal e profissional;

A professora Mareni, por ter me dado a oportunidade de trabalhar com pesquisa durante

toda minha formacao profissional;

Ao professor Eloir, pelo privilégio de té-lo como colaborador ativo em diversas e

decisivas etapas deste trabalho;

A professora Miriam, por estar sempre disposta a contribuir com meu aprendizado,

solucionando minhas dividas e me dando sugestdes;

Ao professor Palermo, por ter feito parte deste trabalho realizando as andlises

espectroscopicas de RMN;

A professora Thereza, por ter me dado a oportunidade de participar dos ensaios

farmacoldgicos deste trabalho;

A Solange, pela atencio e cooperacdo. A Silvana e ao Rodrigo, por tanta coisa... pelo
companheirismo, pela colaboragio e principalmente pela amizade, que espero ter de ambos por

toda minha vida;

Aos colegas de laboratério Patricia, Francisco, Roberto, Dai, Andressa, Mariana, Mariliz,
Karen, Cintia e Rebeca, que contribuiram, cada um de uma forma, em algum ou muitos

momentos.

iv



RESUMO

Lippia alba é uma espécie medicinal que ocorre em todas as regides do Brasil.
Caracteriza-se pela sua ampla utilizagdo na medicina popular, sendo utilizada, sobretudo, como
tranquilizante. Trata-se de uma espécie que requer estudos cientificos sobre isolamento e
identificacdo de seus constituintes. Em estudos anteriores, a fracdo n-butandlica, obtida por
particdo do extrato hidroetandlico apresentou efeitos sedativo e anticonvulsivante. Dessa forma,
o objetivo deste trabalho foi o estudo desta mesma fracdo, buscando o isolamento e a
identificacdo de seus constituintes quimicos, o acompanhamento sazonal qualitativo destas
substincias e a realizagdo de ensaios farmacoldgicos (verificacdo da temperatura corporal e da
atividade hipno-sedativa, através da inducdo com pentobarbital e com éter etilico). Assim,
partindo-se de um extrato hidroalcodlico das folhas do material vegetal, seguido de particio com
solventes de polaridade crescente, obteve-se a fracdo n-butandlica. Apds purificacdo das
subfracdes, foi possivel isolar as substincias LA-1 (verbascosideo), LA-2, LA-3 (4cido 3P, 160,
23 trihidroxiolean-12-en-28-6ico bidesmosidico) e LA-4. Para a substancia LA-2 estdo sendo
aguardados os espectros de RMN para sua elucidacdo estrutural; para a substancia LA-4 deve-se
primeiramente purifica-la por CLAE para que seja entdo igualmente elucidada. Em relagdo aos
testes farmacoldgicos, ndo € possivel afirmar que a fracdo n-butandlica apresenta atividade
hipno-sedativa, uma vez que prolongou o tempo de sono induzido por barbitdrico (na dose de
300 mg/kg, no tempo de 1 h, v. 0.) mas ndo potencializou o sono induzido por éter, na mesma
dose e tempo anteriores; ndo alterou significativamente a laténcia do sono, inclusive no grupo
diazepam; reduziu a temperatura corporal nas doses de 100 e 300 mg/kg significativamente nos
tempos de 1 e 2 h, mas ndo € possivel afirmar que seja devido a um mecanismo de acdo central.
Dessa forma, constatou-se que L. alba é uma espécie promissora para a obtencdo de metabdlitos
secunddrios. Os constituintes quimicos analisados neste trabalho puderam ser encontrados na
espécie em todas as coletas realizadas, nao havendo variacdo sazonal qualitativa. Sugere-se que
estudos posteriores realizem pesquisas mais aprofundadas em relacdo as atividades
farmacoldgicas da fracdo n-butandlica, bem como de seus constituintes quimicos isolados e do

infuso. Além disso, devem ser elucidadas as estruturas ainda nao identificadas.

Unitermos: Lippia alba, estudo fitoquimico, fracdo n-butandlica, atividade hipno-

sedativa.



ABSTRACT

Lippia alba is a medicinal plant wich is find in all regions of Brazil. This especie is
largely used in the folk medicine, especially as a tranquilizer. It needs cientific studies about
isolation and identification of its constituents. In previous studies, the n-butanolic fraction,
obtained from a hidroalcoolic extract showed sedative and anticonvulsant effects. The objective
of this work was the study of the same fraction, searching the isolation and identification from its
chemical constituents, the qualitative seasonal accompaniment of this substances and the
achievement from pharmacological experiments (verification of the body temperature and
sedative activity, through the induction with pentobarbital and ether). Thus, from a hidroalcoolic
extract of the leaves from the vegetable material, followed by partition with solvents of
increasing polarity, the n-butanolic fraction was obtained. After purification of subfractions, was
possible to isolate the substances LA-1 (verbascoside), LA-2, LA-3 (3B, 16a, 23
trihydroxiolean-12-en-28 oic acid bidesmosidic) and LA-4. To the elucidation of the substance
LA-2, is necessary wait for the NMR spectrum; to the substance LLA-4, is necessary the
purification from CLAE to its elucidation. About the pharmacological trials, it is no possible to
assure that the n-butanolic fraction shows sedative activity; it increased the barbiturate sleeping
time (300 mg/ Kg body wt., 1 h after the treatment v.0.) but not increased the ether sleeping time,
at the same previously dose and time; not modified significative the latency of the sleep,
including the control group; decreased the body temperature (100 and 300 mg/ Kg wt., 1 and 2 h
after the treatment v.o.) but it is no possible to say that is because a central effect. In that way, L.
alba is shown as a viable source of potentially active secondary metabolites. The chemical
constituents analysed in this work could be find in all assessments, so there is no qualitative
seasonal variation. Posterior studies could achieve more researches about the pharmacological
activities from the n-butanolic fraction and from its chemical constituents isolated and from the

infusion. Furthermore, could elucidate the structures not yet identified.

Uniterms: Lippia alba; phytochemical study; n-butanolic fraction; sedative activity.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo refere-se a pesquisa desenvolvida no Programa de Pds-Graduagdo em
Farmécia, Area de Concentragdo Farmaco e Medicamentos, Linha de Pesquisa Investigacdo de
Produtos Naturais com Potencial Atividade Bioldgica.

A espécie Lippia alba tem sido estudada ja hd alguns anos na Universidade Federal de
Santa Catarina, em relacdo a seus aspectos fitoquimicos, tecnolégicos e bioldgicos. Contudo, a
cada trabalho desenvolvido, tem-se diferentes abordagens de estudo e novas perspectivas
levantadas.

O presente trabalho descreve o estudo fitoquimico de isolamento de substincias de L.
alba, desenvolvido no Laboratério de Farmacognosia, sob orientagdo da Prof* Dr* Mareni Rocha
Farias, bem como a elucidacdo estrutural de algumas destas substincias, realizada em
colaboragdo com o Prof. Dr. Jorge Alexandro Palermo, da Universidade de Buenos Aires.

Ainda em relacdo ao estudo fitoquimico, este trabalho descreve um acompanhamento
sazonal realizado com a espécie, entre os anos de 2003 e 2004, verificando a influéncia da época
de coleta sobre o perfil qualitativo dos constituintes quimicos.

Paralelamente, o trabalho relata ainda, o estudo farmacolégico realizado com a fragdo
utilizada para o isolamento de substincias, possibilitado pela colaboragdio com a Prof® Dr*

Thereza C. M. de Lima, do Departamento de Farmacologia da UFSC.
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1. INTRODUCAO

As plantas se caracterizam por produzir uma diversidade de compostos quimicos,
responsdveis por suas funcdes bioldégicas (GUERRA; NODARI, 2003; GOTTLIEB; BORIN,
2003). Sendo assim, a pesquisa com plantas medicinais — vegetais que t€ém emprego terapéutico
baseado no conhecimento popular ou cientifico — continua sendo uma via interessante de acesso
a descoberta de novos farmacos, por serem uma fonte importante de produtos biologicamente
ativos (ELISABETSKY, 1991; WAGNER, 1993; BARREIRO; FRAGA; ARAUJO, 2003;
GUERRA; NODARI, 2003; SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2003). Historicamente,
estes produtos naturais constituiram a base inicial da terapéutica e foram os responsdveis pelo
comeco dos avangos da farmacologia (ELISABETSKY; WANNMACHER, 1993).

Além da busca de protdtipos, a pesquisa cientifica com plantas deve buscar ainda, a
conservacdo e preservacdo da biodiversidade, o desenvolvimento de fitoterdpicos, o
conhecimento da medicina nativa e a elucidacdo de bases racionais para o uso medicinal de
plantas (ELISABETSKY, 1991; ETKIN, 2001).

A etnofarmacologia permite a integracao entre o uso popular da flora medicinal e estudos
quimicos/ farmacoldgicos realizados em laboratdrio, ou seja, somente a base cientifica integra
informagdes populares com tecnoldogicas (ELISABETSKY, 1991; ELISABETSKY; DE
SOUZA, 2003; GOTTLIEB; BORIN, 2003). Os estudos cientificos devem considerar os
aspectos relacionados a qualidade da matéria-prima vegetal, eficicia (a¢do comprovada por
testes farmacoldgicos) e seguranca (toxicidade avaliada). A partir da fundamentagéo cientifica e
do conhecimento dos aspectos de atividade bioldgica do vegetal é que se pode considerar a
transformac@o de uma planta medicinal em um produto fitoterdpico (FARIAS, 2003; LAPA et
al., 2003; SONAGLIO et al., 2003).

Neste sentido, a avaliacdo da eficicia e seguranca de plantas tradicionalmente usadas
deve preceder sua inclusdo em sistemas de saide que incluam a fitoterapia (WANNMACHER,
1990). Entretanto, muitos produtos sdo comercializados no Brasil e dispensados em servigos
publicos, sem terem passado por testes farmacoldgicos e toxicoldgicos adequados e, além disso,
terem sido submetidos a um controle de qualidade eficiente (ELISABETSKY;
WANNMACHER, 1993).

Em relagdo a qualidade, métodos analiticos como cromatografia e espectrofotometria
permitem a avaliacdo do fitoterdpico, contribuindo para a garantia da constincia de sua
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composi¢do e, conseqiientemente, da eficicia e seguranca de sua utilizagdo, pois sdo capazes de
avaliar o teor de substancias ativas e o perfil qualitativo dos constituintes quimicos de interesse,
presentes na matéria-prima vegetal e no produto final, bem como a pureza do material
empregado (SONAGLIO et al., 2003).

Dessa forma, a pesquisa fitoquimica é essencial para o estabelecimento de metodologias e
pardmetros de qualidade, uma vez que esta tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos
de espécies vegetais (FALKENBERG; DOS SANTOS; SIMOES, 2003). Contudo, a composi¢io
quimica das plantas estd estritamente conectada as flutuagdes fisiologicas e ambientais, o que
torna muito dificil a realizacdo de prognésticos sobre a variabilidade metabdlica do vegetal
(GOTTLIEB; BORIN, 2003). Plantas medicinais tendem a possuir um conteido varidvel de
compostos quimicos, incluindo aqueles responsaveis por suas atividades bioldgicas. Uma mesma
espécie crescendo em diferentes dreas ou em anos com padrdes climdticos diferentes tende a
possuir um perfil quantitativo de um mesmo composto diferente (GYLLENHALL et al., 2000).
Para uma terapia racional, a padronizacdo de extratos torna-se possivel através do conhecimento
das substancias ativas da planta (WAGNER, 1993). Contudo, em algumas espécies medicinais a
identidade da substancia ativa é desconhecida; nestes casos um composto deve ser usado como
um marcador unico da espécie, possibilitando a padronizacdo do extrato vegetal
(GYLLENHALL et al., 2000). A escolha da espécie de planta para isolamento de compostos
bioativos deve basear-se na etnobotanica, ecologia quimica e anatomia da planta (WATERMAN,
1990; ROBARDS, 2003).

Para a presente dissertacdo propusemos o estudo da espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Br.,
ja que para esta espécie é atribuida uma ampla variedade de propriedades e, em estudos
anteriores detectou-se atividade depressora do Sistema Nervoso Central, sem que se tenha a

elucidacdo de seus compostos majoritarios.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa € aprofundar o estudo fitoquimico e farmacoldgico da espécie

Lippia alba (Mill.) N. E. Br.

2.1. Objetivos especificos

Isolar os constituintes quimicos majoritdrios da fragdo n-butandlica;

Identificar os constituintes quimicos isolados;

wobpo=

Avaliar a acdo hipno-sedativa da fracdo n-butandlica;
4. Fazer um acompanhamento sazonal da espécie, verificando a influéncia da época

de coleta sobre o perfil qualitativo dos constituintes quimicos presentes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Lippia alba (Mill.) N. E. Br.

L. alba (Figura 1) € conhecida popularmente como erva cidreira, melissa, sdlvia, entre outras
sinonimias. Freqiientemente estes nomes também sdo atribuidos a outras espécies medicinais

(PIO CORREA, 1969; CORREA, 1992; MENTZ; BORDIGNON, 2003).

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae, subfamilia Verbenoidae, muito freqiiente
na natureza e com vdrias espécies de uso medicinal, sendo que L. alba é uma das espécies mais
estudadas (RIMPLER; SAUERBIER, 1986; CORREA, 1992; SOUZA BRITO; SOUZA BRITO,
1993; PASCUAL et al., 2001).

Este género geralmente apresenta um perfil constante de composi¢do quimica, atividades
farmacoldgicas e usos tradicionais. Geralmente, sdo utilizadas as folhas ou partes aéreas com
flores, comumente preparadas por infusdo ou decoc¢@o, administradas por via oral (CORREA,

1992; PASCUAL et al., 2001).

Para a espécie L. alba sdo utilizadas diversas sinonimias em publica¢des cientificas
(SOARES; FARIAS; SONAGLIO, 2000; PASCUAL et al., 2001; SOARES, 2001). Corréa
(1992) considera vélido o bindmio L. alba, apontando L. germinata como sinonimia para a
espécie; contudo, a correlacdo destas espécies € discutivel, ji que alguns autores consideram
tratar-se de espécies diferentes (ZAMORA MARTINEZ; NIETO PASCUAL, 1992; PASCUAL
et al., 2001).

A espécie L. alba é originaria da América do Sul; aparece principalmente nas regides
tropicais e subtropicais. No Brasil, € encontrada em todas as regides (CACERES et al., 1991;
CORREA, 1992; HEINRICH; RIMPLER; BARRERA, 1992; GOMES et al., 1993). Devido a
ampla distribui¢do geogréfica da planta, ndo apenas sua nomenclatura popular tende a variar,
como também as propriedades a ela atribuidas, influenciadas, dentre outros fatores, por culturas

locais (SOARES, 2001).

Em decorréncia de sua vasta utilizagdo, esta planta foi incluida no Projeto de Fitoterapia do
SUS-PR (GOMES et al., 1993). Em um levantamento sobre plantas medicinais usadas na
comunidade da Costa da Lagoa, foi a espécie mais citada (CORDOVA; DEMETRIO, 1994), o
mesmo ocorrendo na comunidade do Ribeirdo da Ilha (PAGLIARINI, 1995), ambas no
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municipio de Floriandpolis, SC. Em diferentes regides brasileiras, é a planta mais citada como
sedativa/ tranqiiilizante (KLUEGER et al., 1997). E uma das plantas mais utilizadas como
medicinal na regido sul do Brasil, por diferentes populagcdes (MARQUESINI, 1995;
VENDRUSCOLO, 2004).

FIGURA 1: Lippia alba (Mill.) N. E. Br.

3.1.1. Usos Populares

Espécies do género Lippia sao comumente empregadas no tratamento de doencas
respiratdrias, segundo alguns autores, devido ao fato de serem ricas em 6leo volatil (SOUZA

BRITO; SOUZA BRITO, 1993; PASCUAL et al., 2001).
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L. alba é utilizada como sucedanea da Melissa officinalis L. e da Salvia officinalis L., por
tratar-se de uma planta com agdes antiespasmédica, estomaquica e emenagoga (PIO CORREA,

1969; CORREA, 1992).

Na América do Sul e Central, Africa Tropical e em alguns paises europeus, a espécie é
empregada por infusdo e decocgdo no tratamento de problemas gastrointestinais (AGRA;
BARBOSA FILHO, 1990; VALE et al., 1999; PASCUAL et al., 2001), preconizada contra
gastrite  (ZAMORA MARTINEZ; NIETO DE PASCUAL, 1992) e como carminativa
(HEINRICH; RIMPLER; BARRERA, 1992). No Brasil e na Guatemala, é aplicada
externamente no tratamento de doencas cutineas, queimaduras, ferimentos e dlceras (GIRON et
al., 1991). Estudos etnobotidnicos citam ainda o uso de L. alba no tratamento da sifilis
(ZAMORA MARTINEZ; NIETO DE PASCUAL, 1992). E utilizada ainda, sob a forma de ch,
como analgésico, antipirético e antiinflamatério (HUTCHINGS; VAN STADEN, 1994; VALE
et al., 1999), como cha antiespasmddico (HUTCHINGS; VAN STADEN, 1994; KLUEGER et
al., 1997) e, como tranquilizante (VALE et al., 1999) e sedativa (KLUEGER et al., 1997).

Segundo Pascual e colaboradores (2001), os usos populares da espécie devem ser melhor
investigados do ponto de vista cientifico, uma vez que sdo muitas as propriedades atribuidas, e
poucos os estudos sobre isolamento e identificacdo de constituintes e de suas atividades
farmacoldgicas. Em relacdo ao uso popular, até o momento, ndo foram encontradas referéncias

que comprovem sua utiliza¢do segura para quaisquer das indicagdes populares.

3.1.2. Estudos Farmacolégicos

Apesar do amplo emprego terapéutico das espécies do género Lippia, poucos estudos

farmacoldgicos t€m sido relatados (PASCUAL et al., 2001).

Para a espécie L. alba, foram desenvolvidos alguns estudos farmacoldgicos no intuito de
elucidar suas atividades bioldgicas, empregando-se diferentes modelos experimentais. Contudo,
a grande maioria dos trabalhos foi apresentado em congressos e publicado na forma de resumos,

o que algumas vezes, pode comprometer a avaliacdo da metodologia utilizada.

Alguns autores sugerem que diferentes quimiotipos do 6leo volatil da espécie — OE 1, com
predominancia de carvona e limoneno e OE II, constituido sobretudo de neral e geranial -

apresentam atividade anticonvulsivante, quando testados em camundongos fémeas (25 g) por via
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oral, ambos aumentando a laté€ncia de convulsdo dos animais, no modelo de pilocarpina (600

mg/Kg, i.p.) (VALE; VIANA; MATOS, 1996).

