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Resumo

Este trabalho descreve o isolamento e a identificacdo estrutural de alguns constituintes
quimicos, bem como a avaliagdo do potencial larvicida (larvas do 4° estadio do Aedes aegypti
L.), toxicidade frente & Artemia salina, contetido de fendis totais (reagente de Folin-Ciocalteu)
e atividade antioxidante (radical difenil-picrilhidrazil) de extratos e compostos isolados das
partes aéreas, caule e raizes de Spermacoce verticillata G. Mey (Rubiaceae). Para tanto, os
materiais vegetais obtidos apds secagem a temperatura ambiente e trituracdo, foram extraidos
através de maceracdo com EtOH 90% e/ou acetona. Apds eliminagdo dos solventes sob vacuo,
esses extratos foram suspensos em solugdo MeOH-H,O e extraidos sucessivamente com
solventes de diferentes polaridades (hexano, cloroférmio e acetato de etila). Os extratos brutos,
bem como as fragBes oriundas de particdo, foram avaliados frente as larvas do Aedes aegypti e
quanto & capacidade sequestradora de radicais livres. As fracdes com os melhores resultados
foram investigadas através de técnicas cromatogréficas e conduziram ao isolamento de dois
flavonoides (Quercetina e 3-O-a-L-Rhamnopiranosilquercetina), uma antraquinona (2-
Hidroxi-3-metilantraquinona), quatro triterpenos (Acidos Ursélico, Oleandlico e Mordlico, e
3,15-Dioxofriedelano), aléem de uma mistura composta por dois fitoesteroides (Sitostenona e
Estigmastenona). Estes compostos foram identificadas com base na andlise dos dados de
Ressonancia Magnética Nuclear e pela comparacdo com dados da literatura. Dentre 0s
compostos isolados, 3,15-Dioxofriedelano, 2-Hidroxi-3-metilantraquinona, e o0s acidos
Oleanodlico e Mordlico estdo sendo descritos pela primeira vez no género Spermacoce. Nos
ensaios larvicidas, dentre os extratos testados, as fragbes em hexano do caule (CLsp 115,87
ppm) e das raizes (CLso 83,79 ppm), hexano (CLso 209,01 ppm) e hexano-AcOEt 9:1 (CLsg
91,82 ppm) das partes aéreas forneceram os melhores resultados. Os ensaios de toxicidade
frente a Artemia salina, apenas trés fracbes apresentaram alta toxicidade, sendo que nenhuma
foi ativa como larvicida. Por outro lado, nos ensaios antioxidante, quando comparados com 0s
padrdes utilizados, o extrato em EtOH das raizes e a fracdo em AcOEt das partes aéreas, bem
como 0s compostos isolados 3-O-a-L-Rhamnopiranosil-quercetina e Quercetina (ICso 169,05
+ 0,33; 80,74 + 3,81; 22,89 + 1,41; 94,32 £ 1,82 ng/mL, respectivamente) apresentaram 0S
melhores resultados. Os resultados obtidos permitiram a ampliagdo do conhecimento
quimiotaxonémico e das atividades bioldgicas, no qual alguns extratos e compostos isolados
mostraram atividades larvicida e antioxidante. Entretanto, ensaios complementares e estudos

posteriores ainda serdo necessarios.

Palavras-Chave: Spermacoce verticillata, larvicida, antioxidante, flavonoides, antraquinona.



Abstract

This work describes the isolation and structural identification of some chemical
constituents, as well as assessing the potential larvicide (4" instar larvae of Aedes aegypti L.),
toxicity on Artemia salina, total phenolic content (Folin-Ciocalteu) and antioxidant activity
(Diphenyl-picrylhydrazyl radical) of the extracts and isolated compounds from the aerial parts,
stem and roots of Spermacoce verticillata G. Mey (Rubiaceae). For this purpose, the materials
obtained after drying at room temperature and powdered were extracted by maceration with
EtOH 90% and/or acetone. After removal of solvents under vacuum, the crude extracts were
suspended in MeOH-H,O solution and extracted successively with solvents of different
polarities (hexane, chloroform and ethyl acetate). The crude extracts and fractions from
partition were tested against larvae of Aedes aegypti and the capacity of scavenging free
radicals. The fractions that yielded the best results were investigated using chromatographic
techniques and led to the isolation of two flavonoids (quercetin and 3-O-a-L-
rhamnopyranosylquercetin), an anthraquinone (2-hydroxy-3-methylanthraquinone), four
triterpenes (ursolic, oleanolic and morolic acids, and 3,15-dioxofriedelane), and a mixture
composed of two phytosteroids (sitostenone and stigmastenone). All isolated compounds had
their structures identified on the basis of their NMR spectral data and by comparison with
literature data. Among these compounds, 3,15-dioxofriedelane,  2-hydroxy-3-
methylanthraquinone, and oleanolic and morolic acids are being described for the first time in
the genus Spermacoce. For the tests larvicides, among the extracts tested, only the hexane
fractions of the stem (LCso 115.87 ppm) and roots (LCso 83.79 ppm), hexane (LCso 209.01
ppm) and hexane-EtOAc 9:1 (LCso 91.82 ppm) of aerial parts yielded the best results. In tests
of toxicity on Artemia salina, among the samples tested, only three showed high toxicity, but
none was active as larvicide. On the other hand, antioxidant assays, when compared with the
standards used, only the EtOH extract of the roots and the EtOAc fraction of the aerial parts,
and compounds identified as 3-O-a-L-rhamnopyranosylquercetin and quercetin (1Cs, 169,05 +
0,33; 80,74 + 3,81; 22,89 + 1,41; 94,32 + 1,82 pg/mL, respectively) showed the best results.
The results obtained permitted the expansion of knowledge chemotaxonomic and biological
activities, in which some extracts, fractions and isolated compounds showed antioxidant and

larvicidal activities. However, additional tests and further studies are still needed.

Key words: Spermacoce verticillata, larvicidal, antioxidant, flavonoids, anthraquinone
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1. Introducao

Os povos das civilizagBes antigas jA usavam o conhecimento popular primitivo e
ndo-cientifico, encontrando alivio para suas feridas com o uso de 6leos e unguentos de plantas
medicinais e de 6leos naturais divulgados por “raizeiros” ou xamas, o que é chamado hoje de
fitoterapia (Nogueira et al., 2009).

O uso de produtos de fonte natural como farmaco foi muito comum na antiguidade,
periodo geralmente chamado de pré-cientifico, quando j& se verificava a importancia da
utilizacdo de substancias de origem vegetal na forma de dleos, tais como os 6leos de oliva,
gergelim, ricino, entre outros. Um dos mais antigos tratados médicos conhecidos com cerca de
3500 anos é o papiro de Ebers, que prescreve o uso terapéutico de dleos como os de alho,
girassol, agafrdo e outros, e 0 uso de mel ou de cera de abelhas como veiculo ou ligamento para
0s Gleos usados visando-se a melhoria da absorgéo do medicamento (Nogueira et al., 2009).

Durante o periodo anterior a era cristd, que ficou conhecido como civilizacdo grega,
vérios filésofos podem ser destacados por suas obras sobre historia natural. Dentre os quais,
podemos citar Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, que se caracterizou por
tomar a natureza como guia na escolha dos remedios (Natura medicatrix) e Teofrasto (372 aC),
discipulo de Aristoteles, que escreveu varios livros sobre a historia das plantas. E seu o registro
da utilizacdo da espécie botanica Papaver somniferum, planta cujo principio ativo € a morfina,
entretanto, seu isolamento aconteceu entre os seculos XVIII e XIX, juntamente com quinina e
estricnina (Pinto et al., 2002).

NMe

MeO

Morfina Quinina Estricnina

Muitas das propriedades terapéuticas das plantas séo relatadas pela populagéo, as quais
sdo confirmadas em sua maioria nos estudos cientificos, comprovando a importancia da

pesquisa etnofarmacoldgica. Tais propriedades propiciaram o desenvolvimento de varios
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medicamentos, sejam estes obtidos por sintese a partir de molécula protétipo ou através de
isolamento, algumas vezes, biomonitorado (Floriani et al., 2006). Devido a todos estes
aspectos, vé-se um interesse crescente na utilizacdo e pesquisa de plantas medicinais,
objetivando fins terapéuticos, aliadas a boa aceitabilidade destes produtos no mercado
farmacéutico e as altas cifras que circundam a comercializacédo de fitomedicamentos observada
na Gltima década (Floriani et al., 2006).

As plantas tem uma grande capacidade em sintetizar compostos organicos, enquanto que
outros organismos como animais e microorganismos dependem destes, através da dieta, para
obter estes compostos. A célula vegetal é capaz de produzir moléculas complexas, partido
basicamente de moléculas simples como nitrogénio aminicos e diéxido de carbono através de
rotas especificas, em que moléculas simples sdo transformadas em produtos primarios e
secundérios variando com as necessidades do organismo (Dewick, 2002).

O metabolismo primario compreende o conjunto de processos metabolicos que
desempenham uma sintese, degradacéo e interconversdo de compostos comumente encontrados
em todos 0s organismos (carboidratos, proteinas, lipideos e acidos nucleicos). Ja os metabdlitos
secundarios sdo encontrados em organismos ou grupos de organismos especificos como uma
expressdo da individualidade das espécies (Dewick, 2002). Entretanto, alguns fatores (Figura 1.

p. 15) podem influenciar na composicao quimica dos vegetais (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Ritmo circadiano
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indice pluvnomemco
Radiagdo UV

/ Composi¢do CO, SO,
\ / atmosférica NO, O,

= Herbivoria e
Ataque de patégenos

Sazonalidade

Figura 1. Fatores que podem influenciar o acimulo de metabélitos secundarios em plantas (Gobbo-
Neto & Lopes, 2007).
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A origem de todos os metabdlitos secundérios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediérios principais, o acido chiquimico e o acetato. O
acido chiquimico origina os aminoécidos aromaticos, percussores da maioria dos metab6litos
secundérios (Alcaloides inddlicos e quinolinicos, taninos hidrolisaveis, lignanas e cumarinas).
O acetato origina alcaloides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, e quinolizidinicos via
ciclo do &cido citrico e pela via mevalonato terpenoides e esteroides ou pela condensacéo do
acetato dano origem a é&cidos graxos. Alguns metabolitos secundérios derivam ndo apenas de
um desses intermediarios, mas sdo resultado da combinacdo de uma unidade de é&cido
chiquimico e uma ou mais unidades de acetato, como € o caso das antraquinonas, flavonoides e
taninos condensados (Oliveira et al., 2004).

O Brasil é o pais com o maior potencial para pesquisas com espécies vegetais, pois
detém a maior e mais rica biodiversidade do planeta, distribuida em seis biomas distintos.
Devido a todos estes aspectos, vé-se um interesse crescente na utilizagdo e pesquisa de plantas
medicinais, objetivando fins terapéuticos, aliadas & boa aceitabilidade destes produtos no
mercado farmacéutico e a comercializagao de fitomedicamentos, observada na ultima década.
(Pinto et al., 2002; Floriani et al., 2006).

Considerando que o interesse do presente trabalho incluiram o estudo quimico de
extratos vegetais monitorado pelas atividades larvicida, antioxidantes e de toxicidade frente a
Artemia salina Leach, a seguir serdo relatadas algumas consideragdes tedricas sobre esses

temas, bem como sobre a familia, o género e espécie selecionada para o estudo.
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2. Revisdo Bibliografica: Consideracoes Sobre Dengue
e Febre Amarela, Radicais Livres e Antioxidantes,
Toxicidade Frente a Artemia salina Leach, Familia
e Género da Espécie Estudada



2. Revisdo Bibliografica: Consideracdes Sobre Dengue e Febre Amarela, Radicais
Livres e Antioxidantes, Toxicidade Frente a Artemia salina Leach, Familia e
Género da Espécie Estudada

2.1. Dengue e Febre Amarela

As infeccdes com o virus do dengue (familia Flaviviridae, género Flavivirus),
representam um significativo e crescente problema de saude publica em muitos paises tropicais
e subtropicais (Wikan et al., 2009). Esta doenga pode se apresentar na forma simples (Dengue
Classico, DC), com quadro de mialgias intensas, cefaleia e febre que pode durar de trés a sete
dias ou na forma grave (Dengue Hemorrégica, DH), que geralmente advém apds reinfeccOes
com dengue, porém as vezes ocorre ap0s infeccdes primarias, especialmente em lactantes. Esta
podera evoluir para Sindrome do Choque associada ao dengue (SDC) (Candeias et al., 2002;
Shinghi et al., 2007). A cada ano sdo relatados cerca de 50 milhGes de casos da dengue
cléssica, em regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo. J& as formas mais graves da
doenca (Dengue Hemorrégica e Sindrome do Choque associada ao dengue), incluindo mais de
500.000 casos relatados (Leparc-Gaffart et al., 2009).

No Brasil a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) notificou cerca de, 942.153 casos
suspeitos de dengue até a vigésima sexta semana de 2010. Desse total, 482.284 (51,2%) ja
foram confirmados, 153.098 (16,2%) foram descartados e 306.771 (32,6%) permanecem em
investigacao. A distribuicdo dos casos de dengue de acordo com as regides do pais levando em
conta os casos confirmados e os ainda em investigacdo é a seguinte: Sudeste com 403.726
(51,2%), Centro-Oeste com 186.829 (23,7%), Norte com 67.366 casos (8,5%), Nordeste com
88.820 casos (11,3%) e Sul com 42.068 casos (5,3%) (Figura 2, p. 19). Os estados com maior
incidéncia da doenca durante o periodo foram o Acre (3.619,5 casos), Mato Grosso do Sul
(2.521,1), Goiés (1.353,1), Rondbnia (1.256,4), Roraima (1.146,9) e Mato Grosso (1.095,5) por
cada 100 mil habitantes. Os Estados de S&o Paulo e Minas Gerais também se destacam pelo
total de 187.460 e 182.789 casos, com incidéncia de 453 e 912,4 casos por 100 mil habitantes,
respectivamente. Esses oito estados concentram 75% dos casos no Brasil. Foram notificados
9.688 casos graves de dengue, sendo 2.271 casos de FHD/SDC e 7.417 casos de dengue com
complicagdes. Observa-se um aumento de 30,6% em relagdo ao mesmo periodo do ano anterior,
quando foram confirmados 7.180 casos graves. Em relacdo aos obitos, foram notificados 367
Obitos, o que representa um aumento de 67,6% em relacdo ao mesmo periodo de 2009 (219 6bitos)
(SVS/MS, 2010).
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Figura 2. Casos de dengue por semana e regides, Brasil, 2010. Fonte: SVS/MS,
Informe Epidemioldgico da Dengue Analise de Situagdo e Tendéncias —
2010.

O dengue é uma doenga infecciosa, causada por um arbovirus que apresenta quatro
sorotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4), presentes em territorio brasileiro e tem como
vetor fémeas de mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus que também é suscetivel e capaz
de transmitir o virus (Eiras et al., 2003; Shinghi et al., 2007). Em 1981 foi observado em
Roraima, um surto da doenga, pelos sorotipos DEN-1 e DEN-4. Apenas cinco anos depois (em
1986) ocorreu novo surto, com o sorotipo DEN-1, no estado do Rio de Janeiro e algumas
capitais da regido nordeste desde entdo a dengue passou a manifestar-se de forma epidémica,
em todo o pais. Os primeiros casos registrados de dengue hemorrdgico junto com o aumento
dos nimeros de casos em consequéncia da circulacdo do DEN-1 e da introducéo do DEN-2 no
Rio de Janeiro (Mendongca et al., 2009).

Somente na segunda metade da década de 90 € que as regides centro-oeste e norte do pais
registraram epidemias de dengue. A partir de 1999 a sazonalidade das infeccbes pelos virus de
dengue torna-se muito evidente na maioria dos estados. Este padrdo sazonal, que nem sempre é
observado em outros paises, tem sido explicado pelo aumento na densidade das popula¢des do
Aedes aegypti, em virtude das condicOes de temperatura e umidade da estagdo, observadas em
grandes extensdes do territério nacional (Mendonca et al., 2009). Embora tenham se
intensificado os programas de combate a dengue na Ultima década, verificou-se também a

expansdo do A. aegypti na maioria dos estados brasileiros, além da variabilidade dos sorotipos
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circulantes e das faixas etarias atingidas. Segundo a SVS, com a entrada do DEN-3 em 2000,
detectado primeiramente no Rio de Janeiro, depois Roraima, alastrando para varios municipios
brasileiros em fungdo das condigdes propicias, a partir de 2002, constatou-se 0 aumento da
letalidade e das hospitalizagdes no triénio subsequente (Mendonga et al., 2009).

O mosquito A. aegypti é proveniente do Egito, de onde foi tirado o seu nome, se alimenta
de seiva vegetal. Somente as fémeas picam o0s seres humanos, porque precisam da
ferroglobulina, presente no sangue, para que 0s ovos da espécie se desenvolvam. Seu tempo de
vida atinge 30 dias. As fémeas picam, do amanhecer até as 9 horas e depois das 16 horas até o
escurecer. Geralmente, atuam dentro das casas, por preferirem habitar em ambientes fechados.
Apresentam abdémen e patas rajadas com manchas brancas e corpo cinza escuro. Uma Unica
fémea pode picar varias pessoas e tem uma postura de 300 ovos. Destes, sobrevivem apenas
40%, que representardo 120, sendo 60 fémeas e 60 machos, em cada postura. O seu ciclo de
desenvolvimento (ovo-larvas-pupa-mosquito adulto) é de sete dias (Ester & Gomes, 2002). Ao
nascer, o A. aegypti ainda ndo € um transmissor, entretanto, apds picar uma pessoa infectada
torna-se efetivamente um vetor. A infeccdo pode se efetuar mais de uma vez, em uma mesma
pessoa, sempre através de diferentes picadas, tudo depende, no entanto, do nivel de imunidade
adquirida para o desenvolvimento de nova manifestagcdo da doenca (Ester & Gomes, 2002).

