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RESUMO

A planta escolhida para o trabalho pertence a familia Celastraceae que
compreende cerca de 85 géneros contendo 800 a 900 espécies, com ampla
distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Nesta familia
destaca-se o género Maytenus que apresenta uma grande variedade de metabdlitos
bioativos. A espécie Maytenus rigida Mart, foi coletada no estado de Alagoas, no
povoado Capim Grosso-AL. O trabalho teve como o objetivo realizar o estudo
fitoquimico biomonitorado de Maytenus rigida Mart.

No teste de atividade antimalarica in vivo foi observado que os extratos
alcodlico das folhas, extrato alcodlico da entrecasca e fase acetato de etila foram
considerados ativos. Nos testes in vitro todos os extratos testados nas doses de 16,6
e 50 ug/mL foram considerados ativas.

No teste de inflamacéo, o extrato alcodlico, apresentou redugdes significativas
do edema de pata induzido pela carragenina, nas doses de 200 e 400mg/kg. No
modelo de antinocicepg¢ao, o extrato alcodlico teve aumento significativo no tempo
de laténcia em relacdo ao grupo controle, de 39,0% de aumento; p<0,005, na dose
de 100mg/kg. Ja na dose 200mg/Kg ocorreu uma reducédo de 26,5% de aumento;
p<0,05. As fracdes obtidas da particdo do extrato alcodlico da entrecasca foram
testadas na dose de 400mg/Kg aumentando o tempo de laténcia significativamente
de 41,4% para a fracao hexanica, 37,1 % para cloroférmica, 37,2% para acetato de
etila e 78% e 27,9% para a fracdo hidroalcodlica. A substancia 4’-metil-
epigalocatequina isolada da fase acetato de etila produziu uma significante inibicdo
no numero de contorgées abdominais (69 % de inibigdo, 100 mg/Kg, v.0) em
comparacgao com a Dipirona (65 % de inibigdo, 33 mg/Kg, i.p).

No teste da atividade altiulcerogénica foi observado que o extrato etanélico da
entrecasca na dose de 100 mg/kg estimulou atividade protetora da mucosa gastrica.
O extrato aquoso da entrecasca foi testado na dose 100 mg/kg reduzindo de forma
significativa (p<0,001) as ulceras induzidas por indometacina. As fases hexanica,
cloroférmica e hidroalcodlica do extrato etandlico da entrecasca, foram
administradas por via oral na dose de 100 mg/kg. Essas fracdes reduziram de forma
significativa, as Ulceras induzidas por indometacina.

Nos testes da atividade antimicrobiana foi observada atividade antimicrobiana
nos extratos aquoso, cloroférmico, acetato de etila e hidroalcodlico. Foi detequitados
compostos polifendlicos e atividade antioxidante nos extratos em cloroférmico,
acetato de etila e hidroalcodlico, foi avaliado também a atividade o comportamento
oxido-redutivo em meio aprotico com as substancias isoladas 4’-metil-
epigalocatequina, epicatequina e narigenina. A analise quantitativa da composicao
quimica da fragdo em hexano, através da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas permitiu detectar a presenca de sete compostos
(dodecanoato de metila, tetradecanoato de metila, pentadecanoato de metila,
hexadecanoato de metila, heptadecanoato de metila, octadecanoato de metila, 6-
octadecanoato de metila). O estudo quimico guiado pelos bioensaios forneceu as
seguintes compostos 4’-metil-epigalocatequina, epicatequina, &acido 3,4,5-
triidroxibenzoéico, 3-metoxi-5, 7, 3’, 4’ — tetraidroxiflavona, B-sitosterol, estigmasterol,
lupeol, friedo-oleanano 3- ona, 3-B-hidroxi-Friedelina, 3B-28-Dihidroxi-lup-20(29)-
eno, 3B-hidroxi-lup-20-em,30 diol e duas estruturas que foram caracterizadas por
raio X.
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ABSTRACT

The chosen plant belongs to the family Celastracea which comprehends about
85 genders and from 800 to 900 species with wide distribution in the tropical and
subtropical regions of the world. In this family the gender Maytenus highlights due to
a great variety of bioactive metabolites. From this gender, the specie Maytenus rigida
Mart was collected in the village of Capim-Grosso, State of Alagoas. The main
objective of this work was to accomplish a biomonitored phytochemical study of this
specie.

The in vitro antimalarial test showed that all tested extracts at 16,6 and 50
‘lg/mL were actives against Plasmodium. When the test was realized in vivo, the
alcoholic extracts of the leaves and of the entrecasca, as well the etyl acetate
extracts of Maytenus rigida Mart were active against Plasmodium.

In the antiinflammatory test, the alcoholic extract caused a significant reduction
of the paw edema due to carrageenan, at 200 and 400 mg/kg. In the antinociception
model, the alcoholic extract caused a significant increase in the latency time in
relation to the control group: an increase of 39,0% (p<0,005), at 100 mg/kg. At 200
mg/Kg occurred a significant reduction of 26,5% of the increase (p<0,05). The
fractions obtained by the partition of the alcoholic extract of entrecasca were tested at
400 mg/Kg and they increased the latency time significantly in 41,4% to the hexanic
fraction, 37,1 % to the chloroformic fraction, 37,2% to the etyl acetate and 78% and
27,9% to the hydroalcoholic fraction. The substance MRCA2 isolated of the etyl
acetate fraction produced a significant inhibition in the number of abdominal
contortions (69% of inhibition, 100 mg/Kg, v.0) when compared with dipyrone (65% of
inhibition, 33 mg/Kg, i.p).

In the antiulcerogenic test, the bast ethanolic extract at 100 mg/kg stimulated
the protective activity of the gastric mucous. The bast aqueous extract was tested at
100 mg/kg and it reduced significantly (p<0,001) the ulcers induced by indometacin.
Hexanic, chloroformic and hydroalcoholic fractions of the bast ethanolic extract were
orally at 100 mg/kg. These fractions reduced significantly the ulcers induced by
indometacin.

The aqueous, chloroformic and hydroalcoholic extracts showed antimicrobial
activity. Phenolic compounds were detected and antioxidant activity was observed in
the chloroformic, etyl acetate and hydroalcoholic extracts. It was also evaluated the
redox behavior in aprotic medium with the isolated substances 4’-methyl-
epigallocatechin, epicatechin and naringenin. The quantitative analysis of the
chemical composition of the hexanic fraction, by gas chromatography - mass
spectrometry, allowed detecting the presence of seven compounds (ethyl
dodecanoate, methyl dodecanoate, methyl tetradecanoate, methyl pentadecanoate,
methyl hexadecanoate, methyl heptadecanoate, methyl octadecanoate, methyl 6-
octadecanoate). The chemical study guided by the bioassays gave the following
compounds: 4’-methyl-epigallocatechin, epicatechin, 3,4,5-trihydroxybenzoic acid, 3-
methoxy-5,7,3’,4’-tetrahydroxyflavone, . -sitosterol, stigmasterol, lupeol, friedo-
oleanan-3-ona, 3-B-hydroxy-friedelin, 3-28-dihydroxy-lup-20(29)-ene, 3-hydroxy-lup-
20-en-30-diol and two structures that were characterized by X ray.
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1- Introducao

As plantas constituem a esséncia da vida principalmente pela sua posicao
singular como produtores primarios em todas as cadeias alimentares e, em segundo
lugar, como a unica fonte de energia renovavel disponivel para os animais (MANTELL e
cols., 1994). A cura através das plantas é tdo antiga quanto a historia da humanidade.
Desde os tempos da alquimia, a medicina empirica, a base de ervas, sempre exerceu
grande fascinio sobre a humanidade e o faz ainda hoje (MANTELL e cols., 1994).

Vale ressaltar que seu uso na terapéutica ndao teve origem apenas na
experiéncia casual ou em grande conjunto de experiéncias conscientes, mas
principalmente em aplicacbes com pretensées magicas, que tinham por objetivo
aumentar a acao dos feiticos e encantamentos. Portanto, ao longo dos séculos,
inUumeras plantas com poder de cura se tornaram conhecidas e as informacoes
transmitidas por diferentes civilizacdes, de geracdo a geracado, até a era moderna
(GUILLEN e cols.,1987). Desse modo, originou-se e difundiu-se a medicina popular.

Até o século XIX os recursos terapéuticos eram predominantemente constituidos
por plantas e extratos vegetais. Com o avanco dos instrumentos cientificos e
tecnoldgicos se estabeleceu a tendéncia de utilizacdo das substancias ativas presentes
nas plantas, cujas descobertas propiciaram uma revolucdo cientifica e tecnoldgica,
enriguecendo rapidamente o arsenal terapéutico (ESTEVAM., 2001).

E importante lembrar a contribuicdo das planta, ainda hoje, como fornecedoras
de matérias-primas farmacéuticas. Apesar do desenvolvimento nas &reas de sintese
organica, microbiologia industrial, biologia molecular, entre outras, parte dos farmacos
permanece sendo obtido de matérias-primas vegetais.

Com o objetivo de confirmar o potencial curativo, bem como de buscar novos
quimioterapicos, inumeras plantas, com ou sem relato etnofarmacoldgico, pertencentes
a diferentes familias, vém sendo estudadas (CRUZ.,1979; AHUMADA., 1975). As
plantas constituem uma fonte inesgotavel de principios ativos, além de servirem de
modelos para sintese de um grande numero de farmacos, fornecendo a cada dia
respostas para inumeras doencas (BRAZ-FILHO., 1994; WALL e cols., 1996).

Como exemplo, podemos citar a artemisinina (1) obtida de Artemisia annua
(Asteraceae), cafeina (2) das espécies Camellia sinensis (Theaceae), Coffea spp
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(Rubiaceae), llex paraguayensis (Aquifoliaceae), Paullinia cupana (Sapindaceae) e Cola
acuminata (Sterculiaceae) (SCHENKEL e cols., 2000; SIMOES e cols., 1999 e
HARBORNE e cols., 1993). Em outras situacdes, estao envolvidos farmacos que nao
sao de origem natural, mas suas obtencaes sao facilitadas por semi-sintese a partir de
precursores naturais. Como exemplo, pode-se citar os anticoncepcionais preparados a
partir de matérias-primas vegetais como os esteréides diosgenina (3) e solasodina (4),
obtidos de espécies de Dioscorea (Dioscoreaceae) e Solanum (Solanaceae)
respectivamente, ou ainda, de fitoesterdides como o estigmasterol (5) (HARBORNE e
cols.,1993; SIMOES e cols.,1999; SCHENKEL e cols., 2000).

Por essa e outras razdes, as plantas passaram a ser cogitadas por profissionais
da area de saude, bem como por 6rgaos governamentais, como um dos recursos
terapéuticos possiveis de utilizacdo no atendimento de algumas das necessidades dos
servicos de saulde (SIMOES e cols., 1989). Assim varios governos municipais tém
estruturado programas de uso de fitoterapicos (MORESCO e OLIVEIRA.,1995). Este
recurso € util nos atendimentos as comunidades onde a existéncia médico-farmacéutica
é deficiente, como € o caso do Nordeste brasileiro (MATOS, 1994).

O potencial das plantas superiores como fonte de novas drogas € ainda
inexplorada, este fato é evidenciado pelo numero de espécies de plantas existentes e
pelo fato de apenas uma pequena percentagem ter sido investigada do ponto de vista
quimico e, menor numero ainda do ponto de vista bioldgico e/ou farmacolégico.

Recentemente, novas abordagem envolvendo técnicas de monitoramento
quimico através da busca racional de novas drogas como: fracionamento guiado por
bioensaios especificos, bioensaios automatizados , técnicas Hifenadas (HPLC-EM),
desreplicacao e sistemas de “screening” de alta escala”, estas técnicas sao utilizadas
para sendo utilizados para identificar novas substancias bioativas de forma rapida e
eficiente aproveitando o potencial existente nas plantas (HOSTETTMENN e cols., 1997;
BOHLIN e cols., 1998; CONSTANT e cols., 1997; MONTANARI e cols., 2001; YUNES,,
1998).
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1.1- Justificativa

O semi-arido do nordeste brasileiro, com aproximadamente 1,0 milhdo de km?, é
um repositério de genomas adaptados a profundas mudancas climaticas. O bioma
caatinga é um mosaico de arvores e arbustos deciduos e xerdfilos, espinhosos
misturados com um grande namero de cactus suculentos e bromélias.

Ja foram descritas mais de 596 espécies arbustivas e arbdreas, 1.788 espécies
herbaceas, sendo pelo menos 180 espécies endémicas. Destacam-se as familias
botanicas: Caesalpinaceae, Mimosaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Celastraceae e
Cactaceae (JOLY, 1993).

O estado de Alagoas, onde domina o clima marcado por secas periddicas e
precipitacdo que varia entre 300-800 mm/ano, é caracterizado pela diversidade de
formacdes vegetais. Nesta regido, existe um predominio de caatingas, associadas a
carrascos e mata de altitude (matas de brejo), além de areas de cerrado e de campo
rupestre, mata atlantica e vegetacao costeira, entre outras. Este cenario ocupa 18 % do
territorio nacional (1.561.177,8 km?), onde vivem 44 milhdes de habitantes, dos quais até
1995, 17,5 milhGes habitam a area rural (OLIVEIRA, 1995).

Apesar da grande influéncia dos meios de comunicagao e do numero crescente de
farmacias e drogarias em todo pais, 0 uso de plantas com fins terapéuticos ainda é
bastante comum, tamto no meio rural como urbano, nas populagdes de baixo poder
aquisitivo, onde a tradicao cultural e os problemas s6cio-econémicos dificultam o acesso
a medicina convencional. Infelizmente, muitas das informacdes e praticas a respeito dos
usos das plantas, principalmente daquelas consideradas medicinais, estdo se perdendo
ao longo do tempo, quer seja pela auséncia de estudos etnobotanicos, quer seja pelo
uso inadequado da flora nativa, sem um programa de manejo racional e sustentavel, o
que tem ameacado e colocado em risco de extincao inumeras espécies, muitas das
quais sao ainda desconhecidas para a Ciéncia (AGRA, 1996).

Apesar de sua diversidade e de seu potencial sécio-econdmico, o uso dos
recursos vegetais tem ficado aquém do seu potencial. Alguns dos fatores que restringem
o uso racional da flora nordestina sédo, entre outros, 0 manejo insuficiente das reservas,
as condicbes climaticas, a pratica desaconselhavel do uso da terra, o desenvolvimento

agropecuario que exerce forte pressao sobre a biodiversidade, com reducao substancial
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de vegetacdo nativa, a crescente degradacédo dos recursos naturais e o desmatamento
desenfreado que pdem em risco a esperanca da descoberta de novas drogas com
atividade farmacolégica e/ou biolégica.

Assim, ha necessidade de uma corrida contra o tempo empregando o
conhecimento adquirido empiricamente pelas populagdes “Estudo Etnofarmacoldgico”
em prol da investigacdo e do conhecimento cientifico (ELISABETSKY e SHANLEY.,
1994; VIEIRA.,1999; PINTO e MADURO.,2003).

Esta abordagem reduz o tempo de pesquisa e também os custos por ser uma
investigacdo baseada em informagdes prévias, ainda que de certa forma leiga. Investir
em pesquisa etnofarmacolégica é extremamente importante para os paises onde a
populacado possui um baixo poder aquisitivo e ja esta culturalmente adaptada ao uso de
plantas para remediar seus males.

Em verdade, ganha-se tempo selecionando-se previamente as plantas com
indicacao terapéutica popular para s6 entao optar pelo modelo experimental que devera
ser usado para a avaliacido e comprovacao cientificas (ELYZABETSK.,1987). Neste
contexto, a geracdo, a divulgacdo e a aplicagcdo dos conhecimentos sobre a flora da
regido, a partir de bioensaios e estudos que envolvam conhecimento sobre a
composicao quimica, contribuird para ampliar o conhecimento sobre o uso racional e
sustentavel da flora regional, bem como para beneficiar a populagéo carente das areas
rural e urbana.

Apesar da flora nordestina gozar de grande prestigio na medicina popular, até
agora nao foi suficientemente estudada. Assim, o presente trabalho teve o objetivo de
determinar os principios ativos na espécie vegetal, como forma de contribuir para o
conhecimento desta planta bastante utilizada na medicina tradicional. Outro aspecto
importante em se conhecer o potencial da flora regional, estd no alto indice de
desaparecimento das espécies nativas em decorréncia do crescente desmatamento para
aproveitamento agricola.

A planta escolhida para o trabalho foi a espécie Maytenus rigida Mart.
(CELASTRACEAE) que foi coletada no estado de Alagoas. O interesse em estudar
essa planta é fundamentada nas razdes acima descritas, e especialmente porque a

familia Celastraceae tem uma larga histéria na medicina popular. O estudo de outras



espécies do género evidenciaram que ha uma grande variedade de substancias
quimica e farmacologicamente ativas desta familia (GONZALEZ e cols., 1996).

Desta forma o presente trabalho teve o objetivo de contribuir para o
conhecimento fitoquimico da espécie Maytenus rigida Mart, através do estudo quimico e
biolégico dos extratos da entrecasca. O presente trabalho apresenta uma visdo
interdisciplinar envolvendo especialidades em areas distintas como a farmacologia, a
botanica e quimica. A presente proposta contou com a colaboracao de profissionais que
atuam em diferentes areas de pesquisa como: farmacéutico, quimicos, fitoquimicos, e

boténico, a fim de atingir os objetivos propostos.

1.2 - Objetivos

e Geral

O objetivo deste trabalho é contribuir para o conhecimento da composicao quimica e da
atividade biol6gica dos extratos da espécie Maytenus rigida Mart. Para tal foram
realizados o isolamento e a caracterizacao quimica de seus constituintes e avaliagéo da
atividade biolégica através da atividade analgésica in vivo, da atividade antiinflamatoria,
a atividade antiulcerogénica in vivo, do potencial antimalarico in vivo e in vitro, acao
antimicrobiana in vitro, antioxidante in vitro e deteccdo de compostos fendlicos dos
extratos da entrecasca e/ou das substancias isoladas de Maytenus rigida Mart.
(Celastraceae). Além disso, o projeto visa também promover a Formacao de Recursos
Humanos especializados, com visdo interdisciplinar, em Produtos Naturais e Ensaios
Bioldgicos, através da geragdo de conhecimento, com vistas ao desenvolvimento de

fitofarmacos e buscando o desenvolvimento dos recursos naturais da regiao.

e Especifico
a) Coleta, identificacdo e estudo botanico do material vegetal;
b) Preparacédo dos extratos;
c) Particao e separacao inicial dos extratos ativos;

d) Prospeccéo fitoquimica;



e) Separacao e purificacdo dos constituintes quimicos dos extratos em hexano,
cloroférmio, acetato de etila, hidroalcodlica e aquoso liofilizado;

f) Avaliar in vivo e in vitro a atividade antimalarica, estudar in vivo as atividades
analgésica, antiinflamatéria e antiulcerogénica, in vitro as atividades
antimicrobiana, e a atividade antioxidante;

g) ldentificacédo e determinacao estrutural das substancias isoladas;

1.3 - Familia Celastraceae

A familia Celastracea compreende cerca de 85 géneros, contendo 800 a 900
espécies, com ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo
(BARROSO,1991 e JOLY., 1993). Sao plantas lenhosas, arbustivas ou arbéreas com
folhas inteiras, quimicamente sdo caracterizadas pela presenca de compostos com
esqueletos terpenoidicos com grupos fenoldiendnico e que apresentam propriedades
quelantes. Os compostos quimicos mais conhecidos sdo os triterpenos pentaciclicos
das séries friedelano, oleanano e Ilupano que possuem comprovada acao
antiinflamatéria (MARINI-BETOLO., 1974).

Nesta familia destaca-se o género Maytenus que possui espécies arbustivas ou
arboreas nas matas e campos (BARROSO.,1991 e JOLY., 1993), apresentam uma
grande variedade de metabdlitos bioativos e sdo largamente usado pelos povos da
América do Sul. Neste género muitos compostos quimicos tém sido isolados tais como:

Triterpendides: Sao varias as descricbes de compostos triterpenicos isolados

neste género, tais como triterpenos-quinénicos (6) e triterpenos diméricos (7) com
atividade cititoxica. Além do 28-hidroxi-friedelan-1,3-diona (8), isolado de Maytenus
macrocarpa, que atua na inibicAdo da enzima aldose-redutase. ja& a atividade
antiplasmodial e atividade antiulcerogénica foi observada no triterpeno pentaciclico 3f3-
friedelanol (9). Vale ressaltar que compostos desta classe foram isolados das espécies
tais como: Triterpenos quindnicos (7), (10), (11) e (12) de M. amazbnica; Maytenus sp
(GONZALEZ e cols., 1999; QUEIROGA e cols., 2000; FILHO e cols., 2002; CHAVEZ e



cols., 1998; CHAVEZ e cols., 2000; ALVARENGA e cols, 1999; CHAVEZ e cols., 1999;
AVILLA e cols., 2000; KHALED e col., 2001).

Dados da literatura relatam a ocorréncia de triterpenos da série lupano com
atividade antimicrobiana e citotoxica em M.cuzcoina € M. chiapensis (Nunez e col,
2005) sao eles: 6a-hidroxi-3-oxo-lupano-20(30)-eno (13), 11a-hidroxi-epi-betulin (14),
ridigenol 28- aldeido (15), 6B3-hidroxibetulin (16), 28 B,6 B-diidroxilupano-20(29)eno (17),
24 —hidroxibetulin (18) e 28-hidroxiglochidona (19). Também existem relatos de
nortriterpenos quinometidios com atividade inseticida em espécies de Maytenus como:
20 o-hidroxitigenona (20), tigenona (21) e pristimerina (22) (AVILLA e cols., 2000).

Estudos relatam a ocorréncia de compostos fenélicos do tipo nor-triterpeno em M.
canariensis (GONZAALES e cols., 1996) sdo eles: 6-oxo-tigenol (23), 3-O-metil-6-0xo-
tigenol (24), 2-O-metil-6-oxo-tigenol (25), O-dimetil-6-oxo-tigenol (26), 6-oxo-tingenol
(27) e 2,3-O-dimetil -6-oxo-iguasterol (28). Além de triterpenos em M. ilicifolia (OHSAKI
e cols., 2004) maitefolin A, B e C (29, 30 e 31), 3-cafeato (32). Nortriterpeno quinonico
(ALVARENGA e cols., 1999) 15a-hidroxi-21-cetopristimerin (33). Triterpenos de M.
arbustifolia (ORABI e cols., 2001) 3a-hidroxi-2-oxofriedelano-20a-acido carboxilico (34).

Triterpenos do tipo friedo-nor-oleanano foram isolados em M. ilicifolia (FILHO e
col., 2002) 20a-hidroxi-maitenin (35), 20B-hidroxi-maitenin (36), maitenin (37), celastrol
(38) e pristimerina (39). Trabalhos relatam a andlise quantitativa por HPLC de
Triterpenos friedelina 3B3-ol (40) e friedelina (41) em M. aquilifolium (NOSSACK e cols.,
2000). Nor-triterpenos macrocarpa A, B, C e D (42), (43), (44) e (45) em M. macrocarpa
(CHAVEZ e cols., 2000). Também foram isolados triterpenos do tipo quinona metidio
em M. amazénica (CHAVEZ e col.,1999) 23-oxo-isotigenona (46) e (8S)-7,8-diidro-6-
oxo-tigenol (47). Triterpenos diméricos M. chuchuhuasca (SHIROTA e cols., 2004)
Xuxuasim A (48) e Xuxuasim B (49). Triterpenos triméricos em M. scutioides
(GONZALEZ e cols., 1999)Triscutin A (50) e Triscutin B (51).
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Alcaldides : Estudos relatam a ocorréncia de alcaléides do tipo diidroagarofurano (52)
em M. heterophylla (ORABI e cols., 2001).

52

Flavondides: Dados da literatura relatam a ocorréncia de flavonéides quercetina (53),
campeferol (54) e (565) nas folhas de M. aquifolium (VILEGAS e cols.,1999). Também
relatam a analise quantitativa de flavondides glicosilados por HPLC em M. ilicifolia € M.
aquifolium (LEITE e cols., 2001).

R'=Gli, Ram,Gli,Ram R'=Gli, Ram,Gli,Ram

53 54

R'=Gli, Ram,Gli,Ram

55
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Catequinas: Foi realizado validacdo do métodos de quantificagéo de (+) catequina e (-)
epicatequina (56 e 57) do extrato aquoso das folhas de M. ilicifolia através deo método
de HPLC (SOARES e cols., 2004).

56 57

Sesquiterpenos: Foram isolados varios sesquiterpenos, sendo citados como exemplos

0s sesquiterpenos com atividade anti Leisshmania tropical em M. macrocarpa (PEREZ-
VICTORIA e cols., 1999); M. magellanica e M. chubutensis (KENNEDY e cols., 2001);
M. cuzcoina (CORTES-SELMA e cols., 2004). Dados da literatura relatam a ocorréncia
de dihidro-B-agarofurano sesquiterpenos (58, 59, 60 e 61) nas folhas de M. chiapensis
(NUNEZ e cols, 2003). Em M.putterlickoides (SCHANEBERG e cols., 2001) foram
isolados diidroagarofurano sesquiterpenos alcaloidais. Ja em M. chiapensis foi isolado
alcaldides sesquiterpénicos piridinicos com atividade inseticida (NUNEZ e cols., 2004).

OcA OcA
QCA/ OcA QCA/ OcA

AcO ol ICH20CA

60 61
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Macrolideos : Estudos relatam a deteccdo de compostos macrolideos do tipo
Maitasindides (62) que possui atividade citotoxica no género Maytenus (PULLEN e
cols., 2003).

H;CO

62

1.4 - Espécie Maytenus rigida Mart.

A espécie Maytenus rigida Mart, conhecida como Bom-homem, Bom-nome,
Cabelo-de-negro, Casca-grossa e Pau-de-colher, € uma arvore de pequeno porte, com
folhas curtamente pecioladas, inteiras, coreaceas, pequenas de cor branca, sua
posicao sistematica segundo Cronquist esta descrita no. Sua madeira é usada em
pequenas carpintarias na producao de colher de pau na regiao Sul, Sudeste e Nordeste
(BRAGA, 1960). A entrecasca do caule faz parte da composicdo do vinho de jurema
utilizado nos cultos afro-indigenas. Quanto as propriedades terapéuticas, € empregada
nos casos de dores em geral, infeccoes e inflamacdes. (MOTA e ALBUQUERQUE,
2002). Dados da literatura relaram a ocorréncia do triterpeno da serie lupano, o 6a-
hidroxi-3-oxo-lupano-20(30)-eno (63), friedelano, n-alcanos e alcaldéides (MARTA e
cols., 1979; OLIVEIRA e col., 1999; OLIVEIRA e cols., 2000 e OLIVEIRA e cols., 2003).
Estudos relatam também a influéncia do teor e composicdo quimica das ceras
epicuticulares (OLIVEIRA e cols., 2000 & OLIVEIRA e cols., 2003). Dados da literatura
relatam a ocorréncia de alcaléides com atividade inseticida (DELLE MONACHE e cols.,
1984), e (-)-4'-O-metil-epigalocatequina (65) e proantocianidinas (65) (DELLE
MONACHE e cols., 1976).
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1.5 - Consideracoes Sobre a Malaria

A malaria, conhecida popularmente como “maleita”, “paludismo”, “sezdo” ou
“tremedeira” (FERREIRA,1982), é, atualmente, considerada uma das doencas
parasitarias tropicais mais disseminadas no mundo. Segundo dados da Organizacao
Mundial de Saude (OMS), cerca de dois bilhdes de pessoas vivem em areas
endémicas, 0 que corresponde a cerca de 48 % da populacdo mundial. Confinada nas
regides tropicais do globo terrestre, especialmente Asia, Africa e América Latina,
atualmente ocorre cerca de 1,5 a 2,0 milhdes de obtos/ano, deste total 90% das mortes
sdo registradas na Africa, atingindo principalmente pessoas que vivem em localidades
onde o acesso a servicos de saude é restrito ou quase inexistente (SVS, 2004;
TILLYARD, 2004).
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No Brasil, em meados dos anos 60 e 70, a malaria estava confinada a Regiao
Amazébnica, onde foram registrados cerca de 30 mil casos/ano. Com o inicio da
colonizacdo desta regido, e a migracdo desordenada da populagdo da zona rural,
houve um aumento do numero de casos, sendo registrados nas décadas de 80 e 90
cerca de 600 mil casos/ano (FERREIRA, 1982). Em 2003, observa-se uma reducao de
13,7% no numero de casos de malaria (208.718), comparando-se ao mesmo periodo
do ano de 2002 (241.806). Neste periodo seis estados apresentaram redugdao do
numero de casos: Maranhdo, Para, Amapa, Roraima, Acre e Matogrosso. Houve um
desempenho negativo em trés estados, 0s quais registraram aumento na incidéncia da
doenca: Amazonas, Tocantins e Rondénia, devido aos freqlientes desmatamentos
realizados nestas regides (UCHOA, 2004).