A atividade anticonvulsivante foi sugerida ainda para a solug@o extrativa hidroalcodlica a 80
%, na dose de 400 mg/Kg, bem como para a fracdo n-butandlica, nas doses de 50 e 100 mg/Kg,
pois reduziram o tempo de duracdo e o nimero de convulsdes dos animais, no modelo de
convulsdo induzida por pentilenotetrazol (80 mg/Kg, i.p.) (CARDOSO et al., 2000). Cemin e
colaboradores (2001), dando continuidade a este ultimo estudo, testaram em camundongos
fémeas, por via oral, o sobrenadante originado a partir da fragdo n-butandlica; nas doses de 0,05
e 0,1 mg/ml foi capaz de aumentar a laténcia das convulsdes em 30 e 115 %, respectivamente,
ambas no tempo de 1 h apds o teste (no mesmo modelo do estudo anterior), sugerindo atividade

anticonvulsivante também para esta preparacao.

Klueger e colaboradores (1996) sugerem que o infuso apresenta efeitos miorrelaxante e
sedativo, quando administrado a camundongos fémeas (30 g) na dose de 30 mg/Kg, por via
intraperitoneal. O infuso teve a capacidade de reduzir a ambulagdo dos animais e todos os
pardmetros avaliados no labirinto em cruz elevado; também teve a capacidade de aumentar o
numero de quedas e reduzir o tempo de permanéncia na barra giratdria no teste de rota-rod. Além
disso, diminuiu a laténcia para inducéo e aumentou a duragio do sono induzido por pentobarbital

sodico.

Silva e Farias (1997), assim como Klueger e colaboradores (1996) utilizando as fracdes
aquosa e n-butanoélica da espécie, sugeriram que ambas fra¢des apresentam atividade depressora
inespecifica sobre o SNC, pois diminuiram a atividade locomotora, causaram potencializa¢do do

sono induzido por barbitiricos e reduziram a temperatura colonica dos animais testados.

Um estudo realizado por Santos e colaboradores (1998) verificou que o extrato
hidroalcodlico a 80 % induzia hipotermia, quando testado em camundongos machos, por via
oral, na dose de 200 mg/Kg, o que também j4 havia sido previamente observado por Klueger e

colaboradores (1996).

Para a fragdo n-butandlica, obtida a partir de extratos hidroetandlicos com 80 % de teor
alcodlico, foi sugerida ainda, atividade antiviral in vitro, uma vez que foi capaz de inibir a

replicagdo do HSV-1 na cepa resistente ao aciclovir (BETTEGA et al., 2000).
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Partindo-se para os estudos publicados na forma de artigo, hd aqueles que constatam alguns
dos efeitos farmacoldgicos do 6leo volétil; outros descrevem diferentes atividades de compostos

fixos da espécie.

Vale e colaboradores (1999) descrevem os efeitos ansiolitico e sedativo de trés quimiotipos
de L. alba: OE 1, sobretudo constituido de citral, B-mirceno e limoneno; OE II, sobretudo com
citral e limoneno; OE III, predominantemente com carvona e limoneno. Os trés aumentaram o
numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos; além disso, reduziram a
temperatura retal dos animais testados, nas doses de 100 e 200 mg/Kg, por via intraperitoneal.
No teste de rota-rod, o OE II, administrado pela mesma via, na dose de 200 mg/Kg, reduziu o

tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria, demonstrando ainda efeito miorrelaxante.

Viana e colaboradores (2000) demonstram que os mesmos quimiotipos (OE I, OE II e OE
IIl) apresentam ainda atividade anticonvulsivante, quando administrados em camundongos
fémeas (25 g) por via intraperitoneal. Todos os quimiotipos testados produziram um aumento na
laténcia de convulsdo, em relacdo aos animais controle, no modelo de convulsdo induzida por
pentilenotetrazol (OE II nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg; OE I nas duas dltimas doses e OE
IIT apenas na maior dose testada). Neste mesmo estudo, tratando-se os animais com os principais
constituintes quimicos isolados dos quimiotipos — citral, f-mirceno e limoneno — foi mantido o
aumento na laténcia de convuls@o dos animais, quando testados por via intraperitoneal, nas doses
de 100 e 200 mg/Kg. Contudo, testando-se os mesmos compostos por via oral, o efeito foi

observado apenas aplicando-se a dose de 400 mg/Kg.

Em outro estudo, realizado por Do Vale e colaboradores (2002), foi demonstrado que os
mesmos constituintes predominantes nos quimiotipos, apresentam ainda, efeito sedativo. Citral e
B-mirceno, nas doses de 100 e 200 mg/Kg, além do limoneno, na dose de 200 mg/Kg,
potencializaram o tempo de sono barbitirico dos animais, quando administrados por via

intraperitoneal.

Para o 6leo volatil ja foi demonstrada também, in vitro, atividade antioxidante similar ao o-

tocoferol (STASHENKO; JARAMILLO; MARTfNEZ, 2004).

Existem estudos que visam comprovar se os efeitos de L. alba sobre o SNC sdo mesmo
relacionados a seus compostos volateis. Soares (2001) salienta que, para o estabelecimento de
propriedades mais consistentes a espécie, sdo necessdrias publicagdes sobre outras classes de

constituintes.
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Um estudo realizado por Klueger e colaboradores (1997) demonstrou que o infuso e a fragdo
n-butanélica, administrados por via intraperitoneal em camundongos machos (30 g) na dose de
300 mg/Kg, apresentam efeito depressor. Ambas preparagdes reduziram a atividade locomotora
dos animais, avaliada em caixas de movimentacio com células fotoelétricas, 1 h apds o
tratamento; contudo, o mesmo ndo ocorreu quando as mesmas preparacdes foram administradas
por via oral, nas mesmas doses e tempo anteriores. No mesmo estudo, sendo avaliada a
potencializacdo do sono induzido por pentobarbital, o infuso (na dose de 300 mg/Kg, por via
oral), apresentou ainda efeito sedativo, uma vez que aumentou a duracio do sono dos animais; o
mesmo tratamento por via intraperitoneal ndo apenas aumentou a duragdo do sono induzido,

como ainda reduziu a laténcia.

Soares (2001) constatou que o extrato hidroalcodlico a 80 % de teor alcodlico, sua fracdo n-
butandlica e subfracdes originadas desta (precipitado e sobrenadante), apresentam atividade
anticonvulsivante, quando administradas por via oral, no modelo de convulsdo induzida por
pentilenotetrazol. Utilizando camundongos fémeas (30 g), o extrato hidroalcodlico a 80 %
aumentou significativamente o tempo de laténcia no teste da convulsio, na dose de 400 mg/Kg; a
fracdo n-butandlica reduziu tanto o tempo quanto o nimero de convulsdes dos animais, nas doses
de 50 e 100 mg/Kg, o mesmo ocorrendo com as subfra¢des precipitado e sobrenadante, nas doses

de 10 e 20 mg/Kg, respectivamente.

Além disso, o mesmo estudo realizado por Soares (2001), avaliando a atividade
antimicrobiana do mesmo extrato hidroalcodlico e de suas diferentes fracdes, constatou que os
constituintes mais polares, presentes nas fragdes n-butandlica, acetato de etila e no extrato
hidroalcodlico inibem o crescimento bacteriano mais eficientemente do que as demais fracdes.
Isso foi demonstrado utilizando-se cepas de S. aureus, em solucdo fisioldgica; as tré€s
preparagdes apresentaram os maiores halos de inibi¢do de crescimento do microorganismo, em

comparagdo com as demais fragdes.

De acordo com Zétola e colaboradores (2002), o extrato hidroalcodlico a 80 % de teor
alcodlico apresenta ainda, atividades sedativa e miorrelaxante. Tais a¢des foram constatadas em
camundongos machos (35 g) tratados por via oral com uma dose de 200 mg/Kg do extrato. Esta
preparagdo reduziu a laténcia e aumentou a duragdo do sono induzido por pentobarbital sédico;
além disso, aumentou o nimero de quedas e reduziu o tempo dos animais na barra giratdria, no
teste de rota-rod, quando comparada ao grupo controle. O mesmo estudo constatou ainda que

esta preparagdo apresenta viabilidade tecnoldgica quando nebulizado e acrescido do excipiente
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diéxido de silicio coloidal, pois mantém a propriedade sedativa. A atividade anticonvulsivante,
bem como a alteracdo da temperatura corporal dos animais ndo foram confirmadas para a mesma

preparagdo, neste mesmo estudo.

Dessa forma, os trabalhos desenvolvidos até o momento ndo elucidam completamente os
efeitos de L. alba sobre o SNC, pois embora existam evidéncias de algumas atividades, como
sedativa e anticonvulsivante, faltam trabalhos que identifiquem as fracdes biologicamente ativas
e que elucidem quais fragdes e constituintes ativos da planta sdo responsaveis pelos efeitos

centrais e quais sdo os sistemas envolvidos com seu mecanismo de agao.

Ainda em relacdo as atividades bioldgicas de extratos e/ou fracdes polares da espécie, a
literatura demonstra, in vitro: sua atividade antioxidante, protegendo o DNA contra stress
oxidativo (RAMOS et al., 2003); sua atividade antimicrobiana, demonstrada contra bactérias
gram positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae € Streptococcus pyogenes),
responséveis por infeccdes respiratérias (CACERES et al., 1991; SOARES, 2001). Um estudo
mais recente sobre atividade antimicrobiana, testando-se extratos hidroalcodlicos a 90 % de teor
alcodlico ndo confirmam a atividade antimicrobiana, mas demonstra que o mesmo extrato

apresenta atividade antifiingica moderada contra C. Krusei (HOLETZ et al., 2002).

Testes in vivo demonstram que no aparelho digestivo, a infusdo da planta previne ulceragcdo
géstrica induzida por indometacina, apresentando potente atividade antiulcerogénica (PASCUAL

et al., 2001b), além de reducdo do tonus intestinal (KLUEGER et al., 1997).

3.1.3. Estudos Tecnologicos

Conforme Soares (2001), trabalhos a respeito de desenvolvimento tecnoldgico sobre a

espécie L. alba sdo basicamente sobre a influéncia de certos fatores no processo de extragao.

Estudos demonstram que o teor alcodlico da solug@o extrativa é um dos fatores que maior
influéncia exerce sobre respostas avaliadas. Verificando o teor de flavondides totais em
diferentes niveis de teor alcodlico, estudos constatam que o teor alcodlico e o teor de flavondides
totais sdo diretamente proporcionais (BETTEGA et al., 1998; SANTOS et al., 1998; SOARES et
al., 1998; ZETOLA et al., 2002). Estudos avaliando ag¢des farmacoldgicas no SNC de extratos
hidroalcodlicos de L. alba verificaram que a atividade depressora central destes extratos é

proporcional ao teor alcodlico da solucao extrativa, levando os autores a apontar os flavondides
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presentes em extratos hidroalcodlicos como provaveis responsaveis pela atividade (ZETOLA et
al., 2002), também sugerido em estudos preliminares (SANTOS et al., 1998; CARDOSO et al.,
2000).

Campestrini, Soares e Sonaglio (2000) sugerem que solu¢des extrativas de L. alba de elevado
teor alcodlico sdo, portanto, as mais eficientes do ponto de vista tecnoldgico. Ainda em relacio
aos estudos tecnoldgicos realizados com a espécie, Zétola e colaboradores (2002) constatam a
viabilidade tecnoldgica de extratos nebulizados de L. alba, obtidos de extratos hidroetandlicos de

teor alcodlico 80 %, demonstrando sua atividade sedativa.

3.14. Constituintes Quimicos e Estudos Fitoquimicos

Ha poucos estudos publicados em relagdo a composicdo quimica das espécies do gé€nero
Lippia. A composicdo do 6leo volatil deste gé€nero € o que tem sido melhor investigado; os

compostos fendlicos tém sido menos estudados (PASCUAL et al., 2001).

Rimpler e Sauerbier (1986) propuseram o uso de iridéides glicosilados do tipo geniposideo
como marcadores taxondomicos do género Lippia, posteriormente verificados na espécie L. alba

por Heinrich, Rimpler e Barrera (1992).

Estudos sobre o género mostram uma predomindncia de constituintes do dleo volatil e
compostos flavonoidicos (MACAMBIRA et al., 1986; TOMAS BARBERAN: HARBORNE;
SELF, 1987). O género Lippia apresenta ainda uma variedade de derivados do 4cido cafeico;
segundo a revisdo bibliografica realizada no presente estudo, um destes derivados, o
verbascosideo (ou acteosideo), ja foi identificado em L. dulcis Trevir., L. multiflora Moldenke e

em L. triphylla L. Her. (PASCUAL et al., 2001).

L. alba possui 6leo volitil em teor varidvel (GOMES et al., 1993; VALE et al., 1999;
PASCUAL et al., 2001; STANI et al., 2002), sendo que os componentes observados neste dleo
em maior frequéncia sdo os monoterpenos (GOMES et al., 1993; VALE et al., 1999; PASCUAL
et al., 2001). Dentre estes constituintes, alguns autores destacam a predominancia de limoneno,
carvona e/ ou citral (CORREA, 1992; VALE et al.,, 1999; STASHENKO; JARAMILLO;
MARTfNEZ, 2004); outros autores consideram como predominantes no dleo volatil, d-terpineno
(GOMES et al., 1993). Também existem estudos que classificam os constituintes do 6leo volatil

em quimiotipos, dentre eles: citral, f-mirceno e limoneno (OE I); citral e limoneno (OE II);
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carvona e limoneno (OE III) (MATOS et al., 1996; VALE et al., 1999; PASCUAL et al., 2001;
DO VALE et al., 2002; SIANI et al., 2002).

Serafini e colaboradores (2002) e Siani e colaboradores (2002) consideram que o
componente majoritirio do d6leo volatil da espécie € o linalol (apesar dos primeiros autores
salientarem que a composi¢do quimica do 6leo da espécie varia, dependendo da origem do
material vegetal, do estidgio de desenvolvimento da planta e da parte utilizada para destilagio do
6leo). Castro, Ming e Marques (2002), considerando a variacio sazonal sobre diferentes regides
do ramo, consideraram como principais constituintes do 6leo essencial o citral, mirceno e [3-
cariofileno, uma vez que mostraram-se dominantes, independentemente da época e regido do

ramo colhido, o que ndo ocorreu com 0s outros constituintes.

E importante salientar que algumas das modificacdes fitoquimicas da espécie podem ser
decorrentes de variacdes no local de coleta, na latitude e nas condi¢des do solo; além disso, L.
alba é sujeita a modificacdes morfoldgicas e anatdmicas, em fungdo do meio onde vive
(CORREA, 1992; GOMES et al., 1993). Sendo assim, a diversidade observada pode ser devido a
variabilidade da espécie ou devido a influéncia do ambiente sobre as plantas analisadas (MATOS

et al., 1996).

Em relagdo aos estudos de triagem fitoquimica com a espécie L. alba, foi detectada a
presenca de derivados triterpénicos e esterdides, usualmente detectados como saponinas (AGRA;
BARBOSA FILHO, 1990; CORREA, 1992; GOMES et al, 1993; HUTCHINGS; VAN
STADEN, 1994); gomas, mucilagens e taninos (CORREA, 1992), além de flavondides
(KLUEGER et al., 1997; FERREIRA et al., 2002).

Ferreira e colaboradores (2002) sugeriram que heterosideos flavonoidicos e derivados
fenilpropandides parecem ser as principais substincias encontradas em extratos aquoso e
hidroetanélico da espécie, ji4 que constataram a presenga destes constituintes em vdrias coletas

sazonais realizadas.

Em relag@o ao ciclo reprodutivo, alguns autores sugerem que a melhor época de coleta de
material para producdo de extratos vegetais € de junho a julho e de outubro a novembro, quando
ocorre, respectivamente, o melhor periodo de floragcdo e frutificacdo da espécie (REIS et al.,
2002). Ja para obtencdo de 6leo essencial, o melhor periodo de colheita da planta € de dezembro
a marco, quando a espécie apresenta maior teor de linalol (constituinte majoritario, segundo os

autores) e maior rendimento do éleo volatil (SERAFINI et al., 2002).
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3.2. Compostos fenolicos

Compostos fendlicos sdo estruturas com pelo menos um anel aromdtico e que t€ém pelo
menos um hidrogénio substituido por um grupamento hidroxila. Podem ser formados por duas
rotas metabdlicas: pela via do dcido chiquimico — a partir de carboidratos, onde obtém-se
compostos com grupos hidroxila em posi¢do orto, que se formam a partir do 4dcido cindmico — ou
pela via do acetato polimalato — a partir de acetil coenzima A e malonil coenzima A, que formam
compostos com hidroxilas em posicdo meta (ROBARDS, 2003; SIMOES et al., 2003). As
plantas apresentam uma grande diversidade em relagcdo ao ndmero, tipo e concentrag¢do de fendis

(GORINSTEIN et al., 2001).

Os polifendis formam um grupo complexo de moléculas presentes em plantas, com muitas
funcdes: inibicdo do desenvolvimento de patdgenos, protecdo contra radiacio UV e stress

oxidativo (SCALBERT et al., 2002; SIMOES et al., 2003).

Tratam-se de compostos altamente bioativos, sendo que sua bioatividade mais estudada € a
antioxidante (ROBARDS, 2003). Todos os polifendis sdo agentes redutores; seqiiestram radicais
livres, regeneram outros antioxidantes (como a vitamina E) e protegem constituintes celulares
contra danos oxidativos (SCALBERT et al., 2002). Sistemas arométicos condensados que
contém grupos fendlicos, fendis simples e estruturas com sistemas aroméaticos combinados com
cadeias laterais insaturadas (além de andlogos estruturais do dcido araquiddnico) sdo compostos
que, isolados ou presentes em extratos ou fragdes de plantas, demonstram ser os mais eficazes

como antiinflamatérios (WAGNER, 1993).

Em estudos fitoquimicos, para identificacdo de compostos fendlicos, utiliza-se, sobretudo,
métodos cromatograficos. Além disso, para sua completa caracterizacio e elucidacdo estrutural,
¢ necessario, muitas vezes, hidrélise da molécula com cromatografia subseqiiente, sobretudo

tratando-se de glicosideos fenélicos (ROBARDS, 2003).

Todos fendis possuem um forte sistema cromoéforo; sendo assim, seus espectros de ultra-
violeta fornecem informagdes estruturais que podem distinguir o tipo de fenol e seu padrdo de
oxidacdo (WOLFENDER; HOSTETTMANN, 1993). Para andlise estrutural de compostos
fendlicos, alia-se técnicas cromatograficas com espectroscopicas (HOSTETTMANN et al., 1995;

GARO et al., 1998).
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3.2.1. Fenilpropandides — Verbascosideo

Compostos fenilpropandides sdo derivados do dcido cindmico que, através de diferentes
acdes enzimdticas, podem originar diferentes derivados hidroxicindmicos: dcido p-cumdrico,
4cido fertlico, 4cido sindpico e dcido cafeico. Esta subdivisdo em grupos ocorre de acordo com a
ligacdo alcodlica, ja que estes dcidos fendlicos ocorrem mais comumente na forma de éster.
Todos estes acidos servem como intermedidrios biossintéticos em dicotiledOneas; dentre eles, o
acido cafeico € o intermediario mais comum (MOLGAARD; RAVN, 1988; DOUGLAS, 1996;
SIMOES et al., 2003). O 4cido cafeico origina uma variedade de compostos j4 identificados no

género Lippia, como o verbascosideo ou acteosideo (DOUGLAS, 1996; PASCUAL et al., 2001).