Em geral, as estratégias de combate a dengue estdo baseadas no controle do vetor. O
controle é tradicionalmente baseado no emprego de produtos quimicos sintéticos e bioldgicos,
integrados com programas de manejo ambiental. No Brasil, os programas que visam controlar
esta espécie de mosquitos utilizam principalmente inseticidas quimicos, onde se destacam 0s
organofosforados e piretroides. Entretanto, o frequente emprego de inseticidas quimicos no
controle de vetores pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia dos mesmos, contribuindo
para o aumento das populagdes de mosquitos (Prophiro et al., 2008)

Dentre os métodos alternativos ao uso de inseticidas quimicos, incluem-se 0s extratos
boténicos, que devido a evolucdo de plantas com insetos possibilitou que as plantas
produzissem uma grande quantidade de substancias com propriedades inseticidas (Gusmao et
al., 2002). O isolamento e identificacdo de compostos larvicidas obtidos de plantas podem ser
somados aos métodos de controle de mosquitos (Mongelli et al., 2002).

A febre amarela é uma doenca infecciosa ndo contagiosa, transmitida ao homem
mediante picada de insetos hematdfagos apds um periodo de incubacéo extrinseco, para que o
virus se reproduza em seus tecidos. A doenca ocorre sob duas modalidades epidemioldgicas:
febre amarela silvestre (FAS) e febre amarela urbana (FAU). A diferenca entre as mesmas esté

na natureza dos transmissores e dos hospedeiros vertebrados (Vasconcelos, 2002). Também é
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causada por um arbovirus pertencente ao género Flavivirus da familia Flaviviridae que possui
dois ciclos bésicos: um silvestre, onde os mosquitos responsaveis pela transmissao diferem na
América [mosquitos dos géneros Haemagogus (H. janthinomys e H. albomaculatus) e Sabethes
(S. chloropterus e S. soperi)]. Na Africa, vérias espécies de mosquitos do género Aedes (A.
africanus, A. furcifer e A. simpsoni) tém sido associadas com a transmissao e um ciclo urbano,
onde o A. aegypti é o responsavel pela disseminagdo da doenca nos dois continentes. Neste
ciclo, a transmissdo pelo A. aegypti é feita diretamente ao homem. Este, uma vez infectado, e se
ndo for vacinado, pode desenvolver a doenca e serve de fonte de infec¢éo para novos mosquitos
e assim o ciclo se perpetua (VVasconcelos, 2002).

No periodo de setembro de 2008 até setembro de 2009 (Figura 3, p. 21), foram
notificados 274 casos humanos suspeitos de febre amarela silvestre, com 51 casos (18,6%)
confirmados, destes, 21 evoluiram para o 6bito e a taxa de letalidade foi de 41,2%. A média de
idade foi de 31 anos, com intervalo entre 8 dias de vida para o caso mais jovem e de 73 anos
para o caso com maior idade. O sexo masculino foi predominante com 37 casos (72%). Neste
mesmo periodo foram notificadas 1.295 epizootias de primatas, envolvendo pelo menos 2.542
animais, distribuidos em 14 estados (SVS/MS, 2010).

Casos humanos confirmados de FA
« 1-3
® 4-7
@® s-11

Il Epizootia de PNH confirmada para FA 4

Il VMorte de PNH

Figura 3. Distribuicdo espacial das epizootias de primatas e casos humanos, de acordo com o
municipio de local provavel de transmissdo no Brasil. Outubro/2008 a
setembro/2009. [Fonte: SVS/MS, Emergéncias em Salde Publica de Importancia
Nacional (ESPIN) de Febre Amarela Silvestre em S&o Paulo e no Rio Grande do Sul
e a Situacdo Epidemioldgica Atual no Brasil (2008/2009)].
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2.2. Radicais Livres e Antioxidantes

Os Radicais Livres, sdo atomos ou moléculas que, em virtude de seus elétrons
desemparelhados, apresentam grande reatividade. Tais substancias podem induzir danos
oxidativos a biomoléculas, entre elas, proteinas e DNA, o que acelera o envelhecimento,
favorece o aparecimento de cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (Telesi &
Machado, 2008). Essas moléculas instaveis também podem ser formadas pelos efeitos do sol,
contaminacdo por tabaco e bebida alcodlica, podendo danificar as membranas das células,
provocando efeitos negativos sobre a pele e acelerando o processo do envelhecimento, devido a
morte ou a0 mau funcionamento das mesmas (PAvoa, 1995; Povoa Filho, 1995; Loray, 1999;
Halliwell & Guitteridge, 2000).

O metabolismo oxidativo é uma das vias principais dos radicais livres, devido a uma
pequena porcentagem (2-5) de oxigénio que ndo recebe o numero apropriado de elétrons na
cadeia respiratoria. A atual preocupacdo em relacdo os radicais livres é que, quando em
excesso, podem levar o organismo a um estado de estresse oxidativo causando sérios danos aos
tecidos (Telesi & Machado, 2008).

Os radicais livres desempenham papel importante no organismo, mas seus efeitos
cumulativos estdo implicados em doencas, entre outras, cancer, ateroscleroses, isquemia
cerebral e envelhecimento. As espécies reativas de oxigénio, tais como radical hidroxila ("OH),
anion radical superoxido (O;") e hidroperoxila (ROO"), causam danos ao DNA ou podem
oxidar lipidios e proteinas. Eles atacam as cadeias de &cidos graxos poliinsaturados dos
fosfolipidios e do colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno, iniciando assim o
processo de peroxidacéo lipidica nas membranas celulares (Antas et al., 2006; Marcos et al.,
2007). A maioria age muito rapidamente, podendo ser produzidos com a mesma velocidade
com que desaparecem, sendo que quando reagem podem transformar as moléculas em outros
radicais livres, gerando em cadeia reacBes danosas (Youngson, 1995). Sua produgdo é
controlada nos seres vivos por diversos compostos antioxidantes, 0s quais podem ter origem
enddgena (por exemplo, superdxido dismutase) ou serem provenientes da dieta alimentar e
outras fontes (Morais et al., 2009).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar ou inibir a
oxidacdo de substratos oxidaveis, podendo ser enziméticos ou ndo, tais como o a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno, acido ascorbico (vitamina C) e compostos fenélicos (Morais et al.,
2009).
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Os compostos fendlicos das plantas se enquadram em diversas categorias, tais como
fendis simples, acidos fendlicos (derivados dos acidos benzdico e cindmico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas, e outros.
Dentre os quais, os flavonoides sdo os mais estudados como antioxidantes € numerosos estudos
in vitro indicam que estes polifendis podem efetivamente participar de processos que possam
ter implicagdes anticarcinogénicas e antiaterogénicas. O consumo de vinho tinto, por exemplo,
que apresenta elevado conteudo de flavonoides (resveratrol e quercetina), tem sido associado a
protecdo contra doencas relacionadas a idade (Cerqueira et al., 2007; Sousa et al., 2007).

A atividade antioxidante (capacidade ou potencial antioxidante) & um pardmetro utilizado
vastamente, em conjunto com outros, para caracterizar diferentes materiais biolégicos por
exemplo frutas, legumes, vinhos, chas e 6leos. Esta atividade esta relacionada com compostos
capazes de proteger um sistema bioldgico contra os efeitos danosos de processos ou reagdes
que causam oxidacao excessiva, envolvendo espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (Arndo,
2000).

a-Tocoferol

OH

HO

OH

Resveratrol

Quercetina

2.3. Toxicidade Frente a Artemia salina Leach

A avaliacdo da toxicidade é indispensavel para considerar um tratamento seguro. O teste
de letalidade com A. salina € um método simples na pesquisa de produtos naturais, que possui

uma boa correlagdo com testes de toxicidade aguda oral in vivo (Silva et al., 2010).
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A. salina € um microcrustaceo de &gua salgada que é utilizado como alimento vivo para
peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de aquaristas. A simplicidade do
bioensaio favorece sua utilizacéo rotineira, podendo ser desenvolvido no préprio laboratério de
fitoquimica (Siqueira et al., 1998). O ensaio com esse microcrustaceo est4 entre os bioensaios
mais simples e rapidos para avaliar a toxicidade de produtos e extratos vegetais. E considerado
um bioensaio preliminar em estudos de citotoxicidade e um teste indicativo para 0s mais
especificos como o bioensaio com linhas de células de mamiferos (antitumoral). Os resultados
obtidos por Harada (2010) confirmam o bioensaio com A. salina como um indicativo da
atividade antitumoral, embora o autor ndo afirme que seja possivel estabelecer uma correlagéo

segura entre 0s ensaios quantitativos.

2.4. Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae representa a quarta maior familia do grupo das Angiospermas, com
cerca de 650 géneros e 13.000 espécies, distribuidas principalmente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, com poucos representantes nas areas temperadas e frias. De acordo
com a classificacdo de Bremer (1996), esta dividida em trés subfamilias (Cinchonoideae,
Ixoroideae e Rubioideae). No Brasil, ocorrem cerca de 130 géneros e 1500 espécies
correspondendo a uma das principais familias da flora e ocorrendo como um importante
elemento em quase todas as formagdes naturais (Hottz et al., 2007).

Esta familia esta atualmente classificada em duas ou trés subfamilias e mais de 40 tribos.
A tribo Spermacoceae, que pertence ao género Borreria GFW Mey. e Spermacoce L., €
caracterizada por um habitat herbaceo, com mais de 1000 espécies que tém uma distribuicéo
principalmente pantropical, mas alguns géneros estendem-se para regides de clima temperado,
com exce¢do da Nova Zelandia (Chaw & Sivarajan, 1989; Karehe et al., 2008).

Diversos géneros sdo endémicos da regido neotropical, que apresenta cerca de 4.555
espécies, sendo Psychotria L. o maior género da familia, representado mundialmente por cerca
de 1.650 espécies. No Brasil, essa familia é representada por 18 tribos, 130 géneros e 1.500
espécies, distribuidas em diferentes formagBes vegetais, com grande ocorréncia na Mata
Atlantica (Souza & Lorenzi, 2005; Pereira et al., 2006; Margalho et al., 2009).

No que se refere as propriedades etnofarmacoldgicas, vérias espéecies sdo Uteis e muitas
produzem substancias empregadas como farmacos. Dentre as quais estdo Cephaaelis
ipecacuanha, planta originaria do Brasil produtora dos alcaloides emetina e cefalina, ambos

ativos como amebicida, expectorante e emético; Pausiystalia yohimbe cujas cascas do tronco
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sdo usadas como afrodisiaco, tendo como principios ativos alcaloides do tipo ioimbina,
utilizado na impoténcia sexual e na hipotensdo ortostéatica; Cinchona officinalis que fornece o
alcaloide quinina, usado como febrifugo e também no tratamento da malaria (Agarez, 1994;
Suzele et al., 2004).

MeO

MeO

Emetina R = OH loimbina
Cefalina R = OMe

Do ponto de vista quimico, a familia Rubiaceae foi bastante investigada. Dentre os
compostos isolados estdo alcaloides, antraquinonas, cumarinas, lignanas, iridoides e
secoiridoides livres ou glicolsilados e triterpenos. Dentre essas classes de compostos, 0S
alcaldides, os iridoides e os triterpenos sdo predominantes e tém despertado considerével
interesse devido ao amplo aspecto de atividades bioldgicas que apresentam (Carbonezi et al.,
1999; Phuong et al., 1999; Kohler et al., 2001; Ling et al., 2002).

2.5. Os Géneros Borreria e Spermacoce

Os géneros Borreria e Spermacoce séo considerados por muitos autores géneros distintos
baseados na morfologia de seus frutos. No entanto, preferem combinar os dois sob o nome
genérico Spermacoce (Chaw & Sivarajan, 1989; Dessein et al., 2002a). A jungdo Spermacoce-
Borreria é grande e complexa, localizada na subfamilia Rubioideae, tribo Spermacoceae, com
uma distribuicdo pantropical. Sua maior diversidade € encontrada na América tropical, com um
nimero estimado de 125 espécies, ja a Africa tropical e Australia ttm um menor ndmero de
espécies (cerca de 70), e na Asia com aproximadamente 18 espécies. Para as espécies
paleotropical, Borreria € relegado a sinonimia de Spermacoce (Dessein et al., 2003). O género
Borreria é caracterizado por uma capsula tendo uma abertura septicida e ambas as valvulas de
frutos deiscentes, entretanto, Spermacoce tem seus frutos dividos em duas valvulas, um

deiscente e outros indeiscentes. As espécies Spermacoce sdo plantas herbéceas ou arbustos de
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pequeno porte, com folhas sésseis entrecruzadas e interpeciolares, estipulas fimbrias que
normalmente crescem em florestas e pradarias (Dessein et al., 2002b; 2006). Apesar da
discussdo ainda € incerto, neste trabalho consideramos Borreria e Spermacoce como
sindbnimos.

O maior género da tribo Spermacoceae é o Borreria, compreende cerca de 280 espécies
distribuidas na América tropical e subtropical, Africa, Asia e Europa (Dessein et al., 2006). No
Brasil, 36 espécies foram registradas, dos quais 22 sdo endémicas (Chiquieri et al., 2004;
Barbosa et al., 2006). Por outro lado, o género Spermacoce compreende cerca de 275 espécies
encontradas na América tropical e subtropical da Africa, Australasia e Austrélia (Dessein et al.,
2006).

2.5.1. Uso Etnobotanico de Espécies Borreria e Spermacoce

O uso de plantas medicinais como remédio é uma parte da heranca tradicional em muitos
paises. O conhecimento indigena sobre a utilizacdo de recursos vegetais para a cura de varias
doencas, ainda é mantida em todo o mundo especialmente na Asia, Africa e Américas. Paises
latino-americanos séo ricos em plantas medicinais e apresentam uma grande biodiversidade
vegetal. No entanto, a destruicdo acelerada dos ecossistemas, também contribuir para uma
perda gradual de conhecimento sobre as plantas nativas utilizadas na medicina tradicional
(Brandéo et al., 2009). Espécies de Borreria e Spermacoce sdo utilizadas medicinalmente de
varias maneiras e sdo utilizadas na medicina popular da América Latina, Asia, Africa e

Antilhas. As espécies mais utilizadas sdo descritas a seguir:

B. alata (Aubl.) DC. [Sin.: S. alata Aubl., S. latifolia Aubl. e B. latifolia (Aubl.) K. Schum.]

E uma espécie herbacea, com flores tubulares dispostas em inflorescéncias glomerulous,
distribuida na Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Peru e Venezuela (Machado & Loiola,
2000; Funk et al., 2007). No Nepal, o suco de raizes desta planta é usado para tratar a malaria
(Manadhar, 1995). A biologia floral desta espécie, junto a espécie Cordia multispicata, num
fragmento de Mata Atlantica em Pernambuco no nordeste brasileiro, foram estudadas em
relacdo aos nove espécies de moscas, principalmente do género Palpada (Syrphidae), e ambas
as especies apresentam morfologia floral, "habitat" e periodo de floragdo semelhantes, além de

estabelecerem populagdes proximas umas das outras (Machado & Loiola, 2000).
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B. articularis (L. f.) F. N. Williams [Sin.: S. articularis L.f., S. scabra Willd. e B. hispida (L.)
K. Schum.)]

Comumente conhecida como "poaia”, B. articularis é uma erva anual e procumbente com
folhas opostas, flores pequenas e frutos deiscentes (Sultana et al., 2008). E nativa das regides
temperadas e tropicais da Asia e naturalizada na Africa e na Austrélia (Vadivelan et al., 2007).
As folhas desta planta sdo utilizadas na oftalmia, inflamagédo dos olhos e gengivas, cegueira,
febre, dor, conjuntivite, hemorragia, célculos biliares, disenteria e diarreia (Vadivelan et al.,
2007; Sultana et al., 2008) e o decocto das folhas, raizes e sementes, preparado em conjunto, é

utilizado na india para hidropisia (Jain & Verma, 1981).

B. centranthoides Cham. & Schltdl. (Sin.: B. centranthoides f. glabrior Chodat & Hassl.)

Conhecida como "sabugueirinho do campo", € uma erva originaria dos campos do sul do
Brasil e possivelmente no Uruguai e Argentina. Em algumas partes do Brasil, os extratos da
planta tém sido utilizados para o tratamento de doengas do figado (Lucas & Machado, 1944,
Branddo et al., 2009) e disturbios renais (Steefeld, 1968) e na Argentina como um abortivo
(Bandoni et al., 1976).

B. eupatoioides Cham. & Schitdl. (Sin.: B. polyana DC.)

O decocto das folhas dessa planta € usada na Argentina associada com Petroselinum
crispum (Mill.) Nyman ex AW Hill. ou Gymnopteris tomentosa (Lam.) como emenagogo e as
raizes como um contraceptivo (Martinez-Crovetto, 1981), contra a diarréia e para tratar

infeccBes urinrias e respiratorias (Perez & Anesini, 1994).