InUmeros programas de erradicacao foram efetuados com o objetivo de controlar
a doenca. Geralmente a metodologia, utilizada como principal instrumento, baseava-se
no uso de inseticidas de acao residual (DDT), bem como complementagcdo com
quimioterapia e aplicacdo de larvicidas. No entanto, o aparecimento de cepas
resistentes, em especial do P. falciparum, aos farmacos disponiveis, tem sido um dos
grandes obstaculos a quimioterapia da malaria (FERREIRA, 1982). Isso provocou
mudancas no combate a doenca, que inclue a busca de novas drogas, utilizando-se
como substrato principal as plantas (FERREIRA,1982). A busca por quimioterapicos
contra o parasito tem levado inUmeros grupos de pesquisa a buscar nas plantas novas
drogas, que atuem inibindo ou controlando um ou mais estagios da doenca ou que
possam complementar a agdo das drogas existentes. Como consequéncia dessas
pesquisa, chegou-se a febrifugina (66), isolada de Dichroa febrifuga, a quinina (67)
isolada de Chinchona officinalles, utilizada nos casos de resisténcia a cloroquina. A
artemisinina, isolada de Artemisia annua é ativa nas formas mais graves da malaria; ou
ainda, drogas de origem sintética como o derivado artemeter (68), que atuam em
algumas cepas de parasitas causadores de maldaria, resistentes aos derivados
quinolinicos. (OLIVEIRA, 1995; REY, 1991 e SILVA, 2002). Alguns esquizonticidas
sangiineos, como a quinina e a cloroquina, inibem o desenvolvimento dos esquizontes;
esquizonticidas teciduais, como a primaquina (69), que matam os esquizontes da fase

exoeritrocitaria; gametocitocidas, como a primaquina (69), pirimetamina (70) e
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proguanila (71) impedem a formacao dos oocistos e dos esporozoitas (PETERS, 1980;
REY, 1991).
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Entretanto, a alta taxa de resisténcia dos parasitas as drogas e outros fatores
limitantes, mostrou a necessidade de pesquisas de novos agentes antimalaricos

alternativos e complementar aqueles existentes.

1.5.1 - Consideracoes Gerais Sobre os Agentes Transmissores

A malaria humana é uma doenca causada pela infec¢gdo de uma ou mais espécies
de Plasmodium: P. ovale, P. malariae, P. falciparum, P. vivax, transmitida ao homem
através da picada da fémea de mosquitos do género Anopheles (FERREIRA., 1982;
REY., 1991). Todos os transmissores de malaria dos mamiferos sdo da ordem Diptera,
da familia Culicidae e do género Anopheles. Compreendem cerca de 400 espécies, das
quais 100 sdo capazes de transmitir a doenca. No Brasil, cinco espécies, sao
predominantes: A. darlingi, A. aquasalis, A. albitarsis domesticus, A. cruzi e A. bellator.
Destas, a A. darlingi é a mais perigosa, sendo encontrada em reservatorios de agua
doce, terrenos altos e regides subdesenvolvidas (REY, 1991; FERREIRA, 1982). O ciclo
biol6gico do parasito tem inicio no homem onde ocorre a reprodugdo assexuada e se
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completa nos invertebrados (mosquito) onde a reproducdo sexuada se desenvolve
(REY, 1991), (Figura. 1, p. 23). Os esporozoitos, formas infectantes do parasito, sdo
inoculados no homem sadio através da saliva da fémea anofelina infectante. Esses
mosquitos, ao se alimentarem de individuos infectados, ingerem as formas sexuadas do
parasito gametocitos que se reproduzem no interior do hospedeiro invertebrado,
durante 8 a 35 dias, eliminando os esporozoitos, durante a picada. O periodo de
incubacgao dura em média, de 7 a 14 dias para o P. vivax e de 30 para o P. malariae.

O ciclo assexuado do Plasmodium falciparum (Figura 1, pag 23) inicia-se quando
a fémea do mosquito Anopheles inocula, através da picada, saliva que contém os
esporozoitos que séo as formas infectantes do Plasmodium. Em seguida, essas formas
infectantes entram na corrente sangliinea e deslocam-se até o figado onde invadem
suas células, dando inicio a fase conhecida como Tissular, onde amadurecem ate
esquizontes teciduais. Esses parasitos séo liberados para a corrente sanglinea, sob a
forma de merozoitos e provocam uma infeccdo sintomatica enquanto invadem e
destroem hemacias. Entretanto, alguns parasitos permanecem em forma latente no
figado como hipnozoitos, esses sao os parasitos que causam as recaidas da malaria
(nas infestagdes por P. vivax ou P. ovale). Uma vez na corrente sanglinea, os
merozoitos, invadem as hemacias e amadurecem nos estagios assexuados (trofozoitos
e esquizontes), os esquizontes destroem suas hemacias hospedeiras enquanto
amadurecem, e liberam a geracdo seguinte de merozoitos que invadem hemacias nao
infectadas previamente. Dentro das hemécias alguns parasitos diferenciam-se em
formas sexuadas (gametocitos). Esses, quando ingeridos por uma fémea do mosquito
Anopheles, amadurecem em gametas masculinos e femininos, que produzem zigotos.
O mesmo invade o intestino do mosquito e desenvolve-se em um oocisto que
amadurece, produzindo esporozoitos, estes migram para a glandula salivar do mosquito
repetindo o ciclo (BRUCE-CHWATT, 1980; FERREIRA, 1982; REY, 1991; BENNET e
PLUM, 1996).
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Figura 1. Ciclo biolégico do Plasmodium falciparum
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1.6 - Consideracoes Sobre o Teste Antinociceptivo

Do ponto de vista evolutivo, a dor € um sinal de alerta do qual o sistema nervoso
lanca méo para sinalizar um processo de agressado ao organismo. Este alerta deflagra
um conjunto de reacdes de adaptacdo de ordem psicolédgica, autbnoma e motora, que
visam afastar o organismo da fonte de agressao e preservar sua integridade. Esta
reacao se caracteriza na esfera emocional pela reacdo de fuga ou agresséo
(OLIVEIRA, 1979). Os processos inflamatorios, associadas ou n&o a dor e a febre, tém
preocupado a humanidade ha muitos séculos (SILVA, 1998). A utilizacao de infusbes
de plantas, notadamente de Salix alba vulgares (casca do salgueiro), como antipirético
remonta ao século XVIIl. Vale ressaltar que o controle da dor é uma das indicacoes
mais importantes a que se determinam os medicamentos (SILVA, 1998).

Embora seja um processo fisiolégico importante ao individuo, pois o previne da
ocorréncia de patologias e/ou alteracbes que podem colocar em perigo sua
sobrevivéncia, a “dor” constitui um dos seus primeiros flagelos. A dor pode ser
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classificada de véarias maneiras, e os agentes indutores do processo sao também
variados. Seu processo fisiologico, se desencadeia quando ha danos teciduais
decorrentes de um estimulo externo. Pode ser induzida por um estimulo mecénico,
térmico, quimico ou elétrico (LE BARRS e cols., 2001). Além disso, ha dores cuja
génese é totalmente desconhecida, incluindo a dor psicogénica e neuropatica, onde
nao se detecta especificamente um dano tecidual (BRESOLIN e FILHO 2003).

Os agentes analgésicos sao classificados em quatro categorias principais:
farmacos semelhantes a acao opidides da morfina (72) agentes anti-inflamatérios néao
esterdides semelhate a aspirina (73), anestésicos locais, os ndo opidides de acao
central como exemplo a amitriptilina (74) (antidepressivo) e farmacos utilizados em
afecgdes dolorosas especificas como carbamazepina (75) e ergotamina (76) (SILVA,
1998).

A obtencdo de substancias utilizadas para sana-la continua sendo um dos
principais objetivos e alvos de pesquisa (BRESOLIN e FILHO 2003). Novas substancias
com propriedades anestésicas e/ou analgésicas com efeitos adversos menos graves
que os atuais farmacos constitui fonte de pesquisa intensa (BRESOLIN e FILHO 2003).

Atualmente sao poucos os estudos in vivo com extratos derivados de plantas no
Brasil, considerando a enorme biodiversidade oferecida pela nossa flora (KELLOFF e
cols., 2000). Desta forma a busca de novos quimioterapicos de origem natural na flora
do estado de Alagoas bem como do nordeste brasileiro é importante tendo em vista a
diversidade genética existente (MATOS, 1994).

72 73
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1.7 - Consideracoes Sobre o Teste Antiulcerogénico

Ulcera é o nome que se da a uma lesdo erosiva da mucosa gastrica ou intestinal
(duodeno). Frequentemente, ambos os tipos sdo agrupados com o termo Ulcera
péptica. O tratamento para ambos € essencialmente o mesmo, os cuidados nutricionais
sd0 abordados em conjunto. Ulceras duodenais sdo mais comuns que as gastricas,
sendo que os dois tipos ocorrem mais freqlentemente em pessoas que sao
normalmente tensas e vivem em situacdes de stress. Desta forma muitos trabalhos tém
sido propostos na tentativa de elucidar a etiologia das ulceras (HIRSCHOWITS e
cols.,1995).

Muitas espécies de Maytenus sao popularmente utilizadas na medicina
tradicional brasileira, devido a sua atividade antiinflamatéria e antiulcerogénica
(AMADO, 2000; GONZALEZ, 2001; JORGE, 2004). Porém, o uso tradicional e a
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comercializacao desse género tém precedido a avaliacdo farmacolégica e toxicolégica
em estudos pré-clinicos (SOUZA-FORMIGONI e cols.,1991; GONZALEZ e cols., 2001).

Trabalhos com infusdo das folhas de M. illicifolia, comprovaram a acgao protetora
da mucosa gastrica (SOUZA-FORMIGONI, 1991). A presenca de terpenos, flavondides
e taninos condensados justificam a atividade antiinflamatéria e antiulcerogénica das
espécies de Maytenus (GONZALEZ e cols., 1982; LEITE e cols., 2001; SHIROTA e
cols., 1994).

1.8 - Consideracoes Sobre o Teste Antimicrobiano

O homem e os micrébios partilham uma vida comum e desde a pré-histéria os
microorganismos provocam doengas no homem. Entretanto as causas destas doencas
comecaram a ser descobertas, a partir de 1878, gracas aos trabalhos de Louis Pasteur
e Robert Hoch (BERSOLIN e FILHO 2003). O uso da terapia antimicrobiana € muito
antiga com a utilizacao do uso da terra e plantas para o tratamento de varias lesées da
pele. Vale ressaltar que no inicio do século XX, surgiram 0s primeiros quimioterapicos
de acdo sistémica (BERSOLIN e FILHO 2003). Antes do desenvolvimento das
sulfonamidas, foram introduzidos, na terapia diversos compostos desinfetantes e anti-
sépticos formulados com arsénio, antiménio, bismuto e corantes. Devido a sua
toxicidade, eles foram usados de forma topica (BERSOLIN e FILHO 2003).

Substéancias antimicrobianas de origem nos vegetais superiores, ndao é um fato
recente, a busca dessas substancias teve grande impulso na década de 1930
(TAVARES, 1996) e gora um crescente interesse nessas substancias. As plantas séo
possuidoras de varias vias metabdlicas que dao origem a compostos, incluindo
alcaldides, flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos,
poliacetilenos além de dleos , é cujas fungdes, até pouco tempo eram desconhecidas.
Os compostos isolados de plantas sdo substancias com estruturas quimicas bem
diferenciadas dos antimicrobianos obtidos a partir de bactérias, leveduras e fungos.
Tais produtos podem atuar no metabolismo intermediario ativando enzimas no nivel
nuclear ou ribossomal, provocando alteracdes nas membranas ou interferindo no

metabolismo.
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Portanto, a pesquisa para a obtencdo de substancias de origem vegetal com
propriedades antimicrobianas com efeito adversos menos graves que os atuais

farmacos constituem uma fonte de pesquisa intensa (BRESOLIN e FILHO 2003).

1.9 — Consideracoes Sobre Atividade Antioxidante

O reino vegetal constitui uma importante fonte de produtos naturais que diferem
amplamente em suas propriedades biolégicas e estruturas quimicas e que possuem
efeito antioxidante. Os antioxidantes tém sido associados com reducdo do risco de
doencas crénicas tais como: doencga vascular, cancer, diabetes, doenca de Alzheiner e
de Parkinson. (ARGOLO e cols., 2004; GUENDEZ, e cols., 2005; LIN e CHANG., 2005;
LODYATO e cols., 2004; ZHANG; HAMAUZU, 2004).

Radicais livres sao espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados na camada mais externa, o que os tornam extremamente instaveis e
reativos em particular com moléculas essenciais nas membranas e acidos nucléicos
(WOJTASZEK e cols., 2003). Como principal fonte de radicais livres temos o
metabolismo de oxigénio onde a oxidacao é o processo mais importante que leva a
decomposicdao de uma matéria-prima com posterior perda de sua funcdo. Segundo
BLAND (1998), a luz, o ar e o calor, os contaminantes do meio, os catalisadores, os
metais pesados e o pH sao os iniciantes deste tipo de reacgao.

Portanto oxigénio da origem a diversas espécies reativas, estas sao anion
superoéxido (*Oz" ), perdxido de hidrogénio (H>O») e o radical hidroxila (*OH), os quais
causam instabilidade quimica podendo acarretar danos a saude. Desta forma os
antioxidantes sao substancias que preservam 0s processos oxidativos; sao capazes de
inibir a deterioracéo oxidativa.

As plantas podem conter grande variedade de moléculas sequestradoras de
radicais livres, como compostos fendlicos das seguintes classes: flavondides, quinonas,
cumarinas, ligninas, taninos. Pesquisas relatam que muitos desses compostos
possuiem atividade antioxidantes, antimutagénicas, antimicrobianas, antidiabéticas e
antiinflamatérias (REDDY e cols., 2003; CAl e cols., 2004; SABU e cols, 2002;
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SANCHES-MORENO e cols, 1998; SOLER-RIVAS e cols, 2000; SULTANOVA e cols,
2001).

Os flavonoides possuem alta reatividade que se expressa na sua afinidade com
polimeros biolégicos e sua capacidade de seqlestrar radicais livres. Estudos relatam,
também, a influéncia de produtos naturais como antioxidantes e agentes
antiinflamatérios (ARGOLO e cols., 2004; GUENDEZ e cols., 2005; VILEGAS e cols.,
1999; SOARES e cols., 2004).
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CATITULO I
EXPERIMENTAL



2 - Experimental

2.1 - Reagente, Solventes e Equipamentos

e Na preparagao do extrato etandlico utilizou-se um recipiente de aco inoxidavel do tipo

percolador;

¢ Nas separagdes cromatograficas em coluna, utilizou-se como adsorvente silica gel 60
G(70-230 mesh ASTM) da Merck (Alemanha). O comprimento e o diametro das
colunas utilizadas variam conforme as quantidades das amostras e de silica gel a
serem utilizadas. Nas permeagbes em gel, utilizou-se Sephadex LDH-20 da
Pharmacia (Suécia);

e Nas analises comparativas através de cromatografia em camada delgada (CDC),
utilizou-se gel de silica 60 PF254 da Merck (Alemanha). A suspenséo de silica, obtida
em agua destilada, foi distribuida sobre placas de vidro através de um espalhador

mecanico;

e A revelacdo das substancias nas cromatoplacas foi realizada através da exposicao
dessas a irradiagdo com luz no UV, em comprimentos de onda 254 e 366 nm, e 0s
reveladores anisaldeido, sulfato cérico, solugao de acido fosfomolibidico e vapores de
iodo;

e Os solventes utilizados foram destilados no proprio laboratério para as particdes e
filtracoes. Porém, nas colunas cromatograficas e cristalizacées foram utilizados

solventes analiticamente puros;

e A concentracdo das solugdes contendo grande volume foi efetuada em evaporador
rotativo sob pressado reduzida, tipo Bichler; em quanto que as solugdes contendo

pequeno volume foram concentradas a temperatura ambiente em capela de exaustao;
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¢ O critério de pureza adotado para as substancias isoladas foi a obtencdo de uma sé
mancha na placa cromatografica, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes e

ponto de fuséo;

e Os espectros no infravermelho foram registrados em espectrofotémetros Perkin-
Elmer. Modelo FT 1600 (Parkém Elmer, Palo Alto-USA). A freqliéncia de absorcao

foi medida em unidade de nimero de onda (cm™);

e Os espectros de RMN foram registrados em espectrémetros das marcas Varian
Mercury- 200 MHz e carbono-treze a 50 MHz, respectivamente. O referencial interno
utilizado foi o TMS e/ou os sinais dos carbonos pertencentes as moléculas residuais
nao deuteradas dos solventes deuterados utilizados e os deslocamentos quimicos

foram expressos em escala de o (delta).

e Os espectros de massas (EM), foram obtidos através de ionizagdo por impacto de

elétrons a 70 Ev.

¢ Solucao de anisaldeido, foi preparada através da mistura de 3mL de anisaldeido com
150mL de acido acético glacial, com uma solucao de 6 mL de H,S0, em 141 mL de
agua destilada.

e Solugéo de sulfato cérico, dissolveu-se 2,1 g de Ce(SO4)2 em 21 mL de H.S04 com
50 mL de &gua destilada. Em seguida adiciona-se a solucdo de agua destilada.
Completando o volume da solucao para 300 mL.

e Reagente de Dragendorff, foi preparado através da dissolucao de 5g de subnitrato de
bismuto em 50 mL de agua, seguido da adicao de 12mL de agua e da adicao de 12 ml
de HCI. Em seguida, adicionou-se lentamente e sob agitacdo, 25g de iodeto de
potassio. Apds a dissolucao, o volume foi completado com agua destilada até obtencao
de 100 mL de solucdo (Matos, 1997). Por sua vez o reagente de Dragendorff foi

preparado em um baldo de 100 mL pela adicdo de 25mL da solugdo do reagente de
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Dragendorff com 18 mL de &cido acético glacial e completou-se o volume para 100 mL
de agua destilada (Matos, 1997).

2.2 - Coleta e Identificacao do Material Vegetal

As folhas e entrecasca da planta Maytenus rigida Mart. (CELASTRACEAE),
foram coletadas fora do periodo da floracéo, no povoado Capim Grosso — AL, préximo
ao municipio de Canindé do Sao Francisco, no estado de Alagoas. Um espécime foi
registrado no herbario da Universidade Federal de Sergipe, com o numero 00767. As
amostras foram colocadas em estufa (modelo MA-037) a 37° C, com renovacao e
circulacdo de ar por 48h até completa desidratagcdo. A identificacdo botanica foi
realizado pelo botanico. Dr. Carlos Dias, do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Sergipe.

2.3 - Preparacao dos Extratos

2.3.1 - Preparacao do Extrato Alcodlico

O pé6 das folhas (460g) e entrecascas (4.546g) de Maytenus rigida Mart, foram
submetidos, individualmente, a extracdo com etanol 90% em percolador de aco
inoxidavel durante cinco dias. Apds concentracdao do solvente em evaporador rotativo
sob pressao reduzida, obteve-se o extrato etandlico bruto das folhas (90,2g) e
entrecasca (2461,9g). Os extratos etandlicos da entrecasca e das folhas foram
individualmente suspensos em uma solugdo MeOH/H,O (2:3) e extraidos exaustiva e
sucessivamente com n-CgHq4, CHCI3 e AcOEt. Os extratos alcoodlicos e suas fases
obtidas, apds a particao, foram secas e submetidas a ensaios preliminares para avaliar
a atividade analgésica in vivo, antimalarica in vivo e in vitro e antimicrobiano in vitro
(Figura2e4,p 31e 32).

2.3.2 - Preparacao do Extrato Aquoso

O pd das folhas (4009) e entrecascas (4509) foram submetidos, individualmente,

a extracao por decoccao. Para cada 500g do material vegetal utilizou-se 1000 mL de
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agua destilada. Apés filtracdo a vacuo o material foi liofilizado obtendo-se os extratos
liofilizados das folhas e entrecasca. Estes foram submetidos a ensaios preliminares
para avaliar a atividade analgésica in vivo, antimalarica in vivo e in vitro e

antimicrobiano in vitro (Figura 3 e 4, p 34 e 35).

2.3.3 - Particao em Fase Reversa

Pesou-se 1,9Kg do extrato alcodlico da entrecasca e incorporou-se em carvao
ativo até que todo o extrato tomasse forma de p6. Apds secagem completa (48 h) o
material foi colocado em um funil de Buchner forrado com papel de filtro, uma camada
de silica (3 cm). Cobriu-se o material com outro papel de filtro. Logo em seguida este o
material foi submetido a extracédo por particdo em fase reversa em carvao ativo segundo
gradiente decrescente de polaridade H,O, EtOH:H,O (1:1), EtOH, AcOEt e CHCl3. Apds
a evaporacao, a baixa pressdo em aparelho rotatério, obteve-se 5 fracdes: Aquosa
(6209), hidroalcodlica 1:1(545g), alcodlica (4799), acetato de etila (122g) e cloroférmio
(82g) (Figura 2 , p33).

Figura 2. Esquema geral de particao fase-reversa com o extrato alcodlico
da entrecasca de Maytenus rigida.
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Figura 3. Esquema geral do procedimento experimental efetuado com a

entrecasca de

Maytenus rigida.
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Figura 4. Esquema geral do procedimento experimental efetuado com as
folhas de Maytenus rigida.
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2.4 — Extracao Acido/Base

A fragcao {37-69}(1,659) fase hexanica da entrecasca , foi dissolvida em 1mL de
etanol e adicionou 5mL da solucdo aquosa a 5% de NaOH até pH 8 e deixada sob
agitacdo a temperatura de 28°C por duas horas. A solugcdo foi concentrada até a
metade do volume em rotavapor e adicionada 30 mL de dgua. Em seguida, foi extraido
com hexano (3x 25 mL) obtendo-se 975mg de compostos de carater neutro. A fracao
aquosa basica foi acidificada com HCI 0,5 M até pH 1 e novamente extraida com
hexano (3x 25 mL), obtendo-se 25mg de compostos de carater acido. A fase hexanica
acida ap6s metilacdo e a fase neutra foram submetidas a anadlise qualitativa da
composicao quimica através de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectometria de
Massas (CG/EM). Esta analise foi efetuada no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Alagoas. As andlises de CG/EM foram efetuadas em um
equipamento Schimatzn Mat INCOS-XL, utilizando uma coluna capilar de silica fundida
DB-5 (300m x 0,25mm x 0,25 um); temperatura inicial/final de 60/250°C, com taxa de
aumento de 3°C/minuto; injecédo splitless(1ul, a 1:1000 em solucdo de hexano); fluxo
de gas Hélio em velocidade linear de 32 cm/s (a 100°C) e temperatura do injetor de
220°C. Os espectros de massas (EM) foram obtidos por impacto eletrbnico a 70eV,
Temperatura da fonte de ion de 180°C e faixa de scan de 25-700u. As substancias
foram identificadas pela comparacgao entre o indice de retencao (IR) observado com os
dos respectivos compostos armazenados em sistema de dados ou por comparag¢ao dos
espectros de massas com aqueles de bibliotecas descritas na literatura (Adams, 1989;
1995; Jennings & Shibamoto, 1980). Os IRs foram calculados usando uma série
homéloga de n-alcanos em coluna DB-5.

2.5 - Prospeccao Fitoquimica

Os extratos da planta utilizada neste trabalho foram submetidos a prospeccao
fitoquimica, seguindo-se a descricao (MATOS, 1997) (Figura 5 e 6 , p 40). Os métodos
utilizados nesta abordagem sao apenas qualitativos, e a presenca de um constituinte
pode mascarar a cor indicativa do outro. Esta metodologia teve como objetivo detectar

a ocorréncia de diversos constituintes quimicos presentes nos extratos das folhas e
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entrecasca de Maytenus rigida, para os testes sete porcdes de 3-4mL de cada extrato

dissolvidos em etanol, foram colocados em tubos de ensaio numerados de 1 a 7.

2.5.1 - Teste para Fenodis e Taninos

Nos tubos de ensaio de numero 1, foram adicionadas trés gotas de solucao
alcodlica de FeCl; 1molL™". Agitou-se bem e observou-se qualquer variagdo de cor e/ou
formagé&o de precipitado escuro abundante. O resultado foi comparado com um teste
em branco, usando-se agua e FeCls.

A coloracao variando entre azul e vermelho é indicativo de fenoéis. A formacao de
um precipitado azul escuro indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e de cor verde a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados
ou catéquicos).

A solucdo de cloreto férrico (FeCls) foi preparada adicionando-se 9g deste
reagente em 50mL de agua destilada contendo 2mL de Aacido cloridrico 3molL™". Em
seguida completou-se o volume para 100mL com etanol em um baldo volumétrico. A
solugdo de HCI 3molL™ foi obtida através da adigdo de 33,3 mL do acido concentrado

em agua destilada suficiente para 100mL de solucdo, em um baldao volumétrico.

2.5.2 - Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonodides

Tomou-se os tubos numerados de 2 a 4. O tubo de numero 2 foi acidulado a pH
3 com HCI 3molL™" e os tubos 3 e 4 foram alcalinizados respectivamente a pH 8,5 e 11
com NaOH 1molL™" A observagdo de qualquer mudanga da coloracdo da solucéo foi

interpretada como mostrado a seguir:

Constituintes COR

Acido pH=3 Alcalino pH=8,5 | Alcalino pH=11
antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
flavonas, flavondis e xantonas - - Amarela
chalconas e auronas Vermelha - Vermelho Purpuro
Flavanonois - - Vermelho Laranja

*
Para se obter a solucao de NaOH 1molL™" dissolveu-se 4g deste reagente em agua
destilada para 100mL de solugcdo em balao volumétrico.
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2.5.3 - Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavononas
Acidulou-se o tubo 5 por adicdo de HCI 3molL™ até pH 1-3 e alcalinizou-se o tubo
6 com NaOH 1molL" até pH 11. Os tubos foram aquecidos cuidadosamente. Foi
observada modificacdo na coloragdo, por comparacdo com os tubos correspondentes
usados no teste anterior. A interpretacdo dos resultados foi feita como mostrado a

sequir:
Constituintes COR
I —
Meio Acido Meio Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -

catequinas (Taninos catéquicos) | Pardo-amarelada |-

Vermelho
Flavononas -

Laranja

2.5.4 - Teste para Flavondis, Flavanonas, Flavanondis e Xantonas

Nos tubos de numero 7, foram adicionados alguns miligramas de magnésio
granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. O término da reacgao foi indicado pelo fim da
efervescéncia. Observou-se por comparacao a mudanga na cor da mistura da reacao
nos tubos 5 e 7. O aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha foi indicativo da
presenca de flavondis, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus

heterosidios.