Atualmente, o verbascosideo é conhecido em algumas familias de angiospermas, dentre elas
a familia Verbenaceae. Foi originalmente isolado da espécie Verbascum sinuatum; dentre as
espécies do género Lippia, ja foi isolado de L. dulcis Trevir., L. multiflora Moldenke e L.
triphylla (L. Her.) Kuntze. Trata-se do mais comum dos ésteres de dissacarideo e, por ser um
derivado do 4cido cafeico, serve como marcador taxondmico de dicotiledoneas (embora
glicosideos fenilpropandides ocorram comumente entre dicotiledoneas, os que ocorrem como di
e trissacarideos estdo restritos as ordens sem pétalas) (MOLGAARD; RAVN, 1988; JIMENEZ;
RIGUERA, 1994; PASCUAL et al., 2001).

Em plantas, derivados do &cido cafeico caracterizam-se por sua atividade protetora contra
herbivoros e patégenos; sua biossintese € induzida por agentes agressores. Além disso, o
verbascosideo pode originar uma variedade de derivados, através de alteracdes no tipo ou
posicdo de agucares (MOLGAARD; RAVN, 1988; SCOGIN, 1992; JIMENEZ; RIGUERA,
1994; PASCUAL et al., 2001).

Diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas sdo atribuidas ao verbascosideo. Por se tratar
de um composto fendlico, é eficaz no seqiiestro de anion superéxido ou radical hidroxila
(ZHOU; ZHENG, 1991; OZGOVA; HERMANEK; GUT, 2003; LEE et al., 2004). Além disso,
por tratar-se de um glicosideo fenilpropandide com dois grupos orto-dihidroxila em anel
fendlico, tem atividade antioxidante bastante significativa, sendo capaz de reagir rapidamente
contra radicais livres. Dentre estes radicais, o 6xido nitrico (ZHENG et al., 1993; RICE EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996; WANG et al., 1996; XIONG et al., 2000).

Devido (dentre outros fatores) a sua capacidade antioxidante apresenta, in vivo, efeito

hepatoprotetor dose-dependente; tem a capacidade de bloquear tanto a bioativacdo de sistemas
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envolvidos com hepatotoxicidade quanto a indugdo de apoptose hepdtica mediada por TNF-a
(XIONG et al., 1999; XIONG et al., 2000; LEE et al., 2004). Apresenta efeito antiproliferativo in
vitro, devido (também dentre outros fatores), a inibi¢do da proteina quinase C (HERBERT et al.,

1991; MAHATO et al., 1994; OHNO et al., 2002).

O verbascosideo demonstra atividade antiinflamatéria in vivo, através da inibi¢do de
histamina e bradicinina, ou ainda, através do seqiiestro de 6xido nitrico (SCHAPOVAL et al.,
1998; XIONG et al., 2000). E capaz de inibir enzimas da cascata do acido araquidonico,
interferindo na atividade da tromboxano sintase; reduz a geracdo de 6xido nitrico e de TNF- o, e

apresenta seletividade para inibicdo de COX-2 (DIAZ et al., 2004).

Testes em coragdo isolado de rato demonstram que o verbascosideo é um agente
cardiotdnico, capaz de estimular a formacgdo intracelular de AMPc, aumentando niveis de
prostaciclina e ocasionando aumento significativo de cronotropismo, inotropismo e ritmo de
perfusdo corondria (PENNACCHIO et al., 1995; PENNACCHIO et al., 1996a; PENNACCHIO
et al., 1996b; PENNACCHIO et al., 1999). Outros autores afirmam, com base em um screening
farmacoldgico, que hd indica¢des de efeito anti-hipertensivo (ANDARY et al., 1982).

No SNC, através do mesmo screening realizado por Andary e colaboradores (1982), foi
demonstrado que o verbascosideo atua como agonista na atividade anti-tremor de L-DOPA e

apresenta atividade antinociceptiva.

A literatura relata ainda, que 0 mesmo composto apresenta atividade antimicrobiana in vitro,
destacando-se atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, agindo
como bacteriostitico ou como bactericida, dependendo da dose e do tempo; o mecanismo de
acdo envolvido € a inibi¢@o da sintese protéica, via obstrucdo de absor¢do de leucina (PARDO et

al., 1993; AVILA et al., 1999).
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3.3. Saponinas — Acido oleandlico

Saponinas s@o glicosideos de terpendides e dlcoois esteréides. Podem ser quimicamente
categorizadas como uma aglicona ligada a uma ou mais cadeias de acicar (MAHATO;
SARKAR; PODDAR, 1988; SIMOES et al., 2003). As mais comumente encontradas na natureza
possuem 30 dtomos de carbonos e nicleo triterpénico. Existem em torno de 200 esqueletos de
triterpenos diferentes, derivados de fontes naturais (SIMOES et al., 2003; XU; FAZIO;
MATSUDA, 2004). Podem originar-se da ciclizacdo do esqualeno, oxidosqualeno e bis-
oxidosqualeno, sendo que as plantas angiospermas caracterizam-se pela presenca de diversos
triterpendides formados pela ciclizagdo do oxidosqualeno. Este, ap6s ciclizado, gera produtos de
distribuicdo filogenética diferente; cicliza para intermedidrios-chave na biossintese de

componentes de membrana celular (XU; FAZIO; MATSUDA, 2004).

Triterpenos e derivados esteroidicos, usualmente identificados como saponinas, t€m sido

relatados na espécie Lippia alba (PASCUAL et al., 2001).

O dcido oleandlico (dcido 3B-hidroxiolea-12-en-28-6ico) trata-se de um triterpendide que
ocorre comumente em plantas, na forma de dcido livre ou aglicona de saponina triterpénica

(MAHATO; SARKAR; PODDAR, 1988).

Este composto ja foi isolado de mais de 120 espécies de plantas e muitas propriedades
farmacoldgicas t€m sido a ele atribuidas (WANG; JIANG, 1992; LIU, 1995). Mostra-se um
eficiente composto hepatoprotetor, desde pesquisas realizadas em 1975; de acordo com Liu
(1995), é um composto que tem a capacidade de proteger o figado contra danos quimicamente
induzidos em ratos. H4 diversos mecanismos envolvidos no seu efeito hepatoprotetor; em
culturas de hepatdcitos de camundongos, o composto foi capaz de reduzir a citotoxicidade
produzida por CCls e D- galactosamina, relacionada a inibi¢do da peroxidacao lipidica (HIKINO
et al.,, 1984). Contudo, o mecanismo de hepatoprotecdo do 4dcido oleandlico ainda ndo estd

completamente elucidado (LIU, 1995).

Ainda no figado, inibe competitivamente a atividade de enzimas do citocromo Pjs,
relacionadas a metabolizacdo de farmacos. Sendo assim, a administracdo concomitante de 4cido
oleandlico com farmacos metabolizados por isoformas deste sistema, é capaz de resultar em

interacdes medicamentosas (KIM et al., 2004).

O efeito antiinflamatdrio € uma propriedade comum a maioria dos triterpendides; contudo,

tanto o 4cido oleandlico, quanto o seu isomero, o 4cido ursélico, sdo os mais notdveis dentre
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estes compostos, em relagdo a esta atividade (MAHATO; SARKAR; PODDAR, 1988; LIU,
1995). Desde 1960 seus efeitos antiinflamatérios sd@o conhecidos. Ele inibe edema de pata
produzido em ratos por 12-o-tetradecanoilforbol acetato (TPA), demonstrando atividade
antiinflamatdria por via tépica (LIU, 1995; NADINIC et al., 1999). Os mecanismos envolvidos
nesse efeito sdo atribuidos, dentre outros mecanismos, a inibicdo da histamina liberada de
mastocitos (TSURUGA; EBIZUKA; SANKAWA, 1991), ou ainda, a inibicdo da atividade da
lipoxigenase e ciclooxigenase (SIMON et al., 1992), que reduz alguns fatores inflamatérios da

cascata do acido araquidonico.

Tanto a iniciagdo quanto a promog¢do tumoral sio inibidas pelo dcido oleandlico em diversos
estagios (LIU, 1995). Os mecanismos desta supressdo sdo desconhecidos; contudo, ja foi
demonstrado que este triterpendide é capaz de inibir promotores tumorais, como o 12-o-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em pele de ratos (OGURO et al., 1998). O uso de 4cido
oleandlico tem sido recomendado na terapia do cincer de pele no Japdo (MUTO; NINOMIYA;
FUJIKI, 1990).

Preparacdes cosméticas contendo dcido oleandlico sdo patenteadas no Japao na prevengdo de
cancer de pele, para uso topico (ISHIDA et al.,, 1990). Entretanto, segundo Liu (1995), sdo
necessdrias pesquisas mais aprofundadas para desenvolver-se uma quimioterapia anticancer

utilizando acido oleandlico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes, solventes e solucoes

Acetato de etila P. A. (Nuclear)

Acetato de s6dio (Reagen)

Acetonitrila H. P. L. C. (Nuclear)

Acido acético glacial P. A. (Sinth)

Acido cloridrico concentrado P. A. (Prolab)
Acido férmico P. A. (Reagen)

Acido fosférico concentrado P. A. (Biotec)
Acido sulfirico concentrado P. A. (Cinética Quimica®)
Acido 3,5-dinitrobenzéico (Sigma)

Agua destilada

Alcool etilico 92,8° INPM (Coperalcool®)
Alcool etilico P. A. (Nuclear)

Alcool isopropilico P. A. (Nuclear)

Alcool metilico P. A. (Nuclear)

Alcool n-butilico P. A. (Nuclear)

Anidrido acético (Cinética Qul’mica®)
Anisaldeido (Merck®)

Diclorometano P. A. (Nuclear)

Eter de petréleo P. A. (Nuclear)

Hidréxido de amonio P. A. (Merck®)
Solugéo de cloreto férrico 2,5 %

Solugdo de gelatina a 2,5 %

Tolueno P. A. (Reagen)

Vanilina (Nuclear)

4.2. Materiais para cromatografia e equipamentos

Adsorventes em gel de silica para colunas cromatogrificas (6 = 0,05 - 0,20 mm; 0,04 —

0,063 mm; 0,063 — 0,20 mm)(MERCK®)
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Aparelho de CLAE (CLASS-VP 5.02 Shimadzu®) com microcomputador Megaware
acoplado

Balanca analitica (Sartorius)

Baldes de fundo redondo e conico

Banho de dgua (Quimis®)

Banho de ultra-som (Metasom-14)

Cépsulas de porcelana

Colunas cromatograficas de vidro (8 = 2,0 cm x 20 cm; 2,0 cm x 40 cm; 3,5 cm x 48 cm)
Coluna prep-ODS (Shimadzu®)

Cubas cromatogréaficas de vidro

Dessecador de vidro 160 mm (Vidrolabor)

Espectrofotometro UV/VIS Lambda 10 (Perkin-Elmer®)

Estufa Termostatizada (De Leo)

Evaporador rotatério (Quimis®)

Fragmentos de magnésio

Frascos de vidro

Lampada UV 254/365 nm (Camag)

Pedras de porcelana

Péra de separacdo

Pesa-filtros

Pistola de aquecimento (Hotstrip™)

Placas cromatogréficas de gel de silica 60 F,s4 sobre folha de aluminio 20 x 20 cm
(Merck®)

Tubos de ensaio
4.3. Coleta e preparacao do material vegetal utilizado para isolamento
de substancias

Como matéria-prima vegetal foram utilizadas folhas de Lippia alba (Mill.) N. E. Br.
proveniente de cultivo (Figura 2), coletada em Cacupé, em Floriandpolis, Santa Catarina, em 05

de abril de 2003. Foram coletados ramos com folhas e flores. A amostra para exsicata foi
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depositada no Herbdrio da Universidade Federal de Santa Catarina e encontra-se sob o c6digo

alfanumérico FLOR 31267.

FIGURA 2: Cultivo de L. alba (Mill.) N. E. Br.

4.3.1. Secagem e moagem

O material fresco foi seco em estufa de ar circulante, a temperatura inferior a 50 °C, ao
abrigo da luz, por 5 dias. Concluido o processo de secagem, as folhas foram separadas dos ramos
e flores. As folhas foram selecionadas, retirando-se as danificadas; depois foram moidas em

moinho de facas e entdo pesadas.

Obteve-se 840 g de droga moida e esta quantidade foi utilizada na preparagao da solucdo

extrativa.

4.3.2. Caracterizacao do material vegetal

4.3.1.1.  Determinacdo da perda por dessecacdo (F.B. IV)

Em pesa-filtros previamente tarados, pesou-se exatamente cerca de 1 g da droga,

colocou-se em estufa a 100-105 °C por 2 horas, deixou-se esfriar em dessecador e pesou-se a
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seguir. Os pesa-filtros foram recolocados em estufa por mais 30 min, e este procedimento foi
repetido até peso constante, ou seja, até que a diferenga entre duas pesagens sucessivas nao

excedesse 0,5 mg. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.3.1.2.  Andlise fitoquimica preliminar do extrato bruto e das fracdes obtidas por
particdo

Os ensaios de caracterizagdo dos grupos de constituintes vegetais foram realizados
segundo Dominguez (1973), Marini-Bettolo (1980), Costa (1986) e Farmacopéia Brasileira
(1988):

Reagdo com cloreto férrico — caracterizacdo de compostos polifendlicos: 1 ml do extrato
bruto e de cada uma das 5 fragdes foram transferidos para tubos de ensaio, sendo adicionadas 2

gotas de solucdo de cloreto férrico 2,5 %, verificando-se o desenvolvimento de coloracgdo;

Reacdo de cianidina ou de Shinoda — caracterizac¢io de flavondides: 2 ml do extrato bruto
e de cada uma das 5 fracdes foram transferidos para cdpsulas de porcelana e aquecidos até a
secura, sem que houvesse carbonizacdo dos residuos. Estes residuos foram retomados em 1,5 ml
de metanol e vertidos para diferentes tubos de ensaio. Adicionou-se 2 — 3 fragmentos de

magnésio e 0,5 ml de HCI concentrado, observando-se a coloracao;

Reacdo de gelatina — caracterizacdo de taninos: 2 ml do extrato bruto e de cada uma das 5
fragdes foram dissolvidos (ou suspensos) em dgua e adicionado de uma solugdo de gelatina a 2,5

% gota a gota, observando-se a formagao de precipitado;

Reacdo de Stiasny — diferenciacdo de taninos condensados e hidrolisdveis: 2 ml do
extrato bruto e de cada uma das 5 fracdes foram submetidos a refluxo por 30 min com 40 ml de
dgua e 5 ml do reativo de Stiasny (5 ml de HCI concentrado + 10 ml de formol, preparado no
momento do uso). Os taninos condensados originam um precipitado vermelho (flobafeno). Fez-
se a filtracdo do precipitado e ao filtrado adicionou-se acetato de s6dio em excesso e 2 gotas de

solugdo de cloreto férrico a 2,5 % observando-se o desenvolvimento de coloragdo;

Reacgdo de Borntranger — detec¢@o de antraquinonas: 2 ml do extrato bruto e de cada uma
das 5 fracdes foram colocados em baldo de fundo redondo de 100 ml, com 30 ml de HCI1 2N e 2
ml de solu¢do de cloreto férrico 2,5 %. Montados os baldes no sistema de refluxo, adicionou-se
pedras de porcelana e manteve-se cada um sob ebulicdo por 15 min. Apds esfriar, as solugdes

foram filtradas, desprezou-se os residuos sélidos e a fase aquosa de cada solucdo foi extraida
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com 10 ml de tolueno. Estes extratos foram concentrados em evaporador rotatério e entdo

vertidos para tubo de ensaio, sendo adicionados de 2 ml de solucdo de NH4OH a 50 %;

Reacdo de Liebermann-Burchard — caracterizagdo de nucleos triterpénicos e esteroidais:
2 ml do extrato bruto e de cada uma das 5 fragdes foram acrescidos, pelas paredes dos tubos de
ensaio, o reativo de Liebermann-Burchard (1 ml de anidrido acético e gotas de acido sulfirico

concentrado), observando-se o aparecimento de colorag@o apds 15 min de repouso;

Reacgdo de Salkowsky — deteccdo de esterdides: 2 ml do extrato bruto e de cada uma das
5 fragdes foram acrescidos, pelas paredes dos tubos de ensaio, 1 ml do reativo de Salkowsky

(4cido sulftrico concentrado), observando-se o aparecimento de coloraco;

Reacdo de Keller-Killiani — deteccio de desoxioses em extremidades livres de
heterosideos cardiotdnicos: 2 ml do extrato bruto e de cada uma das 5 fracdes foram acrescidos
de 0,5 ml do reativo de Keller-Killiani (1,5 ml de 4cido acético glacial e 1 gota de solucdo de
cloreto férrico 4dcida), sendo entdo vertidos para tubos de ensaio que ja continham 3 ml de dcido
sulfirico concentrado, sem mistura dos dois liquidos. Observou-se entdo a formacgdo de

coloragdo;

Reacdo de Kedde — caracterizagdo do anel lactonico pentagonal insaturado dos
cardenolideos: 2 ml do extrato bruto e de cada uma das 5 fragdes foram acrescidos de 1 ml de
etanol a 50 % e de 1 ml do reativo de Kedde (8 gotas de solucdo metandlica de acido 3,5-
dinitrobenzdico a 2 % e 2 gotas de solucdo metandlica de KOH 1N), observando-se o

aparecimento de coloragio;

Teste de formagdo de espuma — deteccdo de saponinas: 3 ml do extrato bruto e de cada
uma das 5 fragdes (apds eliminagdo do solvente em banho-maria), foram acrescidos de dgua e
colocados em tubos de ensaio, agitando-se vertical e fortemente os 6 tubos durante 1 min,

observando-se o aparecimento de coloragdo.

4.4. Isolamento dos constituintes da fracao n-butandlica

Dando continuidade aos estudos anteriores que demonstraram que a fracdo n-butandlica,
obtida a partir de solugdes extrativas de elevado teor alcodlico (80 %), apresentou atividade
anticonvulsivante (no modelo de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol) (SOARES, 2001) e
alteracdes na atividade locomotora (no modelo de campo aberto) (KLUEGER et al., 1997),

partiu-se desta fracdo para isolamento e identificacdo de substincias quimicas.
37



4.4.1. Preparacio da solucao extrativa

A solucgdo extrativa foi preparada pelo método de maceragdo, obedecendo a proporcdo
1:20 (farmacdgeno: liquido extrator). A mistura foi deixada em maceragdo por 4 dias, ao abrigo
da luz, sob agitacdo periddica. Entdo foi filtrada, o marco prensado e novamente filtrado,
obtendo-se entdo parte de solucdo extrativa. Submetendo o marco a remaceracdo nas mesmas

condi¢des, as solugdes extrativas obtidas foram entéo reunidas.