B. hispida (Linn.) K. Schum. (Sin.: S. hispida L.)

Esta planta é usada ha vérios anos como alternativa terapéutica para o diabetes (Vasanthi
et al., 2009). O decocto da planta é usada na india para dor de cabeca (Khan et al., 1984) e as
sementes como um estimulante (Purushothaman & Kalyani, 1979). O extrato das sementes tem

sido usado para o tratamento do sistema nervo e rins (Kaviasaran et al., 2008).

B. laevis (Lam.) Griseb. (Sin.: S. laevis Roxb. e S. assurgens Ruiz & Pavon)

B. laevis é uma pequena erva encontrada nas regides tropicais da Asia (Noiarsa et al.,

2007). O decocto das folhas é usado no México para tratar dor nos rins e prevenir menstruagao
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(Zamora-Martinez & Pola, 1992). A planta inteira é usada no oeste da india (Ayensu, 1978) e
Jamaica (Asprey & Thornton, 1955) para a amenorréia em mistura com Cuscuta L. e Pendula
zebrina Schum. Na Jamaica, o decocto da planta inteira (cozido com Desmodium Desv. e
Iresine paniculata Kuntze) é usado como um diurético "para expulsar todo o veneno dos rins"
(Asprey & Thornton, 1955).

B. latifolia (Aubl.) K. Schum. (Sin.: S. latifolia Aubl.)

Esta planta é uma erva anual ereta, 30-50 cm, que ocorre no México, Antilhas e América
do Sul. No Brasil, é conhecido como "poaia-do-campo” e € distribuido desde o Amazonas até o
Rio Grande do Sul (Pereira et al., 2006; 2007). Na Indonésia, as partes aéreas sdo utilizadas

como alimento (Kamiya et al., 2002).

B. ocymoides (Burm. f.) DC. (Sin.: S. ocymoides Burm. f.)

Esta espécie € comum em toda a América, ocorre também na Africa Oriental, nas ilhas
Mauricias e nas indias Orientais (Chiquieri et al., 2004). Na Nigéria, o suco das folhas é

aplicado em eczema e a seiva € espremida sobre o ferimento ou lesdo (Ebana et al., 1991).

B. princeae K. Schum. [Sin.: S. princeae (K. Schum.) Verdc.]

Conhecida como cifragem ou erva perene decumbentes, nativa da Africa, onde é usada

para o tratamento de doengas de pele (Benjamin, 1979).

B. pusilla (Wall.) DC. [Sin.: B. stricta (Linn.f.) K.Schum. e S. pusilla Wall.]

Esta espécie, nativa da Africa tropical, Asia tropical, Paquistdo, Japdo e as Filipinas, é
uma planta anual, cresce até 60 cm de altura. Na india, os botdes frescos associados com as
flores sdo utilizadas para cortes e feridas (Shah & Gopal, 1985) e as folhas esmagadas séo
aplicadas as areas afetadas para fratura 0ssea, sarna, picada de cobra e escorpido (Rahman et
al., 2007).

B. verticillata (L.) G. F. W. Mey. (Sin.: S. verticillata L.)

No Brasil esta planta é conhecida como "poaia, poaia-preta, poaia milda, coroa-de-frade,

e vassourinha". E uma erva ereta, perene e pequena, originaria da América do Sul e Central e
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distribuida por todo o Mundo (Burger & Taylor, 1993; Chiquieri et al., 2004). Na Florida, o
néctar desta planta é uma importante fonte de alimento para o grilo mole ectoparasitos, Larra
bicolor F. e L. analis F. (Hymenoptera: Sphecidae) (Rohrig et al., 2008). No Brasil, ocorre em
0 todo o territorio (Pereira et al., 2006) e a infusdo das flores é usada como um antitérmico e
analgésico (Vieira et al., 1999; Moreira et al., 2010), as raizes como emético e folhas como
antidiarreicos, erisipelas e hemorroidas (Lorenzi & Matos, 2002). No Oeste da India, quando
preparado com Cuscuta e Zebrina Schnizlein., o decocto da planta é usado para diabetes,
dismenorreia e amenorreia (Ayensu, 1978) e no Senegal para tratar infeccdes bacterianas da
pele e hanseniase (Maynart et al., 1980). Na Nigéria, o suco fresco das partes aéreas ¢é aplicado
para eczema (Benjamin, 1979), enquanto na Jamaica, a decoc¢do do endocarpo, preparado
juntamente com lresine P. Browne e Desmodium, € usada como diurético e como remédio para

amenorreia misturado com Cuscuta e Zebrina (Asprey & Thornton, 1955).

Spermacoce exilis (L.O. Williams) C.D. Adams [Sin.: B. exilis L.O. Williams, B. gracilis
L.O.Williams, B. repens DC., S. repens (DC.) Fosberg & J.M.Powell, e S. mauritiana Gideon]

Esta espécie é uma erva, decumbente ou procumbente anual, geralmente bem ramificada,
com 3-40 cm. E distribuida na Africa e na América e é usada para dores de cabeca (Saha et al.,
2004).

2.5.2. Atividades Bioldgicas de Extratos de Espécies de Borreria e Spermacoce

Espécies de Borreria e Spermacoce possuem uma grande variedade de propriedades
bioldgicas. Até o momento, poucas espécies tém sido selecionadas para confirmacéo dessas
atividades. Os resultados experimentais tém mostrado que algumas espécies possuem
atividades antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, antiinflamatéria, hepatoprotetora, etc, as

mais importantes séo citadas abaixo:

Atividade antimicrobiana

Os extratos em éter de petréleo, cloroférmio, acetato de etila e etanol das partes aéreas de
B. articulares foram avaliados contra onze bactérias patogénicas humanas (Bacillus cereus, B.
megaterium, B. subtilis, E. coli, Shigella dysenteriae, S. sonnei, Salmonella typhi, S. paratyphi,
P. aeruginosa, S. aureus, e V. cholerae) e quatro fungos patogénicos humanos (Aspergillus

niger, A. ustus, A. ochraceus e C. albicans). Os extratos em acetato de etila e em etanol
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exibiram atividade antibacteriana e antifungica contra todos os patdgenos testados. A uma
concentracdo de 2,0 mg/disco, o extrato bruto em etanol exibiu a maior zona de inibi¢éo contra
E. coli (20 mm) e inibiu 53,5% do crescimento micelial radial fungico (com 100 mg/mL de
meio) contra A. ustus (Sultana et al., 2008).

O extrato aquoso das raizes de B. eupatorioides, uma planta usada na Argentina contra a
diarréia e para tratar infeccOes urinarias e respiratorias, inibiu S. typhi (1Cso 10,1 ug/mL) e E.
coli (62,5 mg/mL) (Pérez & Anesini, 1994a), enquanto que 0s extratos aquoso e alcaloidicos
das folhas de B. ocymoides foram ativos contra S. aureus, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, P.
aeruginosa, Streptococcus B-hemoliticos, E. coli e Neisseria gonorrhoeae. Por outro lado,
extrato em etanol e a fracdo de glicosideos cardiacos foram eficientes contra S. aureus, K.
pneumoniae, Streptococcus -hemolitico e E. coli (Ebana et al., 1991). Além destes, extratos de
B. verticillata mostraram atividade antibi6tica variavel contra S. aureus, E. coli e Monilia
albicans (Sousa et al., 1969).

Em outro estudo, o extrato em metanol das raizes desta planta exibiu uma ampla
atividade antibacteriana contra cepas multirresistentes de P. aeruginosa (Peixoto Neto et al.,
2002). Por outro lado, pelo método de difusdo em é&gar, os extratos metanolicos de folhas e
raizes foram inativos contra S. aureus, P. aeruginosa, S. typhimurium, S. sonnei, K.
pneumoniae, E. coli e B. cereus (valores de MICs > 2500 mg/mL) (Bouzada et al., 2009).
Através do método de difusdo em disco, o extrato em etanol da planta inteira de S. hispida,
espécie cujas sementes sdo usadas na regido na India para reduzir o peso corporal, apresentou
maior atividade contra E. coli (inibicdo de 20 mm) e foi inativo contra S. aureus, Streptococcus
sp., e Proteus sp. (Sripathi & Sankari, 2010).

Atividade antiinflamatéria

A administracéo intraperitonial dos extratos em éter de petréleo, cloroférmio, acetato de
etila, benzeno e aquoso de S. articularis, a 150 mg/kg, inibiu 27,14; 55,26; 53,93; 53,5 e 74,5%
respectivamente, o edema de pata em ratos induzido por carragenina. Este estudo sugere que

esta atividade foi atribuida a presenca de &cido ursolico (45) (Vadivelan et al., 2007).

Atividade antioxidante

Extratos em metanol da planta inteira de S. articularis e S. exilis mostraram pelos

métodos de FTC e TBA atividade antioxidante comparavel ou superior ao do a-tocoferol, BHT,
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e quercetina. Extratos de S. articularis também apresentaram atividade sequestradora de
radicais livres utilizando o radical sintético DPPH (65 mg/mL) e inibiu a produgdo de NO
(77,3%) em lipopolissacarideos e interferon-y induzida por celulas RAW 264,7. Por outro lado,
0 extrato de S. exilis, a 370 mg/mL, mostrou fraca atividade sequestradora de radicais livres,
mas a 250 mg/mL inibiu a producéo de NO (91,16%). Segundo os autores, este Ultimo efeito
foi devido as suas atividades citotdxicas nas células durante a cultura (Saha et al., 2004).

O extrato em metanol da planta inteira de S. hispida também foi avaliado pelos métodos
ABTS, FRAP, ensaios com DPPH e fendis totais utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Os
resultados mostraram fraca ou moderada atividade [ABTS (3,91 mmol/100 g), DPPH (2,73
mmol/100 g), FRAP (0,92 mmol/g) e teor de fendis totais (0,77 g/100] (Surveswaran et al.,
2007). Em outro estudo, a atividade antioxidante de uma fragéo rica em flavonoides obtida das
sementes de S. hispida foi avaliada in vitro e in vivo. Os resultados indicaram que esta fragéo
sequestra radical livre e possui atividade antioxidante in vitro (DPPH e radicais ABTS) e in
vivo (20, 40 e 80 mg/kg, para ratos alimentados com dieta rica em gordura) e diminuiu
significativamente o TBARS e hidroperoxidos lipidicos em ratos tratados (Kaviarasan et al.,
2008). Shajiselvin e Kottai Muthu (2010) também avaliaram a capacidade antioxidante total
(método do &cido fosfomolibdico, FRAP e conteido de fendis totais) dos extratos em éter de
petréleo, acetato de etila e metanol da planta inteira de B. hispida. Os resultados mostraram que
0 extrato em metanol foi o mais efetivo como antioxidante e que contém grande quantidade de

flavonoides.

Efeito anthiperlipémico

Kaviarasan e Pugalendi (2009) avaliaram a influéncia da frag&o rica em flavonoides (Frf)
das sementes de S. hispida na expressdo génica PPAR-alfa, plasma e antioxidantes de
eritrocitos no estado redox, o metabolismo de proteinas e enzimas marcadoras de DHR.
Quando comparado com 0 DRH, TBARS no plasma e niveis LOOH diminuiu, as atividades de
antioxidantes enzimaticas (SOD, CAT, GPx) e os niveis de GSH plasmaticos no grupo
alimentado com Frf. As atividades de plasma aminotransferase hepética, marcadores séricos de
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina e os niveis de uréia
plasmética, acido Urico, creatinina, e globulina diminuiu significativamente, enquanto o peso
do figado, proteinas totais e albumina aumentou. A administracdo oral da fracdo rica em
flavonoides regulada pela expressdo génica PPAR-alfa, ativa o catabolismo de acidos graxos e

est4 envolvida no controle de lipoproteinas no figado. Os resultados mostraram que esta fracéo
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tem um efeito anti-hiperlipémico, melhora a capacidade antioxidante e alivia danos no figado e

rins em ratos.

Atividade Antitumoral

O extrato hidroalcoolico (1:1 etanol-&4gua) de B. pusilla, a 115 mg/kg, mostrou atividade

antitumoral contra células Leuk P388 em ratos (Aswal et al., 1984).

Efeitos cardiovasculares

B. hispida estd sendo utilizada ha muitos anos como alternativa terapéutica para o
diabetes. Para avaliar o uso desta espécie como terapia e para reduzir o risco cardiovascular, 0s
ratos foram tratados durante um periodo de 30 dias. Comparados com animais tratados com
veiculo, os animais tratados com B. hispida apresentaram melhora pés-isquémica da fungédo
ventricular e reduziram o tamanho do infarto do miocardio e apoptose dos cardiomiocitos. O
nivel de expressdo do citocromo e ativacdo da caspase 3 também foi reduzida. Além disso, o
tratamento com B. hispida aumentou a expressao de proteinas PPAR-gama, PPAR-delta e Glut-
4. Os resultados indicaram que o tratamento com B. hispida melhorou a fungdo cardiaca, bem

como varios fatores de risco associados a doenca cardiaca (Vasanthi et al., 2009).

Atividades hepatoprotetoras, anti-Ulcera e gastrointestinal

Os extratos aquoso e em metanol das folhas de B. ocymoides, na dose de 800 mg/kg por
via oral, aumentou em ratos a motilidade gastrintestinal, 6,1% e 22,5%, respectivamente. No
entanto, quando bisacodil (5 mg/kg) foi administrado concomitantemente com 0s extratos, a
motilidade foi aumentada para 67,8% e 70,1%, respectivamente (Okwosa et al., 2009).

Em outro estudo, o extrato aquoso de B. articularis causou em ratos protecdo da agéo

hepatotoxica do paracetamol (Chitra et al., 2007).

Atividade larvicida

Em condicGes de laboratério, os extratos em hexano das partes aéreas (DLso 83,8
mg/mL), raizes (DLsp 91,8 mg/mL) e caule (DLso 115,8 mg/mL) de S. verticillata apresentaram
atividade contra as larvas de quarto instar de A. aegypti (Oliveira et al., 2010). Este trabalho
foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Quimica dos produtos Naturais na Universidade

Federal de Alagoas.
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Atividade esquistossomicida

O oleo essencial das folhas de B. verticillata foi efetivo contra ovos (MIC 500 pg/mL),

miracidios e cercéarias (MIC 100 mg/mL) de Schistosoma haematobium (Adewunmi &
Marquis, 1983).

Efeito abortivo

O extrato aquoso das raizes de B. verticillata foi ativo como estimulante uterino (Barros
etal., 1970).

Toxicidade

Extratos metandlicos das folhas e raizes de B. verticillata apresentaram moderada

toxicidade contra Artemia salina (CLso > 250 mg/mL) (Bouzada et al., 2009).

2.5.3. Quimica e Atividades Bioldgicas dos Compostos Isolados

Os géneros Borreria e Spermacoce foram pouco investigados do ponto de vista
quimico. O primeiro relato foi publicado em 1961 e revelou a detecgéo de (-)-emetina (7) das
raizes de B. verticillata (Willaman & Schubert, 1961). Atualmente, mais de 60 compostos
distribuidos em diferentes classes, foram isolados de sete espécies de Borreria [B. auricularis,
B. capitata (Ruiz et Pavon) DC., B. hispida, B. Latifolia, B. stricta, B. spp. e B. verticillata] e
uma espécie Spermacoce (S. leaevis Roxb.). As principais classes de compostos isolados foram
alcaloides (11 compostos) dos tipos inddlicos, bis-ind6licos e tetrahidro-isoquinolinicos;
iridoides (13 compostos), seqguido de flavonoides (8), terpenoides (15), e outras classes (17),
incluindo derivados benzilicos, (Z)-3-hexenil e derivados feniletanoides glicosilados, acidos
carboxilicos (4) e élcoois alifaticos (2) (Tabela 1, p. 38). Alguns destes compostos exibiram
atividades bioldgicas in vivo ou in vitro. Além disso, também foi identificado um total de

dezessete aminodcidos, incluindo uma proteina e trés carboidratos.
Alcaloides

Até o momento, um total de onze alcaloides, contendo esqueleto indélico [Borrecarpina
(1), borrecoxina (2), borrelina (3), borrerina (4), deidroborrecapina (6), verticillatina A (10) e
verticillatina B (11)], bis-inddlicos [borreverina (5), isoborreverina (8) e espermacoceina (9)] e

(-)-emetina (7) foram isolados em apenas trés das sete espécies de Borreria até entdo estudadas
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(Tabela 1, p. 38; Figura 4, p. 44). Entre estes, apenas borrelina (3) ocorre em duas espécies de
plantas (Borreria spp. e B. capitata). Os alcaldides borrerina (4) e borreverina (5) foram
encontrados em diferentes partes de B. verticillata. Entre os alcaloides isolados, apenas o
tartarato de borreverina foi avaliado in vitro contra onze micro-organismos patogénicos e esse
composto foi ativo contra Sarcina lutea, Vibrio cholerae e S. aureus, MICs 3,0; 12,5 e 100
mg/ml, respectivamente (Maynart et al., 1980). Estudos fitoquimicos com as raizes de B.
verticillata mostraram conter cerca de 0,10% do alcaloide emetina (7) (Orazi, 1946) e os testes
preliminares indicaram sua presenca em B. poaya DC., B. suaveolens var. platyphylla (K.
Schum.) Standl., B. verbenoides Cham. & Schltdl., e B. verticillata (Moreira, 1964).