2.5.5 - Teste para Esterdides e Triterpendides Liebermann-Buchard
Adicionou-se 10mL de uma solucao etandlica de cada extrato em béqueres e
deixou-se secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco de cada becker trés vezes
com porcées de 1-2mL de CHCI;. Separou-se os extratos em tubos diferentes e
colocou-se algumas gotas de CHCIs. Filtrou-se a solugéo cloroférmica em um pequeno

funil fechado com uma bolinha de algodao, coberta com miligramas de Na,SO, anidro,
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para um tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se
suavemente. Adicionou-se cuidadosamente trés gotas de H,SO4 concentrado. Agitou-se
suavemente e observou-se o0 rapido desenvolvimento de cores. A coloragdo azul
seguida da verde permanente € um indicativo da presenca de esterdides livres.
Coloracao parda até vermelha indica triterpendides pentaciclicos livres.

2.5.6 - Teste para Saponinas

Tomou-se os residuos insoluveis em cloroférmio, separados no teste anterior,
solubilizou-se em agua destilada e filtrou-se a solucao para um tubo de ensaio. Agitou-
se fortemente o tubo com a solucdo, por dois a trés minutos e observou-se a formacao
da espuma.

Uma espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenca de

saponinas.

2.5.7 - Teste para Alcaldides

Os extratos foram separados em tubos diferentes, solubilizados com metanol e
submetidos a cromatografia em camada delgada. Apds eluicdo, o cromatograma foi
revelado com reagente de Dragendorff. O surgimento de manchas de cor alaranjada

sugere a presenca de alcaldides.

2.5.8 - Teste para Antraquinonas, Antronas e Cumarinas

Foram marcados os pontos com os extratos-teste em placas cromatograficas que
foram eluidas em cloroférmio. As placas foram borrifadas com uma solucdo de
hidréxido de potassio a 10% e observou-se a presenga das cores indicativas em luz UV
365nm. A cor vermelha indica antraquinona, a amarela indica antrona e a azul indica

coumarina.
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Figura 5. Esquema geral do procedimento

experimental efetuado para a

prospeccao fitoquimica dos extrato da entrecasca de Maytenus

rigida.
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Figura 6. Esquema geral do procedimento

experimental efetuado para a

prospeccao fitoquimica dos extrato das folhas de Maytenus
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2.6 - Determinacao de Compostos Polifendlicos pelo Método de Folin-
Dennis

2.6.1 - Solucao Estoque de Acido Galico: em um baldo volumétrico de 100 mL

dissolver 0,500g do acido galico seco em etanol frio e diluir com agua até a marca de
afericdo do balédo, tampar e estocar em refrigerador por duas semanas.

2.6.2 - Solucao de Carbonato de Sédio: Dissolver 200 g de carbonato de sédio
anidro em 800 mL de 4gua e aquecer a até a ebulicdo. Depois da ebulicdo, adicionar

alguns cristais de carbonato, filtrar e avolumar até 1000 mL.

2.6.3 - Curva Padrao: Para preparar a curva padrdo, adicionar 0 1, 2, 3, 5, e 10 mL
da solucao estoque do acido galico em um balao volumétrico de 100 mL e diluir com
agua. Estas solugdes contém 0, 50, 100, 150, 250 e 500 mg/L de acido galico. De cada
solucdo para calibragao adicionar amostras, ou branco, 20 yL em um cubeta, 1,58 mL
de 4gua e 100 uL do reagente Folin-Ciocalteu (Sigma) e agitar. Leve a solucéo até 20°
C por duas horas e determine a absorbancia da solugdo a 765 nm contra um branco,
agua, e plote um grafico de absorbancia x concentracao.

ABS 07 Curva padrao fénois total
0,6

0,5

0,4 [11/23/2005 10:20 "/Graph1" (2453697)]
Linear Regression for Data1_B:
Y=A+B*X

0,3 1

Parameter Value Error

A -0,01092 0,01064

0,2
B 0,00128 4,4232E-5

0,14 R sD N P

0,99763 0,0179 6 <0.0001
0,0

-0,1 T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

mg acido galico/L
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2.7 - Atividade Antioxidante

2.7.1 - Ensaio Qualitativo da Atividade Antioxidante

Este teste foi baseado no método descrito por (Soler-Rivas, 2000).
Inicialmente, as solucdes estoques contendo 5 mg/ml de extrato etandlico, e as fragcdes
em hexano, em cloroférmio, em acetato de etila e hidroalcodlico foram preparados em
metanol. A capacidade de captura de radical para DPPH foi testada usando placas de
cromatografia de camada delgada (CCD) (Merck), gel de silica 60 Fzs4 20X10 cm
alumina, com aplicag¢ao 2,0 ul da solucédo de cada extrato. As solucdes estoques foram
diluidas para evitar a coloragdo de fundo das amostras que possam mascarar a reacao
com o DPPH. Metanol puro foi utilizado como controle negativo e como controle positivo
foi utilizado epicatequina (77), todos solubilizados em metanol (1,0 mg/ml). Foram
aplicados 2,0 ul de cada extrato em ftriplicata e, depois de evaporados por um periodo
de 2 a 3 min, as placas de cromatografia em camada delgada foram imersas em uma
solucao de DPPH a 0,4 mM, durante um periodo de 10 segundos. Apds secagem a
temperatura ambiente, observou-se o aparecimento de cor amarela para aqueles

extratos que apresentaram atividade antioxidante.

(77)
2.7.2 - Ensaio Quantitativo da Atividade Antioxidante
Anadlise espectrofotométrica foi utilizada para determinar a concentracao
percentagem de inibicao (Pl) das amostras, que € um parametro utilizado para
determinar a capacidade de captura do radical de amostras puras e extratos. O (PI) é a
porcentagem de radical DPPH total (90nM) que reage com o antioxidante no estagio
estacionario (20min).
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Este ensaio quantitativo foi realizado usando um aparelho espectrofotdmetro
UV-VIS da Perkin-Elmer, modelo FT-IR-1600, lambda 2 de acordo com a metodologia
de (Soler-Rivas, e cols 2000 e Moure e cols 2001).

Uma aliquota de 30,0 ul de cada solugéo teste foi misturada separadamente
com solucdo metandlica do radical DPPH (90,0 uM) para um volume final de 1,5 mL.
Um volume igual de metanol foi adicionado a cubeta controle.

O desaparecimento do radical DPPH foi monitorado pelo decréscimo na
absorvancia em 515 nm, que foi registrado nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, e 5 min e
posteriormente a cada 5 min até 30 min; durante este periodo, o radical esteve estavel.
A concentragdo do radical DPPH na mistura reacional foi calculada pela curva de
calibracao de acordo com a seguinte equacgéo de regressao linear (r= 0,999); Asisnm =
0,00518 + 0,00923[DPPH], onde a concentracao de DPPH ([DPPH]) é expressa em
mg/mL. A porcentagem de DPPH remanescente (%DPPHRgey) foi calculada de acordo
com Brand-Williams et al (1995), como: %DPPHgem = [DPPH]; / [DPPH];, x 100, onde:
[DPPH]; é a absorvancia que foi determinada durante o tempo de 1 a 30 min e [DPPH]y,

€ a absorvancia do controle no tempo zero, ou seja, sem antioxidante.

2.7.3- Ensaio Quantitativo

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante dos extratos, foi realizado
segundo a metodologia descrita por (ARGOLO e cols., 2004). Esta metodologia relata a
determinacdo de parametros da atividade antioxidante, entre os quais a IP, que
representa a concentracdo da amostra necessaria para inibir a concentracédo do radical
em 50%. De acordo com esta metodologia, a substancia ou extrato cuja atividade
antioxidante deseja-se avaliar, reaje com o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazina
(DPPH) em solugdo metandlica. O consumo do radical foi monitorado pelo decréscimo
da absorbancia do radical DPPH em espectrofotémetro UV-VIS.
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2.7.4 — Preparacao da Curva Padrao para o DPPH

2.7.4.1 — Preparo da Solucao Estoque e Diluicao do DPPH

Foram preparados 25 mL de solucao estoque de DPPH, na concentracdo de
40mg/mL mediante a solubilizacdo do radical em metanol (grau PA). As diluicdes
necessarias para a construcao da curva de calibracdo do DPPH ( 20, 15, 10, 5, 2, 1
mg/mL) estas foram preparadas a partir da solugao estoque.

2.7.4.2 — Construcao da Curva de Calibracao para o DPPH

A curva de calibracdao para o DPPH foi construida a partir de valores da
absorbancia UV (515nm), obtidas em cubetas de poliestireno e tendo como branco o
metanol (grau PA). Para tanto, 1mL de cada solucédo nas concentragdes de ( 20, 15, 10,
5, 2, 1 mg/mL) foram preparadas, as medidas de absorbancia foram efetuadas em

triplicata e em intervalos de um minuto entre cada leitura.

2.7.4.3 — Preparo das Amostras e do Padrao

As solucbes foram preparadas na concentracdo de (400 ug/mL) e apartir de
desta foram feitas diluicbes para cada extrato e fracées de (20, 15, 10, 5, 2, 1 mg/mL)

estas foram protegidas da luz e mantidas em refrigeracao.

2.8 — Estudo Eletroquimico

A avaliagao eletroquimica das substancias isoladas dos extratos da entrecasca
de Maytenus rigida Mart. Foi efetuado no laboratorio de eletroquimica do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Alagoas, em colaboracdo Dr®. Marilia Goulart
Sant’Ana.

2.8.1 — Reagentes e Solventes

DMSO é um solvente polar que é largamente utilizado para compostos organicos,

em eletroquimica € um dos solventes de escolha em se tratando de analises em meio
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aprético devido ao amplo dominio eletroquimico em que pode ser utilizado. O
Dimetilsuféxido pode decompor-se na destilacdo sob pressdo atmosférica, por esse
motivo 0 caminho mais conveniente para a sua purificacdo € a secagem sob CaH.
(hidreto de calcio) anidro e destilagdo a pressao reduzida.

O Perclorato de tetrabutilaménio (TBAP), utilizado como eletrélito suporte nos
estudos em meio aprético, foi sintetizado e sua secagem procedida sob pressao
reduzida.

2.8.2 - Voltametria Ciclica

Os estudos de voltametria ciclica foram realizados utilizando-se um sistema de
trés eletrodos — eletrodo de trabalho, auxiliar e de referéncia: carbono vitreo (BAS, area
7.065 mm?), platina e Ag/AgCI/CI" (0,1 mol L") em um tubo com capilar de Luggin com
vycor na extremidade, respectivamente. Nitrogénio foi utilizado em todas as andlises
(borbulhado na solucédo nos intervalos entre cada medida) para garantir a retirada de
oxigénio dissolvido no meio. Em meio aprético, utilizou-se, como eletrélito de suporte,
DMSO e TBAP (0,1 mol L7").0s equipamentos utilizados foram o
Potenciostato/Galvanostato mod. Autolab PGSTAT 20, interfaceado a microcomputador
PCxt. e o pHmetro MARCONI, modelo MAPA200, série 0113992.

2.9 - Desenho Experimental do Teste Esquizonticida Sanguineos

2.9.1 - Os Animais

Foram utilizados camundongos suicos, fémeas pesando 20+2g, provenientes do
biotério central do Centro de Pesquisa Rener Rachou, FIOCRUZ/MG. Inicialmente
foram inoculados e divididos de forma aleatéria em grupos de cinco camundongos por
gaiola. Foram incluidos grupos controles tratados com cloroquina 12mg/Kg.
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2.9.2— Plasmodium berghei
A cepa NK 65 do P. berghei foi originalmente recebida da Universidade de Nova
lorque (EUA) e mantida em camundongos suicos por passagem sanguinea semanal de

animal para animal.

2.9.3 - Inoculacao dos Camundongos

A coleta de sangue do camundongo doador foi realizada através de um pequeno
corte na cauda. Para cada 3 gotas de sangue foi adicionado 2mL de PBS. Apéds a
analise da parasitemia, o camundongo doador foi sangrado pelo plexo orbital com uma
pipeta de Pasteur e 0 sangue foi recebido em tubo contendo 300mL de citrato de sédio
3,8%; 10uL deste sangue foi diluido em PBS para contagem das hemacias parasitadas
em camara de Neubauer. Desta forma o inoculo foi padronizado. Para a inoculagao foi
utilizado uma dose de 0,2 mL da solugéo (sangue/PBS).
Apds o termino da inoculacdo, uma fragdo do (sangue/PBS) foi submetida a
contagem em camara de Neubauer. Determinando desta forma que os camundongos
foram infectados com 1x10* ou 1x10° heméacias parasitadas com P. berghei, via

intraperitonial..

2.9.4 — Avaliacao da Atividade Antimalarica in vivo

Os extrato alcodlico das folhas, da entrecasca e suas fragcbes e os extratos
aquosos liofilizados das folhas e entrecasca foram submetidos a pesagem 0,06g e em
seguida diluidos em agua e alcool etilico a 70% na propor¢cdo de 50 uL :1150 uL
respectivamente completando um volume final de 1,2 mL.

Para o teste in vivo os camundongos infectados com o Plasmodium
berghei receberam diariamente suspensao dos referidos extratos oralmente na dose de
500mg/Kg durante quatro dias consecutivos e a parasitemia foi avaliada nos 5% e 7°
dias. A mortalidade cumulativa foi determinada em relacdo aos grupos controles néao
tratados. Foram considerados ativos (A); quando a inibicao foi de acima de 30%.
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2.9.5- Avaliacao da Atividade Antimalarica in vitro

Os extrato alcodlico das folhas, da entrecasca e suas fragcbes e os extratos
aquosos liofilizados das folhas e entrecasca foram testados contra o P. falciparum nas
concentracdes de 50 a 0,2 ug/mL. Neste teste, hemacias parasitadas com 1-2% de
parasitemia e predominio de formas jovens sdo ressuspendidas em meio completo
(MPRI) e distribuidas em microplacas (96 pocos) de poliestireno de fundo chato
(Falcon®, EUA). Apds 24 e 48 horas de incubacao dos parasitos a 37° C em atmosfera
de CO,, 0 meio de cultura com ou sem extratos foi substituido em cada pogo. Com 72
horas foram confeccionados esfregacos de todas as amostras as quais, apés coloragao
com Giemsa, foram codificados e examinados ao microscopio ético (1000 vezes). A
atividade desses extratos foi expressa pela percentagem de reducdo da parasitemia em
relacdo aos controles. Os experimentos foram realizados em duplicatas, como critério
de atividade in vitro. Estabeleceu-se que os extratos que inibiram de 80 a 100% do
crescimento foram considerados ativos (A); parcialmente ativos (PA) quando a inibicao
foi de 50 a 79% e inativas (I) quando a inibicao foi menor que 50%, na concentracao

mais alta dos extratos testados.

2.10 - Testes Antinociceptivo e Antiinflamatoério

2.10.1 - Os Animais

Nos testes antinociceptivo foram usados ratos Wistar ( 130 a 190g ) de ambos os
sexos. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Sergipe. Estes foram divididos em grupos de nove animais por gaiolas, e mantidos em
caixas plasticas a temperatura ambiente (25£4°C) e providos de agua e racao Purina a
vontade. 24h antes do experimento os animais foram colocados em jejum, providos

apenas de agua.

2.10.2 - Vias de Administracao

A administracao utilizada por via oral (v.0)
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2.10.3 - Teste de Retirada de Cauda

Os ratos foram divididos em grupos de 9 animais cada e ap6s a realizacao de
uma medida basal correspondente ao registro do primeiro tempo de laténcia , os
animais com um tempo de laténcia fora do intervalo de 2 a 4s foram excluidos. Os
animais selecionados tiveram suas respectivas caudas marcadas no segmento
correspondente a segunda polegada a partir da extremidade distal . Este segmento foi
colocado sobre a janela de infravermelho do Tail Flick 7360, e submetida a uma
intensidade luminosa, sendo admitido um tempo maximo de corte de 10s e um tempo
minimo de laténcia de 2s. O tempo de laténcia foi mensurado imediatamente apos a
administracdo (tempo zero) dos extratos nas doses de 100 , 200 , 400mg/kg por via
oral , nos intervalos de 30, 60, 90 e 120min . O mesmo protocolo foi seguido com o
grupo controle , sendo que este recebeu apenas o veiculo . O antagonista opidide
naloxona (5mg/kg,i.p.) foi, posteriormente,utilizado em outros grupos (n=9) para verificar
uma possivel interacao dos extratos e o sistema opidide.

2.10.4 - Atividade Antiinflamatoria

A atividade antiinflamatoria foi avaliada através do teste de edema de pata
induzido por carragenina, os ratos foram divididos em grupos (n=8) e receberam injecéao
subcutadnea de 0,1 mL de carragenina a 1% na regiao subplantar da pata direita para
inducao do edema. Uma hora antes da injecao, os animais foram pré-tratados com o
extrato alcodlico da entrecasca, nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, por via oral (v.0) e
indometacina a 10mg/Kg. O volume da pata foi registrado ap6s a administracédo de
carragenina (tempo zero) em intervalos de 1, 2, 3 e 4 horas pelo método de
deslocamento de agua medido em pletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile).
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2.11 - Atividade Antiulcerogénica

2.11.1 - Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (140-190 g). Os animais foram mantidos
em caixas plasticas com comida e agua ad libitum, tendo sido submetidos a privacao de

racao durante as doze horas que precederam 0s experimentos.

2.11.2 - Efeito Antiulcerogénico.

Sessenta minutos antes da administragao do agente ulcerogénico (indometacina,
100 mg/kg, p.o.), os animais (n = 7) foram tratados por via oral com a dose de 100
mg/kg dos extratos (aquoso e etandlico), das particbes (hexanica, cloroférmica e
hidroalcodlica) ou da substancia isolada (UFAL 1). Seis horas ap6s a administracdo da
indometacina, cada animal foi sacrificado por deslocamento da coluna cervical,
exsanguinado por ruptura da artéria carétida e o estbmago foi retirado, aberto e imerso

em formol a 10%. As Ulceras formadas foram medidas em mm.

2.12 - Desenho Experimental da Atividade Antimicrobiana

Foi utilizado o método de Kirby-Bauer modificado (difusdao &gar), foram
produzidos pequenos pocos no meio de cultura com capacidade de 50uL. Foram
colocadas ponteiras estéreis sobre uma fina camada de, agar-agar em placa de Petri.
Em seguida, o microorganismo foi ressuspendido em meio agar Mueller-Hinton, a 45°C.
O tubo de ensaio foi entao vertido na placa de petri, que possuia ponteiras na posicao
vertical dispostas em sua superficie. Apés 10 minutos as ponteiras foram retiradas e em
cada poc¢o foram colocados 40 uL de extratos teste e o pogo central foi usado como
controle (dgua —metanol 33%). As placas foram mantidas em estufa bacteriolégica
aquecida a 37°C, por 24 horas, a determinacao da atividade antimicrobiana foi medida
de acordo com o halo de inibicdo de crescimento em volta do pogo. Estas foram
medidas com halémetro. Sdo consideradas ativas os extratos que apresentaram halos
de inibicdo superior a 10mm.
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2.12.1 - Amostra Bacteriana

As linhagens bacterianas usadas nos experimentos foram cedidas pelo
Laboratério de Patologia Clinica da Santa Casa de Misericérdia de Maceid. Séo elas:
Staphylococcus aureus (BAC -94), Staphylococcus aureus (BAC -97), Staphylococcus
aureus (BAC -115), Escherichia coli (BAC -148), Pseudomonas aeruginosa (BAC -104),
Pseudomonas aeruginosa (BAC -135), Salmonela Typhi (BAC -155), Candida allicans
(BAC -01), Candida kruse (BAC -09), Candida tropicolis (BAC -15) e Escherichia coli
(BAC -148).

2.12.2 - Preparo das Amostras
Pesou-se 200mg de dada extrato e solubilizou em 1mL de H.O/MeOH 33%

2.12.3 - Preparo dos Meios e Esterilizacao

Os meios de cultura BHI, agar Mueller-Hinton, caldo nutriente e bacto-agar foram
preparados de acordo com o fabricante. As massas foram 37¢g, 38g, 10g € 10g por 1000
mL, respectivamente. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C, durante 15

minutos.

2.13 - Separacao e Purificacao dos Constituintes Quimicos

As fragbes ativas e parcialmente ativas apds a realizagdo dos testes da
atividade anti-malarica in vivo e in vitro, da atividade analgésica in vivo, da atividade
antiulcerogénica in vivo e antimicrobiana in vitro foram submetidas a métodos de
separacao fitoquimica convencional (cromatografia em coluna de silica gel, filtracdo em
silica gel, sephadex LH-20, cristalizagcdes, cromatografia em camada delgada
preparativa, cromatografia circular). As separag¢des cromatograficas em coluna foram
realizadas utilizando-se, como suporte, gel de silica G 60 (70-230 mesh, MERCK). As
analises efetuadas em cromatografia de camada delgada (CCD) foram realizadas com
a utilizacao de gel de silica PF2s4 da MERCK. As cromatoplacas foram preparadas por

distribuicdo de uma suspenséao de silica em agua destilada, sobre as placas de vidro,
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com o auxilio de espalhador mecanico com espessura de 0,25 mm, secas ao ar livre e

ativadas em estufa a 100 °C por uma hora.

2.13.1 - Separacao dos Constituintes Quimicos da Fase Hexanica da
Entrecasca.

Uma parte do residuo da fase em hexano (14,1g) foi submetido a fracionamento
cromatografico em coluna de silica gel, utilizando como fase mével hexano (CeH14),
acetato de etila (AcOEt) e misturas destes solventes. Coletou-se um total de 234
fracbes com um volume médio de (5mL) cada. Essas fracdes, ap6s andlise comparativa
através de cromatografia em camada delgada (CDC) e revelacdo com anisaldeido,
sulfato cérico e/ou vapores de iodo, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes, foram
reunidas em sete grupos (Quadro1, p51.).

Quadro 1. Fracionamento cromatografico da fase hexanica da entrecasca de

M. rigida.
Grupos Fracoes Condicbes de Massa Substéncias
Reunidas eluicao Isoladas(g)
1-105 CeHi4 1,009 MRCH1 (30mg)
MRCH2 (12mg)
MRCH3 (18mg)
Il 106-125 CeH14/AcOEt 1% 5,159 MRCH4 (20mg)
MRCHS5 (21mg)
MRCH6 (600mg)
MRCH7 (20mg)
1l 126-147 CeH14/AcOEt 2,5% 3,259 MRCHS8 (15mg)
MRCH?9 (13mg)
v 148-170 CeH14/AcOEt 5% 1,109 MRCH10 (26mg)
V 171-220 CeH14/AcOEt 10% 2,059
Vi 221-228 CeHy4/AcOELt 1:1 0,049
VI 229-234 AcOEt 100% 1,409
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Grupo |

A fracao {F-(1-105)} (1,009) (Quadro 1), foi submetida a cromatografia em coluna
de silica gel. Nesta separacédo foram utilizado 3g de silica, os eluentes foram CgH14,
CeH14/CHCI3 1:1 e CHCI3. Este procedimento experimental resultou na obtengéo de trés
compostos: um solido amorfo branca MRCH1 (30mg), um material parafinico MRCH2

(12mg) e um material parafinico MRCH3 (18mg).

Grupo

A fracdo {F-(106-125)} (5,15g) (Quadro 1), foi submetida a uma coluna
cromatografica, utilizando-se 110g de gel de silica. este procedimento resultou em trés
fracdes (CeH14, CsH14/CHCI3 1:1 € CHCI3). Estas foram submetidas individualmente a
sucessivas recristalizacbes com EtOH seguindo-se de centrifugacdo (durante 30
minutos a 7000 rpm). Resultando na formacdo de um precipitado amorfo branca,
codificado MRCH4 (20mg), de um material sélido codificado como MRCH5 (21mg) a
partir da fracdo hexanica (CegH14). A fragdo CeH14/CHCI3 1:1 (4,989) foi submetida a
sucessivas recristalizacdes em MeOH e centrifugacao (durante 30 minutos a 7000 rpm).
Este procedimento resultou em duas amostras sendo um precipitado (2,30g) e um
sobrenadante. O material sobrenadante (2,68g) foi submetido a fracionamento
cromatografico em coluna de gel de silica nesta separacao foram utilizados 40g de gel
de silica, utilizando como fase mével hexano (CgH14) € cloroférmio (CHCIl3) e mistura
destes. Foi obtido um precipitado constituido de uma mistura de dois compostos,
quando analisados por CCD. Este material foi submetido a uma coluna filtrante
resultando em dois sélidos um codificado como MRCH6 (600 mg) e o segundo soélido
cristalino foi codificado como MRCH7 (20mg).

Grupo lll

A fracao {F-(126-147)} (3,25g) (Quadro 1), foi submetida a fracionamento
cromatografico em coluna de gel de silica. Nesta separacao foi utilizado 60g de gel de
silica. Como fase movel foi utilizado hexano (CgHi4), cloroformio (CHCI3) e mistura
destes. Coletou-se um total de 89 fracdes, que foram combinados em doze grupos. O

quarto grupo {F-(31-44)} (1,00g) apds colunas cromatograficas filtrantes com gel de
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silica, resultou em um sélido de cor laranja codificado com MRCH8 (15mg) e um sdélido
amorfo codificado como MRCH9/UFAL 1 (13mg).

Grupo VeV

A fracao {F-(148-220)}(3,15¢g) (Quadro 1), foi submetido a uma coluna com gel de
silica. Nesta separacado foi utilizado 60g de gel de silica, resultando em um sélido
cristalino que e ap6s sucessivas recristalizacdes em EtOH e centrifugacao (durante 30
minutos a 7000 rpm), foi codificado codificado como MRCH10 (26mg).

Grupo Vil e VI

A fragao {F-(221-234)} (1,449) (Quadro 1), ndo foi trabalhada visto que a analise
comparativa, em diferentes sistemas de eluentes, através de cromatografia em camada
delgada (CDC), revelou que este material era constituido de uma mistura complexa de

compostos isolados nos grupos anteriores.

2.13.2 - Separacao dos Constituintes Quimicos da Fase Cloroférmica
da Entrecasca.

Parte do residuo da fase cloroférmica (73,879) foi submetido a coluna filtrante em
gel de silica na proporcao extrato/silica (1:3). Coletou-se um total de sete fracées com
um volume médio de 1000 mL para cada fracdo. Obtendo-se os filtrados CgH14/CHCI3
1:1 (8,33g), CHCI; (3,40g), CHCI3/MeOH 5% (2,00g), CHCIs/MeOH 10% (12,189),
CHCI3/MeOH 20% (16,28g), CHCIs/MeOH 30% (20,56g) e CHCI3/MeOH 1: 1 (16,09)
(Quadro 2, p 54). Essas fragcbes, foram submetidas a andlise comparativa através de
cromatografia em camada delgada (CDC) e reveladas com anisaldeido, sulfato cérico
e/ou vapores de iodo.
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Quadro 2. Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica da entrecasca
de Maytenus rigida.