O liquido extrator utilizado no processo de maceragdo/ remaceracdo foi alcool etilico

comercial (92,8° INPM).

4.4.2. Fracionamento

A solugdo extrativa foi concentrada em evaporador rotatdrio até a completa eliminacio
do liquido extrator. Obteve-se 89,21 g de extrato concentrado (extrato bruto), que foi
ressuspenso em 2800 ml de dgua (com auxilio de ultrassom, por 25 min) e entdo submetido a
particio com solventes de polaridade crescente: éter de petréleo (EP), diclorometano (CH,Cly),
acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (n-BuOH). Foram utilizados 900 ml de cada solvente, sendo

realizadas 6 extracdes sucessivas com 150 ml cada, conforme o esquema mostrado na Figura 3.

Solucdo » | Residuo » [ Residuo >
eXtrativa | pp (6 x 150 ml) aquose 1 cy,Cl, (6x 150 ml) | 29UO8° AcOEt (6 x 150 ml)
| Fracao CH-Cl, | | Fracao AcOEt |
Residuo > Residuo
aquoso aquoso

n-BuOH (6 x 150 ml)

| Fracdo n-BuOH | | Fracao aquosa
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FIGURA 3: Representaciio esquematica da particao da solucio extrativa com solventes em
ordem crescente de polaridade

Terminado o processo de partigio da solucdo extrativa, foram obtidas as 5 fracdes
diferentes (EP, CH,Cl,, AcOEt, n-BuOH e aquosa), sendo que as 3 primeiras foram armazenadas

em geladeira e a ultima em freezer.

A fracdo n-BuOH foi concentrada parte em evaporador rotatdrio e parte em capsulas em
banho-maria (ambos a 43 °C), até completa eliminacdo do solvente. Procedeu-se entdo a sua

andlise e purificacdo através de procedimentos cromatogréficos.

4.4.2.1. Obtencdo dos constituintes majoritarios da fragdo n-butandlica

Primeiramente, foram realizados sucessivos testes com diversos sistemas
cromatogrificos em cromatografias em camada delgada (CCD) para identificar e separar os
constituintes da fracdo n-BuOH. A cromatografia em camada delgada foi também utilizada no

monitoramento de subfragdes resultantes da purificagdo da fracdo n-BuOH.

Para isso, foram utilizadas placas cromatograficas de gel de silica F,s4 e deteccdo destas
sob luz UV 254 e 365 nm (sendo que a melhor visualizagdo de manchas foi obtida utilizando-se
0 maior comprimento de onda) e ainda com reveladores como vanilina H3PO,, NP/PEG e

vapores de NHj.

Dessa forma, o sistema selecionado como padrio para as cromatografias em camada
delgada foi acetato de etila: metanol: isopropanol: dgua: dcido acético (AcOEt: MeOH: isoprOH:
H,O: 4c. acético), na proporcdo 7: 1: 2: 5: 0,2, com separagdo de fases em péra de separacgdo.
Desprezava-se a fase aquosa e utilizava-se sempre como eluente, nas cromatografias em camada

delgada, a fase organica deste sistema.

Para a realizacdo da purificacdo das substancias da fracio n-BuOH, utilizou-se sucessivas
colunas cromatograficas no processo de fracionamento. Através desta metodologia, foi possivel
o isolamento de 4 substiancias. Estas foram denominadas LA-1 a LA- 4, de acordo com a ordem
crescente de polaridade na CCD, no sistema utilizado.
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A Figura 4 apresenta de forma resumida o processo de isolamento e purificacido das 4
substancias isoladas a partir da fracdo n-BuOH. Nas colunas 1, 2, 3 e 5 utilizou-se o sistema
AcOEt/ MeOH/ isoprOH/ H,0O/ 4c. acético (7: 1: 2: 5: 0,2); nas colunas 4 e 6 o sistema
empregado foi etanol: acetato de etila: 4gua (EtOH: AcOEt: H,0), na proporcido 120: 60: 5.

Todas as colunas realizadas para o fracionamento encontram-se descritas do item 4.4.2.2.

ao item 4.4.2.8.

EB

EP CH»Cl, AcOEt n-BuOH H>,O

- — Coluna 1 —» Coluna6 —» -

/ \A
Coluna 2 Colunad — % -

!

Coluna 3

v

\ Coluna 5 — -

EB = extrato bruto; EP = fracdo éter de petréleo; CH,Cl, = fracdo diclorometano; AcOEt = fracdo acetato de etila; n-
BuOH = fragdo n-butanol

FIGURA 4: Representacio esquematica do processo de isolamento e purificacio de
substancias a partir da fracao n-BuOH

4.4.2.2. Coluna 1:

Utilizando-se 2,83 g da fracdo n-BuOH pulverizada, procedeu-se a separacdo de

substincias da seguinte maneira:

e Utilizou-se como fase fixa 250 g de silica (0,05 — 0,20 mm) em coluna de vidro (3,5 cm

X 48 c¢cm), resultando em uma coluna de 42 cm de altura de silica;
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¢ Foi utilizado como fase mével um sistema isocrético, constituido de AcOEt/ MeOH/
isoprOH/ H,O/ ac. acético (7: 1: 2: 5: 0,2), apds separacdo de fases em funil de

separacgdo e utilizacdo da fase orgénica;

e Manteve-se um fluxo de 2 ml/ min e coletou-se 162 subfracdes de cerca de 6,5 ml cada

uma, apods 12 h de separagcdo em coluna;

e As subfracdes foram entdo monitoradas através de CCD, utilizando-se o mesmo
sistema cromatografico da coluna. Reunindo-se fracdes semelhantes, a coluna resultou

em 5 subfragcdes, conforme o Quadro 1:

QUADRO 1: Subfracées resultantes da coluna cromatografica n° 1

subfracdes reunidas Quantidade (mg)
C1-01 - 11 208.,0
Cl1-12-22 304,9
C1-23-43 2447
C1-44 - 107 105,1
CI1-108 - 162 265,1
Cl-Lavagem MeOH 407,3

As subfracdes C1-01-11 e C1-44-107 mostraram-se muito impuras.

A subfragdo C1-12-22, além de ter um bom rendimento, apresentou uma dnica mancha
em Rf ~ 0,7; foi entdo denominada LA - 1. Esta substancia foi submetida a andlise estrutural
através de espectros de ressondncia magnética nuclear, conforme o item 4.4.3.2. A elucidagdo

estrutural deste constituinte encontra-se descrita no item 5.3.1.

A subfracdo C1-23-43, por ter um rendimento significativo e um bom grau de pureza,
mostrou-se promissora para purificacdo em coluna cromatografica. O mesmo ocorreu com a
subfracdo C1-108-162, que apresentou uma mancha predominante em Rf ~ 0,3 e apenas uma

impureza em Rf ~ 0,15.

A subfracdo Cl-lavagem MeOH refere-se a lavagem da coluna feita com metanol ap6s o
término de coleta de subfracdes da coluna; contém apenas as substincias mais polares da fracio
n-BuOH. Por tratar-se de uma fracdo bem mais pura que a original e por ter um bom rendimento,

mostrou-se igualmente promissora para purificagdo em coluna.
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4.4.2.3. Coluna 2:

Utilizando-se as 344,7 mg da subfragdo C1-23-43 procedeu-se a separacdo de substancias

da seguinte maneira:

e Utilizou-se como fase fixa 25 g de silica (0,05 — 0,20 mm) em coluna de vidro (2 cm x

40 cm), resultando em uma coluna de 26 cm de altura de silica;

e Foi utilizado como fase mével um sistema isocrético, constituido de AcOEt/ MeOH/
isoprOH/ H,O/ ac. acético (7: 1: 2: 5: 0,2), apds separacdo de fases em funil de

separacgdo e utilizacdo da fase orgénica;

e Manteve-se um fluxo de 1,6 ml/ min e coletou-se 156 subfracdes de cerca de 2,5 ml

cada uma, apds 5 h de separacdo em coluna;

e As subfracdes foram entdo monitoradas através de CCD, utilizando-se o mesmo
sistema cromatografico da coluna. Reunindo-se fragcdes semelhantes, a coluna resultou

em 5 subfragdes, conforme o Quadro 2.

QUADRO 2: Subfracées resultantes da coluna cromatografica n° 2

subfracdes reunidas Quantidade (mg)
C2-01 - 07 04,0
C2-08 - 34 160,6
C2-35-51 10,5
C2-52-90 08,8
C2-91 - 156 16,6

A subfracdo C2-01-07, através de comparacdo em CCD com LA - 1, mostrou tratar-se da

mesma substancia.

A subfragdo C2-08-34 mostrou-se vidvel para purificacio através de coluna

cromatogréfica, além de ter bom rendimento.

A subfragdo C2-52-90 tinha uma mancha predominante em Rf ~ 0,36 e apenas uma
impureza em Rf ~ 0,16. Contudo, seu baixo rendimento impossibilitou sua purificacdo. As

subfragdes C2-35-51 e C2-91-156 mostraram-se muito impuras.
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4.4.2.4. Coluna 3:

Utilizando-se as 160,6 mg da subfragdo C2-08-34 procedeu-se a separacdo de substancias

da seguinte maneira:

e Utilizou-se como fase fixa 15 g de silica (0,04 — 0,063 mm) em coluna de vidro (2 cm x

20 cm), resultando em uma coluna de 13 cm de altura de silica;

¢ Foi utilizado como fase mével um sistema isocrético, constituido de AcOEt/ MeOH/
isoprOH/ H,O/ 4c. acético (7: 1: 2: 5: 0,2), apés separacdo de fases em funil de

separacdo e utilizacdo da fase orgénica;

e  Manteve-se um fluxo de 1 ml/ min e coletou-se 145 subfracdes de cerca de 1,7 ml cada

uma, apos 4,5 h de separagido em coluna;

e As subfracdes foram entdo monitoradas através de CCD, utilizando-se o mesmo
sistema cromatografico da coluna. Reunindo-se fragcdes semelhantes, a coluna resultou

em 3 subfragdes, conforme o Quadro 3.

QUADRUO 3: Subfracoes resultantes da coluna cromatografica n° 3

Subfragdes reunidas Quantidade (mg)
C3-01-50 33,3
C3-51-115 109,3

C3-116 - 145 02,8

A subfracdo C3-01-50 era de baixo rendimento e igualmente baixo grau de pureza.

A subfragdo C3-51-115 tinha um grau de pureza consideravel e rendimento razoavel;
comparando-se através de CCD com a subfracdo C1-44-107 (coluna 1), constatou-se que ambas
apresentavam as mesmas manchas. Sendo assim, foram reunidas buscando-se maior rendimento

para purificacdo em coluna.

A subfracdo C3-116-145 apresentou uma mancha predominante em Rf ~ 0,4; contudo,

seu baixo rendimento impossibilitou sua purificacao.
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4.4.2.5. Coluna 4:

Utilizando-se as 407,3 mg da subfragdo Cl-lavagem MeOH (subfracio da coluna 1)

pulverizada, procedeu-se a separagdo de substincias da seguinte maneira:

e Utilizou-se como fase fixa 40 g de silica (0,063 — 0,20 mm) em coluna de vidro (2 cm x

40 cm), resultando em uma coluna de 38 cm de altura de silica;

e Foi utilizado como fase modvel um sistema isocratico, constituido de EtOH/ AcOEt/

H,0 (120: 60: 5);

e Manteve-se um fluxo de 1,4 ml/ min e coletou-se 259 subfracdes de cerca de 1,6 ml

cada uma, apds 7,5 h de separacdo em coluna;

e As subfracdes foram entdo monitoradas através de CCD, utilizando-se o mesmo
sistema cromatografico da coluna. Reunindo-se fragcdes semelhantes, a coluna resultou

em 3 subfracdes, conforme o Quadro 4.

QUADRUO 4: Subfracoes resultantes da coluna cromatografica n° 4

Subfracoes reunidas Quantidade (mg)
C4-01 - 55 72,0
C4-56 - 96 45,4
C4-97 - 259 31,8

A subfracdo C4-01-55 apresentou uma mancha predominante em Rf ~ 0,25; foi entdo
denominada LA-4. Contudo, conforme descrito no item 5.3., deve-se ainda realizar sua

purificacdo e elucidagéo estrutural.

As subfracdes C4-56-96 e C4-97-259 ndo mostraram-se promissoras para purificacido

em coluna, devido seus baixos rendimentos e grau de pureza.
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4.4.2.6. Coluna 5:

Utilizando-se 214,4 mg das subfracdes C1-44-107 (105,1 mg; coluna 1) e C3-51-115

(109,3 mg; coluna 3) pulverizadas, procedeu-se a separacdo de substancias da seguinte maneira:

e Utilizou-se como fase fixa 23 g de silica (0,04 — 0,063 mm) em coluna de vidro (2 cm x

40 cm), resultando em uma coluna de 19 cm de altura de silica;

e Foi utilizado como fase movel um sistema isocratico, constituido de AcOEt/ MeOH/
isoprOH/ H,O/ 4c. acético (7: 1: 2: 5: 0,2), apés separacdo de fases em funil de

separacdo e utilizacdo da fase orgénica;

e  Manteve-se um fluxo de 1 ml/ min e coletou-se 154 subfracdes de cerca de 1,8 ml cada

uma, apos 6,5 h de separagido em coluna;

e As subfracdes foram entdo monitoradas através de CCD, utilizando-se o mesmo
sistema cromatografico da coluna. Reunindo-se fragcdes semelhantes, a coluna resultou

em 5 subfragdes, conforme o Quadro 5.

QUADRUO 5: Subfracoes resultantes da coluna cromatografica n° 5

Subfragdes reunidas Quantidade (mg)
C5-01-21 03,1
C5-22-55 24,6
C5-56 - 62 11,5
C5-63 - 82 13,9

C5-83 - 154 13,4

As 4 primeiras subfra¢Oes apresentaram grau de pureza razodvel mas um rendimento que

impossibilitou a realizag¢do de purificagdo através de cromatografia em coluna.

A subfracdo C5-83-154 apresentou uma unica mancha em Rf ~ 0,16; foi entio
denominada LA-2. Contudo, conforme descrito no item 5.3., estdo sendo aguardados seus

espectros de ressondncia magnética nuclear para que se realize sua elucidagio estrutural.
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4.4.2.7. Coluna 6:

Utilizando-se as 265,1 mg da subfracdo C1-108—162 (subfrag¢do da coluna 1) pulverizada,

procedeu-se a separagdo de substincias da seguinte maneira:

e Utilizou-se como fase fixa 26 g de silica (0,04 — 0,063 mm) em coluna de vidro (2 cm x

40 cm), resultando em uma coluna de 25 cm de altura de silica;

e Foi utilizado como fase mdvel um sistema isocratico, constituido de EtOH/ AcOEt/

H,0 (120: 60: 5);

e Manteve-se um fluxo de 1 ml/ min e coletou-se 143 subfracdes de cerca de 1,4 ml cada

uma, apos 4,5 h de separacdo em coluna;

e As subfracdes foram entdo monitoradas através de CCD, utilizando-se o mesmo
sistema cromatografico da coluna. Reunindo-se fragcdes semelhantes, a coluna resultou

em 2 subfragdes, conforme o Quadro 6.

QUADRUO 6: Subfracoes resultantes da coluna cromatografica n° 6

Subfra¢des reunidas Quantidade (mg)
C6-01-113 218,5
C6-114 - 143 01,4

A subfracdo C6-01-113 apresentou duas manchas praticamente sobrepostas, em Rf ~ 0,3;
foi entdo denominada LA- 3. A separacdo destas substancias foi realizada conforme item 4.4.2.8.
A substancia predominante foi submetida a andlise através de espectros de ressondncia
magnética nuclear, conforme o item 4.4.3.2. A elucidacdo estrutural deste constituinte encontra-

se descrita no item 5.3.2.

A subfracdo C6-114-143 mostrou-se de baixo rendimento e igualmente baixo grau de

pureza.

4.4.28. Purificagdo de LA-3

A subfragdo designada por LA-3 foi purificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando-se: como fase fixa uma coluna preparativa ODS (Shimadzu®);
como fase mével um sistema gradiente, constituido primeiramente de acetonitrila: dgua (7 : 3) e
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entdo, acetonitrila: dgua (5 : 5); fluxo de 0,2 ml/min; tempo total de elui¢do de 180 min; deteccdo

UV Amix= 254 nm.

4.4.3. Elucidacio estrutural das substincias isoladas

4.4.3.1. Espectroscopia no ultra-violeta (UV)

As andlises de espectroscopia no ultra-violeta foram realizadas em espectrofotometro

Perkin Elmer Lamba 10.

A substincia LA-1 foi submetida a andlise espectroscopica no UV segundo Mabry,
Markhan e Thomas (1970), uma vez que apresentava comportamento tipico de flavondide em

cromatografia em camada delgada, conforme item 5.3.1.

Preparou-se a solug@o original da amostra com cerca de 1 mg/10 ml de metanol (MeOH),
obtendo-se o espectro original utilizando-se 2 ml da solu¢do em MeOH para determinagio dos
comprimentos de onda (A ). Esta solucéo foi dividida em trés aliquotas de 2 ml cada uma,

adicionando-se reativos de deslocamento, conforme descrito a seguir:

Numa aliquota de 2 ml da solucdo original foram adicionadas 3 gotas da solucdo de
metdxido de sédio (NaOMe) - 2,5 g de sédio metdlico em 100 ml de MeOH - obtendo-se os
espectros imediatamente e repetindo-se apds 5 min, para observacdo da ocorréncia ou auséncia

de decomposi¢cdo do mesmo;

Em outra aliquota de 2 ml da solucdo original foram adicionadas 6 gotas de AICl; (5 g de
AICl3 em 100 ml de MeOH), obtendo-se vérios espectros até que 0s Ansx. estivessem estaveis.
Ao estabilizarem, foram entdo adicionadas 3 gotas de solucdo de HCI (HCl: H,O, na propor¢ao

1:2), obtendo-se novo espectro;

Finalmente, na ultima aliquota de 2 ml da solugdo original foi adicionado acetato de
sédio (NaOAc) sélido, formando uma camada no fundo da cubeta. Obteve-se espectros
imediatamente e ap6s 5 min. Ndo havendo deslocamento, adicionou-se a esta solu¢io H3;BO;

solido, fazendo-se novamente a leitura.
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4.4.3.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN BCe 'H)

As andlises espectroscOpicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas
pelo Prof. Dr. Jorge Alexandro Palermo, da Universidade de Buenos Aires. Para este

experimento foi utilizado um espectrofotdmetro BRUCKER AM 500.