Iridoides

Foi isolado de espécies de Borreria e Spermacoce um total de treze iridéides (Tabela 1, p.
38; Figura 5, p.45). As espécies em que foram encontrados iridoides sdo: partes aéreas de B.
latifolia (Kamiya et al., 2002), cascas das raizes, raizes e flores de B. verticillata (Sainty et al.,
1981; Vieira et al., 1999; Moreira et al., 2010) e partes aéreas de S. laevis (Noiarsa et al.,
2007). Entre os iridoides isolados, apenas o acido asperulosidico (13) ocorre nas trés espécies;
dafilosideo (16) e &cido deacetilasperulosidico (18) foram encontrados em B. latifolia e B.
verticillata enquanto asperulosideo (12) foi encontrado em B. verticillata e S . laevis. Por outro
lado, borreriagenina (15) deacetilasperulosideo (17), feretosideo (19), éster metilico do 6’-O-
(2-glicerol) escandosideo (20) e deacetilasperulosidato de metila (23) ocorrem somente em B.
verticillata; 6-O-acetilescandosideo (14), 10-hidroxiloganina (22) e escandosideo (24) em B.
latifolia e 6a-hidroxiadoxosideo (21) em S. laevis.

Dentre os iridéides isolados, o composto 12 inibiu a producéo de TNF-alfa e diminuiu a
producdo de IL-1P para a formagdo de PGE2 e promoveu a recuperagdo articular, artrite
reumatdide em tratados em camundongos (Li, 2007). Foi indicado como esterdide anabolizante
muscular e alimento, uma vez que este composto aumentou a taxa de metabolismo basal
muscular e a forga (Fujikawa & Kawamura, 2009). Os compostos 12, 18 e 24 foram avaliadas
in vitro contra o virus Epstein-Barr. Os resultados indicaram que ele foi mais eficaz do que o 12
e 0 18 (Kapadia et al., 1996). Os iridoides 12, 13, 15, 17 e 21 foram inativos como
antioxidantes (Permana et al., 2003; Su et al., 2005). Foi avaliado em camundongos o efeito
purgativo de 12, 18 e 23 e os resultados mostraram que 18 foi mais fraco como purgante do que
23 (Inouye et al., 1974).
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O acido asperolosidico (13) mostrou fraca inibicdo (DLsg > 1,0 mg/orelha) contra a
inflamacdo induzida pelo TPA (1 mg/orelha) em camundongos e apresentou efeito inibit6rio
moderado contra a ativagdo de EBV-EA induzido por TPA (Akihisa et al., 2007). Tambem foi
avaliado os efeitos deste &cido em TPA e EGF-induzida AP-1 transativagdo e transformacéo de
células epidérmicas em células JB6 de camundongo. Os resultados indicaram que este
composto foi eficaz em suprimir a TPA ou EGF-induzida pela transformacéo celular e
associados atividade AP-1. O TPA ou EGF-fosforilagdo de c-Jun, mas ndo as quinases
extracelulares também foi bloqueada por este composto (Liu et al., 2001).

Na concentracdo de 20 mg/mL os compostos 13, 18, 19 e 24 foram avaliados quanto a
sua capacidade de inibir a oxidacdo do LDL. Nestes estudos, somente 18 (63,8% + 1,5) e 24
(62,2% = 1,6) foram efetivos (Kim et al., 2005). Os iridoides 13 e 18 também foram avaliados
oralmente em ratos diabéticos em STZ-induzido e ndo apresentaram efeito hipoglicemiante
(Kamiya et al., 2008) e o composto 23, em ratos normais, reduziu o nivel de glicose no sangue
(Miura et al., 1996).

A atividade inseticida dos compostos 13, 18, 22 e 24 foi avaliada contra formigas e
cupins (Crematogaster scutellaris e Kalotermes flavicollis). Nestes ensaios, niveis
significativos de toxicidade foram observados somente para 22 (Tzakou et al., 2007).

A germinacéo de capim-colchdo (CC), alfafa (AL) e trevo branco (TB) foi inibida, a 400
ppm, pelos compostos 12 e 13, com taxa de 52 e 56, 58 e 80, 30 e 40%, respectivamente, 0
crescimento radicular de CC e AL, o crescimento do hipocoétilo de AL, enquanto 0 composto
18 apresentou fraca inibicdo do crescimento da radicula da CC e AL; os compostos 12, 13 e 18
ndo mostraram efeito sobre o TB (Komai et al., 1986). Os compostos 12 e 23 também foram
avaliados quanto a atividade inibitéria da germinacdo e crescimento de mudas de varias
espécies vegetais. O composto 12 inibiu o crescimento do arroz e da alface, sendo mais forte no
alongamento das raizes do que das partes aéreas; enquanto 23 ndo apresentaram atividade
inibitéria (Komai et al., 1990).

O iridoide 13 também foi avaliado in vitro sobre a atividade das enzimas lipoxigenase da
soja e da hialuronidase testicular bovina e ndo mostrou qualquer efeito. No entanto, a
modificacdo estrutural através da hidrélise enzimética de B-glicosidea resultou em inibicdo da
atividade da enzima e esta atividade foi reforcada pela presenca de alguns aminoacidos
(leucina, lisina e &cido glutdmico) ou acetato de aménio. Os resultados dessas reacOes
biomiméticas sugeriram que as angliconas de iridoides e os produtos intermediarios formados

por estas espécies reativas podem inibir a atividade enzimética (Ling et al., 2003).
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Flavonoides

Apenas oito flavonoides foram isolados em espécies de Borreria e Spermacoce (Tabela 1,
p. 38; Figura 5, p. 45). Sua ocorréncia se restringe apenas a trés espécies: B. stricta [astragalina
(25), quercetina (29) e rutina (32) (Bhadoria & Gupta, 1981; Sharma & Gupta, 1987)], B .
hispida [isoramnetina (26) (Purushothaman & Kalyani, 1979)] e S. laevis [3-O-B-D-
glicopiranosil-campferol ~ (27), 3-O-rutinosilcampferol (28), 3-O-B-D-galactopiranosil-
quercetina (30), 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—6)-p-D-galactopiranosil-quercetina (31),e rutina
(32) (Noiarsa et al., 2007)].

Terpenoides

O género Borreria também contém triterpenoides dos tipos oleanano e ursano (Tabela 1,
p. 38; Figura 6, p. 46). Foram isolados a partir do extrato em cloroférmico das partes aéreas e
raizes de B. auricularis, espécie utilizada em Taiwan para diversos fins (Jain & Verma, 1981;
Sultana et al., 2008), sete triterpenos [acido 3a-acetoxi-urs-12-en-29-6ico (33), p-amirina (34),
acido 3-ceto-urs-12-en-29-6ico (41), &cido epicatdnico (38), acido ursolico (45), éster metilico
do é&cido ursolico (46) e uvaol (47) (Mukherjee et al., 1993; 1994; 2004). Além disso, a partir
do 6leo essencial das partes aéreas de B. verticillata dois sesquiterpenos, cariofileno (39) e
guiaeno (40) foram isolados, respectivamente. Das sementes de B. stricta (Sharma & Gupta,
1987) e B. hispida (Kapoor et al., 1969) B-sitosterol (43) e &cido ursdlico (45) foram obtidos e

das partes aéreas de B. latifolia o diterpeno fitol (42) foi isolado (Kamiya et al., 2002).

Outras classes de compostos

Além das classes acima citadas, dois compostos benzilicos (48-49), quatro (Z)-3-hexenil
(50-53), trés derivados feniletil glicosilados (55-57) e um glicosideo megastigmane (58)
(Tabela 1, p. 38; Figura 7, p. 47) foram isolados das partes aéreas de S. laevis (Noiarsa et al.,
2007). Das partes aéreas de B. articularis foi isolado o 6-metil-5-ciclodecen-1-ol (54) (Sultana
et al., 2008). Este composto apresentou atividade antimicrobiana contra onze bactérias
patogénicas humanas (B. cereus, B. megaterium, B. subtilis, E. coli, S. dysenteriae, S. sonnei, S.
typhi, S. paratyphi, P. aeruginosa, S. aureus e V. cholerae) e quatro fungos patogénicos
humanos (A. niger, A. ustus, A. ochraceus e C. albicans). Entretanto a menor CIM e CBM foi
500 e 100 mg/mL contra V. cholerae, respectivamente. Ja para os fungos, as menores CIM e

CFM foram de 750 e 1.500 mg/mL contra A. ochraceus, respectivamente (Sultana et al., 2008).
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Foram isoldos dois alcoois (59-60) e quatro &cidos carboxilicos (61-64) de B. stricta
(Bhadoria & Gupta, 1981; Sharma & Gupta, 1987) e B. articularis (Mukherjee et al., 1993).
Um total de dezessete aminoacidos, incluindo uma proteina, e trés carboidratos (galactose,
manitol e glicose) foram identificados quando analisado o teor de amino&cidos e carboidratos
de folhas e sementes de B. stricta (Bhadoria & Gupta, 1981; Sharma & Gupta, 1987). Além
disso, recentemente um estudo sobre as raizes B. verticillata levou ao isolamento de uma
mistura de acidos alifaticos, uma mistura de tri-O-glicerideos e sacarose, e uma mistura de

glicose e sacarose (Moreira et al., 2010).

Compostos volateis

A partir do 6leo essencial de S. ocymoides foram identificados, utilizando CG e CG-EM,
um total de dezessete compostos. Oito &cidos graxos que representam 33,14% do total, entre
eles o mais abundante foi o acido hexadecandico, seis monoterpenos, sendo o borneol o mais
abundante, um composto aromético o eugenol e dois de &lcoois [hexano-1-butanol e (Z)-3-
hexen-1-butanol (Ekpendu et al., 2002). Das partes aéreas de B. verticillata, uma planta
utilizada na Nigéria no tratamento de infec¢bes da pele, foi obtido um 6leo o qual inibiu o
crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas. O 6leo foi separado das fragGes de
hidrocarbonetos e terpenos oxigenados por cromatografia. Segundo o autor, cariofileno,
cadineno e uma lactona sesquiterpénica também pode estar presente (Benjamin, 1979).

As partes aéreas de S. verticillata L., coletada na Nigéria, foram submetidas a
hidrodestilacdo. O 6leo obtido foi submetido a triagem de atividade antimicrobiana contra
cinco bactérias (B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus) e dois fungos
(Acrothecium floccosum e C. albicans). O 6leo inibiu o crescimento de quatro das bactérias,
bem como alguns fungos. Os constituintes do 6leo foram analisados por meio de procedimentos
de CG, CG-EM. Foram identificados alguns monoterpenoides e componentes oxigenados como
linalol, eugenol, B-bisaboleno, E-B-farneseno, fitol e terpineol, bem como alguns acidos graxos
(Ekpendu et al., 2001).
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Tabela 1. Substancias isoladas das espécies do género Borreria e Spermacoce.

Nome da Substancia/Nlimero

Espécies

Parte da Planta

Local de Coleta

Referéncias

Alcaloides
Borrecarpina (1)

Borrecoxina (2)

Borrelina (3)

Borrerina (4)

Borreverina (5)

Desidroborrecarpina (6)
(-)-Emetina (7)

Isoborreverina (8)

Espermacoceina (9)
Verticillatina A (10)
Verticillatina B (11)

W WWwWwwWw W

B. capitata (Ruiz et Pavdon) DC.

. capitata (Ruiz et Pavon) DC.

. capitata (Ruiz et Pavon) DC.

. capitata (Ruiz et Pavon) DC.
. Sp.

. Sp.

. verticillata (L.) G. Mey

. verticillata (L.) G. Mey

B. verticillata (L.) G. Mey

W W W W

. verticillata (L.) G. Mey
. verticillata (L.) G. Mey
. verticillata (L.) G. Mey
. verticillata (L.) G. Mey

Nao citada
Partes aéreas

Partes aéreas

Partes aéreas
Nao citada
Partes aéreas

Folhas
Planta inteira
Partes aéreas

Planta inteira
Partes aéreas,
Planta inteira

Partes aéreas

Raizes
Flores, Folhas,
Caule e Raizes

Partes aéreas

Partes aéreas
Raizes
Raizes

Guiana
Guiana Francesa

Guiana Francesa

Guiana Francesa
Guiana
Guiana Francesa

Brasil
Senegal
Bélgica

Senegal
Bélgica

Guiana Francesa

Nao citado
Brasil

Bélgica
Bélgica
Brasil
Brasil

Jossang et al., 1977 a,b
Jossang et al., 1981

Jossang et al., 1981

Jossang et al., 1981
Damak & Riche, 1977
Jossang et al., 1977 a

Ferreira et al., 1978
Pousset et al., 1973
Balde et al., 1991

Maynart et al., 1980
Balde et al., 1991
Pousset et al., 1977

Jossang et al., 1981

Willaman & Schubert, 1961

Moreira, 1964

Balde et al., 1991
Balde et al., 1991
Moreira et al., 2010
Moreira et al., 2010
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Tabela 1 (Continuagéo)

Iridoides

Asperulosideo (12)

Acido asperulosidico (13)

6-O-Acetilescandosideo (14)
Borreriagenina (15)
Dafilosideo (16)

Deacetilasperulosideo (17)
Acido deacetilasperulosidico (18)

Feretosideo (19)

6’-O-(2-gliceril) éster metilico
escandosideo (20)

6a-hidroxiadoxosideo (21)
10-Hidroxiloganina (22)

Ester metilico do acido deacetil-
asperulosidico (23)

B. verticillata (L.) G. Mey

S. levis Roxb.

B. latifolia (Aubl.) K. Schum.

B. verticillata (L.) G. Mey

B. latifolia (Aubl.) K. Schum.

B. verticillata (L.) G. Mey

B. latifolia (Aubl.) K. Schum.

B. verticillata (L.) G. Mey

B. verticillata (L.) G. Mey

B. latifolia (Aubl.) K. Schum.

B. verticillata (L.) G. Mey
B. verticillata (L.) G. Mey

B. verticillata (L.) G. Mey

S. laevis Roxb

B. latifolia (Aubl.) K. Schum.

B. verticillata (L.) G. Mey

Flores, Raizes

Partes aéreas
Partes aéreas
Raizes
Partes aéreas
Flores

Partes aéreas
Flores
Raizes

Raizes

Partes aéreas
Raizes

Raizes
Raizes

Raizes

Partes aéreas
Partes aéreas
Raizes

Brasil
Brasil
Madagascar
Thailandia

Indonésia
Madagascar
Indonésia
Brasil

Indonésia
Brasil
Madagascar

Madagascar

Indonésia
Madagascar

Madagascar
Brasil

Brasil

Thailandia
Indonésia
Madagascar

Vieira et al., 1999
Moreira at al., 2010
Sainty et al., 1981
Nioarsa at al., 2007

Kamiya et al., 2002
Sainty et al., 1981
Kamiya et al., 2002
Vieira et al., 1999

Kamiya et al., 2002
Vieira et al., 1999
Sainty et al., 1981

Sainty et al., 1981

Kamiya et al., 2002
Sainty et al., 1981

Sainty et al., 1981
Moreira et al., 2010

Moreira et al., 2010

Nioarsa at al., 2007
Kamiya et al., 2002
Sainty et al., 1981
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Tabela 1 (Continuagéo)

Escandosideo (24)

Flavonoides

Astragalina (25)
Isorhamnetina (26)

3-0O-B-D-glucopiranosideo  Kampferol

(27)

3-O-rutinosideo kampferol (28)

Quercetina (29)

3-0O-B-D-galactopiranosideo

Quercetina (30)

3-0-a-L-rhamnopiranosil-(1—6)-p-D-
galactopiranosideo Quercetina (31)

Rutina (32)

Acido 3a-acetoxi-olean-12-en-29-6ico

(33)

Terpenoides

B-Amirina (34)
Campesterol (35)

. latifolia (Aubl.) K. Schum.
. verticillata (L.) G. Mey

B. stricta
B. hispida (Linn.) K. Schum.

S.

S.

S.

B.

B. articularis (L. f.) F. N. Williams

laevis Roxb

laevis Roxb

. stricta

. laevis Roxb

laevis Roxb

. stricta Linn

. laevis Roxb

articularis (L.f.) F.N. Williams

B. verticillata (L.) G. Mey

Partes aéreas
Raizes

Folhas
Sementes

Partes aéreas

Partes aéreas

Sementes, Folhas

Partes aéreas

Partes aéreas

Sementes, Folhas

Partes aéreas

Raizes

Raizes
Caule

Indonésia
Brasil

india
india

Thailandia

Thailandia

india

Thailandia

Thailandia

india

Thailandia

Taiwan

Taiwan

Madagascar

Kamiya et al., 2002
Moreira et al., 2010

Bhadoria, & Gupta, 1981

Purushothaman &
Kalyani, 1979

Nioarsa at al., 2007

Nioarsa at al., 2007

Sharma & Gupta, 1987;
Bhadoria, & Gupta, 1981

Nioarsa at al., 2007

Nioarsa at al., 2007

Sharma & Gupta, 1987,
Bhadoria, & Gupta, 1981
Nioarsa at al., 2007

Mukherjee et al., 2004

Mukherjee et al., 2004
Andre et al.,1976
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Tabela 1 (Continuagéo)

Cariofileno (36)

Daucosterol (37)

Acido epikatdnico (38)

Eritrodiol (39)

Guaiaeno (40)

Acido 3-ceto-olean-12-en-29-6ico (41)
Fitol (42)

p-Sitosterol (43)

Stigmasterol (44)
Acido ursélico (45)

Ester metilico do acido ursdlico (46)
Uvaol (47)

Outras classes de compostos
Benzil O-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-
B-D-glucopiranosideo (48)

Benzil O-p-D-xilopiranosil-(1—6)-f-
D-glucopiranosideo (49)

WO Ww W I I W W W W

9]

. verticillata (L.) G. Mey

. stricta

. articularis (L. f.) F. N. Williams
. articularis (L. f.) F. N. Williams
. verticillata (L.) G. Mey

. articularis (L.f.) F.N. Williams

. latifolia (Aubl.) K. Schum.