Grupos Condicdes de eluicao Massa Substancias Isoladas(g)

I CeH14/CHCI3 1:1 3,330g MRCC1/MRCC2/MRCC4/MRCC5
Il CHCI; 3,400g MRCC3/MRCC6

1] CHCIy/MeOH 5% 2,120g MRCC7

\Y CHCI3/MeOH 10% 12,18¢g MRCC8

Vv CHCIs/MeOH 20% 16,289

VI CHCIlz/MeOH 30% 20,569

Vi CHCls/MeOH 1:1 15,95¢g

Grupo |

O material proveniente deste grupo (3,33g) (Quadro 2), foi submetido a colunas
cromatograficas e sucessivas recristalizacbes em MeOH e centrifugacédo (durante 30
minutos a 7000 rpm). Este procedimento levou ao isolamento de um precipitado amorfo
codificado como MRCC1 (20mg) e um sobrenadante que foi submetido a sucessivas
recristalizacées em MeOH e centrifugagéo (durante 30 minutos a 7000 rpm), resultando
na obtencdo de um sdlido amorfo que foi codificado como MRCC2 (22mg) e um
segundo sobrenadante (2,95g). Este residuo foi submetido a fracionamento
cromatografico em coluna de gel de silica (59g), utilizando-se como sistema de
eluentes: (CgH14, CgH14/CHCI3 1:1, CHCI;, CHCIls/MeOH 2,5%, CHCI3/MeOH 5%,
CHCI3/MeOH 10% e MeOH). Coletou-se um total de 101 fragées, com um volume
médio de 5mL cada. Essas fragdes, apds andlise comparativa através de cromatografia
em camada delgada de silica, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes, foram
reunidas em VII grupos. O grupo Il foi submetido a sucessivas recristalizacées em
MeOH e centrifugacao (durante 30 minutos a 7000 rpm) fornecendo um precipitado
amorfo codificado MRCC4 (23mg). O grupo Il foi submetido ao mesmo procedimento
resultando na obtencao de um sélido branco codificado como MRCC5 (18mg).
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Grupo I

O material proveniente deste grupo (3,40g) (Quadro 2), foi submetido a
sucessivas recristalizacbes em MeOH e centrifugacao (durante 30 minutos a 7000
rpom). Este procedimento resultou em um solido amorfo codificado como MRCC3
(25mg). O sobrenadante (3,389g), que foi submetido a fracionamento cromatografico em
coluna de gel de silica com KOH (silica/lKOH 67,69), utilizando como fase moével hexano
(CeH14) com adicao de cloroférmio (CHCI3) e mistura destes. Coletou-se um total de 157
fracoes com um volume médio de (5mL) cada. Essas fracdes, ap6s andlise comparativa
através de cromatografia em camada delgada de silica, utilizando-se diferentes
sistemas de eluentes, foram reunidas em seis grupos. O material proveniente do
segundo grupo {(fracdo 41-77)} (0,509), apds inUmeras tentativas de purificacdo em
Sephadex LH-20, centrifugacdes e sucessivas recristalizacbes em MeOH resultou em
um sélido amorfo codificado MRCC6 (15mg). As fragdes dos grupos anteriores e
posteriores (2,409), apds analise comparativa através de CCD e revelacao com vapores
de iodo, sulfato cérico ou anisaldeido foram arquivadas. Sao fracées complexas e

constituida de materiais previamente isolados.

Grupo llI

O material proveniente deste grupo (2,12g) (Quadro 2), foi submetido a
fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica (42,49 de silica), utilizando
como fase mével hexano (CgH14), cloroférmio (CHCI3), metanol e mistura destes (CgH14,
CeH14/CHCI; 1:1, CHCI;, CHCIls/MeOH 1%, CHCIls/MeOH 2,5%, CHCIl3/MeOH 5%,
CHCI3/MeOH 10%, CHCI3/MeOH 1:1 e MeOH). Coletou-se um total de 212 fragbes com
um volume médio de 5 mL, que foram reunidas em nove grupos. O primeiro grupo
{(fracao 1-8)} (50mgq), apds sucessivas recristalizacbes em MeOH e centrifugacao
(durante 30 minutos a 7000 rpm), forneceu um sélido amorfo codificado como MRCC7

(12mgq). As fracbes do grupo dois ao grupo nove (2,01g) foram arquivadas.

Grupo IV
O material proveniente deste grupo (12,18g) (Quadro 2), foi submetido a filtracao

em gel de silica na proporcao extrato/silica (1:1), utilizando hexano (CgH14), cloroférmio
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(CHCI3) e acetato de etila (AcOEt) e misturas destes solventes. Obteve-se sete fracoes
CsH14 (0,25¢g), CHCI3(0,5g) e AcOEt (1,8g), AcOEt/MeOH 10% (1,12g), AcOEt/MeOH
20% (2,25g), AcOEt/MeOH 1:1 (3,0g) e MeOH (3,2g). Esses fracoes, apds analise
comparativa, em cromatografia em camada delgada de silica, foram submetidas a
purificagcdo. O material proveniente da fracdo AcCOEt/MeOH 20% (2,25q), foi submetido
a fracionamento cromatografico em coluna de gel silica (45g de silica), utilizando-se
como fase mdével cloroféormio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt) e mistura destes.
Coletou-se um total de 90 fragbes com um volume médio de 5 mL. Apds analise
cromatografica por CCD foram agrupadas. O grupo da fragdo (36 a 69) com (2,29) foi
submetida a uma coluna filtrante na proporcao extrato/silica 1:3, fornecendo as fragdes
cloroférmio (0,5g) e acetato de etila (1,7g). A fracao acetato de etila foi submetida a
uma cromatografia por exclusdo (Sephadex LH-20), fornecendo 35 fracbes, que foram
agrupadas em quatro fragdes sendo que a fracao trés (18 a 33) forneceu um material
que por precipitagdo formou um sélido cristalino em forma de agulha codificado como
(MRCCS8).

Grupo V, Vlie VIl

Esses grupos (Quadro 2), ap6s analise comparativa através de cromatografia em
camada delgada (CDC) e revelacdo com anisaldeido, sulfato cérico e vapores de iodo,
foram descartadas. Sao fracbes muito complexas e cuja constituicdo continha material
ja isolado.

2.13.3 - Separacao dos Constituintes Quimicos da Fase Acetato de
Etila da Entrecasca.

Parte do residuo da fase em acetato de etila (133,13g) foi submetido a filtragéo por
fase reversa usando-se carvao ativo, utilizando-se como eluente: H,O, H,O/EtOH 1:1,
EtOH, EtOH/AcOEt 1:1, AcOEt e CHCIs. Coletou-se um total de seis fragbes com um
volume médio de 1000mL, cujos solventes foram evaporados em rotaevaporadores
como mostrado (Quadro 3, p57).
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Quadro 3. Filtracao da fase em acetato de etila da entrecasca de Maytenus rigida.

Grupos Condigdes de eluicao Massa (g) Substancias Isoladas
I H.O 2,55
Il H.O/EtOH 1:1 6,80
1l EtOH 105,28
v EtOH/AcOEt 1:1 14,50 MRCAS3 (8mg)
\Y AcOEt 2,80 MRCA2 (150 mg)
VI CHCl, 1,20 MRCA1 (5mg)

MRCA4 (20mg)

Grupo I, Il e lll

O material proveniente destes grupos (Quadro 3), ap6s analise comparativa
através de cromatografia em camada delgada (CDC), mostrou-se constituida de uma
mistura complexa de compostos polares de dificil separagcdo pelos métodos

convencionais.

Grupo IV

O material proveniente deste grupo (14,50g9) (Quadro 3), foi submetido a uma
coluna filtrante em silica desativada na proporcao extrato/silica (1:3), Coletou-se um
total de sete fragbes com um volume médio de 1000 mL. CHCI3 100% (0,609), AcOEt
100% (1,009), AcOEt/MeOH 10% (1,2g) , AcOEt /MeOH 20% (2,15g), AcOEt /MeOH
30% (1,8g), AcOEt/MeOH 1:1 (2,6g) e MeOH (5,10g). O material proveniente do grupo
acetato de etila (1,009) foi submetido cromatografia por exclusdo (sephadex LDH-20),
coletando um total de 50 fragdes. Obtivemos destas fracbes um material cristalino de
cor branca que foi codificado como MRCA3 (20mg).
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Grupo V

O material deste grupo (2,80g) (Quadro 3), foi submetido a uma coluna filtrante
em silica desativada, na proporcao extrato/silica (1:3). Coletou-se um total de cinco
fracbes com um volume médio de 500 mL que foram rotaevaporadas. Obtendo-se as
seguintes fracdes CHCIlz/MeOH 5% (230mg), CHCIls/MeOH 10% (510mg), CHCIl3/MeOH
20% (225mg), AcOEt (130mg) e MeOH (1685mg). Essas fragcdes apds analise
comparativa através de cromatografia em camada delgada de silica (CDC) e reveladas
com sulfato cérico, foram entédo trabalhadas.

A fracdo CHCI3/MeOH 10% (510mg), foi submetida a uma coluna de silica
desativada. Este procedimento resultou em quatro fracées: CHCI3/MeOH 5% (50mg),
CHCI3/MeOH 10% (360mg), CHCI3/MeOH 20% (23mg) e CHCI3/MeOH 1:1 (70mg).
Apés analise em cromatografia em camada delgada (CDC), a fracdo CHCIls/MeOH 10%
(360mg) foi submetida a uma cromatografia por exclusdo molecular (Sephadex LDH-
20), coletando-se um total de dez fracbdes, Apds andlise comparativa através de
cromatografia em camada delgada (CDC), estas foram agrupadas em duas fragdes,
este procedimento resultou na obtencao de um material cristalino de cor rosa, este foi
codificado como MRCA2 (16mg) e uma mistura complexa contendo este sélido e outros
compostos, que devido a pequena quantidade ndo foi trabalhada. O material foi

arquivado.

Grupo VI

O material deste grupo (1,2g) (Quadro 3), foi submetido a uma cromatografia em
silica desativada, obtendo-se as fragbes em CHCI; (12mg), CHCI3/MeOH 5% (59mg),
CHCI3/MeOH 10% (67mg), CHCI3/MeOH 20% (155mg), CHCI3/MeOH 1:1 (175mg) e
MeOH (730mg), sendo que a fragdo CHCIl3/MeOH 10% (67mg) foi submetida a uma
coluna cromatografica em silica desativada o que resultou na obtengdo de um sdlido
cristalino que foi codificado como MRCA1 (15mg) e um solido amarelo que foi
codificado como MRCA4 (20mg) .
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2.13.4 - Separacao dos Constituintes Quimicos da Fase Hidroalcodlica
da Entrecasca.

Parte do residuo hidroalcodlico (38,3g) foi submetido a uma coluna cromatografia

em gel de silica desativada, obtendo-se as fracées: CHCI; (0,10g), CHCIl3/MeOH 5%

(0,509), CHCI3/MeOH 10% (4,60g), CHCIls/MeOH 20% (6,10g), AcOEt (12,0g) e MeOH

(14,4g). Essas fracoes apds analise comparativa através de cromatografia em camada

delgada (CDC) foram submetidas a processo de isolamento e purificacao (Quadro 4,
p59).

Quadro 4. Filtracao da fase hidroalcodlica da entrecasca de Maytenus rigida.

Condigdes de eluicao Massa Substancias Isoladas(qg)
Grupos

I CHCl;, 0,10g

Il CHCI3/MeOH 5% 0,509

1l CHCI3/MeOH 10% 4,609 MRCHA1 (120mg)
v CHCI3/MeOH 20% 6,109

\Y AcOEt 12,09
Vi MeOH 14,49

Grupo lell

O material proveniente destes grupos (Quadro 4), ap6s analise comparativa
através de cromatografia em camada delgada (CDC), mostrou-se constituida de uma

mistura complexa de compostos polares de dificil separacao.

Grupo lll

O material deste grupo (4,69) (Quadro 4), foi submetido a uma cromatografia por
exclusao (sephadex LDH-20), coletando-se um total de 60 fracbes, com um volume
médio de 3 mL. Essas fracbes, apds analise comparativa através de cromatografia em
camada delgada de silica, utilizando-se como eluente AcOEt/MeOH 10%, foram
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reunidas em IV grupos, sendo que no grupo Il da fracdo 22 a 30 formou um sélido
marrom que foi codificado MRCHA1 (120mg).

Grupo VeV

Os materiais das frac6es reunidas destes grupos (Quadro 4), apds analise
comparativa através de cromatografia em camada delgada de silica com sistemas de
eluentes diferentes mostraram-se constituidos de uma mistura dos componentes

presentes no grupo anterior e por isto foi arquivada.

Grupo VI
Este grupo (Quadro 4) mostrou-se constituida de uma mistura complexa de
compostos polares de dificil separacao pelos métodos convencionais e por isto foi

arquivada.

2.13.5 - Separacao dos Constituintes Quimicos da Fase Aquosa
Liofilizada.

Parte do extrato aquoso liofilizado da entrecasca (15,84g), foi submetido a
solubilizacdo em metanol. Este procedimento levou a formacdo de um precipitado
(2,82g) e um sobrenadante (13,02g), o material sobrenadante apds concentracdo em
rotaevaporador foi submetido a solubilizagdo em metanol/acetona 1:1, obtendo um
material precipitado (3,79) e um sobrenadante (9,32). Em Cada fase verificou-se a
possibilidade de isolamento e purificacdo de compostos através de cromatografia em
camada delgada (CDC), (Quadro 5, p 61).
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Quadro 5. Procedimento de separacao dos constituintes da fase aquosa
liofilizada da entrecasca de Maytenus rigida.

Grupos  CondigGes de eluigao Massa Substancias Isoladas(mg)
I Precipitado 2,820¢g
Il Sobrenadante 13,029 MRCAQ1 (40mg)
MRCAQ2(150mg)

MRCAQ3 (60mg)
MRCAQ4 (200mg)

Gropo |

O material proveniente deste grupo (Quadro 5), apds analise comparativa
através de cromatografia em camada delgada (CDC), mostrou-se constituida de uma
mistura complexa de compostos polares de dificil separacdo pelos métodos

convencionais e foi arquivada.

Gropo |l

O material deste grupo (11,31) (Quadro 5), foi submetido a uma coluna
cromatografica com silica desativada (226,29 de silica), utilizando-se a seguinte
seqiéncia de solventes CHCI;, AcOEt, AcOEt/MeOH 10%, AcOEt/MeOH 20%,
AcOEt/MeOH 30% , AcOEt/MeOH 40% e MeOH. coletando-se um total de 103 fracdes,
Essas apds analise através de cromatografia em camada delgada (CDC), foram
reunidas em vinte grupos, a fracao {F-(37-68)} (0,5g) do grupo quatro, apds sucessivas
recristalizacbes em MeOH e submetida a uma cromatografia por exclusdo molecular
(Sephadex LDH-20) forneceu um sélido de cor marrom codificado como
MRCAQ1(40mg). A fracao {F-(94)}(0,58g) foi submetida a uma coluna cromatografica
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com silica desativada na proporcao extrato/silica (1:3), fornecendo trés solidos de cor
marrom codificados como MRCAQ2 (150mg), MRCAS3 (60mg) e MRCA4 (200mg).

2.13.6 - Separacao dos Constituintes Quimicos do Extrato Acetato de
Etila da Particao em Fase Reversa

Parte do residuo da fase acetato de etila (110g) foi submetido a coluna filtrante em
gel de silica na proporgao extrato/silica (1:3), Coletou-se um total de cinco fragées com
um volume médio de 1000 mL para cada fracdo. Obtendo-se os filtrados CHCI;
(10,55¢g), AcOEt (22,6g9), AcOEt/MeOH 10% (32,8g), AcOEt /MeOH 20% (12,189),
AcOEt /MeOH 1.1(38g) (Quadro 6, p62). Essas fracoes, foram submetidas a analise
comparativa através de cromatografia em camada delgada (CDC) e reveladas com
anisaldeido, sulfato cérico e/ou vapores de iodo.

Quadro 6. Procedimento de separacao dos constituintes da fase em acetato
de etila da particao em fase reversa.

Grupos  Condicdes de eluicao Massa Substancias Isoladas(g)
I CHCl3 10,55¢g
Il AcOEt 22,69
1] AcOEt/MeOH 10% 32,89 MRCCP1 (80mg)
v AcOEt/MeOH 20% 12,19
Vv AcOEt/MeOH 1:1 38,09
Gropo lll

A fracdao F- AcOEt/MeOH 10% (32,8g) (Quadro 6), esta fracao foi submetida a
sucessivas recristalizacdes em MeOH e centrifugacao (durante 30 minutos a 7000 rpm)
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forneceu um material que por precipitagdo formou um sélido cristalino em forma de
agulha codificado como (MRCCP1) (80mg).

Gropo L, I, IVeV

Os materiais das fragdes destes grupos (Quadro 6), apds andlise comparativa
através de cromatografia em camada delgada em silica com sistemas de eluentes
diferentes, mostraram-se constituidos misturas complexa, sendo entao arquivadas para

serem utilizadas posteriormente.

2.13.7 - Separacao dos Constituintes Quimicos do Extrato
Cloroférmico da Particao em Fase Reversa

Parte do residuo do extrato cloroférmico (75g) foi submetida a uma coluna
cromatografica em coluna de silica gel. Nesta separacéo foi utilizado 150g de silica,
utilizando como fase mével cloroférmio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt) e misturas
destes solventes. Coletou-se um total de 112 fragdes com um volume médio de (5mL)
cada. Essas fracOes, apos analise comparativa através de cromatografia em camada
delgada (CDC) e revelagdao com anisaldeido, sulfato cérico e/ou vapores de iodo,
utilizando-se diferentes sistemas de eluentes, foram reunidas em cinco grupos (Quadro
7, p64).

Gropo ll

A fracao {F-(26-46)} (5,159) (Quadro 7), foi submetida a uma coluna
cromatografica em coluna de silica gel. Nesta separacgao foi utilizado 103g de silica, os
solventes foram CHCI;, CHCI3/MeOH 5%, CHCIls/MeOH 10%, CHCls/MeOH 20%,
CHCI3/MeOH 30%, CHCIs/MeOH 1: 1 e MeOH. Este procedimento experimental
resultou na obteng&o de 100 fragdes com um volume médio de 5mL. A fragdo {F-(29-
46)} (2g) foi submetida a sucessivas recristalizacbes em MeOH e centrifugacédo
(durante 30 minutos a 7000 rpm) forneceu um material que por precipitacdo formou um
solido cristalino em forma de agulha codificado como (MRCCP2) (50mg) semelhante a
substancia codificada MRCCP1 isolada da fase acetato de etila. Esta fragdo foi
submetida a sucessivas recristalizacées em MeOH e centrifugacao (durante 30 minutos
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a 7000 rpm) forneceu um material que por precipitacdo formou um soélido cristalino em
forma de agulha codificado como (MRCCP1) (80mg).

Gropo L, Il IVe V

Os materiais das fragdes destes grupos (Quadro 7), apds andlise comparativa
através de cromatografia em camada delgada em silica com sistemas de eluentes
diferentes, mostraram-se constituidos misturas complexa, sendo entao arquivadas para

serem utilizadas posteriormente.

Quadro 7. Procedimento de separacao dos constituintes da fase cloroférmica
da particao em fase reversa.

Grupos Fracoes Condicées de Massa Substancias
Reunidas eluicao Isoladas(g)
I 1-25 CHCl3 12,49

I 26-46  CHCIyACOEt10%  5,15g MRCCP2 (55mg)

0l 47 - 60 CHCI3AcOEt 20% 35,99

v 61 -89 CHCI3AcOEt 20% 7,029

Vv 90 - 112 AcOEt 5,29
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2.14 - Dados Fisicos e Espectrométricos das Substancias Isoladas

2.14.1 — Substancias Isoladas da Fracao em Hexano

2.14.1.1— MRCH1

Apresenta-se como solido cristalino, branco. pf. 271,1°C — 271,2°C. IV vnqax (KBr;
cm’™): 3477, 2934, 2867, 1706, 1453, 1385, 1175 e 1020. RMN 'H (600-MHz, CDCl3, 8, J
em Hz): Tabela 7, pag. 150, RMN '3 (150 MHz, CDCl3, 8 ): Tabela 18, pag.105.

2.14.1.2 - MRCH2

Apresenta-se como material parafinico pf. 51,3-51,6 °C. IV vmax (KBr; cm™): 2924,
2853, 1733, 1462, 1379, 1250, 1175, 1108, 984 e 722.

2.14.1.3 - MRCH3

Apresenta-se como material parafinico pf. 48,7-48,9 °C. IV vpax (KBr; cm™): 3425,
2923, 1716 e 1458.

2.14.1.4 - MRCH4

3B-hidroxi-lup-20(29)-eno, sélido amorfo de cor branca, ponto de fusdo 176-
178°C (MeOH), RMN 'H (200-MHz, CDCl3 8, J em Hz): Tabela 7, pag. 60, RMN ' (50
MHz, CDCl3 & ): Tabela 13, pag. 94.

2.14.1.5 - MRCH5
Material sélido amorfo branco. pf. 176,8-177,2°C. RMN H (600-MHz, CDClj3, 6, J
em Hz): Tabela 7, pag. 150, RMN '* (150 MHz, CDCl3, 8 ): Tabela 14, pag. 96.
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2.14.1.6 - MRCH6

Sélido amorfo branco pf. 257,6-257,9°C. IV vmax (KBr; cm™): 2928, 2867, 1715,
1459, 1458, 1388 e 921. RMN 'H (600-MHz, CDCl; §, J em Hz): Tabela 16, pag. 101,
RMN '3 (150 MHz, CDCl; & ): Tabela 16, pag. 101.

2.14.1.7- MRCH7

3p-estigmast-5-en-3-ol , Cristais na forma de escama, de cor branco. pf. 134,2°C
—135,6 °C (MeOH), RMN 'H (400-MHz, CDCl3 5, J em Hz): Tabela 6, pag. 59., RMN 2
(100 MHz, CDCl3 6 ): Tabela 12, pag. 92.

2.14.1.8- MRCHS8

Sélido amorfo de cor laranja pf. 206,4-206,6°C. IV vmax (KBr; cm™): 3476, 2927,
1627, 1476, 1384, 1272, 1226, 1161 e 758.

2.14.1.9—- MRCH9
Sélido cistalino, ponto de fusdo 134,2°C — 135,6 °C (MeOH), RMN 'H (200-MHz,
CDCl3, 8, J em Hz): Tabela 14, pag. 96, RMN 13 (50 MHz, CDCl3, 8 ): Tabela 7, pag. 61.

2.14.1.10- MRCH10

Sélido amorfo de cor branca pf. 257,6-257,9°C. IV vmax (KBr; cm™): 2928, 2867,
1713, 1459, 1387, 1189, 1074 e 921.

2.14.2 — Moléculas Isoladas da Fracao em Cloroférmio

2.14.2.1— MRCC1/ MRCC2/MRCC3/MRCC4/MRCC5/MRCC6/MRCC7

Sélido amorfo branca pf. 231,2-231,8°C. IV vmax (KBr; cm™): 3320, 2936, 1651,
1450, 1383, 1187, 1047, 911 e 653.
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2.14.2.2 - MRCC8/MRCA2

4'-metilepigalatocatequina , Sélido cristalino em forma de agulha de cor marrom
claro. pf. 149,5-149,8 °C. IV vpa (KBr; cm™): 3359, 2361, 1625, 1514, 1464, 1376,
1322, 1279, 1195, 1145, 1091, 1063, 1011, 986, 877, 820, 756, 715, 664 e 526. difragao
de raios X (KappaCCD da Enraf-Nonius com detector de area). (MeOH), RMN 'H (200
MHz, CDCls 8, J em Hz): Tabela 9, pag. 88, RMN '*C (50 MHz, CDCl; § ): Tabela 9,
pag. 88.

2.14.3 — Moléculas Isoladas da Fracao em Acetato de Etila

2.14.3.1 - MRCAT1

Material cristalino de cor rosa pf. 146,2-146,7°C. IV vmax (KBr; cm™): 3202, 1625,
1513, 1464, 1374, 1278, 1196, 1145, 1091, 985 e 821. difracdo de raios X (KappaCCD
da Enraf-Nonius com detector de area)

2.14.3.2 - MRCA3

Material cristalino de branca IV vmax (KBr; cm™): 3477, 3151, 1700, 1623, 1548,
1455, 1273, 1044 e 867. RMN 'H (300 MHz, CDCls, §, J em Hz): Tabela 9, pag. 88,
RMN *3: Tabela 15, pag. 99.

2.14.3.3 - MRCA4

Material cristalino em forma de agulhas de cor marrom pf. 149,1-149,8°C. IV vpax
(KBr; cm™): 3195, 1624, 1513, 1464, 1375, 1278, 1195, 1145, 1091, 985, 821 e 665.

67



2.14.4 — Moléculas Isoladas da Fracao Hidroalcoodlica

2.14.4.1 - MRCHA1

Sélido amorfo de cor marrom pf. 146,1-146,3 °C. IV Viax (KBr; cm™):3502, 3455,
3134, 2360, 1621, 1520, 1467, 1439, 1387, 1258, 1223, 1182, 1142, 1093 e 1044. RMN
'H (600-MHz, CDCls 8, J em Hz): Tabela 21, pag. 113, RMN **C (150 MHz, CDCls & ):
Tabela 21, pag. 113.

2.14.5 — Moléculas Isoladas do Extrato Aquoso

2.14.5.1 - MRCAQ1

Sélido amorfo de cor marrom pf.229,4-229,5 °C. IV vimax (KBr; cm™): 3317, 1611,
1515, 1449, 1367, 1263, 1145, 1098, 1059, 987, 824, 790, 718.

2.14.5. 2 - MRCAQ3

Sélido amorfo de cor marrom pf.178,2-178,9 °C. O IV vmax (KBr; cm™): 3340,
1623, 1514, 1463, 1372, 1279, 1196, 1145, 1092, 1062, 1012, 987, 820, 717 e 663.

2.14.6 — Moléculas Isoladas do Extrato Cloroformico e Acetato de Etila
da Particao em Fase Reversa

2.14.6.1 - MRCCP1/MRCCP2

Solido cristalino, difracéo de raios X (KappaCCD da Enraf-Nonius com detector
de area). IV vmax (KBr; cm™): 3318, 2943, 2931, 2869, 1711, 1654, 1466, 1451, 1386,
1378, 1237, 1186, 1146, 1106, 1043, 1032, 1013, 985, 942, 912, 858, 746 e 650
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2.15 - Estudo Cristalografico

Um monocristal de dimensdes 0,083 x 0,212 x 0,174 (mm) foi selecionado com
auxilio de um microscopico de polarizagdo e colado numa fibra de vidro e montada no
eixo de uma cabeca goniométrica. Em seguida foi levado ao difratdmetro automatico
para a coleta de dados por difracdo de raios X. No Laboratério de Cristalografia e
Modelagem Molecular (LaboCriMM) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), que dispbée de um KappaCCD da Enraf-Nonius com
detector de area.

A cabeca goniométrica com o monocristal foi colocada no difratdmetro, com o eixo
principal desta coincidindo com o eixo &, e ajustada para que o cristal girasse sobre si
mesmo, mas sem a necessidade de orientacdo especifica. Foram coletadas 2560
reflexdes de 11 imagens do espaco reciproco que foram utilizadas para determinar a
cela unitaria reduzida, levando-se conseqlentemente a identificacdo do sistema
cristalino.