4.5. Anadlise sazonal da fracao n-butandélica

Além da coleta de material vegetal para o isolamento de substancias (item 4.3.), a espécie
L. alba foi coletada ainda em seis meses diferentes, para andlise sazonal: em junho, agosto,

outubro e dezembro de 2003 e em fevereiro e abril de 2004.

Dessa forma, obteve-se seis diferentes fragcdes n-BuOH, conforme o item 4.5.1.; estas
fragdes foram comparadas em relacdo ao perfil qualitativo dos constituintes quimicos presentes

(Figura 20, item 5.4.).

Verificou-se também, o rendimento obtido a partir das diferentes coletas, tanto do extrato
bruto quanto da fragcdo n-BuOH, ambos em relacdo a quantidade de droga moida (Tabela 3, item

5.4.).

4.5.1. Preparacio da solucio extrativa para a analise sazonal

A preparacdo das seis solugdes extrativas utilizadas para a andlise sazonal foi feita

conforme descrito no item 4.4.1.

4.5.1.1. Fracionamento

O fracionamento destas solugdes, bem como a obtencdo das diferentes fracdes n-BuOH

foram de acordo com a Figura 3 (item 4.4.2).
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4.5.1.2. Secagem e moagem

Uma vez que a estufa encontrava-se em manutencdo durante os meses de junho e agosto
de 2003, a metodologia empregada na secagem e moagem do material vegetal utilizado na
andlise sazonal ndo ocorreu conforme descrito no item 4.3.1. O material fresco foi seco sobre

jornal a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 7 dias, nas seis coletas realizadas.

Concluido o processo de secagem, as folhas foram separadas dos ramos e flores. As
folhas secas foram selecionadas, retirando-se as danificadas; depois foram moidas em moinho de
facas e entdo pesadas. Obteve-se exatamente cerca de 80 g de droga moida em cada uma das 6

coletas, e esta quantidade foi utilizada na preparag@o da solugdo extrativa.

4.5.1.3. Determinacdo da perda por dessecacdo

Este ensaio foi realizado conforme descrito no item 4.3.2.1. As 6 coletas sazonais foram

submetidas ao ensaio e realizadas em triplicata.

4.6. Ensaios farmacolégicos

A atividade no SNC da fragdo n-butandlica foi analisada, buscando-se verificar algumas

das atividades sugeridas em estudos preliminares (item 3.1.2.).

4.6.1. Preparacao da fracao n-BuOH para os ensaios farmacologicos
A fragdo n-BuOH foi preparada de acordo com o item 4.4.1. e a Figura 3 (item 4.4.2.).
4.6.2. Ensaios farmacolégicos

4.6.2.1.  Animais empregados

Foram usados camundongos suicos machos, provenientes do Biotério Central da UFSC,

pesando entre 35-45 g. Os animais foram alojados em grupos de 10 por caixa e mantidos com
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dgua e racdo ad libitum, exceto durante a vigéncia dos experimentos, € mantidos num ciclo
claro/escuro de 12 h/12 h (luzes acesas as 7:00 h) num ambiente com temperatura controlada (22
+ 1 °C). Todos os animais foram habituados nas condi¢des do laboratério por pelo menos, uma
semana antes do inicio dos testes comportamentais. Nenhum animal havia sido previamente
utilizado, sendo testados apenas uma vez, exceto quando explicitamente indicado em testes nio
invasivos. Os experimentos comportamentais foram conduzidos de acordo com normas
internacionais de experimentagdo em animais, conforme recomendado pela Society for
Neuroscience e a Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (1992) e os
protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (# 23080.027554/2004-49/UFSC). O nimero minimo de
animais e a duracdo minima de observacdo que permitiram obter dados consistentes foram

usados em todos os experimentos.

4.6.2.2.  Farmacos empregados

e Diazepam (Dienpax®, Sanofi-Winthrop Lab., Sdo Paulo, SP): sedativo/ansiolitico

padrdo (controle positivo);

e Pentobarbital sédico (Laboratérios Abbott, Sdo Paulo, SP): hipno-sedativo (ALPERN;
MCINTYRE, 1986);

e Eter etilico P.A. (Laboratérios Dindmica): anestésico volatil (KATZUNG, 1997).

O diazepam e o pentobarbital foram dissolvidos em solug¢do salina (NaCl 0,9 %) e
(quando necessério) acrescidos de 10 % de propilenoglicol (PEG), no dia dos experimentos. O

volume de administracio foi de 1 ml/kg, por via intraperitoneal.

A fragio n-butandlica também foi suspensa em solugéo salina (NaCl 0,9 %), com volume

de administracdo de 1 ml/kg, mas por via oral.
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4.6.2.3.  Avaliagdo da acdo hipno-sedativa

Houveram trés grupos diferentes de animais: os pré-tratados com diazepam, na dose de 1
mg/kg, por via intraperitoneal (20 minutos antes da indu¢@o do sono, constituindo o grupo
controle positivo); os tratados com solugdo salina 0,9 %, por via oral (1, 2 ou 3 horas antes da
inducdo do sono); ou aqueles tratados com fracdo n-butandlica, nas doses de 30, 100 ou 300

mg/kg, por via oral (também 1, 2 ou 3 horas antes da inducio do sono).

Foi utilizado um n = 6-8/grupo.

4.6.2.4. Hipnose induzida por pentobarbital

Para avaliar a potencializacdo da hipnose, o pentobarbital sédico foi injetado por via
intraperitoneal (i.p.) na dose de 50 mg/kg. A laténcia para a perda do reflexo postural e a duracdo
do sono induzido (tempo de sono / sleeping time) foram registrados com um crondmetro por até
3 h apés a indugdo do sono. O tempo de sono foi medido pelo periodo entre a perda e a
recuperacdo do reflexo de endireitamento postural dos animais (CARLINI et al., 1986; CHWEH;
SWINYARD; WOLF, 1987).

4.6.2.5. Hipnose induzida por éter

Também para avaliar a potencializacdo da hipnose, utilizou-se outro agente indutor de
hipnose que, diferentemente do pentobarbital, ndo tem metabolizacdo hepética: o éter etilico (5

ml em camara saturada por 10 min) (VIEIRA, 2001).

Os parametros registrados foram os mesmos descritos para o sono barbitirico.

4.6.2.6.  Temperatura coldnica

A temperatura corporal foi medida colocando-se um sensor de 2 cm no reto do
camundongo. O registro digital da temperatura foi feito com uma aproximagéo de 0,1 °C por um
termOmetro digital Cole-Parmer Instrument Company, modelo 8402-00. O sensor de mesma

marca, n° 08432-00, embebido de silicone foi mantido no reto até que a temperatura ficasse

51



estavel (cerca de 30 s). Os registros da temperatura retal foram feitos antes da indu¢do do sono

barbitdrico (CARLINI et al., 1986). Foi utilizado um n = 6-8/grupo.

4.6.3. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média £ e.p.m. (n vdlido). Os testes estatisticos
usados foram a ANOVA, o teste “#’ de Student “pareado” ou “ndo-pareado”. A ANOVA foi
utilizada no protocolo de dose-resposta do sono barbitiirico, onde varias doses estavam sendo
testadas; pelo fato dos resultados ndo terem sido significativos, foi realizado ainda neste
protocolo, o teste “#” ndo pareado. No sono induzido por éter etilico, utilizou-se apenas o teste
“f” néo pareado. Para a temperatura retal, utilizou-se o teste “r” pareado, uma vez que o animal é

seu proprio controle.

Os valores que ndo apresentaram distribuicdo normal foram convertidos para log (x) ou
log (x+1), a fim de possibilitar as andlises. As diferencas entre os grupos experimentais foram

consideradas estatisticamente significativas quando “p” foi menor que 0,05. Os dados foram

analisados pelo software Statistica® versio 6.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

S.1. Caracterizacio do material vegetal utilizado
5.1.1. Determinacio da perda por dessecacao

Este ensaio permite uma correlacdo com o teor de umidade do material vegetal, que pode
interferir tanto na conservagao do material quanto na sua extrag@o. Isso porque um alto teor de
umidade em matérias-primas vegetais acelera o processo de deterioragdo da mesma, degradando
seus constituintes quimicos e possibilitando a proliferacdo microbiana (FARIAS, 2003). As
Farmacopéias preconizam teores de umidade na faixa de 8 a 14 % para as diferentes espécies de

drogas vegetais.

O material vegetal utilizado apresentou 11,01 = 0,007 % de perda por dessecacgdo,

conforme a Tabela 1.

TABELA 1: Perda por dessecacao das folhas secas e moidas de L. alba apés 5 dias

Verificagdo | Perda por dessecacdo (%)

1 11,01

2 11,02
3 11,01
média 11,01 £ 0,007 %
5.1.2. Analise fitoquimica preliminar do extrato bruto e das fracoes obtidas por

particao

Esta andlise foi realizada para a verificagdo de classes de constituintes quimicos

presentes no extrato bruto e em cada uma das 5 fragdes obtidas ap6s a parti¢do.

Este ensaio indicou a presenca de polifendis, taninos, triterpenos e/ou esterdides em todas
as fracdes. Para saponinas o resultado foi duvidoso, bem como para flavondides (em algumas

fragGes). Estes resultados encontram-se resumidos no Quadro 7.
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QUADRO 7: Resultados da analise fitoquimica preliminar do extrato bruto e das fracoes
apos particao

Reacdo EB | EP | CH,Cl, | AcOEt | n-BuOH | H,O
Polifendis + | + + + + +
Flavonoéides + | - + ? 2 +
Taninos + | + + + + +

T. condensados - - - - - -

T. hidrolisaveis - - - - - -

Antraquinonas - - - - -
Triterpenos/esterdides | + | + + + + +
Esteréides + | - + + + +
Desoxioses (Het. Card.) | + | - - + + -
Cardenolideos + | - - + + -
Saponinas 212 ? ? ? ?

T. condensados = taninos condensados; T. hidrolisdveis = taninos hidrolisaveis; Het. Card. = heterosideos
cardiotdnicos; EB = extrato bruto; + = resultado positivo; - = resultado negativo; ? = resultado duvidoso

5.2. Determinacio do rendimento da extracao e do fracionamento da
fracao n-butandlica

Partindo-se de uma quantidade conhecida de droga vegetal (840 g), utilizada no processo
de maceracao/ remaceragdo, foi possivel calcular o rendimento do extrato bruto concentrado.
Obteve-se 89,21 g deste extrato, ou seja, 10,62 % de rendimento em relacdo a quantidade de
droga moida. Em seguida, o extrato bruto foi ressuspenso em 2800 ml de dgua e submetido a
particdo, conforme a Figura 3 (item 4.4.2.). Concentrando-se a fracdo n-BuOH até a secura,

obteve-se 11,42 g desta fracdo, representando 1,36 % de rendimento em relacio a droga moida.

5.3. Identificacao das substancias isoladas

Para a realizacdo da purificacdo das substancias da fracio n-BuOH, utilizou-se sucessivas

colunas cromatograficas no processo de fracionamento. Através desta metodologia, foi possivel
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o isolamento de 4 substancias. Estas foram denominadas LA-1 a LA- 4, de acordo com a ordem
crescente de polaridade. O perfil cromatografico das 4 substancias isoladas estdo na Figura 5. O

isolamento de cada uma das 4 substancias esta descrito no item 4.4.

LA-1 LA-2 LA-3 LA-4  Fragdon-BuOH

FIGURA 5: Representacio esquematica do perfil cromatografico das substancias isoladas
(em ordem crescente de polaridade: LA — 1 a LA - 4; eluente AcOEt: MeOH:
isoprOH: H,O: ac. acético 7: 1: 2: 5: 0,2; placas em silica gel F,.,)

As substincias LA-2 e LA-4 foram isoladas, porém ndo identificadas. Ambas foram
submetidas a andlises espectroscépicas de RMN, assim como LA-1 e LA-3, conforme o item
4.43.2. Contudo, em relacdo a substdncia LA-2, estdo sendo aguardados os espectros de
ressonincia magnética nuclear para sua elucidacio estrutural. Para a substincia LA-4, através
destas mesmas andlises espectroscopicas, verificou-se que ndo se trata de uma substincia
purificada; dessa forma, deve-se primeiramente purificd-la através de CLAE para que entdo seja

novamente submetida a espectroscopia.

5.3.1. Elucidacao estrutural de LA-1

A substincia LA-1 apresenta-se como uma mancha azul brilhante (Rf ~ 0,7) em CCD
(AcOEt: MeOH: isoprOH: H,O: ac. acético 7: 1: 2: 5: 0,2 — fase organica) quando visualizada
sob luz UV em 365 nm, sendo que apds a deteccio com NP/ PEG, ndo sofre alteracdo de cor.
Considerando a quimiotaxonomia do género, poderia tratar-se de um fenilpropanéide, ou um

flavonéide (WAGNER; BLADT, 1996).
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Devido a hipétese de tratar-se de um flavondide, realizou-se experimentos de
espectroscopia UV; neste experimento, apresentou absor¢des em A ma= 332; 291; 245 e 220 nm
(metanol). De forma similar aos flavonéides, aplicando-se reativos de deslocamento, apresentou
um comportamento tipico de substancia que tem hidroxilas em posi¢do orto em anel aromatico
(CORNARD; BOUDET; MERLIN, 2001). Além disso, a solucdo metandlica apresenta bandas
de absorcdo entre 230 — 330 nm (Quadro 8), indicando a presenca de composto fendélico com
ligacdo insaturada fora do anel fen6lico (OWEN et al., 2003).

Os dados obtidos com reativos de deslocamento estdo apresentados no Quadro 8 e na

Figura 6. A metodologia aplicada nos espectros de UV encontra-se descrita no item 4.4.3.1.

QUADRO 8: A4 apresentados por LA-1 no espectro de UV, empregando-se os reativos de
deslocamento, segundo Mabry, Markhan e Thomas (1970)

Sol. MeOH + reativos | Banda IIv Banda Ila|V Banda I|V Banda la|Vv
(nm) (nm) (nm) (nm)

MeOH ~ 220 ~245 291 332

NaOMe 240 ~265 +20 |300 +9 382 +50
AlCl; ~ 230 +10 |~270 +25 |300 +9 362 +30
AlCl; + HC1 220 240 -5 290 330

NaOAc 220 245 291 332

NaOAc + H;BO; 220 260 +15 |296 +5 |353 +21

De acordo com o Quadro 8 e a Figura 6, observa-se que apds a adicdo de metdxido de
s6dio (NaOMe) a solug@o metandlica, ocorreu um desvio bactocromico de 50 nm para a banda

Ia, sem diminui¢do da intensidade, indicando a presencga de grupo 4° — OH em anel aromatico.

A adicdo de AICIl; produziu um desvio bactocrdomico de 30 nm para a mesma banda;
sendo acrescida de AICI3/ HCI reproduziu os espectros originais. Ambos comportamentos sao

indicativos ainda, da presenca de 3° — OH.

A modificag¢do ocorrida, ainda para a banda Ia, ap6s adi¢do de acetato de sédio/ 4cido
bérico (NaOAc/ H3BOs) confirma a presenca de grupos orto - diOH na estrutura (MABRY;
MARKHAN; THOMAS, 1970).
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MeOH NaOMe

220 245 291 332 |. 200 440
NaOAc NaOAc/H;BO;
200 440 200 440

T s

AlCIL, AICI/HCI

200 440 200 440

FIGURA 6: Representacio esquematica do espectro de UV apresentado para a solu¢io metandlica
da substancia LA-1 e empregando-se os reativos de deslocamento
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Através dos espectros de RMN 'He PCede H-H COSY e C — HHETCOR, foi
possivel caracterizar os 4tomos de carbono e hidrogénio que compdem a estrutura da substancia
LA-1 e atribuir os deslocamentos quimicos de cada carbono e dos prétons correspondentes aos
carbonos primdrios, secunddrios e tercidrios. Pelos espectros de correlagido foram observadas as
conectividades entre prétons vizinhos (H — H COSY) e as conectividades entre carbonos e seus
respectivos prétons (C — H HETCOR), conforme as Figuras 11 e 12, respectivamente. Dessa
forma, foi possivel verificar que a estrutura era incompativel com a estrutura de um flavonéide;
sobretudo a observacdo da presenca de dois carbonos alifaticos foi decisivo para a elucidacio de

uma estrutura nao flavonoidica (Quadro 9 e Figura 7).

Na Figura 8 pode ser observado o espectro totalmente desacoplado de RMN BC da
substincia LA-1, onde a caracterizacdo de cada dtomo de carbono da molécula foi possivel com

a analise dos espectros DEPT 135 (Figura 9) e DEPT 90 (Figura 10).

Na Figura 8a pode-se observar os sete sinais de carbonos quaternirios presentes na
molécula, sendo que seis destes (em & 125,60; & 129,28; 6 143,74; & 145,19; & 145,83; & 148,83)
encontram-se na regidao de dtomos de carbono em anel aromatico e o ultimo (em & 165,86) na
regido de carbono carbonilico. Todos os sinais correspondentes a carbonos quaterndrios foram
confirmados pelo espectro C —H HETCOR (Figura 12), que ndo apresentou hidrogénios

correlacionados a estes carbonos.

Na Figura 8b estdo destacadas as regides onde encontram-se todos os carbonos da
molécula. Em campo alto, observa-se um sinal correspondente a uma metila (em o 18,30) e um
sinal de carbono secundédrio (em & 35,17). Deslocados para campo baixo, encontram-se
primeiramente nove sinais na regido de carbonos ligados a dtomos eletronegativos: dois de
carbonos secunddrios (em & 60,90 e & 70,40) e sete de carbonos tercidrios (entre & 68,87 e o
79,22); deslocados para campo mais baixo, encontram-se mais dois sinais de carbonos terciarios
(em & 101,35 e & 102,46), tipicos de carbonos anoméricos de moléculas de acucar.
Considerando-se os sinais na regido de carbonos ligados a atomos eletronegativos e os dois
sinais de carbonos anoméricos, percebe-se que a substincia LA-1 apresenta duas moléculas
diferentes de agucar. Finalmente, em campo ainda mais baixo, estd destacada a regido de
carbonos em anel aromdtico ou pertencentes a ligacdo insaturada (entre & 113,66 e & 145,73),

bem como o sinal em & 165,86, referente & um carbono carbonilico.
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No espectro DEPT 135 (Figura 9) observa-se em campo alto: o sinal correspondente a
metila, voltado para cima (em d 18,30) e um sinal de carbono secundario, voltado para baixo (em
d 35,17); em campo baixo, na Figura 9a, observa-se ainda os outros dois sinais de carbonos
secunddrios, também voltados para baixo (em d 60,78 ¢ 8 70,37). Na Figura 9b, estdo destacados
ainda os dezoito sinais de carbonos tercidrios, divididos de acordo com a regido em que
aparecem: entre 0 68,87 e 8 79,22, pertencentes a moléculas de agicar; em o 101,35 e & 102,46,

ambos referentes a carbonos anoméricos; entre & 113,66 e & 121,54, pertencentes a anéis

aromadticos; em § 145,73, referente 2 um carbono em ligacdo insaturada.