. articularis (L.f.) F.N. Williams
. hispida

. verticillata (L.) G. Mey

. stricta Linn

. verticillata (L.) G. Mey

B. articularis (L.f.) F.N. Williams

B.

. pusilla (Wall.) DC.

articularis (L.f.) F.N. Williams

B. articularis (L. f.) F. N. Williams

w

. laevis Roxb.

. laevis Roxb.

Oleo essencial

Folhas
Planta inteira
Planta inteira
Partes aéreas
Planta inteira
Partes aéreas

Planta inteira
Planta inteira
Caule

Sementes, Folhas

Caule
Planta inteira

Sementes, Folhas

Planta inteira
Planta inteira

Partes aéreas

Partes aéreas

Nigéria
india
india
india

Nigéria
india

Indonésia
india

Madagascar
India

Madagascar
india

india

india
india

Thailandia

Thailandia

Benjamin, 1979
Bhadoria, & Gupta, 1981
Mukherjee et al., 1993
Mukherjee et al., 1993
Benjamin, 1980
Mukherjee et al., 1993
Kamiya et al., 2002

Mukherjee et al., 1993
Kapoor et al., 1969
Andre et al.,1976
Sharma & Gupta, 1987;
Bhadoria, & Gupta, 1981

Andre et al.,1976

Mukherjee et al., 1994
Sharma & Gupta, 1987,
1981

Mukherjee et al., 1994
Mukherjee et al., 1994

Noiarsa et al., 2007

Noiarsa et al., 2007
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Tabela 3 (Continuagéo)

(2)-3-Hexenil O-a-L-arabinopiranosil
(1—6)-B-D-glucopiranosideo (50)

(2)-3-Hexenil diglicosideo (51)

(2)-3-Hexenil ) O-B-D-
glucopiranosideo (52)

(2)-3-Hexenil O-a-L-rhamnopiranosil-
(1—6)-B-D-glucopiranosideo (53)

6-Metil-5-ciclodecenl-ol (54)

Feniletil O-a-L-arabinopiranosil-
(1—6)-B-D-glucopiranosideo (55)

Feniletil O-B-D-glucopiranosideo (56)

Feniletil O-a-L-rhamnopiranosil-
(1—6)-B-D-glucopiranosideo (57)

(6s,9R)-Roseosideo (58)

Alcoois e 4cidos carboxilicos
Hexacosan-1-ol (59)
Hentriacontan-1-ol (60)

Acido linoléico (61)
Acido oléico (62)
Acido palmitico (63)

Acido esteérico (64)

S. laevis Roxb.

S. laevis Roxb.
S. laevis Roxb.

S. laevis Roxb.

S. laevis Roxb.
S. laevis Roxb.

S. laevis Roxb.
S. laevis Roxb.

S. laevis Roxb.

. stricta Linn

. articularis (L.f.) F.N. Williams

B
B
B. stricta Linn
B. stricta Linn
B

. stricta Linn

B. pusilla (Wall.) DC.

Partes aéreas

Partes aéreas
Partes aéreas

Partes aéreas

Partes aéreas
Partes aéreas

Partes aéreas
Partes aéreas

Partes aéreas

Folhas
Planta inteira

Sementes

Sementes

Sementes, Folhas

Sementes

Thailandia

Thailandia
Thailandia

Thailandia

Thailandia
Thailandia

Thailandia
Thailandia

Thailandia

india
india
india
india

india

india

Noiarsa et al., 2007

Noiarsa et al., 2007
Noiarsa et al., 2007

Noiarsa et al., 2007

Noiarsa et al., 2007
Noiarsa et al., 2007

Noiarsa et al., 2007
Noiarsa et al., 2007

Noiarsa et al., 2007

Bhadoria, & Gupta, 1981
Mukherjee et al., 1993
Sharma & Gupta, 1987
Sharma & Gupta, 1987

Sharma & Gupta, 1987
Bhadoria, & Gupta, 1981

Sharma & Gupta, 1987
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Tabela 1 (Continuagéo)

Aminoécidos e Carboidratos

Alanina, arginina, &cido aspértico, B. stricta Linn Sementes india Sharma & Gupta, 1987
acido glutamico, glicina, histidina,

isoleucina, leucina, lisina, metionina,

fenilalanina, prolina, serina, treonina,

tirosina, valina

Galactose, glucose, manitol B. pusilla (Wall.) DC. Folhas india Bhadoria, & Gupta, 1981
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Figura 4. Estrutura dos alcaloides isolados das espécies do género Borreria
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12 R=0OAc 13 R=0H, R; = OAc, R, = a-OH
17R=0H 14 R=R;=0H, R, = -OAc
16 R = OMe, R; = OAc, R; = a-OH
HO H CO,Me R H CO,Me 18R = Rl = OH, R2 =a-OH
X SN 19 R=0OMe, R; = OH, R, = 3-OH
o] 0] 23 R=0H, R; = OMe, Ry, = 0a-OH
HO " Ockc- 67 HO " Saie 24 R=R;=0H, R,=p-OH
20 R =2-Glyceryl 21 R =a-OH
22 R=pB-OH
25 3-0--D-Glc 29 3,3’-OH
26 3-OH, 3’-OMe 30 3’ -OH, 3-O-p-D-Gal
27 3-0-B-D-Glc 31 3’-OH, 3-0O-a-L-Rha-(1—6)-p-D-Gal
28 3-O-Rut 32 3’-OH, 3-0O-Rut

Figura 5: Estrutura dos iridoides e flavonoides isolados das espécies de Borreria e Spermacoce
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33 30-OAC, 29-CO,H 45 3B-OH, 28-CO,H
34 3B-OH 46 33-OH, 28-CO,Me
38 3B-OH, 29-CO,H 47 3p,28-OH

39 3B-OH, 28-OH
41 3-Ox0, 29-COH

36 353p-OH, R = Me
37 3p-O-Glc, R = Et
43 3B-OH, R = Et
44 3B-OH, R = Et, A

40

42

Figura 6: Estrutura dos terpenoides isolados das espécies de Borreria
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Figura 7. Estrutura de outros compostos isolados de espécies de Borreria e
Spermacoce
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento quimico e das
atividades bioldgicas da espécie Spermacoce verticillata G. Mey (Rubiaceae), atraves da
avaliacdo das atividades larvicida, antioxidante e de toxicidade frente a Artemia salina, das

partes aéreas, caule e raizes.

3.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar, frente larvas do 4° estddio do mosquito A. aegypti, a atividade larvicida de
extratos e fragBes oriundas das particdes das partes aéreas, caule e das raizes de S.

verticillata;

e Auvaliar o potencial anti-radicalar, através de ensaios qualitativo e quantitativo, frente ao
DPPH e fendis totais (Folin-Ciocalteu), de extratos, fragdes e substancias isoladas

oriundas das partigBes das partes aéreas, caule e raizes S. verticillata;

e Isolar constituintes quimicos presentes nos extratos e fracdes com resultados promissores

nos ensaios efetuados.
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4. Experimental

4.1.

Solventes, Materiais e Equipamentos
Na preparagédo dos extratos por maceragéo utilizou-se extrator de aco inox;

Nas separacOes cromatogréficas utilizou-se silica gel 60 (70-230 e 230-400 mesh, Merck) e
Sephadex LH-20 (Pharmacia), bem como solventes (acetato de etila, cloroférmio, hexano e

metanol) P.A. ou destilados no préprio laboratério;

A concentragdo das solugbes com grande volume foi efetuada em evaporador rotatério
(Biichi e IKA Were modelo RE-114V e RV06-ML, respectivamente) enquanto que as de

pequeno volume foi a temperatura ambiente, em capela de exaustéo analitica (Permution);

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) analitica (0,50 mm) e preparativa (0,75
mm) utilizaram-se silica gel 60 PF,s4 da Merck ou MN silica gel P/UV2s4 com CaSQO,. As
cromatoplacas foram preparadas utilizando-se suspensdo de gel de silica em &gua destilada,
espalhada sobre placas de vidro através de um espalhador mecénico, sendo estas ativadas
em estufa (Biomatic) a 100 °C;

Os cromatogramas foram revelados através de irradiacdo com luz ultravioleta em
comprimento de onda 254 e 366 nm, imersdo em cubas contendo vapores de iodo, ou

borrifadas com solucéo 4cida de sulfato cérico ou com reagente de Dragendorf;

Nas solubilizages utilizou-se ultrassom da Branson (mod. 1210);
Na secagem da vidraria utilizou-se estufa de esterilizagdo universal, modelo 219;

As pesagens foram efetuadas em balanca eletrdnica analitica (Shimadzu Mod. AX200) e

semi-analitica (BEL);

Os experimentos de RMN foram executados em espectrometro Bruker Avance 400,
operando na frequéncia de 400 MHz para hidrogénio — *H e 100 MHz para carbono — **C
(TMS referéncia interna) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Alagoas e as
amostras foram dissolvidas em solventes deuterados (cloroféormio, metanol ou piridina

puros ou em mistura);

Nos ensaios larvicidas, para esterilizagdo da ragdo animal, utilizou-se autoclave vertical
modelo 415. A alimentacdo dos insetos adultos de Aedes aegypti foi feita com sacarose a

10% anidra PA (Vetec) ou glicose anidra (Amresco);
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» Nos ensaios antioxidantes utilizou-se metanol grau HPLC da Vetec, radical sintético 1,1-
difenil-2-picrilidrazila (DPPH*) e (+)-catequina, &cido gélico, BHT e reagente de Folin-
Ciocalteu (Sigma), bicarbonato de sodio (Vetec) e Espectrofotometro UV-VIS (Mod. SP
220 da Biospectro ou Shimadzu Mod. AX200).

4.2. Coleta e ldentificacido do Material Vegetal

As partes aéreas, caule e raizes da espécie Spermacoce verticillata (sinonimia: Borreria
verticillata) foram coletados na Area de Protecdo Ambiental de Santa Rita (Mucuri), municipio
de Marechal Deodoro/AL e identificada pela botanica Rosangela P. de Lyra Lemos do Instituto
do Meio Ambiente de Alagoas (IMA-AL), onde um exemplar do referido material se encontra
catalogado (MAC-22.949).

4.3. Preparagdo dos Extratos

Os materiais vegetais provenientes das partes aéreas (226,48 g), caule (7,70 Kg) e
raizes (485,32 g) da espécie S. verticillata, ap6s secagem a temperatura ambiente e moagem,
foram individualmente extraidos através de maceragdo com EtOH 90%. ApGs concentragdo das
solucbes em evaporador rotativo, 0s extratos brutos foram obtidos [partes aéreas (28,79 g);
caule (21,25 g); raizes (7,60 g)] foram suspensos em solu¢cdo MeOH-H,O (3:2) e extraidos
sucessivamente com hexano, CHCI; e AcOEt (Figura 8-9, pp. 53-54). Posteriormente, 0s
extratos brutos, bem como as fragdes resultantes deste processo, foram submetidos a ensaios
para avaliar as atividades larvicida (larvas do 4° estadio do A. aegypti) e capacidade de

sequestrar radicais livres (DPPH), bem como a toxicidade frente & Artemia salina.

4.4. Prospeccao fitoquimica para alcaloides com extratos e fracdes

A prospeccdo fitoquimica permite fazer uma abordagem dos componentes quimicos
presentes nos extratos. Esta ferramenta é muito valiosa para sele¢cdo de plantas para estudos
monitorados (Matos, 1997). A literatura cientifica relata para o género Borreria a presenca de
alcaloides. Por esta razdo, triagens fitoquimicas com os extratos oriundos das particGes

utilizando os reagentes de Bouchardat, Dragendorff e Mayer foram efetuadas.
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4.4.1. Reagente de Bouchardat

Foram dissolvidos 4 g de iodeto de potéssio (KI) e 2 g de iodo (l;) em 100 mL de &gua

destilada, até completa dissolugo.

4.4.2. Reagente de Dragendorff

Foram dissolvidos 0,85 g de Subnitrato de Bismuto em 50 mL de uma solucéo a 20% de
acido acético (Solucéo A). E para a solucdo B, foram dissolvidos 8 g de lodeto de potéssio em
20 mL de 4gua destilada. Em seguida a solucdo A foi misturada lentamente com a solucdo B e

protegida da luz.

Serragem das Partes aéreas
(226,48 ¢)

- Maceragdo com EtOH

Extrato Etandlico
(28,79 ¢)

- Suspensao em solugao MeOH-H,0 (3:2)

- Ext. com Hexano, CHCI; e AcOEt

Hexano CHCl, AcOEt MeOH
(6,10 g) (6,54 2) (1,21 ¢) (10,93 g)

- Filtrac3o - CC Silica gel - CC Sephadex

Hex-AcOEt I I
(9:1) SVPC-1 SvPC-4
- CC Silica gel
(32.46) SvPA-3 (63-76)
32-

SvPH-1 - CC Sephadex

- CC Sephadex

(23-48)
- CC Silica gel
SvPC-2 SvPC-3
SvPA-2 (97-114)
- CC Sephadex
* (CC) — Cromatografia em coluna SvPA-1

Figura 8. Esquema geral do procedimento experimental efetuado com as partes aéreas de S.

verticillata.
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Serragem do Caule
(7,70 Kg)

- Maceragdo com EtOH

Extrato Etandlico (21,25 g)

- Suspensdo em solugdo MeOH-H,0 (3:2)
- Ext. com Hexano, CHCI; e AcOEt

Hexano CHCl,4 AcOEt MeOH
(433 g) (4.97 g) (3.11g) (7.83 g)
- CC Silica gel - CC Silica gel - CC Silica gel
SvCH-1
SvCC-1 SvCC-2 (5) (6)
- CC Sephadex - CC Sephadex
* (CC) — Cromatografia em coluna SvCA-1 SvCA-2
A

Serragem das Raizes
(485,32 ¢)

- Maceragdo com EtOH

Extrato Etanolico (7,60 g)

- Suspensdo em solugdo MeOH-H,0 (3:2)
- Ext. em Hexano, CHCl; e AcOEt

Hexano CHCl,4 AcOEt MeOH
(1,52 ¢) (1,84 ¢) (2,66 g) 0,39 ¢)
- CC Silica gel
(9-11)
- CCD Preparativa * (CC) — Cromatografia em coluna
SYRH-1 (CCD) — Cromatografia em camada delgada

B

Figura 9. Esquema geral do procedimento experimental efetuado com o caule (A) e raizes (B)
de S. verticillata.
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4.4.3. Reagente de Mayer

Foram dissolvidos 1,36 g de Bicloreto de merctrio em 60 mL de agua destilada (Solugéo
A). Para a solucdo B foram dissolvidos 5 g de lodeto de potéssio em 10 mL de 4gua destilada.
Em seguida as solugbes foram misturadas e diluidas para 100 mL com &gua destilada.

Os ensaios foram realizados em tubos de ensaios, com aliquotas de 5 mg de amostra que
foram dissolvidos em 4 mL de uma solucdo de HCI & 5%, em seguida filtradas e divididas em

trés tubos de ensaios. Apos este processo foram gotejas as solugdes dos reagentes preparados.

4.5. Avaliagéo da Atividade Larvicida

Os extratos brutos, bem como as fragdes oriundas das particbes, foram submetidos a
ensaios frente a larvas do quarto estadio (L4) do mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti L., 1762
(Diptera: Culicidae). Os experimentos foram realizados no Insetario do Laboratério de
Produtos Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL (LPgPN-IQB/UFAL),
seguindo recomendagBes da Organizacdo Mundial de Saide (WHO, 1981) com algumas

modificagdes.

4.5.1. Criagdo e Manutencdo dos Mosquitos

Larvas de A. aegypti foram obtidas a partir de ovos depositados em papéis de filtro e
adicionados as bacias com &gua destilada, por um periodo de 48 h, para ecloséo das larvas. Seu
desenvolvimento em diferentes estaddios (L1, L2, L3 e L4), que posteriormente evoluiu para
pupas e por fim até a forma adulta (Figura 10, p. 56), foi mantido a uma temperatura média de
28 * 2°C e umidade relativa do ar de 80 + 4%, com fotoperiodo de aproximadamente 12 horas.
Durante este periodo, as larvas foram alimentadas com racdo (autoclavada) para gatos. Os
insetos adultos foram mantidos em gaiolas teladas com naylon (15 x 25 cm), alimentados com
uma solucéo de glicose a 10% em chumagos de algodéo, trocados diariamente. Para maturagédo
dos ovos, o repasto sanguineo das fémeas do mosquito foi feito, por 1h, com pombos da

espécie Columbia livia.
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Figura 10. Formas evolutivas do A. aegypti (A = Ovos, B = Larva, C = Pupa, D = Mosquito
adulto e E = Gaiola com mosquitos) (Fonte: www.fiocruz.br/ioc/media/larvas e
www.hudsonregional.org; http://pt.wikipedia.org/wiki/Aedes_aegypti). Acessado em
30/09/2010.