As estruturas foram resolvidas pelos Métodos Diretos utilizando o programa
SHELXS-97 [Sheldrick,1998]. O pacote de programas utilizado foi o WinGX
[Farrugia,1999]. O refinamento do modelo inicial foi feito pelo método de minimos
quadrados com matriz completa e calculos de Fourier diferenca utilizando o sistema de
programas SHELXL97 [Sheldrick, 1998] instalado. O processo de refinamento foi
sempre acompanhado de verificacdo da geometria e confiabilidade quimica do modelo,
através de calculos de distancias e angulos interatbmicos. O indice de verificagdo da
adequagéo do sistema de pesos utilizado no refinamento foi o “godness of fit” (GOF).
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3 - Resultados e Discussao
3.1 - Prospeccao Fitoquimica

A prospeccgao fitoquimica teve como objetivo conhecer os constituintes e/ou
avaliar sua presenca nos extratos de plantas. Esta metodologia é importante quando
nado se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse. A analise fitoquimica
preliminar indica os grupos de metabdlitos secundarios relevantes. Caso o interesse
esteja restrito a uma classe especifica de constituintes ou substancias responsaveis por
certa atividade biolégica, a investigacdo sera direcionada para o isolamento e
elucidacado estrutural das substancias desejadas. O estudo fitoquimico do extrato
alcodlico e das fraches, obtidas por particao liquido-liquido do estrato alcodlico da
entrecasca e folhas de Maytenus rigida, apresentou 0s seguintes grupos quimicos:
triterpendides, esterdides, saponinas, quinonas, taninos, fendis, catequinas,
leucoantocianidinas, flavondides, flavonois, flavonas e xantonas (Figura 5 e 6, p 40;
Tabela1,p 72).

A mudanca de coloracdo em equilibrio acido-base (Figura 7, p 71.), indicou a
presenca de esqueletos flavdnicos, tais como: flavonona e/ou antocianinas e

antocianidininas.

On PH8(pupura)  —H,0

pH 12 (Azul'violeta) PH 10 (violeta)

Figura 7. Variacao de coloracio em transicoes em meio acido e basico
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Tabela 1 - Prospeccao fitoquimica dos extratos das folhas e entrecasca de M. rigida.

Extratos
Constituintes
quimicos | Il ]| v \' VI Vil VIl VX X XI Xl

Alcaldides - - - - - - - - - - - N
Antocianidinas - - - + + - + + - - - +
Antocianinas - - - + + - + + - - - +
Acidos fixos - - + - - - - - - - - -
Auronas - - - - + - - - - - - -
Catequinas + + - + + + + + - + + +
Chalconas - - - + - - - - - - - .
Esterdides + + + - - + + + + + + +
Flavonois - + - + + + + + - + + +
Flavononois + + - + + + + + - + + +
Flavonodides + + - + + + + + - + + +
Fenois + + + + + + + + + + + +
Heterosidios - - - - - - - + - - - -
cianogénicos

Leucoantocianidinas - + - + + + + + - + + +
Quinonas + + - - + + + + - + + +
Resinas - - - - - - - - - - - -
Saponinas + + - + - + + + - + + +
Taninos + - - - - - + - - - - -
Triterpenos + + + + + + + + + + + +
Xantonas + - - - - - + - - - - -

* Folhas alcodlico (I); Aquoso liofilizado (II); Fase hexanica (III); Fase cloroférmico (IV); Fase acetato de etila (V) e Fase hidroalcodlico (VI).*
Entrecasca alcodlico (VII); Aquoso liofilizado (VIII); Fase hexanica (VX); Fase cloroférmico (X); Fase acetato de etila (XI) e Fase hidroalcodlico (XII).

3.2 - Ensaios Bioldgicos

3.2.1 — Resultados dos Testes Anti-malaricos

Buscando novos antimalaricos com acao esquizonticida sangilinea, de baixo
custo, alta eficacia e baixa toxicidade, pesquisamos a acdo do extrato alcodlico,
aquoso liofilizados e fracbes obtidas por particdo dos extratos das folhas e entrecasca
de Maytenus rigida usada popularmente para tratar dores em geral, infeccoes e

inflamacdes.
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Os ensaios in vivo realizados revelaram redugao significativa da parasitemia
induzida pelo P. berghei. A reducdo observada foi de 80%, 43% e 33% (extrato
alcodlico das folhas, extrato alcodlico da entrecasca e fase acetato de etila)
respectivamente. Como critério de avaliacdo da atividade in vivo, estabeleceu-se que 0s
extratos e/ou as fragdes que inibissem acima de 30% seriam consideradas ativas (A);
30% parcialmente ativas (PA) e abaixo de 30% sao consideradas inativas (). Portanto,
os extratos alcodlico das folhas, alcodlico da entrecasca e acetato de etila foram
considerados ativos, na dose testada de 500 mg/Kg (Tabela 2, p 75). Em relacédo a
mortalidade, observou-se que ndo houve significdncia estatistica entre as médias de
parasitemia dos animais tratados e controle (Quadro 8, p 75). Vale ressaltar que a
cloroquina apresenta uma mortalidade mais precoce. Normalmente a dose de
cloroquina utilizada protege bem o animal e a mortalidade ocorre bem mais tarde e ndo
no 5° dia de infeccdo (Tabela 2, p 75). A inibicdo in vitro do crescimento do
Plasmodium falciparum BHz 26/86, apés 72h de incubacao foi avaliada utilizando oito
amostras sendo seis provenientes da entrecasca de Maytenus rigida (aquoso liofilizado,
alcodlico, hexanica, cloroférmica, acetato de etila e hidro alcodlico) e duas das folhas
(aquoso das folhas e alcodlico das folhas) estas amostras foram testadas em diferentes
concentracdes (50; 16,6; 5,5; 1,8; 0,6; 0,2 e 0,06 ug/mL). Como critério de avaliagdo da
atividade in vitro, estabeleceu-se que os extratos e/ou fragdes que inibissem 80 a 100%
0 crescimento dos parasitas seriam consideradas ativas (A); parcialmente ativas (PA)
quando a inibicao fosse de 50 a 79%; e inativas (I) quando a inibicdo fosse menor que
50%, na concentracdo mais alta da droga testada.

As amostras testadas da entrecasca de Maytenus rigida mostraram os seguintes
resultados: o extrato aquoso das folhas foi considerado inativo para as doses 0,06; 0,2
e 0,6 ug/mL e parcialmente ativo nas doses de 1,8; 5,5; 16,6 e 50 ug/mL. O extrato
aquoso da entrecasca foi considerado inativo em 0,06 e 0,2 ug/mL e parcialmente
ativos nas doses de 0,6 ;1,8; 5,5; 16,6 e 50 ug/mL. O extrato alcodlico das folhas foi
considerado parcialmente ativo para as dose 0,06; 0,2; 0,6; 1,8 e 5,5 ug/mL e ativo nas
doses de 16,6 e 50 ug/mL. O extrato alcodlico da entrecasca foi inativo nas doses de
0,06; 0,2; 0,6 e 1,8 ug/mL , parcialmente ativo em 5,5 e 16,6 ug/mL e considerado ativo

na dose de 50 ug/mL. Os extratos provenientes da particdo do extrato alcodlico da
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entrecasca: os extratos em hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlico foram
consideradas inativos nas doses de 0,06, 0,2 e 0,6 ug/mL, sendo que o extrato obtido
em hexano, na dose de 0,6 ug/mL, foi considerado parcialmente ativo. Estas mesmos
extratos foram considerados parcialmente ativos para as doses de 1,8 e 5,5 ug/mL e
ativos em 16,6 e 50 ug/mL. Estes resultados permite-nos concluir que todos os extratos
testados nas doses de 16,6 e 50 ug/mL foram consideradas ativas (Tabela 3, p76).
Dados da literatura para extratos de plantas relatam os seguintes resultados de
reducdo de parasitemia: Caseria elliptica com 99% e 96% da na dose de 50ug/mL e
25ug/mL, Ammannia multiflora reducdo de 90% e 64% na dose de 50ug/mL e
25ug/mL, Cocculus pendulus reducao de 94% e 87% nas doses de 50ug/mL e 25
ug/mL, Ailantuths excelsa reducao de 98% e 97% nas doses de 50ug/mL e 25ug/mL
(Simonsen et al,.2001). Comparando estes resultados com os obtidos de Maytenus
rigida, na dose de 50ug/mL, podemos considerar os extratos em hexano, cloroférmio,
acetato de etila e hidroalcodlico como tendo resultados de redugéao de parasitemia igual
e/ou superior a literatura. Nos resultados in vivo o extrato alcodlico das folhas, extrato
alcodlico da entrecasca e fase acetato de etila reduziu a parasitemia 80%, 43% e 33%
repectivamente na dose de 500mg/Kg, dados da literatura relatam uma reducédo na
dose de 500 mg/Kg de 42,5%, 39,1% para as espécies Cassia semicordata
(Caesalpiniaceae) e Salzmannia nitida (Rutaceae) respectivamente sendo estas
cosideradas ativas (DEHARO e cols,. 2001). Comparando estes resultados com o0s
obtidos dos extratos da entrecasca de Maytenus rigida, nos testes in vitro e in vivo

podemos considerar esta espécie promissora para estudo da atividade antimalarica.
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Tabela 2 - Porcentagem de reducao de parasitemia em camundongos

infectados com P. berghei, em relacao ao grupo controle nao

tratado.
Grupos Reducéo de parasitemia

5%dia 7°dia

I 0 0

I 0 0

[ 80 -

v 24 43

v 10 0

Vi 0 0

vii 30 33

Vil 20 0
vX 100 100

Grupo I - Liofilizado Folhas, Grupo II — Liofilizado Entrecasca, Grupo III — Extrato Alcodlico das Folhas, Grupo IV - Extrato Alcodlico da Entrecasca ,
Grupo V — Fase Hexanica, Grupo VI — Fase Cloroférmica, Grupo VII — Fase Acetato de Etila, Grupo VIII — Fase Hidroalcodlica, Grupo VX - Cloroquina

Quadro 8 - Sobrevida de camundongos infectados com p. berghei e tratados com

Tratamento

extratos obtidos da espécie M. rigida durante vinte e dois dias. a

cloroquina foi utilizada em paralelo como antimalarico.

O5°E 112 017° 020° W 22° dias apos infecgao

Gs ?ﬁq
ass 3100

G6 }0’:‘2&——»

50 3100
G5 %99

360 1100
G4 Lﬁ:‘m——»

50 3100

75
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Tabela 3 - Atividade antimalarica de extratos da entrecasca de M.

rigida em

diferentes concentracoes, testadas contra o P. falciparum (bhz 26/86)

in vitro.
% Inibicdo de parasitemia/dose (ug/mL)

Extratos

0,06 0,2 0,6 1,8 5,5 16,6 50
Ext. aquoso das folhas 00 08 24 64 64 68 76
Ext. aquoso da entrecasca 18 48 52 56 58 72 82
Ext. alcodlico das folhas 52 66 68 68 69 79 82
Ext. alcodlico da entrecasca 26 49 48 49 52 69 88
Ext. hexanico 16 30 56 64 66 84 100
Ext. cloroférmico 06 30 48 58 76 86 90
Ext. acetato de etila 00 26 44 58 72 88 98
Ext. hidroalcodlico 12 22 24 32 54 58 88

3.2.2 — Resultados dos Testes Antiedematogénico e Analgésicos

3.2.2.1 — Teste Antiedematogénico Com o Extrato Alcodlico da

Entrecasca de Maytenus rigida.

No modélo de inflamacéo testado, o0 modelo da carragenina, nas doses de 200 e

400mg/kg, foram detectadas reducdes significativas do edema de pata induzido pela

carragenina em relagdo ao grupo controle. Para a dose de 200mg/Kg, foi observada

reducdes de 16,2% do edema de pata imediatamente apds a administracdo do extrato

alcodlico. Para a dose de 400mg/kg apés trés horas de administracdo, ocorreu uma

reducao do edema de pata de 22,7% em relagao ao controle (Grafico 1 e 2, p77).
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Grafico 1 — Teste in vivo modelo de inflamacao (Antiedematogénico), edema

de pata induzido por carragenina nas doses de 100, 200 e 400

mg/kg.
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Grafico 2 — Teste in vivo modelo de inflamacao (Antiedematogénico), edema
de pata induzido por carragenina nas doses de 100, 200 e 400

mg/kg.
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3.2.2.2 — Teste Analgésico Com o Extrato Alcodlico da Entrecasca de

Maytenus rigida.

No modelo de antinocicepcado, foram observados aumentos significativos no
tempo de laténcia em relagdo ao grupo controle, de 39,0% de aumento; p<0,005, na
dose de 100mg/kg duas horas ap6s a administracao do extrato alcodlico. Ja na dose
200mg/Kg ocorreu uma reducao de 26,5% de aumento; p<0,05, imediatamente apos a
administracao do extrato (Grafico 3,4 e 10, p78, 79 e 82).

Grafico 3 — Teste in vivo modelo de antinocicepc¢ao, teste de retirada da cauda
com o extrato alcodlico na dose de 100 mg/kg.
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Grafico 4 — Teste in vivo modelo de antinocicepcao, teste de retirada da cauda

com extrato alcoolico.
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Estes resultados permiti-nos concluir que o Extrato Alcodlico da entrecasca de
Maytenus rigida Mart., nos modelos de edema de pata e nocicepcao, apresentam um
efeito antiinflamatério e analgésico central, envolve sistema opidide. Constatado este
efeito antiinflamatério e analgésico, realizou-se o biomonitoramento da atividade
analgésico das fases particionadas em hexano, cloroformio, acetato de etila e
hidroalcoilico liofilizado.

3.2.2.3 - Teste Analgésico Com os Extratos da Entrecasca de
Maytenus rigida.

A fracdo hexanica, na dose de 400mg/kg no tempo zero, aumentou o tempo de
laténcia significativamente, sendo a porcentagem de aumento de 41,4% (Grafico 5 e 10
p80 e 82), A fragcdo cloroférmica na dose de 400mg/kg no tempo 60min, aumentou o
tempo de laténcia significativamente, sendo a porcentagem de aumento de 37,2%
(Grafico 6 e 10, p80 e 82). A fracdo acetato de etila na dose de 400mg/Kg, 30 minutos
apos a administracao desta fracao, foi observado aumento de 37,1% (p<0,05) do tempo
de laténcia em relacdo ao grupo controle (Grafico 7 e 10, p81 e 82) e a fracao
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hidroalcodlica na dose de 400mg/kg foram observados aumentos significativos do
tempo de laténcia durante 60 e 90 minutos apds a administragdo do extrato 78,4% e
p<0,001 e 27,9% e p<0,05, respectivamente (Grafico 8, 9 e 10, p81 e 82). O resultado
do modélo de nocicepcao no teste de retirada da cauda (Tail Flick), possibilitou a
avaliacdo do efeito antinociceptivo central via sistema opidide, com as Fragdes
Hexanica, Cloroférmica, Acetato de Etila e Hidroalcodlica liofilizada da entrecasca de M.

rigida Mart. os resultados obtidos validam o uso popular.

Grafico 5 — Teste in vivo modelo de antinocicepcao, teste de retirada da
cauda nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg com o extrato

hexanico.
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Grafico 6- Teste in vivo modelo de antinocicepcao, teste de retirada de
cauda nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg com o extrato

cloroférmico de M. rigida.
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Grafico 7 — Teste in vivo modelo de antinocicepcao, teste de retirada da
cauda nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg com o extrato
acetato de etila de M. rigida.
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Grafico 8 — Teste in vivo modelo de antinocicepcao, teste de retirada de
cauda com o extrato hidroalcoodlico nas doses de 100, 200 e

400 mg/kg.
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Grafico 9 — Teste in vivo modelo de antinocicepcao, teste de retirada de
cauda com o extrato hidroalcoodlico nas doses de 100, 200 e

400 mg/kg.
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Grafico 10 - Efeito do extrato alcodlico (EE), cloroformico (CF), acetate de etila
(EAF), hidroalcodlico (HMF) de Maytenus rigida no teste da placa
quente (the tail).
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volume da pata = S.E.M (n=09); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparada com o grupo controle(C). EE: 100 mg/kg,
120 min.; CF: 400 mg/kg, 60 min.; EAF: 400 mg/kg; 30 min.; HMF60: 400 mg/kg; 60 min.; HMF90: 400mg/kg, 90 min.

3.2.2.4 - Teste Analgésico Antiinflamatéria Com a Substéncia 4' —
Metilepigalatocatequina Codificada Como MRCA2 Isolada do
Extrato em Acetato de Etila.

Neste trabalho, investigamos uma possivel atividade antinociceptiva e
antiinflamatéria da substancia 4' — metilepigalatocatequina codificada como MRCAZ2,
isolada do extrato em acetato de etila da entrecasca de Maytenus rigida (Celastraceae).
Foram utilizados modelos classicos de nocicepcdo aguda (ensaio de contorcbes
induzidas por acido acético, nocicepcao induzida por formalina) e dor induzida por
estimulo térmico (hot plate) em camundongos Swiss (25-30g). A substadncia MRCA2
produziu uma significante inibicdo no numero de contorcées abdominais (69 % de
inibicdo, 100 mg/Kg, v.0), bem como o padrao de referéncia, Dipirona (65 % de inibi¢ao,
33 mg/Kg, i.p) (Grafico 11, p84). A MRCA2 inibiu de forma significativa o efeito
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analgésico no ensaio de “hot plate” aumentado o tempo de laténcia (5s), bem como as

duas fases do ensaio de formalina (50%- 12 fase e 30 %-22 fase, 100 mg/Kg, v.0)

(Grafico 12 e 13, p84 e 85). No teste da placa quente (tail flick)

a 4

metilepigalocatequina (Tabela 4, p85) nostrou atividade antinociceptiva. Nossos

resultados permitem-nos inferir que a MRCA2 possui uma atividade antinociceptiva

(central e periférica).

Grafico 11 — Teste in vivo modelo de contor¢c6es abdominais induzidas

por acido acético dose 100 mg/kg com MRCA2.
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Grafico 12 — Teste in vivo modelo de analgesia central na dose 100 mg/kg

com a substancia MRCA2.
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Ensaio de hiperalgesia induzida por Formalina
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Indometacina (36 mg/Kg, v.0)
MRC A2 (100 my/Kg, v.0)
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Fase neurogénica Fase Inflamatoria

Grafico 13 — Teste in vivo modelo de analgesia central (placa quente) na

dose 100 mg/kg com a substancia MRCA2.
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Tabela 4 - Efeito da 4’ metilepigalocatequina no teste da placa quente (tail flick).
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Tratamento Dose Tempo de laténcia (s)

mg/Kg MiSEM
zero +30 +60 +90 +120
Controle - 3.68+0.57 2.48+0.31 1.70£0.10 2.32+0.31  2.3210.22
Morfina 10 2.85+0.10* 5.30+0.94* 4.65+0.85*** 5.74+1.12** 4.15+0.73**
CA 75 2.13+0.14 2.67+0.32 2.45+0.17* 2.03#0.25 2.35+0.29
CA + naloxona 75+3 5.45+0.84 2.63+0.24 1.65+0.34 2.40+0.12  2.7840.08

Volume da pata +S.E.M. (n=09); *p<0.05; p<0.01; p<0.001 comparada com o grupo controle.

3.2.3 - Resultado do Teste Antiulcerogénico Com os Extratos da
Entrecasca de Maytenus rigida.

Os extratos, particdes e substancias isoladas da entrecasca da Maytenus rigida
foram avaliados em um modelo de ulcera em ratos. O extrato etandlico da entrecasca
da Maytenus rigida promoveu atividade protetora da mucosa gastrica, induzida pelo
extrato alcodlico que foi administrado por via oral, (p<0,001; 100 mg/kg; Grafico 14, p
87). Trabalhos relatam a agdo protetora da infusdo de M. illicifolia contra o
desenvolvimento de ulceras (SOUZA-FORMIGONI, 2001). A presenca de terpenos,
flavondides e taninos condensados justificam a atividade antiinflamatéria e
antiulcerogénica das espécies (GONZALEZ e cols., 1982; LEITE e cols., 2001;
ITOKAWA e cols., 1991; SHIROTA e cols., 1994).

O extrato aquoso da entrecasca foi testado na dose (100 mg/kg; p.o.) reduzindo
de forma significativa (p<0,001) as Ulceras induzidas por indometacina (100 mg/kg; p.o0.)
em ratos. A droga padrao, ranetidina (100 mg/kg; p.o.; p<0,001), também apresentou
eficacia neste teste. Todos estes resultados encontram-se no (Grafico 14, p87)

Com o objetivo de realizar o isolamento de substancias com atividade antitlcera,
foram preparadas e testadas as fases hexanica, cloroférmica e hidroalcoodlica do extrato
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etandlico da entrecasca. Todas as fases testadas, foram administradas por via oral na
dose de 100 mg/kg. Estas fracbes reduziram de forma significativa (p<0,5
hidroalcodlica; p<0,01 hexénica; cloroférmica p<0,001) as Ulceras induzidas por
indometacina (100 mg/kg; p.o.) em ratos (Grafico15, p 87).

Grafico 14 - Efeito dos extratos aquoso (100 mg/kg) e etandlico (100 mg/kg) da
entrecasca da Maytenus rigida sobre as ulceras induzidas por

indometacina em ratos (n = 7).
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*** p<0.001 (vs controle; test t de Student). Cremophor/agua foi o grupo controle para o extrato etandlico; agua foi o
controle para o extrato aquoso. A droga padréo ranetidina foi administrada na dose de 100 mg/kg.
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Grafico 15 - Efeito das fases hexanica, cloroférmica e hidroalcodlica (100 mg/kg;
p.o.) da entrecasca da Maytenus rigida sobre as ulceras induzidas
por indometacina em ratos (n = 7).

40
mmm CREMOPHOR/AGUA (CONTROLE)

E mmm MRCH (FASE HEXANICA)
< 307 . mm MRCHM (FASE HIDROALCOOLICA)
L
O
| *%*
pe=) 204 .
w = AGUA (CONTROLE)
w x%% [ MRCC (FASE CLOROFORMICA)
o T
a 10+
=z
. CREM MRCH MRCHM AGUA MRCC

*p<0,05; **p<0,01 e *** p<0.001 (vs controle; ANOVA, pos hoc de Bonferroni ou test t de Student). Cremophor/agua
foi o grupo controle para as fases hexanica e hidroalcodlica; agua foi o controle para a fase cloroférmica.

A substancia MRCH9/UFAL 1, um terpeno isolado da fase hexanica do extrato
etandlico da entrecasca da Maytenus rigida, parece nao ser responsavel pelo efeito
antiulcerogénico observado por ndo apresentar eficacia em reduzir as ulceras (p>0,05;

Grafico 16, p88) induzidas por indometacina (100 mg/kg; p.o.).

Grafico 16 - Efeito da MRCH9/UFAL1 (100 mg/kg; p.o.) isolada da entrecasca da M.
rigida sobre as ulceras induzidas por indometacina em ratos (n = 7).
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3.2.4 — Resultados da Atividade Antimicrobiana

Compostos com atividade antimicrobiana com efeitos adversos menos graves que
os atuais farmacos sao ativamente procurados, principalmente aqueles compostos com
um espectro de atividade complementar aos quimioterapicos ja existentes. O método
para andlise antimicrobiana utilizado foi o da difusdo. Neste método os extratos em
pesquisa sdo colocados num reservatorio (disco de papel, cavidade no meio de cultura
ou cilindro sobre a superficie), em contato com o meio de cultura sélido, inoculado com
0 microorganismo. Ap6s o tempo de incubagdo, mede-se o diametro ou halo de
inibicdo, a informacdo obtida € qualitativa, Gtil para estabelecer a sensibilidade do
microorganismo.

Estabeleceu-se que os extratos considerados ativos sdo aqueles que formaram
zonas de inibicado > 10mm. Deste modo, o extrato alcodlico bruto das folhas néao
apresentou atividade, por outro lado, o extrato alcodlico bruto da entrecasca apresentou
atividade frente as bactérias Staphylococcus aureus (97) e Escherichia coli (148)
(Tabela 5, p90). O extrato hexanico (CeH14) proviniente da particdo liquido-liquido do
extrato alcodlico da entrecasca ndo apresentou atividade antibiética com nenhum dos
microorganismos testados. Ja os extratos em cloroférmico (CHCI3), acetato de etila
(AcOEt), Hidroalcodlico (H.O/MeOH) e aquoso liofilizado foram ativos contra as cepas
S. aureus (94), S. aureus (97), S. aureus (115) bacterianas, Escherichia coli (148),
Pseudomonas aeruginosa (104), Pseudomonas aeruginosa (135), Salmonela Typhi
(155), (Tabela 6 e 7, p90 e 91). Dados da literatura com extratos de plantas relatam os
resultados da atividade com diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa do extrato
alcodlico de Borreria verticillata, que apresentam zonas de inibicdo de 18mm, 16mm,
14mm e 10mm (PEDRO, 2002). Estes resultados estdo em conformidade com os
observados para os extratos de Maytenus rigida que apresentou atividade
antibacteriana com Pseudomonas aeruginosa, com zonas de inibi¢do: (16mm e 25 mm
para o extrato aquoso, 14mm e 21mm para o extrato em cloroférmio, 16mm e 21mm
para o extrato acetato de etila e 13mm e 22mm para o extrato hidroalcodlico). Estes
resultados mostram um potencial efeito antimicrobiano de Maytenus rigida.
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Tabela 5 - Atividade antibacteriana dos extratos alcoodlico das folhas e entrecasca
de M. rigida.

Xtratos Bactéria Zona de inibigdo (mm)

Céndida allicans (01) -
Candida kruse (09) -
Ext. alcodlico das folhas Céndida tropicolis (15) -
Staphylococcus aureus (97) -
Pseudomonas aeruginosa (135) -
Escherichia coli (148) -

Céndida allicans (01) -
Candida kruse (09) -
Ext. alcodlico da entrecasca Céndida tropicolis (15) -
Staphylococcus aureus (97) 12
Pseudomonas aeruginosa (135) -
Escherichia coli (148) 14

* sdo considerados ativos os extratos que formaram zonas de inibigdo > 10mm

Tabela 6 - Atividade antibacteriana do extrato alcoodlico da entrecasca de M.

rigida.
Extrato Bactéria Zona de inibicdo (mm)
S. aureus (94) 15
Ext. aquoso S. aureus (97) 16
S. aureus (115) 16

S. aureus (94) -
Ext. CeHy4 S. aureus (97) -
S. aureus (115) -

S. aureus (94) 11
Ext. CHCl3 S. aureus (97) 11
S. aureus (115) 11
S. aureus (94) 15
Ext. AcOEt S. aureus (97) 16
S. aureus (115) 16
S. aureus (94) 12
Ext. H,O/MeOH S. aureus (97) 13
S. aureus (115) 13

* sdo considerados ativos os extratos que formaram zonas de inibigdo > 10mm
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Tabela 7- Atividade antibacteriana dos extratos da entrecasca de M. rigida.

Extrato Bactéria Zona de inibigdo (mm)
S. aureus (94) 15
Ext. aquoso S. aureus (97) 16
S. aureus (115) 16
Escherichia coli (148) 16
Pseudomonas aeruginosa (104) 16
Pseudomonas aeruginosa (135) 25
Salmonela typhi (155) -
S. aureus (94) -
Ext. hexanico S. aureus (97) -
S. aureus (115) -
Escherichia coli (148) -
Pseudomonas aeruginosa (135) -
Pseudomonas aeruginosa (104) -
Salmonela typhi (155) -
S. aureus (94) 11
Ext. CHCl; S. aureus (97) 11
S. aureus (115) 11
Escherichia coli (148) 13
Pseudomonas aeruginosa (104) 14
Pseudomonas aeruginosa (135) 21
Salmonela typhi (155) -
S. aureus (94) 15
Ext. AcOEt S. aureus (97) 16
S. aureus (115) 16
Escherichia coli (148) 14
Pseudomonas aeruginosa (135) 16
Pseudomonas aeruginosa (104) 21
Salmonela typhi (155) -
S. aureus (94) 12
Ext. HLO/MeOH  S. aureus (97) 13
S. aureus (115) 13
Escherichia coli (148) 14
Pseudomonas aeruginosa (104) 13
Pseudomonas aeruginosa (135) 22

Salmonela typhi (155)

¢ sdo considerados ativos os extratos que formaram zonas de inibi¢do > 10mm
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3.3 — Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
das Fracoes Reunidas do Grupo | do Extrato em Hexano.