No espectro DEPT 90 (Figura 10), confirma-se os sinais referentes aos carbonos

terciarios.

O espectro de RMN °C totalmente desacoplado mostra a existéncia de 31 carbonos,
sendo que 2 destes sdo referentes a acetila presente no solvente utilizado para isolamento da
substincia; aparecem em & 21,53 (CH3) e & 172,45 (CO). Sendo assim, a substincia apresenta 29

atomos de carbono, os quais puderam ser caracterizados conforme o Quadro 9.

QUADRO 9: Caracterizacio dos carbonos de LLA-1, de acordo com os dados do espectro
de RMN “C totalmente desacoplado

Carbono -CH; -CHo- -CH< -C-

>=29 01 03 18 07

A partir do espectro de correlagdo C — H HETCOR (Figura 12), foi possivel identificar os
prétons ligados aos carbonos da molécula, caracterizar os sinais referentes a cada préton e
verificar possiveis sobreposicdes de sinais no espectro de RMN 'H (Figura 13). Além disso, este
espectro possibilitou a identificacdo dos prétons referentes aos carbonos secundarios, que
apresentam deslocamentos quimicos diferenciados, podendo-se ainda atribuir os valores de seus
deslocamentos. Portanto, este espectro de correlacdo foi determinante para a elucidacdo da
estrutura, ja que permitiu localizar as posicdes corretas dos prétons no espectro de RMN 'H
(Figura 13), que constitui a base para a andlise da conectividade molecular, confirmada pela

andlise do espectro H — H COSY (Figura 11).

Na Figura 12a estdo caracterizados todos os sinais de carbonos conectados a hidrogénios.

Na Figura 12b estdo destacadas as regides onde encontram-se os carbonos conectados a
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hidrogénios: em campo alto, entre & 18,30 e & 35,17; em campo baixo, entre 6 60,90 ¢ & 102,46
(na regido de moléculas de agucar, destacando-se ainda os sinais referentes aos carbonos
anoméricos, deslocados para campo mais baixo em relacdo aos demais sinais da mesma regifo);
em campo mais baixo, entre & 113,66 e & 121,54 (na regido de carbonos pertencentes a ligacdo
insaturada ou a anéis arométicos); em campo ainda mais baixo, em & 145,73 (um sinal referente

a ligacdo insaturada).

O espectro de H — H COSY (Figura 11) forneceu informag¢des importantes sobre a
conectividade entre prétons vizinhos, permitindo a constru¢do de por¢des da estrutura da
molécula. Na Figura 11 estd destacada a regido de prétons pertencentes a moléculas de agicar
(entre 0 3,10 e § 5,03, além do sinal correspondente a metila, deslocado para campo alto, em o
18,30) e, em campo mais baixo, a regido de prdtons pertencentes a carbonos insaturados ou em

anéis aromaticos (entre 8 6,17 € & 7,43).

Em relacio ao espectro de RMN 'H (Figura 13), na Figura 13a esto caracterizados todos
os sinais de prétons da molécula; na Figura 13b destaca-se os sinais em campo alto (em 0,95,
correspondente aos prétons da metila e em d 2,70, tipico de carbono secunddrio ligado a anel
aromatico), e os sinais em campo baixo, na regido de prétons pertencentes a moléculas de agticar
(entre & 3,10 e & 5,03), bem como aqueles na regido de prétons em anéis aromaticos ou

pertencentes a carbonos insaturados (entre 8 6,17 € 8 7,43).

Através dos espectros de correlagdo pdde-se construir uma molécula que pode ser
dividida em quatro porg¢des: 1) porgdo cafeica — 9 atomos de carbono entre d 113,66 e & 165,86,
sendo que: 4 deles (8 125,60; & 145,83; & 148,83; & 165,86) ndo apresentam hidrogénios
correlacionados, tratando-se portanto de carbonos quaternarios que, de acordo com seus valores
de deslocamento quimico sdo, respectivamente: carbono em anel aromético, carbonos ligados a
hidroxilas e em anel aromdtico e carbono carbonilico; 5 dtomos (entre & 113,66 ¢ & 145,73)
correlacionados com hidrogénios que aparecem como dupletes, entre d 6,17 e & 7,43, ou seja, em
campo bem baixo, na regido de aromaticos, insaturados e carbonilicos; 2) glicose — 6 d4tomos de
carbono entre & 60,90 e & 102,46, correlacionados a dtomos de hidrogénio que aparecem entre &
3,19 ¢ 8 4,71 (correlagdes e multiplicidades: Quadro 10), ou seja, na regido de carbonos ligados a
dtomos eletronegativos; 3) ramnose — 6 dtomos de carbono entre & 18,30 e & 101,35,
correlacionados a dtomos de hidrogénio que aparecem entre & 0,95 e 8 5,03 (correlagdes e

multiplicidades: Quadro 10), ou seja, também em campo baixo, também na regido de carbonos
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ligados a dtomos eletronegativos (com exce¢do da metila, que aparece em campo alto, em o
18,30, correlacionada com atomos de hidrogénio que aparecem em & 0,95 como um duplete); 4)
aglicona — 8 atomos de carbono entre 8 35,17 e 8 145,19, sendo que: 3 deles (8 129,28; & 143,74;
O 145,19) ndo apresentam hidrogénios correlacionados, tratando-se portanto de carbonos
quaternérios que, de acordo com seus valores de deslocamento quimico sdo, respectivamente:
carbono em anel aromatico e carbonos ligados a hidroxilas e em anel aromadtico; 5 dtomos (entre
d 35,17 e 8 119,67) correlacionados com hidrogénios que aparecem entre & 2,70 ¢ & 6,62

(correlagdes e multiplicidades: Quadro 10).

Sendo assim, através dos espectros analisados, foi atribuida para a substancia LA-1 a
estrutura do fenilpropandide denominado verbascosideo (Figura 7). Esta estrutura foi confirmada
comparando-se os valores de deslocamento quimico dos espectros de RMN C ¢ RMN 'H com

dados da literatura (ANDARY et al., 1982).

Na Figura 7 estdo destacadas as por¢des da molécula que foram confirmadas pelo
espectro de ultra-violeta: a presenca de anéis aromaticos; hidroxilas em posi¢cdes orto nestes
mesmos anéis (posi¢des 3’ e 4’); ligacdo insaturada fora de anel fendlico. Além disso, destaca-se
o carbono carbonilico da molécula. O espectro de UV apresentado pela substincia estd de acordo
com as bandas apresentadas pelo derivado do dcido cafeico denominado verbascosideo,

conforme a literatura (OWEN et al., 2003).

Este fenilpropandide apresenta diversas atividades farmacoldgicas. Por tratar-se de um
composto fendlico com grupamento orto-dihidroxi, apresenta atividade antioxidante bastante
significativa, além de atividade antiinflamatdria (itens 3.2. e 3.2.1.). Dentre outras atribui¢des, é

ainda um agente hepatoprotetor, cardiotonico e antibacteriano (item 3.2.1.).
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Ramnose

FIGURA 7: Estrutura do verbascosideo
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QUADRO 10: Dados de RMN “C e 'H em DMSO-ds, para

(verbascosideo)

C RMN “C RMN “C DEPT RMN 'H RMN 'H
Aglicona LA -1 VERBASCOSIDEO' VERBASCOSIDEOQ' LA-1
I’A 129,28 129,31 C - -

2’A 116,51 116,39 CH 6,62 6,62
3A 145,19 145,04 C - -
LA 143,74 143,58 C - -
5°A 115,66 115,52 CH 6,48 d 6,62d
6'A 119,67 119,65 CH 6,62d 6,49 d
TA 35,17 35,07 CH, 2,72 m 2,70 dd
8'A 70,40 70,37 CH, 3,60 m; 3,57 m;
3,88 m 3,87 dd
C RMN °C RMN "C DEPT RMN 'H RMN 'H
Porgio cafeica LA-1 VERBASCOSIDEO' VERBASCOSIDEO' LA-1
1C 125,60 125,62 C - -
2C 114,94 114,70 CH 7,00 7,01
3C 145,83 145,64 C - _
4C 148,83 148,53 C - _
5C 116,02 113,68 CH 6,74 d 6,74 d
6C 121,54 121,54 CH 6,93 d 6.97d
7C 145,73 145,64 CH 7.43d 7.43d
8C 113,66 115,86 CH 6,18d 6,17d
9C 165,86 165,81 C - -
C RMN “C RMN “C DEPT RMN 'H RMN 'H
LA-1 VERBASCOSIDEO' VERBASCOSIDEO' | LA-1
Glicose-1G 102,46 102,44 CH 433d 434d
2G 74,68 74,61 CH 3,22dd 3,19dd
3G 79,22 79,18 CH 3,70t 372t
4G 69,31 69,18 CH 472t 471t
5G 74,68 74,61 CH 345m 345m
6G 60,90 60,78 CH, 345m 345m
3,70 m 3,72t
Ramnose-1'R 101,35 101,25 CH 5,03d 5,03d
2R 70,67 70,61 CH 3,70 dd 3,68 dd
3R 70,55 70,52 CH 3,30 dd 327 dd
4R 71,83 71,80 CH 3,12t 3,10t
5'R 68,87 68,82 CH 3,36m 3,35m
6'R 18,30 18,18 CH; 1,01d 0,95d

! ANDARY et al., 1982.

a substancia LA - 1
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5.3.2. Elucidacao estrutural de LA-3

A substancia LA-3 apresenta-se como uma mancha azul (Rf ~ 0,3) em CCD (AcOEt:
MeOH: isoprOH: H,O: 4c. acético 7: 1: 2: 5: 0,2 — fase organica) quando visualizada sob luz UV
em 254 nm apds revelacdo com vanilina sulfdrica. Contudo, niao ocorre fluorescéncia quando

observada sob luz UV em 365 nm.

Através dos espectros de RMN "°C (Figura 15), RMN 'H (Figura 19), C — H HETCOR
(Figura 18), H — H COSY (Figura 22) e H — H RCT (Figura 23), foi possivel caracterizar os
adtomos de carbono e hidrogénio que compdem a estrutura da substancia LA-3 e atribuir os
deslocamentos quimicos de cada carbono e dos prétons correspondentes aos carbonos primarios,
secunddrios e tercidrios. Pelos espectros de correlacdo foram observadas as conectividades entre
carbonos e seus respectivos prétons (C — H HETCOR; Figura 18) e entre prétons vizinhos (H —

H COSY; Figura 22 e H — H RCT; Figura 23).

Na Figura 15 pode ser observado o espectro totalmente desacoplado de RMN BC da
substincia LA-1, onde a caracterizacdo de cada dtomo de carbono da molécula foi possivel com

a andlise dos espectros DEPT 90 (Figura 16) e DEPT 135 (Figura 17).

Na Figura 15a pode-se observar os oito sinais de carbonos quaternarios presentes na
molécula, sendo que seis destes (em & 32,00; & 37,60; & 40,70; & 42,30; & 43,50; & 50,00)
encontram-se na regido de carbonos saturados, sem dtomos eletronegativos; um deles (em &
145,00) encontra-se na regido de carbono pertencente a ligagdo insaturada e o ultimo (em &
175,50) na regido de carbono carbonilico. Todos os sinais correspondentes a carbonos
quaternarios foram confirmados pelo espectro C —-H HETCOR (Figura 18), que n@o apresentou

hidrogénios correlacionados a estes carbonos.

Na Figura 15b estdo destacadas as regides onde encontram-se todos os carbonos da
molécula. Em campo alto, observa-se sete sinais correspondentes a metilas (em 0 13,51; 8 16,65;
617,97; 6 18,12; 6 25,11; & 27,29; 6 33,32); nove sinais de carbonos secundarios (em & 19,01; &
24,49; 6 26,33; & 31,86; 0 33,68; & 36,41; & 36,41; 6 39,59; & 47,65); trés sinais de carbonos
tercidrios (em 0 42,10; d 48,13; 3 48,41), além dos seis sinais de carbonos quaterndrios (em o
32,00; 6 37,60; 8 40,70; & 42,30; 8 43,50; & 50,00). Deslocados para campo baixo, encontram-se
primeiramente vinte e nove sinais na regido de carbonos ligados a atomos eletronegativos: um de

carbono tercidrio (em 0 67,13); quatro de carbonos secundarios (em & 62,72; § 63,76; 4 65,18; o
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67,13) e vinte de carbonos tercidrios (entre 8 67,02 e & 83,64); deslocados para campo mais
baixo, encontram-se mais cinco sinais de carbonos tercidrios (em & 94,00; 6 101,35; & 102,50; 6
105,66; & 106,54), tipicos de carbonos anoméricos de moléculas de aguicar. Considerando-se os
sinais na regido de carbonos ligados & dtomos eletronegativos e os dois sinais de carbonos
anoméricos, percebe-se que a substancia LA-3 apresenta cinco moléculas diferentes de agucar.
Finalmente, em campo ainda mais baixo, estd destacada a regido de carbonos pertencentes a

ligacdo insaturada (em o 123,69 e & 145,00), bem como o sinal em & 175,50, referente 2 um

carbono carbonilico.

No espectro DEPT 90 (Figura 16), observa-se primeiramente, sinais de carbonos
tercidrios em campo alto (em 0 42,10; 4 48,13; 6 48,41) e sinais em campo baixo (em d 74,57 e &
83,64), todos pertencentes a um esqueleto basico, bem como os sinais referentes aos carbonos
anoméricos de agidcares (em & 94,00; 8 101,35; & 102,50; 8 105,66; & 106,54), deslocados para
campo mais baixo (Figura 16a). Na Figura 16b confirma-se todos os sinais referentes aos

carbonos terciarios.

No espectro DEPT 135 (Figura 17) observa-se os sinais referentes a carbonos
secunddrios que encontram-se em campo alto, voltados para baixo (em & 19,01; d 24,49; J 26,33;
0 31,86; 6 33,68; 0 36,41; & 36,41; & 47,65) na Figura 17a. Na Figura 17b, estdo destacados os
sete sinais de carbonos tercidrios que encontram-se em campo alto, voltados para cima, bem
como os oito sinais de carbonos secundarios que encontram-se na mesma regido, mas voltados

para baixo.

O espectro de RMN Bc (Figura 15) totalmente desacoplado mostra a existéncia de 58

atomos de carbono, os quais puderam ser caracterizados conforme o Quadro 11.

QUADRO 11: Caracterizaciao dos carbonos da substancia LA-3 a partir do espectro
de RMN C totalmente desacoplado

Carbono -CH; -CHo- -CH< -C-

2=58 08 13 29 08
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O sinal em & 36,41 no espectro ampliado de RMN *C (Figura 21) foi atribuido 2 dois
sinais de carbonos diferentes, uma vez que nesta regido do espectro ha um sinal alargado para
este valor. Além disso, ainda na Figura 21, observa-se que o mesmo sinal apresenta correlagio
com quatro prétons, o que caracteriza a ocorréncia de dois sinais referentes a carbonos

secundarios.

A partir do espectro de correlagdo C — H HETCOR (Figura 18), foi possivel identificar os
prétons ligados aos carbonos da molécula, caracterizar os sinais referentes a cada préton e
verificar possiveis sobreposi¢cdes de sinais no espectro de RMN 'H (Figura 19). Além disso, este
espectro possibilitou a identificacdo dos prétons referentes aos carbonos secundarios, que
apresentam deslocamentos quimicos diferenciados, podendo-se ainda atribuir os valores de seus
deslocamentos. Portanto, este espectro de correlacdo foi determinante para a elucidacdo da
estrutura, j4 que permitiu localizar as posi¢des corretas dos prétons no espectro de RMN 'H
(Figura 19), que constitui a base para a andlise da conectividade molecular, confirmada pela

andlise dos espectros H — H COSY (Figura 22) e H — H RCT (Figura 23).

Na Figura 18a estdo caracterizados a maioria dos sinais de carbonos conectados a
hidrogénios: os pertencentes a um esqueleto bdsico e os sinais de carbonos anoméricos de
acticares. Na Figura 18b estdo destacadas as regides onde encontram-se os carbonos conectados
a hidrogénios: em campo alto, entre 6 13,51 e 8 50,00, destacando-se ainda o sinal em & 36,41;
em campo baixo, entre & 62,72 e & 106,54 (na regido de carbonos ligados a dtomos
eletronegativos e de moléculas de acticar, destacando-se ainda os sinais referentes aos carbonos
anoméricos, deslocados para campo mais baixo em relacdo aos demais sinais da mesma regifo);

em campo mais baixo, em & 123,69 (na regido de carbono pertencente a ligac@o insaturada).

Analisando-se os espectros de RMN Bc (Figura 15), RMN 'H (Figura 19) e os espectros
de correlacdo, percebeu-se que a estrutura tratava-se de uma saponina triterpénica. No espectro
de RMN 13C, um sinal caracteristico da ocorréncia de carbonila (em & 175,50), além dos valores
atribuidos aos carbonos dos anéis D e E, de acordo com Mahato e Kundu (1994), sugere a
ocorréncia de acido carboxilico glicosilado em C28. Para a estrutura basica de uma saponina
triterpénica € possivel observar correlacdes caracteristicas em cada anel da molécula, que sdo
interrompidas pela presenga de carbonos quaternarios (Cq). Em todos os anéis da substincia LA-
3 os grupos de correlagdes foram determinados a partir dos espectros H — H COSY (Figura 22) e
H — H RCT (Figura 23). Dessa forma, através deste espectro de correlagdo, foi possivel

determinar a localizacdo da maioria dos prétons da aglicona, que pelo espectro C — H HETCOR
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(Figura 18) permitiu inferir sobre os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos ligados a

estes protons (Figura 24).

190H H el
I I

137H H 1,47
(.