4.5.2. Ensaios para Avaliagdo da Atividade Larvicida

Os ensaios com extratos e fragdes foram realizados em triplicata utilizando-se larvas
jovens do 4° estadio (cabeca branca, sob alimentacdo). Apos a triagem de acordo com o estadio,
as larvas foram colocadas em copos plasticos descartaveis de 200 mL (Figura 11, p. 57). Foram
utilizadas por teste 15 larvas, com trés réplicas para cada amostra analisada. Ap6s pesagem, 0sS
extratos foram dissolvidos em solugéo aquosa de DMSO a 1%. Para avaliagéo preliminar da
mortalidade, cada grupo foi exposto, na concentracdo de 250 ppm, a solucdo teste durante 48
horas. Para o controle negativo utilizou-se solucéo aquosa de DMSO a 1%, o qual foi mantido
nas mesmas condigdes do teste. A mortalidade das larvas foi computada em 24 e 48 horas apés
o inicio do teste.

De acordo com o percentual de mortalidade ap6s 48 horas, obteve-se o grau de atividade
dos extratos e fracGes testados de acordo com o0s seguintes critérios:

a) Mortalidade superior a 75% — considerado promissor;
b) Mortalidade entre 50% e 75% — considerado parcialmente promissor;
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c) Mortalidade entre 25% e inferior a 50% — considerado fracamente promissor;
d) Mortalidade inferior a 25% — considerado inativo.

Os testes considerados promissores serdo novamente testados em concentragdes
menores, que permita observar do maximo ao minimo de mortalidade, com base nesses

resultados € calculada a CLsg utilizando o programa POLO pelo método PROBIT de analise.

Figura 11. llustracéo dos bioensaios realizados.

4.6. Avaliacdo da Capacidade Sequestradora de Radicais Livres (DPPH)
4.6.1. Ensaios Qualitativos

O Quadro 1 (p. 58) relaciona os extratos e fragdes oriundas da particdo que foram
submetidos a ensaios para avaliacdo qualitativa da capacidade seqiiestradora de radicais livres
frente ao radical sintético DPPH. Estes ensaios foram realizados, de acordo com a metodologia
descrita por Soler-Rivas e cols. (2000). Apos dissolucdo das amostras (CH2Cl,, CHCI; ou
MeOH), aliquotas (cerca de 2 uL) de cada amostra foram aplicadas com auxilio de capilares de
vidro em cromatoplacas (silica gel 60 Fu4, Merck) e eluidas em sistemas de solventes
adequados. Apds eliminacdo dos solventes a temperatura ambiente foi aplicado o controle
positivo [(+)-catequina (2 uL, 1 mg/mL em cloroférmio)], as cromatoplacas foram imersas,
durante 10 segundos, em solucdo metandlica do radical sintético DPPH a 0,4 mM e em seguida
secas a temperatura ambiente. O surgimento de manchas amareladas sob um fundo roxo nos Rf

das substancias sugeriu uma possivel atividade.

OH
@ O "
e
OH
OH
Cromatograma ap0s imersao DPPH (+)-Catequina

na solucéo de DPPH
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Quadro 1. Extrato e fraces submetidos a avaliacdo qualitativa frente ao DPPH.

n - Subfracdes e Substancias
Parte da Planta Extrato FracOes de Particéo ¢

isoladas
Partes aéreas Hexano, Hex/AcOEt (9:1), (7:3),
Hexano, CHCI;, AcOEt e
EtOH (1:1), AcOEt, MeOH, SvPA-1 e
MeOH-H,0
SVvPA-3
Hexano, CHCI;, AcOEt e
Caule EtOH
MeOH-H,0
Raizes EtOH Hexano e AcOEt

4.6.2. Ensaios Quantitativos

Para a realizacdo dos ensaios quantitativos frente ao radical sintético DPPH, somente com
as amostras que forneceram resultados positivos (manchas amareladas) nos ensaios

qualitativos, foi utilizada a metodologia descrita por Brand-Williams e cols. (1995).

+« Obtencdo da curva de calibracéo

Nove concentragdes (40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 ,5, e 1 pg/mL) foram preparadas a partir
da solucgdo estoque de DPPH em MeOH (40 mg/L ou 100 umol/L). A absorbancia de cada
solucdo a 515 nm foi determinada utilizando cubetas de poliestireno com percurso optico de 1
cm, contendo 1 mL da solucéo, em espctrofotomentro UV/VIS, modelos (SP-220 da Biospectro
e UV mini-1240 Shimadzu). Como branco utilizou-se MeOH grau HPLC.

A curva de calibracdo foi construida, utilizando os valores médios de absorbancia obtidos
versus as concentrages usadas (40 a 1 pg/mL), através de analise de regresséo linear utilizando
0 software Microcal OriginPro 7.0. As solugbes estoque de DPPH foram preparadas
diariamente e de cada conjunto de dados foram obtidos desvios padrédo (DP) e coeficiente de

correlagdo (R), cujas medidas de dispersdo variaram entre 0,997 e 0,999.
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« Preparo das Solugdes das Amostras

As solucdes estoques das amostras testes (extratos brutos, fragOes e substancias isoladas),
bem como os padrdes (&cido galico e BHT) utilizados foram preparadas na concentracdo de 40
pg/mL em MeOH (grau HPLC). De cada amostra, foram testadas no minimo cinco

concentracdes que variaram entre 200 a 3,125 pg/mL.

OxCH OH
HO OH
OH
Acido galico BHT

« Avaliagdo Quantitativa da Atividade Sequestradora de Radicais Livres

Estes ensaios foram realizados de acordo com a técnica descrita por Soler-Rivas e cols.
(2000). Os extratos com resultados positivos tiveram a Clso determinadas de acordo com a
técnica descrita por Brand-Williams e cols. (1995). Neste experimento, foram submetidas a
avaliacdo quantitativa da capacidade de sequestrar o radical sintético DPPH somente o extrato
em EtOH e a fracdo em AcOEt das partes aéreas, bem como as substéncias isoladas SvPA-1 e
SVPA-3. Apo6s obtencdo da curva de calibracéo, aliquotas de 0,1 mL de cada concentragdo das
amostras foram individualmente colocadas em cubetas e adicionadas a cada uma delas 0,9 mL
da solugéo do radical DPPH (100 pmol/L). As solugdes foram protegidas da presenca de luz,
homogeneizadas e as leituras de no minimo cinco diferentes concentragdes (200 a 3,125
pg/mL) foram feitas nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos. As absorbancias das solucGes
foram registradas contra um branco (MeOH, grau HPLC) (Figura 12, p. 60).

A percentagem de DPPH remanescente (DPPHgrem) No meio reacional foi obtida a partir
da equacdo matematica da curva de calibragdo e dos valores de absorbancias obtidos ap6s 60
minutos de analise para cada concentracdo testada, conforme formula descrita por Sanchez-
Moreno e cols. (1998):

% DPPHpey = —[[g:::]]:; x 100

onde:
[DPPH]+=: = Concentracédo de radical DPPH no meio ap0s a reagdo com o extrato.

[DPPH]+=o = Concentragéo inicial de radical DPPH no meio (40 mg/L ou 100 pmol/L)
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Os dados de percentagens de radical DPPH remanescente versus as concentragdes
testadas (200 a 3,125 pg/mL) foram plotados, através do programa Microcal OriginPro 6.0. A
quantidade de antiradical necessaria para diminuir a concentracdo inicial de DPPH em 50%
(Clsp) foi obtida usando 0 modelo matematico Y =a + b.x.

A B C

Figura 12. llustracdo dos Ensaios quantitativos. (A = Cubeta com DPPH, B = DPPH ap0s
reacdo com a amostra, C = Cubetas com DPPH e amostra em diferentes

concentracoes).

%+ Andlise cinética da reacdo

A cinética da reagdo foi analisada utilizando a concentracdo de 100 pg/mL para extratos,
padrdes e substancias isoladas como valor de referéncia para obtencdo dos gréaficos (DPPHgrem
x tempo). A duracdo total de analise foi de 60 minutos com intervalos de 15 mim. Os resultados
foram comparados com os padrdes e classificados em cinética lenta ou rapida (Brand-Williams
etal., 1995).

4.7. Determinagéo do Conteldo de Fendis Totais

O contetdo de fendis totais nos extratos e fragdes foi determinado utilizando o reagente
de Folin-Ciocalteu conforme a metodologia descrita por Sousa et al., (2007). Este reagente
consiste de uma mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e
0 tungsténio encontram-se no estado de oxidagdo 6" porém, em presenca de certos agentes

redutores, como os compostos fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio
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azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais estd entre 5 e 6 e cuja coloragdo

permite a determinag&o da concentracdo das substancias redutoras (Sousa et al., 2007).

¢+ Preparacéo da curva de calibracdo do &cido galico (AG)

Foram utilizados 100 mL de uma solucéo estoque de &cido galico, mediante a dissolugdo
de 0,5 g do &cido em 10 mL de MeOH (espectroscopico) e posterior diluicdo com H,O
destilada. Esta solucdo foi armazenada sob refrigeracéo e protegida da luz com papel aluminio.
A partir desta solugdo, foram preparadas em triplicata solu¢des com concentragdes que variam
de 0-1000 pg/mL, as quais foram usadas para construgdo da curva de calibracdo (Soong &
Barlow, 2004). Esta foi construida a partir dos valores médios das adsorbancias no UV a 765
nm através de regressao linear no programa Microcal OringinPro 6.0.

R/

%+ Metodologia para determinacdo do contetido de fendis totais

Inicialmente, 50 mg de cada amostra (extrato ou fragdo) foi dissolvido em 5 mL de uma
solu¢cdo MeOH-H,O 1:1. Em seguida 1 mL desta solugdo foi diluida em 5 mL da solucdo
MeOH-H,0 1:1, obtendo-se um concentragdo de 2 mg/mL. A determinacdo do teor de fendis
totais presentes nas amostras foram feitas por meio de espectroscopia na regido do visivel de
acordo com o método de Folin-Ciocalteu com algumas modificacbes (Sousa et al., 2007). De
cada amostra foi retirado 35 pL e misturada com 2,76 mL de H,O destilada e 175 pL do
reagente Folin-Ciocalteu 1M. Esta mistura foi agitada e em seguida deixada em repouso por 5
minutos. Apos este periodo, adicionou-se a mistura reacional 525 pL de uma soluc¢@o aquosa de
carbonato de s6dio Na,CO3 a 15%, a qual foi centrifugada a 10.000 rpm durante 10 minutos e
em seguida deixadas sob refrigeracdo durante 1 hora, posteriormente foi feita, em triplicata a

medida da absorbancia a 765 nm.

4.8. Avaliagdo da toxicidade dos extratos com Artemia salina (TAS)

Todos o0s ensaios de toxicidade frente a Artemia salina foram realizados no Laboratério
de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais do IQB/UFAL. Para tanto, foram colocados 50
mg dos cistos (ovos) no compartimento fechado do recipiente plastico de 400 mL (15 x 9 x5

cm) contendo &gua do mar in natura filtrada e mantida sob iluminagéo artificial (lampadas de

61



9W) por 24 horas e temperatura ambiente para eclosdo das larvas. Apos esse periodo, as larvas
de primeiro instar (nauplios), migram para o outro compartimento aberto devido ao
fototropismo positivo, sendo, portanto separadas dos ovos. Estas foram transferidas para placas
de Petri (6 cm de didmetro) contendo agua do mar, por mais um dia para alcancar o segundo

estagio (metanduplio), utilizados nos experimentos (Figura 13, p. 62).

A B C

Figura 13. Larvas de A. salina (10X) — (A)*: recipiente para eclosdo de ovos,
nauplios (B) e placas de Petri para cultivo dos metanauplios (C).

*Fonte: URL: http://www.acuariolas mercedes.com/artemia-salina.

Inicialmente, para solucdo estoque de 5000 ug/mL, 10 mg de cada extrato foi dissolvido
em 2 mL de solvente adequado (CHCIl;/MeOH), posteriormente, aliquotas de 500, 50, 5 e 1 uL
da solucéo estoque sdo aplicadas no fundo do tubo de ensaio, em seguida secas em capelas de
exaustdo. Depois de secos, adiciona-se aos tubos de ensaio 1 mL de 4gua do mar com A. salina
(10 larvas) e mais 1,5 mL de &gua do mar, totalizando um volume de 2,5 mL, formando as
concentragdes de 1000, 100, 10 e 1 pg/mL, respectivamente (Largato et al., 2001). Entretanto,
quando necessério foram utilizadas outras concentracdes em intervalos menores. Apds 24 horas
de exposicao das larvas, o conteudo dos tubos foi transferido para uma placa de Petri, para
contagem das larvas (vivas e mortas) com auxilio de um microscopio estereoscopico (aumento
de 10x). Todos as amostras foram realizadas em triplicata e como controle negativo foi
utilizado os proprios solventes utilizados para diluir as amostras (MeOH e CHCI3) e como
controle positivo Timol 0,01% (Cantrell et al., 2003).

Os valores da concentragéo letal de 50% (CLso) e os intervalos de confianga (1Cgys) foram
calculados usando o método PROBIT analises (Finney, 1972). O grau de toxicidade das
amostras foi determinado tomando como referéncia os critérios estabelecidos por Déciga-
Campos et al.,. (2007):
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» CLsg > 1000 pg/mL — atoxico
» CLsg > 500 e <1000 pg/mL — baixa toxicidade OH
» CLso <500 pg/mL — altamente toxico

Timol

4.9. Isolamento de Alguns dos Constituintes Quimicos

Dentre os extratos que foram submetidos a triagem fitoquimica visando a deteccdo de

alcaloides, somente a fragdo em MeOH-H,0O das partes aéreas forneceu resultados positivo.

4.9.1. Procedimento experimental efetuado com a fragdo em hexano das partes aéreas

A fracdo em hexano (6,105 g), oriunda da particdo do extrato em EtOH das partes aéreas,
em virtude dos resultados apresentados nos ensaios larvicidas, foi fracionada em gel de silica
com misturas de solventes (hexano; Hex-AcOEt 9:1; 7:3; 1:1; AcOEt e MeOH). A fracdo Hex-
AcOEt 9:1 (1,868 g) foi permeada em gel de silica (230-400 mesh), utilizando-se como
eluentes misturas de hexano-AcOEt em proporgbes crescentes de polaridade, apds
monitoramento em CCD em diferentes sistemas de eluentes foram agrupadas, resultando na
subfracéo 37-40 (0,146 g) que foi novamente fracionada em gel de silica (230-400 mesh), o que
resultou fracdo 26 (0,016 g) que apresentou um aspecto oleoso amarelado, que através de
analise em CCD foi observado uma unica mancha apds revelacdo em luz UV, vapores de iodo e
sulfato cérico com coloragdo rosa claro indicando a possivel presenca de terpenos sendo esta
codificada de SvPH-1.

4.9.2. Procedimento experimental efetuado com a fragdo em CHClI; das partes aéreas

O extrato em CHCI; (6,54 g), oriundo da particdo do extrato em etanol, foi submetido a
fracionamento cromatogréafico em gel de silica 60 (230-400 mesh), utilizando-se como eluentes
misturas de CHCIl;-MeOH em proporgdes crescentes de polaridade. As subfragdes resultantes
(137 coletadas com aproximadamente 10 mL cada) foram agrupadas de acordo com a
semelhanca de seus Rf apds andlise através de CCD.

O material das subfracdes reunidas 19-31 (0,16 g) foi submetido a sucessivas lavagens a
frio com acetona e acetato de etila fornecendo um sélido amorfo branco. A revelagdo com
vapores de iodo e sulfato cérico mostrou apenas uma mancha, o qual foi codificado de SvPC-1

(0,024 g). Ja as subfracbes 32-46 (0,300 g) foram submetidas a permeacdo em gel de Sephadex
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LH-20 resultou em dois s6lidos amorfos esbranquigados 22-23 (0,034 g) e 30-32 (0,021 g) que
através de analise em CCD foi observado uma unica mancha ap6s revelagdo em luz UV,
vapores de iodo, codificados de SVPC-2 e SvPC-3, respectivamente.

O material das subfragdes reunidas (54-93 — 0,32 g) mostrou-se constituido por um
material esbranquicado encoberto por impurezas de coloracdo verde escuro. Este material ap6s
sucessivas lavagens a frio com acetona forneceu um solido amorfo branco (0,190 g), que
através de analise em CCD foi observado uma unica mancha apos revelacdo em luz UV,
vapores de iodo e sulfato cérico com coloragdo rosa claro indicando a possivel presenca de
terpenos sendo esta codificada de SvPC-4. Os sobrenadantes oriundos deste procedimento
foram novamente comparados através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas de elui¢éo e

aqueles com Rf semelhantes foram reagrupados.
4.9.3. Procedimento experimental efetuado com a fracdo em AcOEt das partes aéreas

A fracdo em AcOEt (1,61 g), oriunda da particdo do extrato em EtOH das partes aéreas
de S. verticillata, em virtude dos resultados apresentados nos ensaios antiradicalares, foi
fracionada em Sephadex LH-20 com MeOH. As subfracdes resultantes (121 coletadas com
aproximadamente 10 mL cada), ap6s monitoramento em CCD em diferentes sistemas de

eluentes foram agrupadas (Quadro 2, p. 64).