A andlise quantitativa da composi¢do quimica da fracdo reunida do grupo | {37-
69}(1,659) do extrato em hexano, permitiu detectar a presenca de um total de sete
componentes como consta na (Tabela 8, p93). Os componentes foram determinados
como ésteres metilicos (Figura 9 p92, Figuras 10 a 16, p157-159). Trabalhos
anteriores sobre a composicao quimica de espécies do género Maytenus reletam a
deteccéo de misturas de n-alcanos e ceras epicuticulares sem determina-los (OLIVEIRA
e cols, 1999; 2000 e 2003). Assim, as substancias identificadas no presente trabalho,
estdo sendo descritas pela primeira vez neste género. Os espectros de massas destes
ésteres revelaram picos de fragmentagcdo caracteristicos da classe (Figura 8, p92).
dentre os quais, o pico base em m/z 74 (100), proveniente do rearranjo do tipo

MacLafferty.
H H
HZC/\I O+ +O/ ﬁHZ
gj —>> )\ " CH
N /
H3 OCH3 OCH3 H3C
m/z 74 m/z 42

Figura 8 - Interpretacdao mecanistica do padrao de fragmentacao nos ésteres metilicos de acidos

carboxilicos.

'z 4

Figura 9 — Cromatograma constituido de ésteres metilicos obtido da fracao reunida do grupo | do

extrato em hexano.
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Tabela 8 - Composicao quimica das fracoes reunidas do grupo | da fracao em

hexano.
Substancias Identificadas Tempo de Quantidade (%)
Retencao
Esteres metilicos
Dodecanoato de metila 33,602 37,20
Tetradecanoato de metila 35,787 14,04
Pentadecanoato de metila 35,856 4,79
Hexadecanoato de metila 36,126 3,79
Heptadecanoato de metila 36,663 17,03
Octadecanoato de metila 41,100 6,45
6-Octadecanoato de metila 42,012 3,28

Identificac@o por comparac¢@o com banco de dados

3.4 - Resultados do Estudo Quimico

O estudo fitoquimico biomonitorado dos extratos da entrecasca de Maytenus rigida
resultou, até o momento, no isolamento de 15 substancias que foram codificadas de
MRCH, MRCC, MRCA, MRCAQ e MRCCP, dependendo do extrato que a originou. O
extrato etandlico bruto da entrecasca de Maytenus rigida (CELASTRACEAE), foi
submetido a um processo de particdo liquido-liquido com solventes de polaridade
crescentes, obtendo as fases em hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlica.

Estas foram submetidas individualmente a processos cromatograficos, para
separacao e purificacdo dos constituintes quimicos. Dentre os compostos quimicos
isolados temos o sitosterol, estigmaterol, quatro triterpenos pentaciclicos da série
lupano, dois triterpenos pentaciclicos da série friedelano, quatro esqueletos
catequinicos, dois flavondides e o acido gélico. As analises destas substancias foram
realizadas em colaboragdo com Dr. Cossimo Piza da Universita degli Studi di
Salerno/ltalia.
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3.4.1 — Identificacao das Substancias Quimicas

3.4.1.1 - Composto MRCA2

A substancia codificada como MRCA-2 foi identificada através da analise
conjunta dos dados obtidos dos espectros de UV, IV, EM , RMN de 'H e *C uni e
bidimensionais.

A molécula isolada da fracdo em acetato de etila, apresenta-se como um cristal
na forma de escamas, de cor marrom, pf 148,2 — 148,9°C. O espectro no IV (Figura
17, p 159) apresentou banda de absorgao a 3386 cm™ que é atribuida ao estiramento
de grupos hidroxilicos e absorcdes em 1145 e 1625 cm™' referentes a presenca de anel
aromatico. O espectro de massa indicou o peso molecular de 320, com formula
molecular C1¢H1607 com namero de deficiéncia de hidrogénio igual a 9.

O espectro de RMN 'H (Figura 18, p160) mostra na regido de baixa frequéncia
sinais em 6 2,86 (dd, J=4,4 e 16,6 Hz) e 2,71 (dd, J= 3,0 e 16,6 Hz), absorcdo em 3,78
(3H, s) caracteristico de hidrogénios metoxilicos, sinais em 6 4,17 (1H, m) e 4,76 (1H, s)
além de absor¢des de hidrogénios em aneis aromaticos em 6: 5,84 (1H, d, J=2,2, Hz);
5,87 (1H, d, J=2,2 Hz) e 6,52 (2H, s), dados esses que corroboram com o espectro no
IV que mostrou a presenca de anel aromético. (tab 9, pag 96).

O espectro de RMN '®C -APT (Figura 19, p161) mostra 14 sinais
correspondentes a 16 4tomos de carbonos dos quais um é correspondente a carbono
metilénico (ppm: 29,1); seis a carbonos metinicos (pm: 67,3; 79,6; 95,8; 96,4 e 107,1
(2C); um a carbono metilico (ppm: 60,8) e oito a carbonos quaternarios (ppm: 157,9;
157,6; 157,1; 151,3 (2C); 136,6; 136,0 e 100.0). (Tabela 9, p 96).

Na expansdo do espectro de RMN 'H, (Figura 18, p160), a presenca do sinal de
hidrogénio carbindlico em dy 4,76 (s) e das constantes de acoplamento dos hidrogénios
metilénicos em 642,86 (dd, J=4,4 e 16,6 Hz) e 2,71 (dd, J=3,0 e 16,6 Hz) em relagédo ao
H-3 (m) levou a sugerir a proposta estrutural de uma catequina. A presenca do sinal em

29,1 ppm correspondente a carbono metilénico esta de acordo com os dados
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observados para o C-4 de uma catequina. A presenca de sinais em 79,5 ppm (CH) e
67,3 ppm (CH) podem ser atribuidos aos carbonos 2 e 3, de um anel C de uma
catequina, o que nos levaram a postular a estrutura de um esqueleto do tipo flavan-3-ol.
Estes dados juntamente com a observacao dos sinais correspondentes aos hidrogénios
aromaticos em 6 6,52 (s, 2H); 6 5,87 (d, J= 2,2 Hz) e 4 5,84 (d, J= 2,2 Hz) no espectro
de RMN 'H, permitem propor para a molécula de MRCA2 as estruturas A,B,C e D

abaixo:
OH

OH OH
OH
MeO. o)
O OH HO. o
g ”
OH

OH OMe

OH OH

OH
HO. 0. ‘
g O
OH

OH OH
C D

O valor do deslocamento quimico para o carbono metoxilico observado no
espectro de RMN '3C descarta as hipéteses estruturais A, B e C, visto que a absorcédo
em 60,7 ppm sugere que o grupo metoxila esta ligado a carbono vizinho a carbonos
quaternarios. No espectro de massas observamos 0s picos correspondentes a m/z =
139 e m/z =167 (Figura 20, p98), indicando que o grupo metoxila deve estar localizado
no anel B. Diante desses fatos propomos que a substancia em analise tem a estrutura
D, ou seja, € a 4' — metilepigalatocatequina, inédita na espécie, porém ja isolado
anteriormente em varias espécies de  Maytenus. A atribuicdo dos carbonos
hidrogenados foi feita utilizando a técnica 2D HMQC (Tabela 9, p96).

O espectro 2D HMBC, juntamente com dados da literatura (Tabela 10, p97)
(HUSSEIN e cols., 1999) permitiram atribuir os carbonos nao hidrogenados da

substancia em estudo.
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Tabela 9 - RMN da substancia MRCA2 em CDCI;, deslocamento em 6.

HMQC HMBC CcOoSsY
"H e F S "HX'H
1
2 4,84 (1H,s) 79,5 136.,5 107,1 H-3; H-2’; H-6’
3 4,22(1H, ddd; J=1,6; 3,2 e 4,4) 67,3 H-2; H-4
dax 2,86 (1H, dd; J= 44 e 16,4Hz)
4deq 2,73 (1H, dd; J=3,2 ¢ 16,4Hz) 29,1
5 157,9
5a 100,0
6 5,93 (1H, d; J= 2,2Hz) 96,3 100,0 ;95,8
7 157,6
8 6,02 (1H, d; J= 2,2Hz) 95,8 157.5 100.,0 ;96,3
8a 157,1
I 135,5
2’ 6,59 (1H, s) 107,1 1513 136,0; 107,1; 79,5 H-2
3’ 151,3
4 136,6
5 151,3
6’ 6,59 (1H, s) 107,1 1513 136,0; 107,1; 79,5 H-2
Ome 3,80 (3H, s) 60,7 136,0

Dados de RMN "H 400-MHz, "°C obtido a 100 MHz, padrdo interno TMS.
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Tabela 10 - RMN da substancia MRCA2 em CDCIs;, e do modelo da literatura(HUSSEIN

,1999) deslocamento em 4.

HO O OH
OH o “OH
OH

Carbonos MRCA2 Modelo
1
2 79,5 79,6
3 67,3 67,3
4ax 29,1 29,1
4eq 29,1 29,1

157,9 157,9
5a 100,0 100,0
6 96,3 96,3
7 157,6 157,5
8 95,8 95,8
8¢ 157,1 157,1
1’ 135,5 135,9
2 107,1 107,1
3 151,3 151,3
4 136,6 136,5
5 151,3 151,3
6’ 107,1 107,1
OMe 60,7 60,7

Dados de RMN "H 200-MHz, '®C obtido a 50 MHz, padrao interno TMS.



Figura 20 — Esquema geral de fragmentacao dos principais picos de MRCA2
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A molécula MRCA2/MRCC8 foi submetida a andlise cristalografica através da
difracdo de raio X (Tabela 11 a 13, p100-102), utilizando o programa SHELXS-97
[Sheldrick,1998]. O pacote de programas utilizado foi o WinGX [Farrugia,1999]. O
refinamento do modelo inicial foi feito pelo método de minimos quadrados com matriz
completa e célculos de Fourier diferenga utilizando o sistema de programas SHELXL97
[Sheldrick, 1998] instalado.

O processo de refinamento foi sempre acompanhado de verificacdo da geometria
e confiabilidade quimica do modelo, através de célculos de distdncias e angulos
interatdmicos. O indice de verificacdo da adequacdo do sistema de pesos utilizado no
refinamento foi o “godness of fit” (GOF). Este procedimento permitiu confirmar a
proposta estrutural.

MRCA2/MRCCS8
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Tabela 11 - Dados cristalograficos e refinamento de estrutura

MRCA2/MRCC8

para

Formula empirica

Pesso molecular
Temperatura

Comprimento de onda
Dimensdes da cela unitaria

Volume

Z, densidade calculada
Coeficiente de absorcao

F (000)

Tamanho do cristal

indices limitantes
Rleflexdes Unicas coletadas
Completancia dos dados
Transmissdao max e min
Método de refinamento

Dados e parametros
Avaliacdo do F?

indece R final[l>2sigma(l)]
indice R (todos os dados)
Coeficiente de extincao

Maior diferenga entre os picos

C16H1607

319

293(2) K

0.71073 A

a=19.0510(16) A a =90°

b =19.0510(16)A B = 97.4130(10)°
c =7.22290(3)A y=90°

2623.7(3) A®

4, 1.116 Mg/m?®

0.064 mm™

984

0.11 x 0.10 x 0.08 mm
-23<=h<=23, -16<=k<=16, -8<=I<=16
4612 / 4612 [R(int) = 0.0000]

99,6 %

0.9765e 0.9765

Matrix completa de minimos quadrados n sobre

F2

4612 /1 /289

1.05

R1 =0.1091, wR2 = 0.2402
R1 = 0.1891, wR2 = 0.3001
-3(10)

0.547 e -0.359 e.A®
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Tabela 12 — Coordenadas atémicas (x 10*) e parametros isotropicos
equivalentes (A% x 10°) para MRCA2/MRCC8

X Y Y4 U(eq)

C(39) 9479(3) -567(3) 24(1) 1316(8)

C(38) 5685(4) 1148(4) 43(2) 8755(10)
C(36) 5678(4) 2047(4) 42(2) 5324(9)

C(37) 6618(4) 326(4) 38(2) 7387(9)

C(35) 5969(4) 815(4) 38(2) 6957(9)

C(7) 6506(4) 1118(4) 49(2) 3828(11)
C(8) 6895(4) 25(4) 43(2) 5510(10)
C(9) 6208(4) 1422(4) 37(2) 5619(9)

C(10) 5036(4) 1835(4) 48(2) 4119(10)
C(11) 5071(4) 3030(4) 46(2) 7373(10)
C(12) 5149(4) 1731(4) 45(2) 8452(10)
C(13) 7219(4) 731(4) 45(2) 8381(11)
C(14) 5474(4) 2323(4) 42(2) 7272(10)
C(15) 5647(5) 3338(4) 55(2) 4308(11)
C(16) 7178(4) -1152(4) 49(2) 6996(11)
Cc(17) 7110(4) 605(4) 45(2) 4187(10)
C(18) 7464(4) -536(4) 40(2) 5868(10)
C(19) 7861(4) -874(4) 45(2) 4217(11)
C(20) 5357(4) 383(4) 54(2) 6123(12)
c(21) 5480(4) 3566(4) 51(2) 6279(11)
C(22) 8496(4) -479(4) 41(2) 3528(10)
C(23) 6416(4) -285(4) 50(2) 8695(12)
C(24) 4300(4) 2982(5) 63(2) 6716(14)
C(25) 6055(4) 2646(4) 51(2) 4311(11)
O(7) 8802(5) 79(5) 110(3) 4381(13)
C(40) 8801(5) -773(5) 61(2) 1772(12

C(28) 6957(4) -876(4) 54(2) 8893(12)
C(29) 5046(5) 3273(5) 62(2) 9406(11)
C(30) 7810(4) -1637(5) 58(2) 6978(12)
C(31) 8099(5) -1610(5) 60(2) 5001(12)
C(32) 6559(5) -1544(5) 68(3) 6008(14)
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Tabela 13 - Comprimento de ligacao [A] e angulo de ligacap [] para
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Continuacao da tabela 13
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Continuacao da tabela 13

C(8)-C(18)-C(19) 120.0(6)

N N
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o

3.4.1.2 — Composto (MRCH?7)

A molécula isolada da fragdo hexanica, apresenta-se como um cristal na forma de
escamas, de cor branca. pf. 134,2°C — 135,6 °C. O espectro na regiao do IV (Figura 21,
p162) , obtido em solucdo de KBr , revelou a presenca de bandas de estiramento para
grupos hidroxila em 3426 cm™ | sistema alifatico 2937 cm™, ligacdo olefinica em 1663
cm’', banda de estiramento C-O foi observado a 1047 cm™, além de banda de
deformagao do esqueleto carbdnico olefinico em 1462 e 1376 cm™.

O espectro de RMN'H (Figura 22, p162) possui um simpleto largo em § 5,38 e um
multipleto a & 3,55. Em campo alto é 2,40-0,40, o espectro possui uma série de sinais
de complexidade elevada. Observa-se dois sinais simples a 6 0,71 e 61,05 referentes a
dois grupos metilas, dois sinais na forma de dupletos a & 0,82 (J=7 Hz), um terceiro
dupleto a 6 0,95 J=7,0 Hz referentes a trés grupos metilas. Um tripleto é observado a 6
0,87 com J=7 Hz (tab 12, p108). A analise conjunta dos dados obtidos dos espectros de
RMN *C e DEPT (Figura 23, p163) permitiram reconhecer um total de vinte e nove
atomos de carbono, dentre os quais trés sao nao hidrogenados (C)s, nove séao
monoidrogenados (CH)y , onze diidrogenados (CHy)11 e seis triidrogenados (CHs)s
(Tabela 14, pag 106).
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Os sinais a 140,28 e 6121,73 referen-se a uma ligacao dupla trissubstituida o
sinal a 6 71,83 refere-se a um grupo carbindlico metinico. A comparacao com os dados
da literatura (DE OLIVEIRA, 2003) (Tabela 14, pag 106), e comparacao com amostra
auténtica por CDC permitiu identificar a amostra como sendo o [-sitosterol (3B-
estigmast-5-em-3-ol), um ester6ide muito comum entre as plantas superiores, tendo
sido isolado de vérias espécies de plantas. Este composto apresenta varias atividades
bioldgicas, apresentando efeito hiperlipoproteinemia, inibindo a absorcdo do colesterol,
pelo aumento do catabolismo das lipoproteinas de baixa densidade, além de atividade
antitumoral e antinociceptiva (HESS, 1995).
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Tabela 14 - RMN da substancia MRCH7 e do modelo da literatura (De Oliveira,
2003) em CDCI3, deslocamento em 4.

MRCH?7 B-Sitosterol

H1 C13 H1 C13
1 31,25 31,25
2 31,69 32,05
3 3,55 (m) 71,83 3,55 — 3,42 (m) 72,20
4 43,00 42,25
5 140,28 141,16
6 5,38 (m) 121,73 5,34 — 5,26 (m) 122,12
7 31,69 32,32
8 31,93 32,31
9 50,16 50,55
10 36,53 37,66
11 1,05 (s) 21,10 0,98 (s) 21,49
12 39,80 40,19
13 42,33 42,69
14 56,79 57,18
15 24,32 24,71
16 28,26 28,65
17 56,08 56,47
18 0,71 (s) 11,87 0,70 (s) 12,26
19 1,05 (s) 19,40 1,03 (s) 19,44
20 36,16 36,55
21 0,95 (d) 18,79 18,18
22 31,93 0,95 -0,83 (m) 32,04
23 26,12 26,51
24 45,87 46,25
25 29,19 29,57
26 0,82 (d) 19,82 0,91 -0,77 (s) 19,80
27 0,82 (d) 19,05 19,19
28 23,09 23,48
29 0,87 (1) 11,99 12,27

Dados de RMN "H 400-MHz, "°C obtido a 100 MHz, padréo interno TMS.

3.4.1.3 — Composto (MRCH4)

A molécula isolada da fragdo hexanica, apresenta-se como um sélido branco de
ponto de fusdo 176-178°C. Sua natureza triterpenoidica foi sugerida por apresentar
coloracao résea a vermelhada frente ao reagente de Liebermann-Burchard. O espectro
na regiao IV, obtido em solucdo de KBr (Figura 24, p163), revelou a presenca de
bandas de estiramento para grupos hidroxila (3375 e 1043 cm™ ), de ligagdo dupla do
tipo metileno terminal (1639 e 880 cm™) e grupos alquila saturados (2943, 2870, 1454 e
1380 cm™).
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Os dados obtidos do espectro de RMN 1H, a 200 MHz, em CDCl; (Figura 25,
p164;Tabela 15, p108) revelaram sinais cujos valores de deslocamento quimicos,
multiplicidade e constante de acoplamento estdo condizentes com a presenca de
grupos metila terciarios {6 0,74, 0,77, 0,81, 0,93, 0,95, 1,01(s)}, de uma unidade
isopropilidénica {6 1,66, 3H (s), 6 4,66 (d, J=2,4 Hz)} e 4,54 {d, J=2,4 Hz)} e hidrogénio
metinico carbindlico {6 3,21, 1H (m)}.

A analise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN '*C e DEPT a 135
MHz (Figura 26, p165; Tabela 15, p108) permitiram reconhecer um total de trinta
atomos de carbono, dentre estes destacam-se as absorgcbes a 6 150,94(C) e 6 109,31
(CH,) atribuidas a uma ligacdao dupla dissubstituida, confirmando a unidade
isopropilidénica. Observa-se um sinal para carbono monoidrogenado carbindlico & 78,99
(CH), cujo valor de deslocamento quimico sugere a presenca de um grupo hidroxila em
C-3 de triterpeno pentaciclico da série lupano.

Esta proposta estrutural foi reforcada pela comparacdo com os dados espectrais
obtidos com os descritos na literatura (MAHATO e KUNDU 1994) (Tabela 15, p108). O
espectro de massas (Figura 27, p166) mostrou pico correspondente ao ion molecular
em m/z 426 (38%), compativel com a formula molecular (CszHs60). A substancia
MRCH4 foi assim identificada como sendo um triterpendide pentaciclico da série

lupano, denominado de 3B-hidroxi-lup-20(29)-ene, conhecido como lupeol.
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Tabela 15. RMN da substancia MRCH4 e do modelo da literatura modelo do
lupeol (Mahato & Kundu, 1994) em CDCI3, deslocamento em 3.

MRCH4 MRCH4 Lupeol Lupeol
H1 C13 H1 C13
1 38,70 CH, 38,7
2 27,42 CH; 27,4
3 3,21-3,13 (m) 78,99 CH 78,9
4 38,83C 38,8
5 55,29 CH 55,3
6 18,31CH, 18,3
7 34,28 CH; 34,2
8 40,82C 40,8
9 50,43 CH 50,4
10 37,16 C 37,1
11 20,92 CH, 20,9
12 25,14 CH, 25,1
13 38,05 CH 38,0
14 42,80 C 42,8
15 27,42 CH; 27,4
16 35,58 CH; 355
17 42,98 C 43,0
18 48,30 CH 48,3
19 2,43-2,29 (m) 47,97 CH 47,9
20 150,94 C 150,9
21 29,84 CH, 29,8
22 39,99 CH; 40,0
23 0,74(s) 27,99 CH; 28,0
24 0,77 (s) 15,36 CH3 15,4
25 0,81(s) 16,10 CH3 16,1
26 0,93(s) 15,99 CH3 15,9
27 0,95(s) 14,54 CH3 14,5
28 1,01(s) 17,99 CH3 18,0
29 4,66 (d,J=2,4 Hz) 109,31 CH, 109,3
4,55 (d,J=2,4 Hz)
30 1,66(s) 19,30 CH3 19,3

Dados de RMN "H 200-MHz, ™°C obtido a 50 MHz, padrao interno TMS.

3.4.1.4 — Composto (MRCH5)

A molécula isolada da fracdo hexanica, apresenta-se como um soélido branco de
ponto de fusdo 176-178°C. Sua natureza esteroidal foi sugerida por apresentar
coloragao roxa frente ao reagente de Liebermann-Burchard. O espectro na regiao 1V,
obtido em solucdo de KBr (Figura 28, p166), revelou a presenca de bandas de
estiramento para grupos hidroxila (3427cm™ ), sistema alifatico 2937 cm™, de ligacédo
olefinicas (1644 cm™).
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O espectro de RMN'H ((Figura 29, p166 ;Tabela 16 , p110.) revelou a presenca
de sinais simples e multiplos correspondentes a grupos metilicos entre (6 0,98 a 0,65),
um multipleto referente a hidrogénio carbindélico (8 3,55 — 3,42) , hidrogénio olefinico (&
5,34-5,26), além de sinais para grupos metilicos condizentes com a presenca de um
nucleo esteroidal.

A analise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN '*C e DEPT a 135
MHz (Figura 30 p167. ;Tabela 16, p110) permitiram reconhecer a natureza dos sinais
de atomos de carbono, como sendo quaternarios (C) , monoidrogenados(CH); ,
diidrogenados (CHy) e triildrogenados (CHgs). Dentre esses carbonos, ressaltam-se os
valores de deslocamentos quimicos referentes aos carbonos sp® C-5 (5 140,75) e C-6 (5
121,7), do carbono C-22 (6 138,31) e C-23 (6 129,26), vale ressaltar o deslocamento do
carbono sp® oxigenado C-3 (§ 71,79).

Esta proposta estrutural foi reforcada pela comparacdo com os dados espectrais
obtidos com os descritos na literatura (MACARI e col., 1990). O espectro de massas
mostrou pico correspondente ao ion molecular em m/z 412(38%), compativel com a

substancia MRCHS, que foi identificada como sendo do estigmasterol.

MRCHS
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Tabela 16. RMN da substancia MRCH5 e do modelo da literatura modelo do

estigmasterol (MACARI e col., 1990) em CDCI;, deslocamento em 4.

MRCH5 MRCH5
H1 C13

1 37,25 CH,
2 31,65 CH,
3 3,55-3,42 (m) 71,79 CH
4 42,29 CH,
5 140,75 C
6 5,34-5,26 (m) 121,70 CH
7 31,65 CH,
8 31,89 CH,
9 50,12 CH
10 36,50 C
11 21,07 CH,
12 39,76 CH,
13 39,76 C
14 56,86 CH
15 24,29 CH,
16 29,00 CH,
17 55,95 CH
18 0,65 (s) 11,85 CHs
19 0,98 (s) 19,02 CH,
20 40,48 CH
21 21,20 CHs
22 5,19-5,0 (m) 138,31 CH
23 5,19-5,0 (m) 129,26 CH
24 51,23 CH
25 29,70 CH
26 21,00 CH,
27 19,39 CH;,
28 25,39 CH,
29 12,24 CHs

Dados de RMN "H 200-MHz, ™°C obtido a 50 MHz, padrao interno TMS.
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3.4.1.5 - Composto (MRCA1)

A molécula isolada da fracdo em acetato de etila, apresenta-se como um cristal
marrom em forma de agulhas, esta foi submetida a analise cristalogréfica através da
difracdo de raio X (Tabela 17 a 21, p112-123) .Sua estrutura foi resolvida pelos
Métodos Diretos utilizando o programa SHELXS-97 [Sheldrick,1998]. O pacote de
programas utilizado foi o WinGX [Farrugia,1999]. O refinamento do modelo inicial foi
feito pelo método de minimos quadrados com matriz completa e calculos de Fourier
diferenca utilizando o sistema de programas SHELXL97 [Sheldrick, 1998] instalado.

O processo de refinamento foi sempre acompanhado de verificacdo da geometria
e confiabilidade quimica do modelo, através de calculos de distancias e éangulos
interatdmicos. O indice de verificacdo da adequacdo do sistema de pesos utilizado no

refinamento foi o “godness of fit” (GOF).

MRCAT1
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Tabela 17 — Dados cristalograficos e refinamento de estrutura para MRCA1

Formula empirica

Pesso molecular
Temperatura

Comprimento de onda
Dimensdes da cela unitaria

Volume

Z, densidade calculada
Coeficiente de absorgéao

F (000)

Tamanho do cristal

indices limitantes
Rleflexdes unicas coletadas
Completancia dos dados
Transmissdo max e min
Método de refinamento

Dados e parametros
Avaliacdo do F?

indece R final[l>2sigma(l)]
indice R (todos os dados)
Coeficiente de extincao

Maior diferenga entre os picos

C17H180s

318

293(2) K

0.71073 A

a=8.7740(3) A a =90°
b=19.9170(4)A B = 97.4130(10)°
c =10.2570(4)A y=90°
1777.45(10) A®

4, 1.425 Mg/m®

0.120 mm"

796

0.20 x 0.20 x 0.20 mm
-11<=h<=11, -24<=k<=25, -13<=I<=13
7706 / 7706 [R(int) = 0.0000]
27.54 99.0 %

0.9765 e 0.9765

Matrix completa de minimos quadrados n sobre

F2

7706 /0 /470

1.05

R1 =0.0826, wR2 = 0.2182
R1 =0.1049, wR2 = 0.2439
0.2(14)

0.734 and -0.489 e.A®
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Tabela 18 — Coordenadas atomica (x 10*) e parametros isotropico
equivalentes (A% x 10%) para MRCAT1.