Cq—|C9—Cq—C|7—|C6—C|s—Cq

H H H H H H H
364 1,90 1,65 1,67 16l 1,47 123
ANEL A ANEL B
1,15 H
190 H | 1,04 H 1,39 Iﬁl,QOIl‘I
| Ca-Fis-Ce=Ca Cq = Cig—Cig— Cq = Cay - Cop— C
Cq—-Cy—Cy1 —Cy2-Cq-Cq I I q-Cis—Cio-Cq—-Cr-Cn—-Cq
I I I I
| | | i i H H H H
H H H 139 448 ANELD
1,67 190 534 ANELC 3,02 2,27 143 1,9
. . - ANEL E

Figura 24: Grupos de correlacées observadas nos espectros H - H COSY e H - H
RCT entre os prétons de cada anel da aglicona

As agliconas de saponinas apresentam vdrias unidades —CH,- que se repetem, o que torna
dificil a determinagdo destas unidades. Gracgas ao espectro C — H HETCOR (Figura 18) foi
possivel determinar o nimero de prétons que aparecem no espectro de RMN 'H (Figura 19),
mesmo nos casos onde encontram-se sobrepostos; esta determinacdo ¢ fundamental, ji que o
espectro de RMN 'H constitui a base para a andlise da conectividade molecular observada no
espectro H — H COSY (Figura 22). Através dos espectros H— H COSY (Figura 22) e H - H RCT
(Figura 23) foi possivel observar as correlagdes pertinentes aos protons que ressonam em campo
mais baixo, que geralmente correspondem aos prétons de moléculas de agucares, e aos protons
proximos a grupos eletronegativos como hidroxilas e ligagdes insaturadas; em campo mais alto
estdao os protons referentes a metilas e aos carbonos secundérios. Apesar da sobreposi¢do da
maioria dos sinais dos prétons de carbonos secundérios, todos os protons da molécula foram
determinados, ja que o espectro C — H HETCOR permitiu localizar as suas posi¢des corretas no

espectro RMN 'H, que foram confirmadas pela andlise de correlacio no espectro H— H COSY.

Estes espectros indicam tratar-se de uma saponina triterpénica pentaciclica, com uma

ligacdo dupla, um grupamento carboxilico e trés carbonos ligados a oxigénio (Figura 13; Quadro
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12). Neste grupo de triterpenos, os de ocorréncia mais freqiiente em plantas sdo os derivados

oleanan-12-eno e ursan-12-eno (ATHAYDE, 1993).

O espectro de RMN 'H (Figura 19a) mostra a existéncia de oito sinais correspondentes 2s
metilas (8 0,72; 8 0,77; 8 0,87; 8 0,96; 5 0,99; d 1,23; 8 1,29 & 1,37), sendo que seis deles eram
pertencentes a aglicona, que aparecem como singletes (com excec¢do dos sinais em 0 1,23 e &
1,29, que aparecem como dupletos, pertencentes respectivamente, a ramnose 2 € 2 ramnose).
Ainda na Figura 19a, observa-se todos os sinais de prétons pertencentes ao esqueleto basico,

bem como aqueles referentes aos prétons de carbonos anoméricos.

A ocorréncia de vérios sinais sobrepostos, observados neste mesmo espectro de RMN 'H,

¢ caracteristico de um heterosideo triterp€nico do tipo oleano (MAHATO; KUNDU, 1994).

Na Figura 19b observa-se em campo alto os oito sinais de prétons pertencentes a metilas,
bem como nove sinais de prétons de carbonos secundirios e trés de carbonos tercidrios;
deslocados para campo baixo, encontram-se os sinais de protons pertencentes a moléculas de
acticar ou ainda trés sinais de prétons pertencentes a carbonos ligados a 4tomos eletronegativos,

que constituem o esqueleto basico (em 8 3,36; 0 3,62; d 3,64).

As Figuras 20a, 20b e 20c sdo ampliagdes da regido de prétons em campo baixo, do
espectro de RMN 'H. Observa-se nestas Figuras os sinais referentes aos prétons de moléculas de
acticares, bem como alguns sinais referentes a prétons do esqueleto basico, que encontram-se em
campo baixo por estarem ligados a atomos eletronegativos. Os sinais que correspondem a

prétons do esqueleto bésico estdo destacados nestas Figuras.

A Figura 20d também € uma ampliacio da regido de prétons em campo baixo, do mesmo
espectro. Pode-se observar os cinco prétons de carbonos anoméricos, o ultimo sinal de préton
pertencente ao esqueleto basico em 6 4,48 e um sinal em O 5,34, caracteristico de préton na
posicdo 12 de esqueleto oleano (confirmado pelos sinais em & 123,69 - correspondente ao C12 -

e em & 145,00 - correspondente ao C13 - ambos no espectro de RMN "°C).

Estes valores de deslocamento no espectro de RMN Bc (em & 123,69 e & 145,00) neste
tipo de estrutura confirmam a presenca de um esqueleto do tipo oleanan-12-eno, pois o carbono
12 € blindado (cerca de 2 ppm), enquanto o carbono 13 € desblindado (cerca de 5 ppm) nas séries

oleanan-12-eno em relagéo as séries ursan-12-eno (ATHAYDE, 1993).

Uma anéalise detalhada dos valores de deslocamento dos carbonos 3, 4 € 5, bem como dos

valores dos cabonos 23 e 24 ¢ de grande valor diagnéstico na definicdo da conformagdo da
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hidroxila ligada ao C3, bem como do carbono portador do grupamento CH,-OH. As posi¢des dos
carbonos 4 e 5 sdo afetadas pela configuracao da hidroxila em C3 e pela presenca do grupamento

hidroxila em C23 ou C24.

No caso da configura¢do 3-B-OH (equatorial), a mais comum em triterpenos, devido ao
grupamento B-hidroximetila em C4-axial, ou seja, devido ao C24, os valores dos carbonos 4 e 5
sdo deslocados para campo mais baixo em relagdo aos sinais observados para estes mesmos
carbonos quando o grupamento hidroximetila estd em o-equatorial, ou seja, no C23 (SIDDIQUI

et al., 1990).

A presenca de um grupo CH,-OH € evidenciada no espectro de RMN Be pelo sinal
caracteristico em & 65,18 de um carbono secundario ligado & um grupamento hidroxila. Esta
substituicdo foi localizada no C4 da aglicona, que apresentou sinal em & 43,50, pois nas
saponinas derivadas do 4cido oleandlico (ou ursélico), quando este carbono encontra-se
substituido por um grupo CH,-OH (no lugar de um grupo —CH3), o seu sinal no espectro de
RMN "°C desloca cerca de 5 ppm para campo mais baixo, conforme a literatura (TAKETA,

1997; COREA et al., 2004).

Esta substitui¢do ocorre no C23 (e ndo no C24) porque o sinal do C5 aparece em 6 48,4.
Se a substitui¢do estivesse no C24, o sinal do CS5 estaria deslocado também para campo mais

baixo (apareceria em torno de & 55) (ATHAYDE, 1993; TAKETA, 1997).

Além disso, o posicionamento do substituinte em C23 (posi¢do o em relacdo ao C4) é

evidenciado ainda pela correlagdo do H23a (3 3,36) com o H5 (8 1,23), observada nos espectros

H - H COSY (Figura 22) e H— H RCT (Figura 23).

A informacdo sobre a posi¢do da hidroxila foi obtida ainda, analisando-se uma metila em
campo mais alto (8 13,51) do que o usualmente encontrado para derivados dos dcidos oleandlico
e ursdlico (cerca de § 15,7 e 8 16,7). Esta metila em campo mais alto pode ser atribuida ao C24
(posicdo B ao C4), ja que o deslocamento esperado para uma metila em C23 (o ao C4), seria de

cerca de 10 ppm para campo mais baixo.

Dessa forma, confirma-se que o grupamento 4-hidroximetila, cujo deslocamento é de &
65,18 estd na posicdo o em relacdo ao C4, correspondendo ao C23. A colocacdo da hidroximetila
nesta posicdo, por compressdo estérica afeta a posicdo do C5, causando um deslocamento do

mesmo para campo mais alto (SIDDIQUI et al., 1990).
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O sinal que ocorre em & 48,41 é caracteristico de aglicona do dcido oleandlico (ou
urs6lico) com substituinte hidroxila em C4; agliconas de saponinas triterpénicas sem

substituintes hidroxila em C4 aparecem em torno de 8 55 (SIDDIQUI et al., 1990).

Os espectros de H — H COSY (Figura 22) e H — H RCT (Figura 23) foram decisivos para
a definicdo das seqiiéncias dos protons referentes aos acticares. Normalmente, a por¢do agucar
encontra-se ligada na aglicona de saponinas formando uma ligacdo tipo éter na hidroxila do C3,
ou esterificada no grupo carboxilico do C28. Independentemente do tipo de actcar, quando esta
ligado ao C28, ocorre um deslocamento quimico caracteristico deste carbono de
aproximadamente 4 ppm para campo mais alto (8 176), que quando livre apresenta deslocamento
quimico em torno de & 180. A substincia LA-3 apresenta um sinal no RMN “C em & 175,50

caracteristico portanto, da presenca de actcar no C28.

De maneira contrdria, quando o aclcar encontra-se substituido no C3 ocorre
deslocamento quimico de 10-15 ppm para campo mais baixo em relagdo a hidroxila livre (por
exemplo, de & 78 para & 88) (TAKETA, 1997). A substincia LA-3 apresenta um sinal no
RMN"C em § 83,64.

Dessa forma, verifica-se que a substincia LA-3 trata-se, portanto, de uma saponina

bidesmosidica.

Através do espectro de C — H HETCOR (Figura 18) pode-se observar que o sinal do C3
(em O 83,64) encontra-se conectado com o sinal em & 3,64 (que aparece como um triplete no
espectro de RMN 'H). A partir do espectro de H — H COSY (Figura 22), é que foi possivel
identificar que este sinal encontrava-se na regido de agtcares no espectro de RMN 'H porque

tratava-se de um carbono tercidrio diretamente ligado a um 4dtomo eletronegativo.

O espectro de H — H COSY (Figura 22), mostra que o sinal em 0 3,64 conectava-se com
sinais deslocados para campo alto (em & 1,65 ¢ & 1,90), ou seja, deveria fazer parte do esqueleto

basico da saponina.

Através deste espectro de correlagdo foi possivel identificar todos os sinais que
apareciam em campo baixo por estarem conectados a hidroxilas (em & 3,36; d 3,62; & 3,64; o
4,48), uma vez que estdo todos conectados a 4tomos que aparecem em campo alto, bem como o

sinal em 0 5,34, deslocado para campo ainda mais baixo, por pertencer a liga¢ao insaturada.
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No espectro H — H COSY (Figura 22) pode-se observar ainda os prétons pertencentes as
moléculas de agticares, uma vez que todos os sinais correlacionam-se entre si, em campo baixo;
os sinais referentes aos prétons de carbonos anoméricos encontram-se na mesma regido, mas

sempre deslocados para campo ainda mais baixo (Figura 22).

O espectro H- H RCT (Figura 23) uniu finalmente toda a estrutura. Na Figura 23a
observa-se que a partir de sinais caracteristicos pode-se construir pequenas por¢des da estrutura:
a partir, por exemplo, dos sinais em H12 (em & 123,69), H16 (em & 74,57) e prétons anoméricos.
Na Figura 23b confirma-se as correlagdes visualizadas na Figura 22, bem como € possivel

visualizar um maior nimero de conexdes para um mesmo sinal.

Em relagdo a moléculas de acticares, portanto, através dos espectros H— H COSY e H -
H RCT foi possivel caracterizar, a partir dos prétons anoméricos, as seqiiéncias dos protons

referentes aos acucares (Figura 25).

GLICOSE 370 H ARABINOSE 350 H RAMNOSE 2 123 H

I I I
|ClG'CiZG‘(|j36‘C|4G'C|:5G'C|:6G |C1A'(|:2A'C|3A'C|:4A'C|5A |ClR"(|:2R"C|3R"C4|IR"(|:5R"C|6R"H 1,23
H HH H HH H HH H H H H H H H H
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| |
Cix-Cox-C3x-Cax-Csx Cir-Cor-C3r-Car-Csr-Cer-H 129
0 e
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FIGURA 25: Seqiiéncia de prétons determinados através das correlacoes
observadas nos espectros H—- H COSY e RCT

A conexdo dos acucares entre si foi estabelecida através de compara¢do com dados da

literatura (TOYOTA; MSONTHI; HOSTETTMANN, 1990; COREA et al., 2004).

Dessa forma, verificou-se que a conex@o mais coerente seria aquela proposta por Toyota

e colaboradores (1990): C1 da glicose com C3 da aglicona (CH-O); C1 da arabinose com C28 da
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aglicona (COO-); C2 da arabinose com o C1 da ramnose 2; C4 da ramnose 2 com o C1 da xilose

e finalmente, o C3 da xilose com o C1 da ramnose (Figura 13).

Sendo assim, através dos espectros de correlacdo, pdde-se construir uma molécula que
pode ser dividida em trés por¢des: 1) aglicona — 30 dtomos de carbono entre & 13,51 e § 175,50,
sendo que: 8 deles (8 32,00, & 38,60, 6 40,70, & 42,30, 6 43,50, 4 50,00, & 145,00 e & 175,50) ndo
apresentam hidrogénios correlacionados, tratando-se portanto, de carbonos quaterndrios. Os
sinais em campo bem baixo, ou seja, em & 145,00 e & 175,50, sdo respectivamente, de carbono
insaturado e de carbono carbonilico; 6 sinais (6 13,51, 6 16,65, 6 17,97, & 25,11, & 27,29 ¢ &
33,32) sdo referentes a carbonos primérios, que correlacionam-se com hidrogénios que aparecem
como singletes, respectivamente, em 6 0,72, 8 0,99, 6 0,77, 6 0,96, 6 1,37 e 6 0,87; 10 sinais (3
19,01, & 24,49, 3 26,33, & 31,86, & 33,68, & 36,41, & 36,41, & 39,59, & 47,65, & 65,18) sdo
referentes a carbonos secundérios, sendo que os 5 primeiros, além do sinal em & 39,59
correlacionam-se com hidrogénios que aparecem como multipletes (ver valores no Quadro 12).
Os sinais sobrepostos, em & 36,51 correlacionam-se com hidrogénios que aparecem em: & 1,15
(como duplete); & 1,39 e & 1,43, como dupletes de dupletes e o sinal em 8 65,18 correlaciona-se
com sinais em 0 3,36 e 0 3,62, que aparecem como dupletes; 6 sinais (0 42,10, 4 48,13, & 48,41,
874,57, & 83,64 € 5 123,69) sdo referentes a carbonos tercidrios, sendo que dois deles (8 74,57 e
O 83,64) aparecem em campo baixo por tratarem-se de carbonos ligados a 4atomos
eletronegativos e o sinal no campo mais baixo (8 123,69) trata-se de um carbono carbonilico (ver
correlacdes com hidrogénios no Quadro 12); 2) actcares do C3 (na regido de carbonos ligados a
atomos eletronegativos) — glicose: 6 dtomos de carbono em campo baixo, entre 8 62,72 e &
105,66, correlacionados a dtomos de hidrogénio que aparecem entre & 3,17 e & 4,40 (ver
correlacdes e multiplicidades no Quadro 12); 3) agucares do C28 (também na regido de carbonos
ligados a 4tomos eletronegativos; também em campo baixo, com excecdo das metilas das
ramnoses) — arabinose: 5 dtomos de carbono, entre 6 63,76 € & 94,00, correlacionados a dtomos
de hidrogénio que aparecem entre 8 3,50 e d 5,60 (ver correlagdes e multiplicidades no Quadro
12); ramnose 2: 6 dtomos de carbono, entre 6 17,87 ¢ 6 101,35, correlacionados a dtomos de
hidrogénio que aparecem entre 8 1,23 € 8 5,03 (ver correlagdes e multiplicidades no Quadro 12);
xilose: 5 dtomos de carbono, que aparecem entre & 67,13 e 8 106,54, correlacionados a dtomos
de hidrogénio que aparecem entre 0 3,18 e & 4,53 (ver correlagdes e multiplicidades no Quadro

12); ramnose: 6 dtomos de carbono, entre & 18,12 e¢ & 102,50, correlacionados a dtomos de

77



hidrogénio que aparecem entre & 1,29 e 8 5,13 (ver correlagdes e multiplicidades no Quadro 12),
ou seja, também em campo baixo (com exce¢do da metila, que aparece em campo alto, em o

18,12, correlacionada com dtomos de hidrogénio que aparecem em 8 1,29 como um duplete).

Sendo assim, para a substincia LA-3 foi atribuida a estrutura de uma saponina com
aglicona do tipo olean-12-en: 4cido 3, 16a, 23 trihidroxiolean-12-en-28-6ico, conhecido como
16a-hidroxihederagenina  (HOSTETTMANN; MARSTON, 1995), conforme a Figura 13,
através dos espectros analisados, confirmada através da comparacdo com dados da literatura

(TOYOTA; MSONTHI; HOSTETTMANN, 1990; COREA et al., 2004).

Na Figura 13 estdo destacadas por¢des da molécula que tinham valores caractéristicos: os
carbonos 3 e 28, ambos substituidos por moléculas de agucares, destacando-se que a substincia
trata-se de uma estrutura bidesmosidica; a ligacdo dupla entre os carbonos 12 e 13, tipica de

esqueleto oleano; a presenca de grupamento CH,-OH no carbono 23.

Este triterpendide apresenta diversas atividades farmacoldgicas. Apesar da atividade
antiinflamatdria ser comum aos triterpenos, ¢ ainda mais significativa no 4cido oleandlico.