Quadro 2. Fracionamento cromatografico do extrato em AcOEt das partes aéreas.

Grupos Fragdes Reunidas Massa (g) Substéancias isoladas

| 1-40 0,707 -
1 41-50 0,307 -
1 51-62 0,029 -

v 63-76 0,134 SvPA-1 (0,014 g)

SvPA-2 (0,010 g)
V 77-80 0,007 -
VI 81-88 0,008 -
VI 89-97 0,007 -

VI 98-100 0,013 SvPA-3 (0,013 g)
IX 101-121 0145 -
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< Grupo IV

Os materiais provenientes das subfracdes reunidas do grupo IV (63-76 — 0,134 Q)
foram submetidos a permeacdo em gel em Sephadex LH-20 eluida com MeOH e em seguida a
cromatografia em coluna de gel de silica 60 (230-400 mesh, com misturas de CHCIl;-MeOH em
proporgdes crescentes de polaridade). Apds analise comparativa através de cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando diferentes sistemas de eluentes, as subfrages foram
agrupadas de acordo com a semelhanca de seus fatores de retengdo (Rfs). O material das
subfragbes 97-114 (0, 078 g), foi novamente permeado em Sephadex LH-20 (MeOH),
resultando em um sélido amorfo amarelado (0,014 g), o qual através de analise em CCD
apresentou uma unica mancha apos revelagdo com vapores de iodo e foi codificado de SvPA-1.
O material das subfragBes reunidas 123-128 (0,010 g) apresentou através de analise em CCD

uma Unica mancha apos revelacdo com vapores de iodo e foi codificado de SVPA-2.

< Grupo VIII

O material das subfragdes reunidas do grupo VIII (98-100 — 0,013 g), resultou em um
solidos amorfo amarelado, que apds analise comparativa através de CCD em diferentes
sistemas de eluentes foi observado uma Unica mancha apos revelacdo em luz ultravioleta e

vapores de iodo, o qual foi codificado de SvPA-3 (0,013 g).

4.9.4 Procedimento experimental efetuado com a fracdo em MeOH-H,0 das partes aéreas

A fracdo em MeOH-H,0O das partes aéreas (10,587 g), oriunda do extrato em etanol,
devido aos resultados obtidos na triagem fitoquimica efetuada para deteccdo de alcal6ides, foi
submetida a marcha quimica visando a extracdo de alcaldides totais, segundo a metodologia
descrita por Baldé e cols. (1991). Para tanto, esta fracdo foi agitada em 100 mL de uma solugéo
aquosa de acido tartarico a 2% e extraida com AcOEt e n-butanol. A solucdo aquosa foi
alcalinizada com solucdo de Na,CO; a 20% até pH 9 e em seguida extraida novamente com
AcOEt e n-butanol. As fracdes orgénicas foram concentradas e submetidas a ensaios com 0s
reagentes de Bouchardat, Dragendorff e Mayer. Ao final do procedimento, os reagentes ndo
revelaram reacdo positiva para alcaldides em nenhuma das fragGes obtidas. Por este motivo,

esses extratos ndo foram fracionados.
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4.9.5 Procedimento experimental efetuado com a fragdo em hexano do caule

A fragdo em hexano (4,33 g), oriunda da particdo do extrato em EtOH do caule, em
virtude dos resultados apresentados nos ensaios larvicidas, foi submetida a fracionamento
cromatogréafico em gel de silica 60 (230-400 mesh), utilizando-se como eluentes misturas de
hexano-AcOEt em proporgdes crescentes de polaridade. As subfragfes resultantes (540
coletadas com aproximadamente 5 mL cada, secas em capela de exaustdo) foram agrupadas de
acordo com a semelhanga de seus Rf apds anélise através de CCD. O material das subfrages
reunidas 233-237 (0,032 g) mostrou-se constituido por um material esbranquicado encoberto
por um outro de coloracdo verde escuro. Este material apds sucessivas lavagens a frio com
acetona forneceu um solido amorfo laranja, codificada de SvCH-1 (0,190 g), que através de
analise em CCD foi observado uma unica mancha apds revelacdo em luz UV, vapores de iodo e

sulfato cérico com coloracdo rosa claro sugerindo a presenca de terpenos.

4.9.6 Procedimento experimental efetuado com a fracdo em CHCI; do caule

A fragdo em CHCI; (4,014 g), oriunda da particdo do extrato em EtOH do caule foi
fracionado em gel de silica 60 (230-400 mesh), utilizando-se como eluentes misturas de CHCls-
AcOEt em proporcdes crescentes de polaridade. As subfragdes resultantes (159 coletadas com
aproximadamente 125 mL cada) foram agrupadas de acordo com a semelhanca de seus Rf ap6s
analise através de CCD. O material da subfragdo reunida 34-36 (0,011 g) apresentou através de
analise em CCD uma Unica mancha apos revelacdo com vapores de iodo e/ou UV, esta foi
codificada de SvCC-1. Entretanto o material da subfracdo, 58-62 (0,032 g) foi submetido a
permeacdo em gel com Sephadex LH-20 eluida com MeOH. As subfracfes resultantes (14
coletadas) foram agrupadas de acordo com a semelhanca de seus Rf em analise atraves de
CCD. O material da subfracdo 10 (0,025 g) mostrou-se constituido por um material
avermelhado e apresentou através de analise em CCD uma Unica mancha apos revelagdo com

vapores de iodo e/ou UV, esta foi codificada de SvCC-2.

4.9.7 Procedimento experimental efetuado com a fragdo em AcOEt do caule

A fracdo em AcOEt (3,11 g), oriunda da partigdo do extrato em EtOH do caule, foi
submetido a fracionamento cromatogréfico em gel de silica com misturas de solventes com

gradiente de polaridade entre AcOEt-MeOH, resultando em 137 fragdes, com um volume
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médio de aproximadamente 125 mL cada. Apds analise comparativa através de CCD foram
agrupadas de acordo com a semelhanga de seus Rfs. As subfragdes 5 (0,046 g) e 6 (0,059 g)
foram separadamente permeadas em Sephadex LH-20 utilizando-se como eluente MeOH, apds
monitoramento em CCD foram agrupadas de acordo com os Rf, resultando nas subfragdes
reunidas 3-4 (0,008 g), de aspecto oleoso amarelado, e 8-10 (0,011 g) um s6lido marrom, que
através de analise em CCD foram observados como Unicas manchas apos revelagdo em luz UV,

vapores de iodo. Estas foram codificadas de SYCA-1 e SVCA-2 respectivamente.

4.9.8 Procedimento experimental efetuado com a fracdo em hexano das raizes

Tendo em vista o resultado obtido no ensaio larvicida, a fragdo em hexano (1,517 g),
oriunda da particdo do extrato em EtOH das raizes, foi cromatografada em gel de silica 60
(230-400 mesh), utilizando-se misturas de hexano-AcOEt como eluentes em proporcoes
crescentes de polaridade. As subfragdes resultantes (63 coletadas com aproximadamente 75 mL
cada) foram agrupadas de acordo com a semelhanca de seus Rf, ap6s anélise através de CCD.
O material da subfracdo reunida 9-11 (0,069 g) foi submetido a cromatografia em camada
delgada preparativa (gel de silica P/UV354 com CaSO,), usando como eluente uma mistura de
hexano-AcOEt (9:1). Apds anélise em CCD foi observado uma tnica mancha quando revelado

em luz UV e vapores de iodo, sendo esta codificada de SVRH-1 (0,030 g).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Resultados Obtidos nos Ensaios Larvicidas

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares, na concentragdo de 250 ppm, frente
larvas do 4° estadio do A. aegyti, durante 24 e 48 horas de experimento estdo apresentados no
Quadro 3 (p. 70). Dentre os extratos que foram avaliados, ap6s 48 horas de exposicdo das
larvas, resultados mais promissores foram obtidos com as fragdes em hexano do caule (CLs
115,87 ppm; 1Cgs5 93,81-136,97 ppm) e das raizes (CLso 91,82 ppm; ICqs 72,80-108,85 ppm)] e
hexano (CLsg 83,789 ppm; ICgs 67,77-98,14 ppm) e hexano-AcOEt 9:1 (CLse 209,01 ppm;
ICg5 194,75-226,16 ppm) das partes aéreas, cuja CLso foi determinada utilizando o programa
POLO como mostrado nos gréficos da Figura 14, p. 71. Por outro lado, somente a fracdo em
hexano proveniente das partes aéreas foi considerada fracamente promissora (33,33%,
mortalidade entre 25 e 50%). As demais fragcbes foram consideradas inativas (mortalidade
inferior a 25 %). A inexisténcia de mortalidade em todos os grupos controle indica que o
DMSO utilizado para diluir o extrato, ndo afetou o desenvolvimento larval.

Segundo Pohlit e cols. (2004), estes resultados podem ser considerados promissores uma
vez que durante um periodo de 24 horas de exposi¢do, na concentracdo de 500 pg/mL, frente
larvas do 3° estddio do A. aegypti, extratos que exibiram 100% de mortalidade foram
considerados ativos. Entretanto Rodrigues et al., (2005), considerou bastante ativo o lapachol
isolado de Cybistax antisyphilitica que apresentou CLsg 26,3 pg/mL para larvas do 3° estadio.

Deste modo, considerando que larvas no 4° estadio sdo mais resistentes do que as
utilizadas neste ensaio e que o lapachol € um composto puro e que 0s extratos testados possuem
uma mistura de compostos em pequena quantidade, os resultados aqui obtidos podem ser

considerados ativos como larvicidas.
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Quadro 3. Resultados preliminares obtidos nos ensaios larvicidas.

PZT;Stsa FracOes de particdo Subfragdes (%) de (Tg Lt)alldade
CHCl; - 17,77
Caule Hexano - 100
MeOH-H,0 - 0,0
AcOEt - 0,0
CHCl; - 0,0
AcOEt - 2,22
MeOH-H,0 - 0,0
- 33,33
Partes aéreas Hexano 88,88
Hexano-AcOEt (9:1) 91,11
Hexano Hexano-AcOEt (7:3) 0,0
Hexano-AcOEt (1:1) 2,22
AcOEt 0,0
MeOH 0,0
Raizes EtOH Hexano 91,11
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Figura 14. Gréficos ilustrando a concentracdo versus percentual de mortalidade dos

extratos em hexano do caule (A), Hexano (hexano) (B) e Hexano-AcOEt 9:1

das partes aéreas (C) e hexano das raizes (D) de S. verticillata.

5.2. Resultados da Avaliagao da Capacidade Sequestradora de Radicais Livres

5.2.1. Avaliacdo Qualitativa da Capacidade Sequestradora de Radicais Livres

Dentre os extratos que foram submetidos a ensaios qualitativos frente ao radical sintético

DPPH (Quadro 1, p. 58), uma possivel atividade foi sugerida somente para os extratos brutos

71



em EtOH das partes aéreas e das raizes e fracbes em hexano (hexano) e AcOEt das partes
aéreas e AcOEt das raizes e para as substancias codificadas de SVPA-1 e SVPA-3. Deste modo,
somente estes extratos e compostos isolados foram submetidos & quantificacdo visando a

confirmacdo da atividade.

5.2.2. Avaliagdo Quantitativa da Capacidade Sequestradora de Radicais Livres

O radical sintético DPPH é muito utilizado para investigar atividade seqiestradora de
radicais livres de muitos compostos fendlicos presentes em extratos vegetais. Nestes ensaios, 0s
valores da Clsg sdo inversamente relacionados a atividade e esta aumenta com a diminuicao do
DPPH remanescente no meio reacional. Dentre as amostras que forneceram resultados
positivos frente ao DPPH nos ensaios qualitativos, o extrato bruto em EtOH (Clso 169,05 +
0,33 pg/mL) das raizes, fragdo em AcOEt (Clso 80,74 + 3,81 pg/mL) das partes aéreas e as
substancias codificadas de SvPA-3 (Clsg 94,325 + 1,82 ug/mL) e SvPA-1 (Cls 22,89 £ 1,41
ug/mL), quando comparados com os padrdes utilizados [acido galico (Clsp 20,53 + 1,34
ug/mL) e BHT (Clso 97,86 £ 2,52 ug/mL)], foram consideradas promissoras e de cinética lenta
(Figura 15, p. 72). Por outro lado, os extratos em EtOH e e as fra¢cdes em hexano (hexano) das
partes aéreas e AcOEt das raizes forneceram valores de Clsg superior a 200 pg/mL, sendo,

portanto, considerado fracamente ativo ou inativo.
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Figura 15. Gréfico da cinética para os padrdes (A) e substancias isoladas (B).
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5.3. Resultados Obtidos na determinacéo do teor de Fendis Totais

Em relacdo & determinagdo do teor de fendis totais (FT), os dados de absorbancia das
solugdes de &cido gélico (0 a 1000 pug/mL) foram plotados no programa Microcal OringinPro
6.0, originando a curva de calibragdo, Y = 0,06295 + 0,0019x, com coeficiente de correlagdo
(R =0,998) e desvio padrdo (DP = 0,02) através da analise de regressdo linear. A partir desta
equacao foi possivel determinar as concentracdes do teor de fendis totais em cada amostra
testada. Os resultados obtidos neste ensaio foram expressos como equivalente em mg de acido
galico (EAG) por grama de amostra. Os melhores resultados foram obtidos com as fragdes em
CHCl; (218,39 + 0,008 mg/g) e AcOEt (258,76 + 0,017 mg/g) do caule e em AcOEt (315,64 =
0,015 mg/g) das partes aéreas. Este ultimo foi o Unico que mostrou correlagdo com a atividade

antioxidante com DPPH.

5.4. Resultados dos Ensaios da Toxicidade Frente a Artemia salina

O teste de toxicidade frente a Artemia salina (TAS) € considerado simples, eficiente, de
baixo custo, além de ser empregado como método de triagem para identificacdo de produtos
bioativos. Este também pode ser considerado como um indicador para a conducdo de
experimentos clinicos (Parra et al., 2001). Os resultados dos ensaios para determinagdo da
toxicidade sdo mostrados na Tabela 2 (p. 74). Dentre as 20 amostras testadas, 17 delas (85%)
foram consideradas atdxicas (CLso > 1000 pg/mL) e trés (15%) foram toxicas, com CLsg entre
199,81 a 486,68 ng/mL.

Os resultados para as fragdes em hexano do caule, hexano (hexano) e hexano-AcOEt 9:1
(Partes Aéreas) e em hexano das raizes eram esperados alto grau de toxicidade devido aos bons
resultados nos ensaios frente ao A. aegypti. Entretanto, estas fracbes ndo apresentaram
toxicidade, que € indispensavel para uso seguro de compostos bioativos, livres de efeitos

adversos, o que favorece 0 seu uso como inseticida, mostrando seletividade ao mosquito.
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Tabela 2. Resultados dos ensaios de toxicidade (TAS) com os extratos e fragdes.

Partes da Fracoes Mortalidade  CLsg 1Cys Grau de
planta (%)? (ug/mL) (ug/mL) toxicidade
Partes aéreas
(EtOH) - 20,0 >1000 0,0 Atoxico
Hexano 26,6 >1000 0,0 Atbxico
CHCl; 333 >1000 0,0 Atbxico
AcOEt 43,3 >1000 0,0 Atbxico
MeOH 10,0 >1000 0,0 Atbxico
Hexano (Hexano) 0,0 0,0 0,0 Atbxico
Hexano-AcOEt (9:1) 0,0 0,0 0,0 Atbxico
Hexano-AcOEt (7:3) 75,0 286,2 229-350 Alto
Hexano-AcOEt (1:1) 56,6 486,6 141-683 Alto
AcOEt (Hexano) 76,6 199,8 97-278 Alto
MeOH (Hexano) 16,6 >1000 0,0 Atbxico
Caule (EtOH) - 30,0 >1000 0,0 Atbxico
Hexano 10,0 >1000 0,0 Atbxico
CHCl; 20,0 >1000 0,0 Atbxico
AcOEt 40,0 >1000 0,0 Atbxico
MeOH 16,6 >1000 0,0 Atbxico
Raizes (EtOH) AcOEt 13,3 >1000 0,0 Atbxico
Hexano 13,3 >1000 0,0 Atbxico
Folhas (EtOH) 30,0 >1000 0,0 Atbxico
(Acetona)  AcOEt-MeOH (1:1) 10,0 >1000 0,0 Atbxico
MeOH Controle negativo 0,0 0,0 0,0 Atbxico
CHCl; Controle negativo 0,0 0,0 0,0 Atbxico
Timol 1% Controle positivo 100 - - Alto

# Os valores correspondem as médias em triplicata da concentracdo de 1000 pg/mL.
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5.5. Resultados do Estudo Fitoquimico

O estudo fitoquimico efetuado com alguns dos extratos que apresentaram resultados
promissores nos ensaios efetuados resultou no isolamento de nove substéncias. Essas
substancias foram codificadas de acordo com o nome da espécie [S. verticillata (Sv)], parte da
planta (P = partes aéreas, R = raizes e C = caule) e dos extratos dos quais foram isoladas (A =
AcOEt, C = clorofémio, H = hexano). Todos os compostos isolados tiveram suas estruturas
identificadas com base na analise dos espectros de RMN 'H e de **C, incluindo DEPT 135 e
técnicas bidimensionais, tais como HSQC ou HMQC e HMBC, bem como compara¢do com

dados dos compostos correspondentes descritos na literatura.