X Y Z U(eq)
C(29) 7565(4) 4114(5) 15449(3) 20(1)
C(15) 7933(4) 2662(5) 5255(3) 23(1)
O(5) 6648(4) 4000(5) 9103(4) 55(1)
0(9) 209(4) 4549(5) 7481(4) 51(1)
(10) 239(5) 3291(5) 13844(6) 86(2)
O(111) 6137(5) 5158(5) 10410(4) 67(1)
0O(113) 9226(6) 5152(6) 9876(6) 98(2)
0(112) 9473(8) 3420(6) 10376(8) 121(2)
C(16) 2976(7) 4236(5) 9764(6) 58(1)
C(36) 3760(14) 2102(6) 9787(7) 104(3)
0(3) 9462(5) -380(5) 7640(5) 65(1)
0(22) 3749(10) 5894(5) 9020(7) 123(3)
0(46) 10243 7030 10888 209(3)
0(47) 10557 6284 9046 209(3)
o(1) 6822(4) 1692(5) 6992(3) 45(1)
0O(6) 3546(4) 4368(5) 8537(3) 45(1)
O(13) 2161(4) 2644(5) 12306(4) 53(1)
0O(78) 6542(4) 4956(5) 13235(3) 43(1)
O(101) 9501(4) 6965(5) 13390(5) 58(1)
0(2) 8270(5) 500(5) 3315(4) 58(1)
C(30) 5227(5) 3900(5) 13025(4) 35(1)
0(4) 1642(4) 3592(5) 6691(4) 58(1)
C(31) 3807(5) 3583(5) 13 024(4) 38(1)
0O(14) 7189(5) 2675(5) 11163(4) 68(1)
O(15) 4392(5) 2071(5) 11093(4) 55(1)
C(9) 5247(5) 2686(5) 6786(4) 38(1)
C(25) 7147(5) 5498(5) 13964(4) 37(1)
C(4A) 7492(5) 1096(5) 5089(4) 39(1)
O(11) 7523(6) 6203(5) 17240(4) 67(1)
C(24) 7957(5) 5960(5) 13286(5) 42(1)
C(28) 5489(5) 4540(5) 13825(4) 36(1)
C(23) 8681(5) 6495(5) 13988(5) 45(1)
C(12) 4100(5) 3805(5) 7966(4) 37(1)
C(2) 5793(5) 2091(5) 6077(4) 38(1)
C(5) 8199(5) 520(5) 4636(5) 44(1)
(35) 6357(5) 3610(5) 12418(5) 41(1)
C(14) 3734(5) 2868(5) 6477(5) 40(1)
C(27) 6043(5) 4409(5) 15287(4) 36(1)
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Continuacao da Tabela 18

X Y y4 U(eq)
C(3) 6582(5) 2277(5) 86(4) 39(1)
C(20) 6996(5) 5571(5) 15292(5) 39(1)
C(21) 7705(6) 6139(5) 15920(5) 46(1)
C(34) 6090(5) 2993(5) 11748(4) 42(1)
C(33) 4673(6) 2689(5) 11714(4) 42(1)
C(11) 5638(5) 3627(5) 8260(4) 40(1)
C(8) 8074(6) 648(5) 7302(5) 45(1)
C(32) 3531(5) 2979(5) 12352(5) 42(1)
C(8A) 7431(5) 1140(5) 6426(5) 41(1)
C(10) 6233(5) 3063(5) 7679(5) 41(1)
C(26) 6136(5) 5070(5) 16016(5) 41(1)
C(22) 8549(6) 6581(5) 15306(5) 50(1)
C(6) 8856(6) 28(5) 5481(6) 51(1)
C(4) 6883(6) 1643(5) 4139(4) 44(1)
C(13) 3151(5) 3424(5) 7068(4) 40(1)
C(7) 8791(6) 104(5) 6797(6) 49(1)
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Tabela 19 — Comprimento de ligacdo [A] e angulo de ligagap [‘] para MRCAT1.
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Continuacao da Tabela 19
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Continuacao da Tabela 19

o~~~ o~~~

O 8OO0 ON0 000l 000
OQOLLULOOTANANODANOONODOLL OO TTFTUOOOODOONODODODOWOLLOOTANOANOO I~
VO ANMNMOTT MO MO T T~ OO0OLLLOVOOOOWWOOMMOINNONDOMONNOOOANMOTTMOMO v+
MOUOVOMTOONONOITLNOMNNITNMNAINDDRRNNMNMAANNMNMMOOMNIT MO LW
111111 O~ MmN M M v~ 000000 00O ™" r ™™ " 0O +~r0 ™+
o~ o~~~ o~ —~ o~~~ o~ —~ ~<{m —_—— —~ o~ —~ —~

- ~ TOMOO ~TONOMNDS —~ ANr-r-® —~—=m®Wr—- ~ YOMOO
E s el NP ANNO O L e NN ~ O LD - 582NN

VNI TR LIS e~ I aQIIIgan IO TR E

Tr-~rANLOLOO -~ ~ANOOANANANONDT~000~rANANNOOTTETr~~ANALLOND T~ AN M

e o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o S S e S S S S S S S S S

117



Continuacao da Tabela 19
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Continuacao da Tabela 19
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Continuacao da Tabela 19
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-2(h? a*2.U11+2
u23 U13 U2

u33

esponencial da amostra anisotrépica tem a forma:
u22

hka*b*U12).

Tabela 20 — Parametros de deslocamento anisotrépico (A2 x 10°) para MRCAT1. Fator
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Continuacao da Tabela 20

U1i1 U22 U33 U23 U13 U2
C(32) 45(2) 35(2) 47(2) 8(2) 4(2) -3(2)
C(8A) 42(2) 28(2) 52(3) 0(2) 5(2) 0(2)
C(10) 35(2) 48(2) 42(2) -8(2) 7(2) 7(2)
C(26) 43(2) 40(2) 39(2) 2(2) 7(2) 5(2)
C(22) 51(3) 37(2) 57(3) -6(2) 7(2) 4(2)
C(6) 43(2) 34(2) 74(4) -8(2) 1(2) 6(2)
C(4) 55(3) 37(2) 37(2) -2(2) -2(2) 9(2)
C(13) 38(2) 39(2) 41(2) 2(2) 5(2) 3(2)
C(7) 44(3) 35(2) 66(3) 7(2) 0(2) 0(2)

Tabela 21 — Coordenadas de hidrogénio e parametros isotrépicos equivalentes para

MRCA1
X y4 U(eq)
H(37A) 7536 3692 14993 30
H(37B) 7899 4042 16367 30
H(37C) 8267 4412 15094 30
H(19A) 7678 3055 5722 34
H(19B) 8368 2792 4482 34
H(19C) 8665 2397 5812 34
H(17A) 2605 4645 10103 86
H(17B) 3790 4057 10383 86
H(17C) 2152 3916 9626 86
H(40A) 3605 1655 9445 156
H(40B) 4445 2340 9292 156
H(40C) 2791 2332 9717 156
H(21) 6167 4509 9380 180(3)
H(20) 7723 6527 17818 186(3)
H(23) 1419 3887 7669 186(3)
H(22) 9981 2783 10354 186(3)
H(24) 772 2551 13599 192(3)
H(27) 9179 181 3016 190(3)
H(28) 9473 217 8436 180(3)
H(87) 1273 2924 12848 193(3)
H(79) 5864 2592 4333 181(3)
H(89) 4879 1785 5708 181(3)
H(33) 3054 3774 13467 46
H(26) 8009 5911 12391 50
H(29) 7307 3820 12445 46
H(16) 3094 2618 5867 48
H(2) 8021 684 8199 55
H(12) 7260 2942 7884 50
H(21A) 5109 5235 16081 49
H(21B) 6661 5007 16899 49
H(18) 9036 6939 15769 60
H(10) 9329 -345 5163 62
H(7A) 5937 1495 3626 53
H(7B) 7625 1737 3540 53
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3.4.1.7 — Composto (MRCCP1/MRCCP2)

A molécula isolada da fracdo em cloroformica e acetato de etila da extracdo em
fase sélida, apresenta-se como um cristal em forma de agulha. pf. 334,1-234,9°C. Sua
natureza triterpenoidica foi sugerida por apresentar coloracdo résea a vermelhada
frente ao reagente de Liebermann-Burchard.

Sua estrutura foi resolvida pelo método da difracdo de raio X (Tabela 22 a 24,
p125-130), utilizando o programa SHELXS-97 [Sheldrick,1998]. O pacote de programas
utilizado foi o WinGX [Farrugia,1999]. O refinamento do modelo inicial foi feito pelo
método de minimos quadrados com matriz completa e calculos de Fourier diferenca
utilizando o sistema de programas SHELXL97 [Sheldrick, 1998] instalado.

O processo de refinamento foi sempre acompanhado de verificagdo da geometria
e confiabilidade quimica do modelo, através de calculos de distancias e éangulos
interatémicos. O indice de verificacdo da adequacado do sistema de pesos utilizado no
refinamento foi o “godness of fit” (GOF).

=) () c40
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C12 ? \» Y/
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c28
c23
MRCCP1/MRCCP2
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Tabela 22 - Dados cristalograficos e refinamento de estrutura

MRCCP1/MRCCP2

para

Formula empirica

Pesso molecular
Temperatura

Comprimento de onda
Dimensdes da cela unitaria

Volume

Z, densidade calculada
Coeficiente de absorgéao

F (000)

Tamanho do cristal

indices limitantes
Rleflexdes unicas coletadas
Completancia dos dados
Transmissdo max € min
Método de refinamento

Dados e parametros
Avaliagéo do F?

indece R final[l>2sigma(l)]
indice R (todos os dados)
Coeficiente de extincéao

C3oH510

427

293(2) K

0.71073 A

a=287682(3) A a=90°

b = 19.9258(4)A B = 97.5890(10)°
c = 10.2585(4)A y=90°
1776.60(10) A®

2,1.433 Mg/m®

0.121 mm™

812

0.20 x 0.20 x 0.20 mm
-10<=h<=10, -23<=k<=22, -12<=l<=12
5728 / 5728 [R(int) = 0.002]

25.00 96.0 %

0.9761 e 0.9761

Full matrix completa de minimos quadrados n

sobre F?

5728 /1 /509

1.069

R1 = 0.0560, wR2 = 0.1293
R1 =0.0688, wR2 = 0,1398
0.033(5)
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Tabela 23 — Coordenadas atomica (x 10*) e parametros isotropico
equivalentes (A% x 10°) para MRCCP1/MRCCP2.

X Y z U(eq)
o(11) 12839(3) 3329(1) 2701(3) 52(1)
0(12) 10604(4) 3898(1) 3907(3) 51(1)
0(13) 7813(4) 3298(2) 3825(4) 63(1)
0(14) 5526(3) -999(1) 1597(4) 55(1)
O(15) 7497(5) -229(2) -2229(3) 65(1)
C(101) 11477(4) 2994(2) 2646(4) 40(1)
C(102) 10328(5) 3282(2) 3284(4) 39(1)
C(103) 8912(5) 2971(2) 3254(4) 42(1)
C(104) 8640(5) 2359(2) 2592(4) 40(1)
C(105) 9776(4) 2073(2) 1966(3) 35(1)
C(106) 11187(4) 2391(2) 1983(4) 37(1)
c(107) 9528(4) 1437(2) 1168(3) 35(1)
C(108) 8947(4) 1564(2) -277(3) 35(1)
C(109) 8882(5) 901(2) -1005(4) 39(1)
C(110) 8021(4) 398(2) -285(4) 38(1)
C(111) 7290(5) -162(2) -931(4) 43(1)
C(112) 6451(5) -612(2) -301(4) 47(1)
C(113) 6345(4) -525(2) 1011(4) 42(1)
C(114) 7046(4) 12(2) 1707(4) 39(1)
C(115) 7852(4) 470(2) 1039(4) 34(1)
0O(116) 8471(3) 1010(1) 1773(3) 41(1)
C(17A) 10840(40) 3890(20) 5350(40)  68(6)
C(17B) 11380(30) 3837(18) 5170(40)  68(6)
0(118) 7440(3) 1854(1) -442(3) 40(1)
o(21) 1654(3) -3031(1) 4093(3) 52(1)
0(22) 1449(3) 3400(1) 3528(3) 42(1)
0(23) 3354(3) 2621(1) 1684(4) 57(1)
0(24) 3259(4) 473(2) 1677(3) 59(1)
0O(25) 4479(4) 1345(2) 2669(4) 64(1)
C(201) 657(4) -2653(2) 3256(3) 37(1)
C(202) -899(4) 2837(2) 2964(4) 35(1)
C(203) -1849(4) -2460(2) 2048(4) 39(1)
C(204) -1262(4) -1910(2) 1471(4) 38(1)
C(205) 250(4) -1722(2) 1784(3) 35(1)
C(206) 1236(4) -2100(2) 2675(4) 40(1)
C(207) 810(4) -1124(2) 1076(4) 38(1)
C(208) 1581(4) 1311(2) 100(4) 37(1)
C(209) 1882(5) -674(2) 844(4) 43(1)
C(210) 2498(4) -121(2) 105(4) 38(1)
C(211) 3204(5) 445(2) -348(4) 43(1)
C(212) 3852(5) 938(2) 507(5) 48(1)
C(213) 3807(4) 857(2) 1834(5) 46(1)
C(214) 3081(5) 317(2) 2319(4) 44(1)
C(215) 2445(4) 173(2) 1439(4) 37(1)
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Continuacao da Tabela 23

O(216) 1833(3) -730(1) 1988(3) 43(1)
C(217) -2014(6) -3269(2) 4739(4) 53(1)
0(218) 2946(3) -1697(1) 262(3) 43(1)
O(1W) 5198(3) 1415(2) -2454(3) 50(1)
O(2W) 5777(5) 811(2) -4865(5) 91(1)
O(3W) 4395(11) -287(5) -4042(9) 109(3)
O(4W) 5551(6) 2543(3) 4584(6) 108(2)
O(5W) 4780(12) -1134(4) 3961(8) 106(3)
O(BW) 1165(4) -4192(2) 5404(3) 66(1)
O(7W) ~1214(7) -4926(2) 4016(5) 64(2)
O(8W) 14750(5) 2680(2) 1174(6) 87(1)
O(9W) 2190(50) -657(17) 4780(20) 169(19)

Tabela 24 - Comprimento de ligacao [A] e angulo de ligacap [] para

MRCCP1/MRCCP2.
O(11)-C(101) 1.363(5)
0(12)-C(17B) 1.39(4)
0(12)-C(102) 1.389(5)
0(12)-C(17A) 1.46(4)
0(13)-C(103) 1.359(5)
O(14)-C(113) 1.371(5)
O(15)-C(111) 1.374(5)
C(101)-C(106) 1.388(5)
C(101)-C(102) 1.396(6)
C(102)-C(103) 1.385(6)
C(103)-C(104) 1.400(5)
C(104)-C(105) 1.378(5)
C(105)-C(106) 1.388(5)
C(105)-C(107) 1.509(5)
C(107)-O(116) 1.455(4)
C(107)-C(108) 1.524(5)
C(108)-0(118) 1.432(4)
C(108)-C(109) 1.514(5)
C(109)-C(110) 1.506(5)
C(110)-C(115) 1.393(5)
C(110)-C(111) 1.408(5)
C(111)-C(112) 1.374(8)
C(112)-C(113) 1.372(6)
C(113)-C(114) 1.385(5)
C(114)-C(115) 1.390(5)
C(115)-O(116) 1.382(4)
0(21)-C(201) 1.367(5)
0(22)-C(202) 1.378(4)
0(22)-C(217) 1.421(5)
0(23)-C(203) 1.361(5)
0(24)-C(211) 1.371(5)
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Continuacao da Tabela 24
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Continuacao da Tabela 24
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8)-C(108)-C(109)
8)-C(108)-C(107)
9)-C(108)-C(107
0)-C(109)-C(10)
5)-C(110)-C(11)
5)-C(110)-C(109)
1)-C(110)-C(109)
5)-C(111)-C(112)
5)-C(111)-C(110)
2)-C(111)-C(110)
3)-C(112)-C(111)
4)-C(113)-C(112)
4)-C(113)-C(114)
2)-C(113)-C(114)
3)-C(114)-C(115)
6)-C(115)-C(114)
6)-C(115)-C(110)
4)-C(115)-C(110)
5)-0(116)-C(107)
B)-C(17A)-0(12)
A)-C(17B)- ( 2)
2)-0(22)-G(217)
1)-C(201)-G(206)
1)-C(201)-C(202)
6)-C(201)-C(202)
2)-C(202)-C(203)
2)-C(202)-C(201)
3)-C(202)-C(201)
3)-C(203)-C(204)
3)-C(203)-C(202)
4)-C(203)-C(202)
5)-C(204)-C(203)
4)-C(205)-C(2086)
4)-C(205)-C(207)
6)-C(205)-C(207)
1)-C(206)-C(205)
6)-C(207)-C(208)
6)-C(207)-C(205)
8)-C(207)-C(205)
8)-C(208)-C(207)
8)-C(208)-C(209)
7)-C(208)-C(209)
0)-C(209)-C(208)
5)-C(210)-C(211)
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Continuacao da Tabela 24

C(215)-C(210)-C(209) 121.6(3)
C(211)-C(210)-C(209) 120.5(4)
0(24)-C(211)-C(212) 122.3(3)
0(24)-C(211)-C(210) 116.0(3)
C(212)-C(211)-C(210) 121.6(4)
C(213)-C(212)-C(211) 118.7(3)
0(25)-C(213)-C(214) 120.6(4)
0(25)-C(213)-C(212) 117.8(4)
C(214)-C(213)-C(212) 121.6(3)
C(213)-C(214)-C(215) 118.5(4)
C(210)-C(215)-0(216) 122.0(3)
C(210)-C(215)-C(214) 121.7(3)
0(216)-C(215)-C(214) 116.2(3)
C(215)-0(216)-C(207) 114.5(3)
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3.4.1.8 — Composto (MRCAS3)

A substancia MRCAS foi isolada como um sélido branco cristalino de ponto de
fusdo. O espectro na regido do infravermelho (Figura 32, p168), obtido em KBr, revelou
a presenca de bandas de estiramento de sistema aromatico 1,3,4,5 tetrasubstituido
(1623, 1548, 1455 e 867 cm™"), grupo carboxila (1700 e 3151 cm™), grupos hidroxila de
fenol (3477 cm™ ) e estiramento C-O de fenol (1273 e 1044 cm™). O espectro de RMN
1H em CD3OD a 300 MHz (Figura 33, p168) revelou a presenca de apenas um sinal
simples (& 7,09), cujo valor de deslocamento quimico esta condizente com a existéncia
de hidrogénio aromético (Silverstein et al., 1994).

O espectro de RMN '3C em CD3;OD . (Tabela 25, p132.). da substancia revelou
um total de cinco sinais. Sendo que quatro destes apresentaram valores de
deslocamentos quimico compativeis com carbonos aromatico (6 110,42; 122,05; 139,63
e 146,41) e o quinto sinal com deslocamento quimico em & 170,50 foi atribuido a
carbono de grupo carboxila, como evidenciado no espectro no infravermelho. Com base
nos dados discutidos para MRCAS3, associados a anadlise comparativa com a descrita na
literatura para o acido 3,4,5-triidroxibenzéico, conhecido como &cido galico (ALMEIDA e
cols.,2005).

COOH

HO OH
OH

MRCA3

O &cido galico tem reconhecida acéo anti-carcinogénica, anti-tumoral, antioxidante,
anti-inflamatéria, hepatoprotetora, antifangica e antimicrobiana (NEGI e col, 2005;
PELEGRINE e col, 2005; AHN e col,2005; URREA-BULLA e col, 2004; PANIZZI e col,
2002). Além destas atividades, o acido galico tem sido usado como produto de partida,
originando diversos derivados com importantes acdes farmacolégicas, tais como anti-
carcinogénica, analgésica, antioxidante e antimalarico (NEGI e col, 2005; KROGH e col,
2000).
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Tabela 25 - RMN 13 C da substancia acido galico e modelo da literatura (Almeida e

col., 2005).
COOH
HO OH
Carbonos MRCA3 OH Acido galico

1 122,05 120,70
2 110,42 109,70
3 146,4 145,10
4 139,63 138,30
5 146,41 145,10
6 110,42 109,10
7 170,50 169,10

3.4.1.9 — Composto (MRCH6)

A substancia foi isolada como um sélido amorfo, de ponto de fusdo 257,6-257,9°C.
O espectro na regiao do infravermelho (Figura 34, p169), obtido em KBr, revelou a
presenca de bandas de absorcao condizentes com a presenca de grupo carbonilico de
cetona em anel de seis membros (1715 cm™) e de grupos metilicos, metilénicos e
metinicos (2925, 2868,1458,1388cm™).

Os dados obtidos do espectro de RMN 'H (Figura 35, p169;Tabela 26, p134)
revelaram a presenca de sinais simples, com integracao relativa para trés hidrogénios
cada, atribuido a grupos metilicos, um sinal duplo (8 0,86 d,J=7,2 Hz), com intensidade
relativa para trés hidrogénios, referente a um grupo metilico ligado a um carbono
terciario, um quarteto (6 2,22 q,J=7,2 Hz) integrado para um hidrogénio, além de um
sinal multiplo (8 2,35-2,30 m).
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A analise do espectro de RMN '3C (Figura 36, p170; Tabela 26, p134) permitiu
identificar um total de trinta dtomos de carbonos, dos quais quatro monohidrogenados
(CH), onze diidrogenados (CH.), oito triidrogenados (CH3z) e sete ndo hidrogenados.
Dentre os sinais de atomos de carbonos, ressaltam-se os deslocamentos quimicos
principalmente os atribuidos a um grupo carbonilico de cetona em anel de seis
membros (6 213,13 C-3), e aos C-2 (6 41,50 CH.), C-4 (8 58,20 CH), C-5 (6 42,11 C), C-
23 (6 6,80 CH3) e C-24 (& 14,63 CHj3), cujo os valores estdao condizentes com a
presenca de um triterpeno pentaciclico da série friedelano (MAHATO e KUNDU, 1994).
Com base nos dados discutidos associados a andlise comparativa com a descrita na
literatura (Tabela 26, p134) (ANDRADE, 1998; MAHATO e KUNDU, 1994), permitiram
propor para MRCC5/MRCC6 a estrutura de um triterpeno pentaciclico da série
friedelano, conhecido como Friedo-oleanano 3- ona.

O espectro de massas mostrou pico correspondente ao ion molecular em m/z 426
(22) e. Este dado, associado a interpretacdo mecanistica dos principais picos presentes
no espectro de massas (Figura 29, p136) permitiram confirmar a proposta estrutural. A
comparacao de dados de RMN '3C descritos na literatura (ANDRADE, 1998; MAHATO
e KUNDU, 1994), bem como a utilizacdo de modelos com grupo carbonilico em
diferentes posi¢cdes do esqueleto (Tabela 27, p135) confirmam a proposta estrutural.
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Tabela 26 - RMN da substancia MRCH6 e do modelo da literatura modelo da
friedelina (Mahato & Kundu, 1994) em CDCI;, deslocamento em é.

MRCH®6 MRCH®6 Modelo
H1 C13 C13

1 22,3 CH, 22,3 CH,
2 3,21-3,13 (m) 41,5 CH; 41,5 CH;
3 213,6 C 213,2C
4 2,2 (g, J=7,2Hz) 58,2 CH 58,2 CH
5 42,1C 42,1C
6 41,3 CH, 41,3 CH,
7 18,2 CH, 18,2 CH,
8 53,1 CH 53,1 CH
9 37,4 C 374C
10 59,4 CH 59,4 CH
11 35,6 CH; 35,6 CH;
12 31,1 CH; 30,5 CH;
13 39,7C 39,7C
14 38,4 C 38,3C
15 32,4 CH, 32,4 CH,
16 36,0 CH, 36,0 CH,
17 30,0C 30,0C
18 42,8 CH 42,8 CH
19 35,2 CH; 35,3 CH;
20 28,0C 28,1C
21 32,7 CH, 32,7 CH2
22 39,2 CH, 39,2 CH2
23 0,88s (d,J=6,7Hz) 6,8 CHs 6,8 CH;
24 0,72s 14,6 CH; 14,6 CH;
25 0,88s 17,9 CH; 17,9 CH;
26 1,05s 18,6 CH; 20,2 CH;
27 1,00s 20,2 CH; 18,6 CH;
28 1,20s 32,1 CHs 32,1 CH;
29 0,98s 35,0 CH; 35,0 CH;
30 0,98s 31,8CH3 31,8 CH;

Dados de RMN "H 600 MHz, "°C obtido a 150 MHz, padrao interno TMS.
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Tabela 27 - Dados de RMN 13C da substancia MRCC5, modelos 1, 2, 3 e 4 (20,1

MHz, CDCls, 5) e 3 e 4 (25,1 MHz, CDCls, 5) (ANDRADE,

»,

,

1997).

,

MRCC5 4
1 22,26 CH, 31,4 21,1 20,7 20,8
2 41,50 CH, 35,6 27,0 27,4 27,5
3 213,13C 30,4 30,2 30,9 31,1
4 58,20 CH 37,6 46,3 46,0 46,3
5 42,11 C 53,1 441 37,6 37,6
6 41,28 CH, 217,0 58,0 41,4 41,5
7 18,22 CH, 32,7 212,4 18,2 18,2
8 53,08 CH 55,3 63,9 53,4 51,9
9 37,42 C 38,0 43,5 37,1 37,2
10 59,46 CH 62,1 60,6 60,7 61,0
11 35,61 CH, 36,4 35,7 35,4 35,6
12 32,40 CH, 31,7 32,0 32,7 30,2
13 38,28 C 39,1 39,4 38,2 38,7
14 39,67 C 40,2 37,6 39,8 39,6
15 30,48 CH, 31,8 30,7 30,8 30,4
16 35,99 CH, 35,4 36,2 37,0 27,2
17 29,97 C 30,0 30,2 33,2 45,1
18 42,78 CH 42,9 42,0 41,9 48,1
19 35,32 CH, 35,7 35,1 35,2 34,8
20 28,15C 28,1 28,2 42,7 31,4
21 32,76 CH, 35,0 33,0 219,2 49,7
22 39,23 CH;, 39,1 38,9 55,0 217,3
23 6,80 CHj 11,9 13,8 13,6 13,6
24 14,63 CHj 17,9 15,1 15,1 15,1
25 17,92 CHs 18,1 19,6 17,9 18,0
26 18,64 CHj 18,5 18,4 18,4 18,4
27 20,24 CH3 20,4 19,6 21,1 18,5
28 32,07 CH3 26,7 32,3 33,5 34,0
29 31,76 CH3 32,0 31,7 28,8 31,1
30 35,00CH;, 20,1 34,7 25,0 35,1
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Figura 29 - Esquema geral de fragmentacao dos principais picos de MRCH6
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3.4.1.10 — Composto (MRCH?1)

A substancia MRCH1 foi isolada como um sélido amorfo. de ponto de fusédo 271,1-
271,6°C. O espectro na regido do infravermelho (Figura 37, p170), obtido em KBr,
revelou a presenca de bandas de absorcdo condizentes com a presenca de grupo

hidroxila (3477cm™) e de grupos metilicos, metilénicos e metinicos (2934, 2867,
1453,1385¢cm™).
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Os dados obtidos do espectro de RMN 1H a 600 MHz em CDCl; (Figura 38, p171;
Tabela 28, p138) revelaram a presencga de sinais simples, com integracao relativa para
trés hidrogénios cada, atribuido a grupos metilicos, além de revelar sinais
correspondentes a um hidrogénio carbindlico (5 3,73 m).