Dentre outras atribuicdes, € ainda um agente hepatoprotetor e antitumoral (item 3.3.).
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QUADRO 12: Dados de RMN *C e 'H em MeOH para a substiancia LA-3 (saponina
do tipo oleano) comparados com dados da literatura

C RMN “C | RMN "C RMN 'H DEPT
de acordo
com a
literatura
1 39,59 39,70" 1,61 m; 1,65 m CH,
2 26,33 27,00 1,90 m; 1,90 m CH,
3 83,64 83,00° 3,64t CH
4 43,50 43,507 - C
5 48,41 49,00% 1.23d CH
6 19,01 18,70 147 m; 1,47 m CH,
7 33,68 33,60 1,37m; 1,61 m CH,
8 40,70 40,50 - C
9 48,13 47,80 1,67 m CH
10 37,60 37,20 - C
11 24,49 24,80" 1,90 m; 1,90 m CH,
12 123,69 123,50 534t CH
13 145,00 145,00 - C
14 42,30 42,70 - C
15 36,41 36,00 1,15d; 1,39 dd CH,
C RMN "C RMN "C RMN 'H DEPT
de acordo
com a
literatura
16 74,57 74,00 4,48t CH
17 50,00 48,80" - C
18 42,10 41,807 3,02 dd CH
19 47,65 47,10 1,04d;2,27t CH,
20 32,00 31,20 - C
21 36,41 36,30 1,43 dd; 1,75 m CH,
22 31,86 32,70° 1,90 m; 1,90 m CH,
23 65,18 65,407 336d;3,62d CH,
24 13,51 12,997 0,72s CH;
25 16,65 16,60" 0,99 s CH;
26 17,97 17,90' 0,77 s CH;
27 27,29 27,30 1,37 s CH;
28 175,50 176,307 - C
29 33,32 33,30 0,87 s CH;
30 25,11 24,60 0,96 s CH;

!COREA et al., 2004; 2 TOYOTA; MSONTHI; HOSTETTMANN, 1990; °* ATHAYDE, 1993
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Glicose RMN BC RMN °C RMN 'H DEPT | Arabinose | RMN °C RMN BC RMN 'H | DEPT
de acordo com a de acordo com a
literatura literatura
CIG 105,66 105,507 440d CH CIA 94,00 93,207 5,60 d CH
C2G 75,62 75,507 3,17t CH C2A 75,75 76,107 3,77dd | CH
C3G 78,29 78,507 3,35dd CH C3A 69,99 70,207 399dd | CH
C4G 71,20 71,507 3,86 m CH C4A 67,02 66,107 382m | CH
C5G 77,69 78,107 327m CH C5A 63,76 63,00° 3,50d; | CH,
3,89 m
C6G 62,72 62,207 3,70m; 3,81d CH,
2 TOYOTA; MSONTHI; HOSTETTMANN, 1990
Ramnose | RMN “C [RMN"“C [RMN'H |DEPT | Ramnose |RMN “C | RMN "“C |RMN'H |DEPT
de acordo 5 de acordo
com a com a
literatura literatura
CIR 102,50 102,507 5,13d CH CIR’ 101,35 101,10 5,03d CH
C2R 72,28 72,607 3,94dd CH C2R’ 72,11 72,407 3,85m CH
C3R 72,22 72,007 371 m CH C3R’ 72,37 72,607 3,84 m CH
C4R 74,00 74,007 3,38 m CH C4R’ 83,43 83,50° 3,55m CH
C5R 68,98 69,807 3,68 m CH C5R’ 69,87 68,607 3,53 m CH
C6R 18,12 18,607 1,29d CH; C6R’ 17,87 18,607 1,23d CH;

* TOYOTA; MSONTHI; HOSTETTMANN, 1990

Xilose | RMN B°C | RMN ®C | RMN 'H | DEPT

de acordo

com a

literatura
CIX | 106,54 106,60° 453d CH
C2X | 76,24 75,307 3,34dd | CH
C3X | 84,12 83,107 345m | CH
c4xX | 71,55 69,207 329m | CH
Cs5X | 67,13 67,307 3,18d; | CH,

3,82m

> TOYOTA; MSONTHI; HOSTETTMANN, 1990
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54. Analise sazonal

A Figura 20 mostra que as substincias isoladas encontram-se em todas as coletas

realizadas, ndo tendo sido detectada diferenca significativa no perfil cromatografico qualitativo.

Como todas as amostras sd@o provenientes dos mesmos exemplares, verifica-se que as
variagdes sazonais ndo interferiram no perfil qualitativo dos constituintes presentes na fragdo n-

butandlica.

LAl «— <> o D o D I
g - T a a2 9

Ml e e
ey e %

Jun 03 Agco 03 Out03 Dez (03 Fev 04 Abr 04

FIGURA 20: Representaciao esquematica do perfil cromatografico das 6 coletas sazonais
realizadas (eluente AcOEt: MeOH: isoprOH: H,O: ac. acético 7: 1: 2: 5: 0,2;

placas em silica gel F,,)

Assim como no estudo realizado por Ferreira e colaboradores (2002), neste estudo o
verbascosideo foi encontrado em todas as coletas sazonais realizadas. Além disso, este estudo
verificou que este composto ndo apenas ocorre durante todo o ano, como ainda € a substincia
mais abundante em todas as coletas sazonais realizadas.

Dessa forma, pelo fato da espécie L. alba ainda ter a identidade de suas substincias ativas
desconhecidas, propde-se que o fenilpropandéide mencionado sirva de marcador quimico da

espécie.
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Em relacdo ao teor de umidade, o material vegetal apresentou um teor constante em todas
as coletas, com uma média de 11,02 £ 0,014 % de perda por dessecacao, conforme a Tabela 2.

Comparando-se a Tabela 2 com a Tabela 1 (item 5.1.1.), percebe-se que a alteracdo na
metodologia de secagem do material vegetal utilizado na andlise sazonal (item 4.5.1.2.) em
relacdo aquela empregada para o material utilizado no isolamento de substincias (item 4.3.1.)
ndo alterou a perda por dessecag@o das folhas secas e moidas da espécie. Sendo assim, percebe-
se que ambas metodologias de secagem (itens 4.3.1. e 4.5.1.2.) garantem a mesma perda por

dessecacdo ao material vegetal.

TABELA 2: Perda por dessecacio das folhas secas e moidas de L. alba apos 7 dias

Verificacdo Perda por dessecagdo (%)*
Junho 2003 11,03

Agosto 2003 11,04

Outubro 2003 11,02
Dezembro 2003 11,01

Fevereiro 2003 11,02

Abril 2003 11,02

média 11,020,014

* Valor médio de 3 determinagdes

Também foi calculado o rendimento, para as 6 coletas, do extrato bruto concentrado.
Obteve-se um rendimento sempre em torno de 10 % de extrato bruto em relacio a quantidade de
droga moida. Em seguida, o extrato bruto foi ressuspenso em dgua e submetido a particao,
conforme a Figura 3 (item 4.4.2.). Concentrando-se a fracdo n-BuOH até a secura, obteve-se, em
todas as coletas sazonais realizadas, um rendimento em torno de 1 % em relagdo a droga moida.

Os valores exatos estdao descritos na Tabela 3.
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TABELA 3: Rendimento dos extratos obtidos a partir das coletas realizadas para analise
sazonal

Fracdo Quantidade de droga | Extrato bruto (g) | Extrato bruto (%) | Fracdo n-BuOH | Fracdo n-BuOH
n-BuOH moida (g) (2 (%)
Junho 2003 85 8,62 10,14 1,00 1,18
Agosto 2003 81 8,44 10,42 1,15 1,42
Outubro 2003 84 8,51 10,13 0,89 1,06
Dezembro 80 8,06 10,07 1,03 1,29

2003
Fevereiro 2004 85 8,87 10,44 1,29 1,52
Abril 2004 84 8,61 10,25 1,17 1,39
5.5. Ensaios farmacolégicos
5.5.1. Avaliacao da aciao hipno-sedativa

5.5.1.1.  Hipnose induzida por pentobarbital

Virios trabalhos demonstram que o pentobarbital aumenta o influxo de CI” decorrente da
ligacdo do GABA em seu receptor GABA,, potencializando a inibicdo mediada pelo GABA,
tanto pré quanto poés-sindptica no SNC de mamiferos. Assim, estd demonstrado
experimentalmente que a acdo hipndtica do pentobarbital, determinada pela perda do reflexo
postural e tempo de sono em camundongos, estd relacionada a fung¢do do receptor GABA,
(CHWEH; SWINYARD; WOLF, 1987), sendo que firmacos com atividade hipno-sedativa

devem potencializar a a¢do hipnética do pentobarbital.

A curva tempo-resposta demonstrou atividade hipno-sedativa apenas quando o sono foi
induzido 1 h apds o tratamento com a fra¢cdo n-BuOH; neste tempo, a administragdo oral da
fracdo n-BuOH de L. alba, foi capaz de prolongar o tempo de sono induzido por barbitdrico
somente na dose de 300 mg/kg, de 35,08 + 7,56 min (média obtida no grupo controle) para 72,53
+ 12,63 min (Tabela 4; Figura 21).
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Nao houve alteracdo significativa da laténcia do sono induzido, inclusive no grupo

diazepam, exceto para o tempo de 3 h (Tabela 5).

TABELA 4: Tempo médio de sono induzido por barbitirico 1, 2 e 3 horas apés o

tratamento com a fracio n-butandlica de L. alba. Os valores estao expressos
em minutos, como média % e.p.m. (n), *p < 0,05

Duracio do sono

Tratamento

1 hora

2 horas

3 horas

Controle

30 mg/kg
100 mg/kg
300 mg/kg
Diazepam

35,08 £7,56 (7)
34,84 £ 6,08 (7)

72,18 £20,85 (8)
72,53 £ 12,63 (8)*
111,25 £26,56 (6)*

33,77+ 8,51 (7)

61,74 + 25,01 (7)
63,36 + 18,11 (8)
70,33 + 19,44 (8)
94,50 + 22,05 (6)*

33,43+ 7,81 (6)
37,47 + 8,44 (7)
49,79 + 22,81 (7)
83,41 + 26,48 (7)
103,72 £ 22,06 (7)*

TABELA 5: Laténcia média para o sono induzido por barbitirico 1, 2 e 3 horas apés o tratamento
com a fracdo n-butanolica de L. alba. Os valores estao expressos em segundos, como média + e.p.m.

(n), *p < 0,05

LATENCIA PARA O SONO
Tratamento 1 hora 2 horas 3 horas
Controle 242 £ 13,58 (7) 254,57 £ 16,95 (7) 445 £ 91,22 (6)
30 mg/kg 264,14+ 17,41 (7) 223,43+ 19,11 (7) 437,28 + 125,28 (7)
100 mg/kg 225,62+ 19,37 (8) 229,62 + 15,50 (8) 338,43 £41,95 (7)
300 mg/kg 230,5 % 10,49 (8) 269 + 48,78 (8) 256,57 £24,59 (7)
Diazepam 201 £ 26,76 (6) 231,5£22,06 (6) 235,71+ 12,80 (7)*
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FIGURA 21: Duracao do sono induzido por barbitirico, 1 hora apés o tratamento com a fra¢io n-
butanélica de L. alba. Os tratamentos foram comparados com o grupo controle e os valores estao

expressos em minutos, como média * e.p.m., *p < 0,05

5.4.1.2.  Hipnose induzida por éter

O pentobarbital ¢ uma substincia que depende de metabolismo hepético; portanto, para

comprovar a atividade hipno-sedativa, utilizou-se uma substincia hipnética com metabolizacio

pulmonar: o éter etilico.

Embora a fragcdo n-butandlica tenha potencializado o sono induzido por pentobarbital, ndo
foi capaz de potencializar o sono induzido por éter, mesmo quando testado na mesma dose e

tempo que produziu efeito significativo no primeiro modelo (Tabela 6).

TABELA 6: Tempo médio de laténcia e duracio do sono induzido por éter 1 hora apés o
tratamento com a fracao n-butandlica de L. alba, na dose de 300 mg/kg, v.o.
Os valores estao expressos em segundos, como média * e.p.m. (N), *p < 0,05

Sono Etéreo

Tratamento Laténcia Duracio
Controle 42,96 + 5,737 (5) 137 £ 14,98 (5)
300 mg/kg 46,76 + 3,924 (7) 141,57+ 11,78 (7)
Diazepam 50,174 £ 6,172 (5) 190,8 + 16,61(5)*

5.5.1.3.  Temperatura colonica
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A temperatura corpdrea pode ser empregada como indice de alteragdes de varios
neurotransmissores centrais, como agonistas dopaminérgicos ou serotonérgicos (LIN;
CHUANG, 2002), embora sirva também para distinguir entre agonistas totais ou parciais de

receptores benzodiazepinicos JACKSON; NUTT, 1990).

O tratamento com a fragdo n-BuOH foi capaz de reduzir a temperatura corporal, nas
doses de 100 e 300 mg/kg, de forma significativa nos tempos de 1 (36,47 = 0,21 e 36,1 + 0,27
°C)e 2 h (35,74 £ 0,14 e 35,57 £ 0,14 °C) ap6s o tratamento (Tabela 7). No entanto, 3 h apés o
tratamento com a fracdo n-BuOH observamos uma redugdo significativa (p < 0,05) da
temperatura retal para as trés doses (34,64 + 0,32; 34,54 £ 0,41 e 33,93 + 0,27 °C, para 30, 100 e
300 mg/kg respectivamente), inclusive nos animais controle (34,02 + 0,45 °C), sugerindo que
esta reducdo ndo se deve ao tratamento, mas talvez a mecanismos reguladores endégenos, como

a ativagdo de eixo HPA por estresse, como a manipulacio dos animais para gavagem

(VEENING et al., 2004).

TABELA 7: Temperatura colonica basal (T,) e 1, 2 e 3 horas ap6s o tratamento com a
fracdo n-butandlica de L. alba. Cada animal serviu como seu proprio controle. Os valores estiao
expressos em °C, como média £ e.p.m. (n), *p < 0,05

Temperatura colonica

Tratamento 1 hora 2 horas 3 horas

To T To T To T,

Controle 36,83 + 36,9+0,17 36,65+ 36,17 = 36,72 34,02 =
0,26 (7 0,43 0,22 (6) 0,25 0,45 (6)*

30 mg/kg 37,13 £ 36,55+ 36,81 = 36,38+0,1 36,58+ 34,64 =
0,23 0,24 (6) 0,32 @) 0,28 0,32 (7)*

100 mg/kg 37,56 £ 36,47 £ 36,56 35,74 36,7+0,29 34,54
0,12 0,21 (8)* 0,26 0,14 (8)* 0,41 (7)*

300 mg/kg 37,6 £0,29 36,1 £0,27 37+0,17 35,57 = 37,07 33,92+
&)* 0,14 (8)* 0,15 0,27 (7)*

Diazepam 36,85+ 36,05 37,13+ 36,0+£0,2 36,14+ 34,54
0,27 0,26 (6)* 0,22 (6)* 0,59 0,36 (7)*

5.5.2. Analise dos resultados
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Os resultados obtidos para a fragdo n-butandlica sugerem um efeito sedativo, uma vez
que observou-se uma potencializacdo do sono induzido pelo pentobarbital (na dose de 300
mg/kg, 1 h apds o tratamento oral com a fracdo n-BuOH). Estudos relatam que a atividade
hipnética do pentobarbital deve-se a ligacdo do barbitirico com sitios de acdo localizados nos
receptores GABAérgicos do tipo A (CHWEH; SWINYARD; WOLF, 1987; LANCEL, 1999).
Farmacos com acdo depressora do SNC, em geral reduzem a laténcia e/ou aumentam a duracio
do sono induzido. Os benzodiazepinicos demonstram esse efeito, principalmente prolongando a
duracdo do sono induzido; nestes experimentos, o diazepam promoveu aumento do tempo de

sono, tanto barbitdrico quanto etéreo.

Entretanto, o efeito sedativo da fragdo n-butandlica ndo foi confirmado no modelo do
sono induzido por éter, o que indica que provavelmente, a potencializa¢do do sono barbitirico

deva-se a uma interferéncia de ordem farmacocinética.

Uma possibilidade para explicar a potencializagdo do sono barbitirico seria um efeito
sobre o sistema hepatico microssomal, que metaboliza o pentobarbital sédico. Compostos ativos
de plantas podem competir com sistemas hepaticos de metabolizagdo de barbitiricos (ROBY;
KANTOR; GIAMBIANCO, 1999; ROBY; ANDERSON; KANTOR, 2000). Contudo, ndo ha

dados experimentais para sustentar esta hipdtese.

Em relacdo a temperatura coldnica, a fracio n-BuOH foi capaz de induzir hipotermia nos
tempos de 1 e 2 h, nas doses de 100 e 300 mg/Kg; os resultados demonstram que a fracdo n-
butandlica reduziu a temperatura corporal de forma significativa em até 1,43 °C (37 = 0,17 para

35,57 £ 0,14 °C), na dose de 300 mg/kg, no tempo de 2 h apds o tratamento oral.

Contudo, ndo é possivel afirmar que a hipotermia tenha sido induzida pelo tratamento
com a fragdo n-butandlica. Além disso, ndo é possivel afirmar que a alteragdo da temperatura
corporal dos animais deva-se 2 um mecanismo de acdo central, uma vez que no tempo de 3 h a

temperatura coldnica foi reduzida em todos os grupos de animais, inclusive no grupo controle.
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Conclusoes

6. CONCLUSOES

A partir da fracdo n-butandlica, obtida por particdo do macerado hidroalcodlico de
folhas de Lippia alba, foram isolados e identificados o fenilpropandide verbascosideo

LA-1) e uma saponina bidesmosidica derivada do acido oleandlico (LA-3);

Desta mesma fracdo n-BuOH foram isoladas outras duas substincias (LA-2 e LA-4),

ainda nao identificadas;

As quatro substancias isoladas (LA-1, LA-2, LA-3 e LA-4) foram encontradas nas seis
coletas realizadas durante os meses de junho, agosto, outubro e dezembro de 2003, e
em fevereiro e abril de 2004, ndo tendo sido detectada diferenca significativa no perfil

cromatografico qualitativo, no periodo analisado;

O rendimento da extracdo e do fracionamento da espécie foi sempre em torno de 10 %
de rendimento para o extrato bruto e em torno de 1 % de rendimento para a fracdo n-

butandlica, ambos em relagdo a quantidade de droga moida;

A fragdo n-butandlica potencializou a acdo do pentobarbital sédico em camundongos,
quando comparado ao grupo controle, na dose de 300 mg/kg, por via oral, 1 h apds o
tratamento, o que seria indicativo de atividade hipno-sedativa. Contudo, nao é possivel
afirmar que tenha demonstrado tal atividade, uma vez que ndo potencializou o sono
induzido por éter, quando testado na mesma dose e tempo que produziu efeito no

primeiro modelo;

A fracdo n-butandlica reduziu a temperatura corporal dos animais de forma
significativa nos tempos de 1 e 2 h apds o tratamento, nas doses de 100 e 300 mg/Kg,
mas ndo é possivel afirmar que deva-se 2 um mecanismo de ag¢do central, uma vez que
3 h ap6s o tratamento com a mesma fragdo houve redugdo significativa da temperatura

retal para as 3 doses (30, 100 e 300 mg/Kg), e para os animais controle.
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7.

PERSPECTIVAS

Em relacdo ao estudo fitoquimico, é necessario elucidar a estrutura da substancia LA-2,
bem como da substincia que foi purificada por CLAE juntamente com LA-3. Além
disso, é igualmente necessdria a purificacdo da substincia LA-4 por CLAE, para que

entdo seja realizada sua elucidagio estrutural;

Considerando que a andlise sazonal realizada foi qualitativa, propde-se a realizag¢do de

um estudo quantitativo;

Também propde-se um estudo comparativo com material vegetal proveniente de outros
locais, com o objetivo de verificar a influéncia do local de coleta na composicdo

quimica;

Em relagdo aos testes farmacoldgicos realizados, € interessante avaliar a atividade
hipno-sedativa de outras preparagdes, principalmente do infuso, que é a forma de
preparo mais utilizada pela populacdo. Também considera-se importante o estudo

farmacolégico dos constituintes quimicos isolados;

A interferéncia farmacocinética da fracdo n-butandlica com enzimas hepaticas deve ser
melhor investigada, sobretudo em relacdo ao seu uso concomitante com outros

farmacos;

A alteracdo da temperatura corporal produzida pela fracdo n-butandlica também deve

ser melhor investigada, uma vez que pode tratar-se de uma atividade ndo terapéutica;

Ainda em relacdo ao estudo famacoldgico, € necessario avaliar também, outras
atividades da fracdo n-BuOH, tais como miorrelaxante e anticonvulsivante, buscando
verificar se ha reprodutibilidade de resultados, em relacdo a trabalhos anteriores. O
mesmo deve ser feito tanto com o infuso quanto com os constituintes quimicos

1solados.
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