A andlise do espectro de RMN '°C ( Figura 39, p171;Tabela 28, p138) permitiu
identificar um total de trinta atomos de carbonos, dos quais quatro sao
monohidrogenados (CH), onze sao diidrogenados (CHy), oito sao triidrogenados (CHs) e
sete sdo nao hidrogenados. Dentre os sinais ressaltam-se aqueles de deslocamentos
quimicos atribuidos a carbono carbindlico secundario (677,0 C-3) e aos C-2 (& 35,0
CHy), C-4 (5 49,0 CH), C-5 (5 36,8 C), C-23 (5 11,6 CH3) e C-24 (5 16,4 CHjs), cujo os
valores estdo condizentes com a presenca de um triterpeno pentaciclico (MAHATO e
KUNDU, 1994). Com base nos dados discutidos associados a analise comparativa com
a descrita na literatura (ANDRADE, 1998; MAHATO e KUNDU, 1994). Permitiram
propor para MRCC5/MRCC6 a estrutura de um triterpeno pentaciclico da série
friedelano, conhecido como 3-B-hidroxi-Friedelina. O espectro de massas mostrou pico
correspondente ao ion molecular em m/z 428(1). Estes dados e a comparacdo dos
dados de RMN '*C com aqueles descritos na literatura (ANDRADE, 1998; MAHATO e
KUNDU, 1994) permitiram confirmar a proposta estrutural.

7, =

MRCH1
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Tabela 28 - RMN da substincia MRCH1 em CDCl;, deslocamento em 8. e do modelo

da literatura friedelanol (Mahato & Kundu, 1994) em CDCls.

MRCH1 MRCH1 Modelo
H1 C13 C13

1 17,8 CH, 17,8 CH,
2 35,0 CH, 35,0 CH,
3 3,37-3,38 (m) 77,0C 72,0C
4 2,3 (q) 49,0 CH 49,0 CH
5 36,8C 37,3C
6 41,4 CH, 41,4 CH,
7 15,8 CH, 15,8 CH,
8 53,2 CH 53,8 CH
9 37,9C 37,9C
10 61,2 CH 61,2 CH
11 37,9 CH, 37,9 CH,
12 27,8 CH, 27,8 CH,
13 54,8 C 54,8 C
14 39,3C 39,3C
15 32,4 CH, 32,8 CH,
16 35,6 CH, 35,6 CH,
17 36,7C 36,7 C
18 43,3 CH 43,3 CH
19 35,7 CH, 35,7 CH,
20 28,5C 28,5C
21 32,5 CH, 32,5 CH,
22 39,2 CH, 38,2 CH,
23 0,97s 11,6 CHy 11,6 CHy
24 0,97s 16,4 CH, 16,4 CH,
25 0,865 18,0 CH, 18,8 CH,
26 1,055 20,5 CH, 22,5 CH,
27 1,00s 28,4CH, 28,4CH,
28 1,18s 31,1 CH, 31,1 CH,
29 0,95s 30,6 CH, 30,6 CH,
30 0,95s 35,3CH;, 35,3CH;,

Dados de RMN "H 600 MHz, "°C obtido a 150 MHz, padréo interno TMS.
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3.4.1.11 — Composto MRCH9/UFAL 1

A molécula isolada da fragdo hexanica, apresenta-se como um sélido branco de
ponto de fusdo 234,1-234,9°C. Sua natureza triterpenoidica foi sugerida por apresentar
coloracao résea a vermelhada frente ao reagente de Liebermann-Burchard. O espectro
na regiao IV, obtido em solucdo de KBr (Figura 40, p172), revelou a presenca de
bandas de estiramento para grupos hidroxila (3441cm™ ), grupo carbonilico (1690 cm™)
de ligacdo dupla (1642 cm™ ), além de bandas de estiramento e deformacao de grupos
alquilicos saturados (2943, 2870, 1452 e 1389 cm™).

Os dados obtidos do espectro de RMN 1H a 600 MHz em CDCl; (Figura 41, p172.
;Tabela 29, p140) revelaram sinais cujos valores de deslocamento quimicos,
multiplicidade e constante de acoplamento estdao condizentes com a presenca de um
hidrogénio carbinédlico {6 3,20 -2,40(m)}, dois hidrogénios olefinicos {6 4,46 e 4,47 (d)},
além de sinais para seis grupos metilicos {6 0,63; 0,70; 0,82; 0,84; 0,85; 1,57 (s)}.

A andlise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN 'C e DEPT a 135
MHz (Figura 42, p173.; Tabela 29, p140) permitiram reconhecer um total de trinta
sinais de atomos de carbono, destacamdo-se as absor¢des a 6 150,6(C) e 6 109,6
(CH,) atribuidas a uma ligagdo dupla dissubstituida,a unidade isopropilidénica.
Observa-se um sinal para carbono monoidrigenado carbinélico & 78,99 (CH), cujo valor
de deslocamento quimico sugere a presenca de um grupo hidroxila em C-3 de
triterpeno pentaciclico da série lupano.

Esta proposta estrutural foi reforcada pela comparagdo com os dados espectrais
obtidos com os descritos na literatura (MAHATO e KUNDU1994) (Tabela 29, p140) . O
espectro de massas mostrou pico correspondente ao ion molecular em m/z 442,
compativel com a formula molecular (CsHs02). A substancia MRCH4 foi assim
identificada como sendo um triterpendide pentaciclico da série lupano, denominado de

3B-28-Dihidroxilupan-20(29)-eno, conhecido como betulina.
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Tabela 29 - RMN da substancia MRCH9/UFAL1 em CDCI;, deslocamento em §. e do
modelo da literatura (lupeol (Mahato & Kundu, 1994) em CDCl,,

MRCH9/UFAL 1 MRCH9/UFAL 1 Modelo
H1 C13 C13
1 38,8CH, 38,8 CH,
2 27,2CH, 27,2 CH,
3 3,20(m) 78,9C 78,9 C
4 38,9 CH 38,9 CH
5 55,3C 55,3 C
6 _/ 18,4CH, 18,3 CH,
7 34,3CH, 34,3 CH,
8 40,9 CH 40,9 CH
9 CHO0H 50,4 C 50,4 C
37,2 CH 37,2 CH
HO 20,9 CH, 20,9 CH,
12 ° 25,3CH, 25,3 CH,
13 MRCH9/UFALH 37,3C 37,3C
14 42,7C 42,7 C
15 27,1 CH, 27,0 CH,
16 39,2 CH, 29,2 CH,
17 47,8 C 47,8 C
18 48,8 CH 48,8 CH
19 47,9 CH, 47,8 CH,
20 150,6 CH, 150,5 CH,
21 29,8 C 29,8 C
22 34,0CH, 34,0 CH,
23 0,74(s) 28,0 CH, 28,0 CH,
24 0,77 (s) 15,4 CH, 15,4 CH,
25 0,81(s) 16.1 CH, 16,1 CH,
26 0,93(s) 16,0 CHs 16,0 CHy
27 0,95(s) 14,8 CH, 14,8 CH,
28 1,01(s) 60,2 CHs 60,2 CH,
29 4,60 (d) 109,6 CH, 109,6 CH,
4,70 (d)
30 1,66(s) 19,1CH, 19,1CHs

Dados de RMN "H 600 MHz, "°C obtido a 150 MHz, padréo interno TMS.
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3.4.1.12 - Composto MRCC5/MRCC6

A molécula isolada da fragdo hexanica, apresenta-se como um sélido branco de
ponto de fusdo 238,1-238,7°C. Sua natureza triterpenoidica foi sugerida por apresentar
coloracao rosea a vermelhada frente ao reagente de Liebermann-Buchard. O espectro
na regidao IV, obtido em solucdo de KBr (Figura 43, p174), revelou a presenca de
bandas de estiramento para grupos hidroxila (3317 e 1041 ¢cm™ ), de ligacdo dupla
(1651 cm™) e grupos alquila saturados (2937, 1450 e 1380 cm™), de ligacdo dupla do
tipo metileno terminal (1651cm™) e grupos alquila saturados (2947,1450 e 1384 cm™)

Os dados obtidos do espectro de RMN 1H a 300 MHz em CDCl; (Figura 44, p174
;Tabela 30, p142) revelaram sinais cujos valores de deslocamento quimicos,
multiplicidade e constante de acoplamento estdo condizentes com a presenca de
grupos metila terciarios {6 0,74, 0,77, 0,81, 0,93, 0,95, 1,01(s)}, hidrogénio metinico
carbindlico {& 3,21, 1H (m)}.

A analise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN '*C e DEPT a 135
MHz (Tabela 30, p142) permitiram reconhecer um total de trinta sinais de 4tomos de
carbono, dentre estes destacam-se as absorgdes a o 154,7(C) e o6 106,6 (CHp)
atribuidas a uma ligacao dupla dissubstituida. Observa-se um sinal para carbono
monoidrigenado carbindlico 6 78,99 (CH), cujo valor de deslocamento quimico sugere a
presencga de um grupo hidroxila em C-3 de triterpeno pentaciclico da série lupano. Esta
proposta estrutural foi reforcada pela comparacdo com os dados espectrais obtidos com
os descritos na literatura (MAHATO e KUNDU 1994) (Tabela 30, p142) . O espectro de
massas mostrou pico correspondente ao ion molecular em m/z 448, compativel com a
formula molecular (C3oHs602). A substancia MRCH4 foi assim identificada como sendo
um triterpendide pentaciclico da série lupano. denominado de 3[-hidroxi-lup-20-em,30
diol.
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Tabela 30 - RMN da substancia MRCC5/MRCC6 em CDCI;, deslocamento em 6. e do
modelo da literatura (Mahato & Kundu, 1994) em CDCls.

MRCC5/MRCC6 MRCC5/MRCC6 Modelo
H1 C13 C13
1 39,6CHs 39,6 CH,
2 34.1CH 34.1 CH,
3 3,20 (m, J=5,3 e 10,5 Hz) 78,9 C 78.9C
4 473 CH 47.3 CH
5 54,9 C 54,9 C
6 19.7CH, 19.7CH,
7 33,6CH; 33,6CH,
8 40.8 CH 40.8 CH
9 /" 49.7C 49.7 C
5 36,9 CH 36.9 CH
21,6 CH, 21,6 CHy
26.7CH, 26.7CH
38,1C 38,1C
429 C 42.9 C
27.4 CH, 7.4 CHy
35.4 CH, 35.4 CH
17 MRCC5/MRCC6 43,0 C 43,0 C
18 48.8 CH 48.8 CH
19 43.8 CH, 43.8 CH,
20 154,7 C 154,7 C
21 31,1CH, 31,8 CH,
22 39,8 CH, 39,8 CHy
23 0,74(s) 27.5 CHa 26.7 CHa
24 0,76 (s) 21,0 CHa 21,0 CHa
o5 0,81(s) 16.0 CHs 16.0 CHa
26 0,93(s) 15.8 CH, 15.8 CHs
07 0,95(s) 14.8 CH, 145 CHs
o8 1,01(s) 17.7 CHy 17.7 CHs
29 4,90 (d, J=8,22 Hz) 106,6 CH, 106,6 CH,
30 1,66(s) 65,0 CH, 65,0 CHy

Dados de RMN "H 600 MHz, "°C obtido a 150 MHz, padréo interno TMS.
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3.4.1.13 — Composto MRCHA1

A molécula isolada da fracdo acetato de etila, apresenta-se como um soélido de
coloracao rosea de ponto de fusado 134,2 — 135,6 °C.

O espectro no IV (Figura 45, p175) apresentou banda de absor¢do a 3502 cm’
'que ¢é atribuida ao estiramento de grupos hidroxilicos e absorgées em 1142 e 1621 cm’
! referentes a presenca de anel aromatico.

Os dados obtidos do espectro de RMN 1H (Figura 46, p175; Tabela 31, p144),
mostrou a presenca de quatro dupletos com deslocamentos quimicos caracteristicos de
hidrogénios aromaticos ¢ 6,78 (J=8,2Hz), 6 7,00 (1,7Hz); & 5,97 (2,25Hz) e & 5,94
(2,25Hz) e um dupleto a & 4,83, trés duplos dupletos: um caracteristico de hidrogénio
aromatico em 9 6,82 (1,7Hz e 8,2Hz) e dois pertencentes a carbono metilico & 2,88
(4,5Hz e 16,7Hz) e 0 2,76 (2,65Hz e 16,7Hz), um simpleto em & 4,83 e um simpleto
largo em o 4,19 com deslocamentos quimicos caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados. A multiplicidade dos sinais e os valores das constantes de
acoplamento indicam que ha um acoplamento meta entre os hidrogénios em 6 5,97 e &
5,94, que o hidrogénio em 6 6,82 possui um acoplamento orto com o hidrogénio em &
6,78 e um acoplamento meta com o hidrogénio em & 7,00 e que ha ainda um
acoplamento geminal entre os hidrogénios em 6 2,88 e 6 2,76. (Tabela 31, p144)

A analise comparativa entre os espectros de RMN'*C, DEPT 135° e DEPT 90°
(Figura 47, p176), evidenciou a existéncia de 15 sinais relativos a 15 atomos de
carbono: sendo sete carbonos quaternarios, sete metinicos e um metilico, o que
permite indicar para esse composto a férmula molecular C1sH120g, com um indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a 10 referente a dois anéis aromaticos, um anel ndo

aromatico e uma dupla ligacédo carbono-carbono.
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A feicdo espectral, a observacdo dos dados de correlacdo, constantes de

acoplamento e comparacdo com dados da literatura (SANG e cols., 2002; GIL e cols.,

2003) permitem propor a estrutura da epicatequina para a substancia MRCHA1.
OH

Tabela 31 - Dados de RMN da substancia MRCHA1 em CD;0D

HO O .II|I|

"OH
OH

MRCHAT1

MRCHA1
Hl C13
2 4,83 d 79,98
3 4,19 sl 67,60
4 2,88 (dd, J=4,5 € 16,7 Hz) 29,83
2,76 (dd, J=2,7 e 16,7 Hz)
Sa - 100,21
5 - 158,11
6 5,97 (d, 2, 3 Hz) 96,52
7 - 157,77
8 5,94 (d, 2,3 Hz) 96,02
8a 157,49
ik - 132,41
2 7,00 (d, 1,7 Hz) 115,44
3 - 145,88
i - 146,04
5 6,78 (d, 8,2 Hz) 116,02
6 6,82 (dd, 1,7 € 8,2 Hz) 119,54

Dados de RMN "H 300-MHz, "°C obtido a 75MHz, padréo interno TMS.
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3.4.1.14 — Composto MRCA4

A molécula isolada da fracdo cloroféormica, apresenta-se como um sélido de
coloracdo amarela. Os dados obtidos do espectro de RMN 1H (Figura 48, p177;
Tabela 32, p146), mostrou a presenca de dois dupletos com deslocamentos quimicos
caracteristicos de hidrogénios aromaticos 6 6,35 (1H, J=2,0 Hz) e § 6,16 (1H, J=2,0 Hz),
caracteristico dos hidrogénios H-6 e H-8 de flavonas oxigenadas nas posicoes 5 e 7.
Foram observados dois dupletos em & 7,60 (1H, J=2,2Hz) e § 6,88 (1H, J=8,4 Hz) e um
duplo dubleto em 6 7,50 (1H, J=2,2 e 8,4 Hz), sugerindo o anel B da flavona.

A andlise dos espectros de RMN'®C (Figura 49, p177; Tabela 32, p146),
evidenciou a existéncia de 16 sinais relativos a 16 atomos de carbono: sendo dez para
carbonos ndo hidrogenados e cinco metilicos, sete sinais referentes a carbonos nao
hidrogenados que sustentam grupos oxigenados, em & 165,87, 163,04, 158,37, 157,96,
149,90, 146,42 e 139,48. além deste foi observado a presenca de cinco sinais metilicos
aromaticos, surgerindo o esqueleto do tipo flavona pentasubstituida.

A feicdo espectral, e a observacdo dos dados de correlagdo, constantes de
acoplamento e comparacdo com dados da literatura (AGRAWAL, 1989) permitem
propor para a substancia a estrutura como sendo a 3-metoxi-5, 7, 3, 4 -
tetraidroxiflavona conhecida como 3-O-metilquercetina.

OH
OH

HO o

OCH,
OH O
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Tabela 32 - Dados de RMN da substancia em MRCA4 em MeOD e do modelo da
literatura (AGRAWAL, 1989) em CDCls.

MRCAS3
H' ch Modelo
2 157,96 157,8
3 139,50 139,2
4 179,98 179,4
5 163,04 163,2
7 165,87 164,7
9 158,37 162,3
10 105,84 105,8
r 122,92 122,1
3 146,42 145,2
4 149,90 149,0
6 6,16 (d,J=2,0Hz) 99,75 99.3
8 6,35 (d, J=2,0 Hz) 94,71 94,3
2 7,60 (d, J=2,2Hz) 116,40 115,7
5 6,88 (d,J=8,4Hz) 116,46 116,2
6’ 7,50 (dd, J=2,2 ¢ 8,4 Hz) 122,33 123,0
OCH; 3,76 (s) 60,49 59,7

Dados de RMN 'H 300-MHz, "°C obtido a 75MHz, padrao interno TMS.
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3.5 - Determinacao Quantitativa dos Teores de Compostos
Polifendlicos e Determinacao da Atividade Antioxidante dos
Extratos da Entrecasca de Maytenus rigida Mart.

Os métodos disponiveis para verificar atividade antioxidante em extratos e
substancias de plantas. Cita-se o da geracao de radicais livres através do 1,1-difenil-2-
picril-hidrazina (DPPH) e do &cido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina sulfénico (ABTS),
em solventes organicos polares (GORDON, 2001). No presente trabalho foi escolhido o
método do DPPH.

3.5.1 — Atividade Antioxidante

Os processos oxidativos estdo associados ao envelhecimento, mutacdo do
material genético e da degradacéao do tecido vivo. Os compostos responsaveis por essa
acao maléfica sdo conhecidos como radicais livres, e as substancias que combatem
esses radicais sdo os chamados antioxidantes.

Considerando que o uso de antioxidantes sintéticos ndo € muito recomendado
uma vez que podem promover efeitos colaterais, observa-se uma tendéncia para o uso
de antioxidantes naturais. Além dos alimentos ja conhecidos que possuem
antioxidantes, como frutas e verduras, a procura de espécies vegetais que possuam
esta atividade vem se acentuando.

O modelo de captura do radical estavel DPPH € um método amplamente usado
para avaliar a atividade antioxidante de compostos naturais em um tempo relativamente
curto quando comparado com outros métodos. O efeito do antioxidante sobre o radical
DPPH capturado deve-se a sua habilidade de doar de hidrogénio. O DPPH é um radical
livre estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se uma
molécula diamagnética estavel (GULCIN e col, 2004; PIAO e col, 2004).

A capacidade de reducdo do radical DPPH foi determinada pelo ensaio
qualitativo em CCDA nas concentracdes de 5,0 mg/ml; 2,5 mg/ml; 1,25 mg/ml; 0,625
mg/ml e 0,3125 mg/ml que nos extratos mais polares apresentou reacao positiva e por
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ensaio quantitativo, o qual € determinado pelo decréscimo na sua absorvancia em 515
nm induzida pelo antioxidante.

Este ensaio qualitativo revelou que os extratos mais polares: aquoso das folhas,
aquoso da entrecasca, alcodlico da folhas e alcodlico da entrecasca apresentaram
atividade antioxidante. Os extratos provenientes do processo de particao liquido-liquido
reagem forte e rapidamente com o radical DPPH, quase da mesma maneira que o
controle positivo. No entanto, a fragdo em hexano da uma reacdo fraca, a qual
progrediu muito lentamente quando comparada com o controle positivo (Tabela 33,
p150)

A capacidade para sequestrar radicais livres foi avaliada para os extratos em
diferentes concentracdes: 20, 15, 10, 5, 2 e 1 ug/mL em relagdo controle positivo (-)
epicatequina. O estado estacionario foi alcangcado no tempo de 30 minutos. Em
contraste, a fragcdo em hexano reage muito lentamente com o radical DPPH. Este tipo
de comportamento esta correlacionado com a natureza e concentragéo do antioxidante
na amostra teste, como mostrado previamente por (Sanchez-Moreno e col, 1998; Choi
e col, 2002).

A caracteristica estrutural responsavel pela atividade sequlestrante do radical
livre € a presenga dos grupos hidroxilas. A posi¢do do grupo hidroxila doador de elétron
na posig¢ao orto também diminui a entalpia de dissociacao da ligacdo O—H e aumenta a
velocidade de transferéncia do atomo de hidrogénio para o radical peroxila. A
insaturagdo da cadeia lateral também maximiza a estabilizagdo do radical fendlico
(Figura 50, p149).

Entdo, a atividade antioxidante do extrato aquoso e alcodlico das folhas e
entrecasca e os extratos provinientes da extracao liquido-liquido do extrato alcodlico da
entrecasca: cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlico, pode ser explicada pela
presenca de compostos polifendlicos presentes nesses extratos. Estes compostos
polifendlicos foram quantificados pelo método analitico Folin-Dennis, através deste foi
quantificado o conteddo de compostos fendlicos solluveis nos extratos (Tabela 33,
p150).
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Figura 50 — Mecanismo de reacao de um orto-difenol (a) e para-difenol (b)
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Tabela 33 - Analise qualitativa para deteccao de compostos fendlicos e teste antioxidante

Extratos

Compostos Fendlicos

Teste para DPPH

Concentragdo mg/L Concentragao pg/mL IP (%)

50 30,4+0,0028 20 36,1

Extrato alcodlico da entrecasca 250 50,3 +0,0035 15 18,1
500 90,9+0,0007 10 15,4

5 6,8
50 26,9+0,0035 20 33,9
250 38,6+0,0007 15 25,7
Extrato aquoso da entrecasca 500 54,6+0,0014 10 23,2
5 9,5

2 3,2

1 49

50 71,4+0,0049 20 3,9

250 71,4+0,0021 15 3,1

Extrato alcodlico das folhas 500 71,4+0,0021 10 3,0
5 1,4

50 27,30+0,0042 20 52

250 31,1£0,0014 15 40

Extrato aquoso das folhas 500 65,9+0,0007 10 24
5 14

2 6,2

1 5,8

50 10,5+0,0049 20 4,0

250 22,1£0,0042 15 2,8

Fase hexanica da entrecasca 500 48,8+0,0001 10 41
5 71

2 59

1 1,7

50 55,4+0,0084 20 32,3

250 122,2+0,0332 15 29,3

Fase cloroférmica da entrecasca 500 251,1£0,0176 10 19,2
5 18,0

2 7,04

1 1,66

50 56,2+0,0028 20 294

250 79,6+0,0141 15 24,4

Fase acetate de etila da entrecasca 500 78,8+0,0014 10 171
5 54

2 3,9

1 2,6

Fase hidroalcodlico da entrecasca 50 27,3+0,0028 20 446
250 66,3+0,0014 15 42,3

500 78,5+0,0007 10 27,5

5 15,0

2 12,1

1 9,6

20 92,9

Epicatequina 15 92,8
10 92,1

5 75,6

2 44,4

1 17,2
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3.6 - Resultados dos Testes Oxido-redutivo em Meio Aprético

Foi realizado o estudo dos parametros eletroquimicos em fungédo da velocidade
de varredura para as substancias MRCHA1, MRCA2 e Narigenina (Tabela 34, p152)
em meio aprético, utilizando a técnica de voltametria ciclica. Estas substancias
apresentaram efeito oxidoredutivo em meio aprético.

A voltametria ciclica é bastante utilizada para a avaliacdo da capacidade
antioxidante de diversos polifendis como também de seus derivados (HOTTA, 2001 e
CHEVION, 2000). O potencial de oxidacdo (Epa) medido pode ser relacionado a
capacidade antioxidante das moléculas, uma vez que a habilidade do composto doar
elétrons refletir a sua capacidade antioxidante (CHEVION, 2000).

Os métodos tradicionais para determinar e quantificar as catequinas incluem a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) podendo ser combinada com a
quimioluminescéncia, ou com deteccdo em espectroscopia de massas como também
deteccdes eletroquimicas (SONO, 2002), ultravioleta (MERKEN, 2000) e fluorimétricas
(RODRIGUEZ, 2001). A eletroforese por capilar com detegéo eletroquimica também foi
desenvolvida para determinar catequinas. Ha relatos do uso da voltametria ciclica para
a avaliacdo da capacidade antioxidante.

A atividade antioxidante dos polifendis significa primeiramente liberacao
de radical associado com sua oxidagao simultanea (Figura 51, p152). Em uma reacao
de liberacdo, um atomo de hidrogénio é doado ao radical que se transforma em um
composto neutro. Assim a oxidagcdo de um composto reflete sua estabilidade de liberar
o radical podendo este ser determinado através da medicdo do potencial de oxidacao

na voltametria ciclica .
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Figura 51- Mecanismo de oxidacao da catequina (JANEIRO,2004).

Tabela 34- Estruturas das substancias que foram submetidas a avaliacao do potencial de
oxidacao

MRCHA1 MRCA2 NARIGENINA

oH OH
OMe H ©/
OH HO -~ O],
HO , HO. 0. O
----- @ O OH
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CAPITULO IV
CONCLUSAO



4 — Conclusao

O estudo fitoquimico de Maytenus rigida Mart. biomonitorado pelas atividades
antinociceptiva, antiinflamatéria, antiulcerogénica, antimalérica, antimicrobiana e
antioxidante, conduziu ao isolamento de treze substancias 4’-metil-epigalocatequina,
epicatequina, acido 3,4,5-triidroxibenzoico, 3-metoxi-5,7,3',4’ — tetraidroxiflavona, J-
sitosterol, estigmasterol, lupeol, friedo-oleanano 3- ona, 3-B-hidroxi-friedelina, 3p-28-
diidroxi-lup-20(29)-eno, 3p-hidroxi-lup-20-en,30 diol, 1(3a,5a,5b,8,8,11a)-heptametil-
icosanoide-ciclopenta-crisen(il)propan-1ona e 3,4’dimetilcatequina.

A andlise quantitativa da composicao quimica da fracdo em hexano, através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas permitiu detectar a
presenca de sete acidos carboxilicos na forma de esteres metilicos (dodecanoato de
metila, tetradecanoato de metila, pentadecanoato de metila, hexadecanoato de metila,
heptadecanoato de metila, octadecanoato de metila e 6-octadecanoato de metila)

No teste da atividade antimalarica in vivo foi observado que os extratos alcodlico
das folhas, extrato alcodlico da entrecasca e a fase em acetato de etila foram
considerados ativos. Nos testes in vitro todos os extratos testados nas doses de 16,6 e
50 ug/mL foram consideradas ativos.

No teste de inflamagéo e antinocicepcao o extrato alcodlico apresentou atividade
antinociceptiva e antiinflamatéria. Devido a esta atividade as fragcdes obtidas por
particao liquido-liquido, em hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlica foram
submetidas aos testes da atividade antinociceptiva e antiinflamatéria. Estes testes
acompanharam todo o processo de isolamento por cromatografia e conduziram ao
isolamento da substancia ativa 4’-metilepicatequina presente nas fracoes cloroférmica,
acetato de etila e hidroalcodlica

O extrato etandlico e aquoso da entrecasca, estimulou a atividade protetora da
mucosa gastrica. As fragdes hexanica, cloroférmica e hidroalcodlica do extrato alcodlico

da entrecasca reduziram as Ulceras de forma significativa.
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Os extrato aquoso e as fragbes em cloroférmio, em acetato de etila e
hidroalcodlico apresentaram atividade antimicrobiana contra as cepas Candida albicans
(01), Candida kruse (09), Candida tropicolis (15), Staphylococcus aureus (97),
Pseudomonas aeruginosa (135), Escherichia coli (148), Staphylococcus aureus (94),
Staphylococcus aureus (115), Escherichia coli (148), Pseudomonas aeruginosa (104),
Pseudomonas aeruginosa (135), Salmonela typhi (155).

Foi detequitados compostos polifenélicos e atividade antioxidante nos extratos em
cloroférmico, acetato de etila e hidroalcodlico.
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