SVRH-1b A%
SVPA-3R =H

SVPA-1 R = a-L-Rha

SvPC-4 SvPC-3
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SvPC-1 SvCH-1

SvCC-2
5.5.1. Identificacdo Estrutural das Substancias Codificadas de SvPC-1, SvPC-3e SvPC-4

As substancias codificadas de SvPC-4, SvPC-3 e SvPC-1 foram identificadas como
sendo, respectivamente, triterpenos pentaciclicos das séries urs-12-eno, olean-12-eno e olean-
18-eno com base na anélise dos dados obtidos dos respectivos espectros de RMN'H (Figuras
16-18, pp. 82-84), RMN-*C, incluindo DEPT 135 (Figuras 19-24, pp. 85-89), bem como pela
comparacdo com dados descritos na literatura.

Os dados obtidos dos espectros de RMN-'H a 400 MHz (Tabelas 3-5, pp. 79-81)
permitiram identificar sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos estéo condizentes com a
presenca de hidrogénios de ligagdo dupla [SvPC-4: § 5,24 (m); SvPC-3: § 5,27 (sl) e SvPC-1:
d 5,12 (s1)], hidrogénio carbindlico [SVvPC-4: 5 3,38 (dd, J = 10 e 6 Hz); SvPC-3: 6 3,20 (dd, J
= 8,4 e 7,6 Hz) e SYPC-1: 6 3,37 (m)] e varios sinais simples para hidrogénios de grupos
metilicos (SVPC-4: 5 0,77 a 1,22; SVvPC-3: 5 0,97 a 1,21 ¢ SVPC-1: 5 0,75 a 5 0,99).

A analise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN*C e DEPT 135 permitiu
reconhecer para cada um dos trés compostos, a natureza de sinais correspondentes a trinta

atomos de carbonos (Tabelas 3-5, pp. 79-81). Dentre esses sinais, sete sdo nao hidrogenados,
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sete sdo monoidrogenados, nove sdo diidrogenados e sete sdo triidrogenados. Dentre esses
carbonos atencdo especial foi dada aos sinais cujos valores de deslocamento quimico sdo
caracteristicos de duplas ligagbes [SVPC-4: 6 125,84 (CH) e 6 138,53 (C); SvPC-3: 5 122,38
(CH) e 143,97 (C) e SVPC-1: 6 137,48 (C) e 132,60 (CH)], uma vez que a natureza e os valores
de deslocamento quimico destes carbonos definem o tipo estrutural do esqueleto em triterpenos
pentaciclicos (Mahatu & Kundu, 1994). Adicionalmente, foram observados sinais para um
carbono carbinélico [SVPC-4: 5 78,99 (CH); SVPC-3: 6 78,93 (CH) e SVPC-1: 6 77,48 (CH)] e
para um carbono carboxilico [SvPC-4: 180,97 (C); SvPC-3: 6 181,13 (C) e SVPC-1: § 179,72
©1

A anélise conjunta dos dados espectrais obtidos e comparagdo com os valores de
deslocamentos quimicos descritos na literatura (Connolly & Hill, 1991; Mahatu & Kundu,
1994; Jungues et al., 2000; Pu Zhang et al., 2009) permitiram propor para SvPC-4, SvPC-3 e
SvPC-1 estruturas dos triterpenos pentaciclicos conhecidos como Acidos ursélico, oleandlico e
mordlico, respectivamente.

O é&cido ursdlico foi descrito anteriormente em outras espécies do género Borreria [B.
stricta (Sharma & Gupta, 1987), B. articularis (Mukherjeree et al., 1994) e B. hispida (Kapoor
et al.,, 1969). Este acido é descrito na literatura como anti-inflamat6rio, hepatoprotetor,
antihiperlipidémico, antitumoral e bactericida (Harbone & Baxter, 1993). Por outro lado, os
acidos oleanolico e morolico estdo sendo relatados pela primeira vez neste género. O &cido
oleandlico é descrito como inseticida, diurético e anti-HIV (Kowalski, 2007), enquanto que o

acido morélico como citotéxico, anti-HIV, anti-HSV e anti-inflamtdrio (Pu Zhang et al., 2009).

30 29 §0

SvPC-4 SvPC-3
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SvPC-1
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Tabela 3. Dados de RMN (*H: 400; *C: 100 MHz, CDCI3/CDsOD, &, Hz) da substancia
SVPC-4 e comparacdo com dados do Acido ursolico (Connolly & Hill, 1991;
Mahato&Kundu, 1994).

SvPC-4 Acido ursélico
Posicéo 8¢ Sn 8¢ Sy
C
4 39,01 39,8
8 39,06 40,3
10 37,22 37,7
13 138,53 139,7
14 42 .37 429
17 46,49 48,4
28 180,97 180,3
CH
3 78,99 3,20 (dd, J = 10; 6) 78,5 3,21 dd
5 55,62 56,2
9 48,12 48,4
12 125,84 524 m 126,0 524 m
18 53,20 53,9
19 39,42 39,9
20 39,29 39,8
CH,
1 39,04 39,4
2 26,99 28,5
6 18,61 19,2
7 33,37 33,9
11 23,55 24,0
15 28,31 29,1
16 24,51 25,3
21 30,96 31,1
22 37,15 37,8
CH;
23 28,22 0,96 s 29,2 0,92s
24 15,59 0,77 s 16,0 0,75s
25 15,84 0,82 s 16,9 0,78s
26 17,24 1,10 s 17,9 0,99s
27 23,77 1,25 24,3 1,08s
29 17,11 0,87 (d, J = 6,4) 17,8 0,86 d

30 21,27 0,95 (d, J=7.8) 21,8 0,94 d
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Tabela 4. Dados de RMN (*H: 400; **C: 100 MHz, CDCIs/CDs0OD, &, Hz) da substancia
SvPC-3 e comparagio com dados do Acido oleandlico (Mahato & Kundu, 1994;
Jungues et al., 2000).

SvPC-3 Acido oleanélico
Posicéo 8¢ SH S¢ O
C
4 38,78 38,7
8 39,10 39,3
10 37,07 37,0
13 143,97 143,4
14 41,80 41,6
17 46,49 46,6
20 30,76 30,6
28 181,13 181,0
CH
3 78,93 3,20 (dd, J=8,4 € 7,6) 78,7 3,45 (dd, J =55 € 10,0)
5 55,32 55,2
9 47,70 47,6
12 122,38 5,27 sl 122,1 5,48 sl
18 41,29 413
CH,
1 38,55 38,5
2 26,85 274
6 18,41 18,3
7 32,63 32,6
11 23,10 23,1
15 27,74 27,7
16 23,47 23.4
19 46,05 45,8
21 33,14 33,8
22 32,62 32,3
CHj3
23 28,07 0,92 28,1 0,95s
24 15,63 0,88 15,6 0,87s
25 15,34 0,97 15,3 1,01s
26 16,88 1,08 16,8 1,04 s
27 25,94 1,25 26,0 1,21s
29 32,80 0,97 33,1 1,01s

30 23,60 1,08 23,6 1,04s
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Tabela 5. Dados de RMN (*H: 400; *C: 100 MHz, CDCls, 8, Hz) da substancia SvPC-1 e
comparacdo com dados do Acido mordlico (Pu Zhang et al., 2009; Mahato &
Kundu, 1994).

SvPC-1 Acido mordlico
Posicéo 8¢ OH d¢c O

C

4 38,92 38,8

8 40,73 40,6

10 37,27 37,1

14 42,66 42,5

17 48,05 48,1

18 137,48 136,9

20 32,13 32,0

28 179,72 181,0
CH

3 78,90 3,37t 78,3 3,20 (dd, J=5,4;10,9)

5 55,62 55,4

9 51,28 51,11

13 41,39 41,2

19 132,60 512s 132,3 5165
CH>

1 39,06 38,8

2 27,09 27,3

6 18,31 18,2

7 34,65 34,5

11 21,04 20,9

12 26,09 25,9

15 29,53 29,3

16 34,65 33,5

21 33,60 33,5

22 33,71 33,5
CHs3

23 27,93 0,96 s 27,9 0,86s

24 16,60 0,77 s 16,6 0,78s

25 15,46 0,82 s 15,4 0,76 s

26 15,99 0,98 s 15,9 0,98s

27 15,01 0,99 s 14,9 1,00 s

29 30,37 0,95s 30,3 0,97 s

30 29,18 0,96s 29,1 0,97s
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5.5.2. Identificacdo Estrutural das Substancias Codificadas de SvPA-1 e SVPA-3

As substancias codificadas de SvPA-1 e SvPA-3 foram identificadas como sendo dois
derivados flavonoidicos com base na analise dos dados obtidos dos espectros de RMN, bem
como pela comparagdo com os dados descritos na literatura.

Os dados obtidos dos respectivos espectros de RMN *H a 400 MHz (Figuras 25 e 26, p.
93; Tabelas 6 e 7, pp. 91 e 92), revelaram a presenca de sinais duplos, cujos valores de
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento estdo condizentes com a presenca de
anéis aromaticos dos tipos tetrassubstituido [SVPA-3: & 6,21 e 6 6,42 (d, J = 1,8 Hz cada);
SVPA-1: 66,21 e 8 6,38 (d, J = 1,8 Hz cada] e trissubstituido [SVPA-3: 8 7,76 (d, J = 1,9 Hz);
67,64 (dd,J=19e85Hz)ed6,92(d, J=28,5Hz); SYPA-1: 57,34 (d,J=1,9 Hz), 56 7,36
(dd,J=19e8,5Hz)e 56,92 (d, J=8,5Hz)] e para uma unidade a-L-rhamnopiranosidica na
molécula de SvPA-1 [6 5,34 (d, J = 1,6 Hz, H-1"" anomérico), & 4,22 (dd, J =1,7; 3,3 Hz, H-
2), 83,77 (dd, J = 3,1; 9,4 Hz, H-3""), 6 3,34 (m, H-4""), 56 3,73 m (H-5") € 5 0,95 (d, J = 6,1
Hz, H-6"")]. O valor da constante de acoplamento do hidrogénio anomérico (J = 1,6 Hz)
permitiu definir esta unidade como sendo do tipo a-L-rhamnopiranosidica. A anélise destes
dados permitiu sugerir para ambos compostos o esqueleto estrutural de um flavonoide.

A anélise dos dados obtidos dos respectivos espectros de RMN **C (Figura 27 e 29, pp.94
e 95), incluindo DEPT (Figura 28, p. 94; Tabela 6 e 7, pp. 91 e 92), registrados a 100 MHz,

permitiu identificar um total de 15 4tomos de carbono para SvPA-3 (dez ndo hidrogenados e
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cinco monohidrogenados) e um total de 21 atomos para SVPA-1 (dez ndo hidrogenados, dez
monoidrogenados e um triidrogenado). Dentre os carbonos ndo hidrogenados de ambos, foram
observados que em sete deles os valores de deslocamentos quimicos sugeriram presenca de
carbonos sp2 oxigenados (SvPA-3: 6 137,10; 146,17; 148,00; 148,70; 158,18; 162,39 e &
165,50; SVPA-1: 136,24; 146,44; 149,83; 158,55; 159,32; 163,23 e 166,02), um carbonilico
(SVPA-3: 5 177,20; SVPA-1: § 179,66), dois carbonos sp? ndo oxigenados (SVPA-3: & 104,90 e
5 124,11; SvPA-1: 5 105,88 e & 122,98), além de uma unidade o-L-rhamnopiranosidica em
SVPA-1 (Tabela 7, p. 92). Esta analise permitiu deduzir férmulas moleculares de Cy5H;007 para
SVPA-3 e de C,1H,004; para SVPA-1, com indices de deficiéncia de hidrogénios iguais a onze e
doze, respectivamente. A anélise conjunta destas informacbes permitiram confirmar para
ambos os compostos o esqueleto estrutural de um flavonoide (CsC3.Cg). Contudo, a auséncia
nos espectros de RMN 'H de um sinal simples entre & 6,0-6,90, tipico do H-3 de flavonas
(Markham, 1989), sugeriu para ambos esqueletos de flavondis.

A anélise conjunta dos dados espectrais obtidos permitiu propor para SVPA-3 a estrutura
do flavonol 3,5,7,3’,4’-Pentaidroxiflavona, conhecido como Quercetina.

A correlagéo observada no espectro bidimensional HMBC de SvPA-1 (Figura 31, p. 96),
especialmente do hidrogénio anomérico da unidade a-L-rhamnopiranosidica [6 5,34 (d, J=1,6
Hz, H-1°")] com o sinal do carbono que absorve em & 136,24 (C-3) permitiram definir a
posicao da unidade a-L-rhamnopiranosidica. As demais correlagdes observadas nos espectros
bidimensionais HSQC (Figura 30, p. 95) e HMBC (Figura 31, p. 96) e a analise comparativa
dos dados de RMN obtidos com os do composto correspondente descrito na literatura (Tabela
7, p. 92) permitiram propor para SvPA-1 a estrutura do flavonol 3-O-a-L-rhamnopiranosil-
5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona.

Estas propostas estruturais foram confirmadas pela comparagdo com dados de RMN dos
compostos correspondentes descritos na literatura (Tabelas 6 e 7, pp. 91 e 92).

No género Borreria ou Spermacoce a Quercetina e a 3-O-a-L-rhamnopiranosil-5,7,3",4’-
tetrahidroxiflavona foram isoladas somente das sementes e folhas de B. Stricta (Bhadoria &
Gupta, 1981; Sharma & Gupta, 1987) e também a 3-O-a-L-rhamnopiranosil-5,7,3’,4’-

tetrahidroxiflavona nas partes aéreas de S. laevis (Noiarsa et al., 2007).
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SVPA-3R=H

SVPA-1 R = a-L-Rha

Tabela 6. Dados de RMN (*H: 400; *3C: 100 MHz, CDs0D, 8, Hz) da substancia SVPA-3 e

comparagdo com dados da literatura (DMSO-ds; Kim, 2005).

Posicéo SvPA-3 Quercetina
dc 3n 8¢ dH

c 2 148,70 147,63
3 137,10 135,64
4 177,20 175,76
5 162,39 160,64
7 165,50 163,85
9 158,18 156,07
10 104,90 102,92
1’ 124,11 121,88

146,17 144,99

4’ 148,00 146,73

CH
6 99,60 6,21 (d, J=1,8) 98,12 6,19 s
8 94,45 6,42 (d, J=1,8) 93,28 6,41 s
2’ 116,00 7,76 (d, J=1,9) 115,00 7,67 (d, J=1,8)
5 116,20 6,92 (d, J=8.,5) 115,54 6,89 (d, J=8,4)
6’ 121,70 7,64 (dd, J=1,9; 8,5) 119,90 7,54 (dd, J =1,8; 8,4)
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Tabela 7. Dados de RMN (*H: 400 MHz; *C: 100 MHz, CD;0D, 8, Hz) da substancia SVvPA-1
e comparacdo com dados da 3-O-a-L-Rhamnopiranosilquercetina (CD;OD, Arot
& Williams, 1997).

SvPA-1 3-0O-a-L-Rha-
Quercetina
Posicéo S¢c d/HSQC HMBC d¢c
C 2 159,32 158,80
3 136,24 134,20
4 179,66 179,70
5 163,23 163,30
7 166,02 166,30
9 158,55 158,40
10 105,88 104,70
1 122,98 121,30
3’ 146,44 144,90
4’ 149,83 148,60
CH
6 99,86 6,21 (d, J=2,0) C-5; C-7; C-8; 98,80
C-10
8 94,75 6,38 (d, J=2,0) C-6; C-7; C-9; C-10 94,00
2’ 116,94 7,34 (d,J=21) C-2;C-1’; C-67; C-37; 115,60
C-4
5’ 116,38 6,92 (d, J=8,4) C-3’;C-4’; C-6’ 115,40
6’ 122,87 7,32 (dd,J=7,8;2,1) C-2’;C-4’; C-5 122,00
1 103,56 534 (d, J=1,6) C-3;C-2” 102,00
2" 71,92 4,22 (dd, J=1,7; 3,3) 70,10
3 72,04 3,77 (dd, J=3,1;94) 70,30
4 73,27 3,34 m 74,70
5 72,13 3,73 m 71,00
CHjs
6" 17,65 0,95 (d, J=6,1) 17,60
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5.5.3 Identificacdo Estrutural da Substancia Codificada de SvCH-1

A substancia codificada de SvCH-1 foi identificada como sendo um triterpeno
pentaciclico da série friedelano com base na andlise dos dados obtidos dos espectros de RMN
'H (Figura 32, p. 99), RMN **C e DEPT 135 (Figuras 33 e 34, pp. 100 e 101), bem como pela
comparagéo com dados de modelos descritos na literatura.

Os dados obtidos do espectro de RMN 'H (Tabela 8, p. 98), bem com sua feicdo
espectral, nos permitiram deduzir que SvCH-1 pertence & classe dos triterpenoides. Essa
deducéo foi fundamentada pela observacéo no referido espectro da presenga de sinais simples
atribuidos a grupos metilicos, um sinal duplo [3 0,82 (d, J = 7,2 Hz)] referente a um grupo
metilico, um quarteto (6 2,14 (dd, J =5,7 Hz), além de um multipleto em & 2,33-2,35.

A anélise dos dados do espectro de RMN **C em conjunto com o DEPT 135° (Figura 34,
p. 101) permitiu identificar um total de trinta 4&tomos de carbono, dos quais quatros séo
metinicos, dez sdo metilénicos, oito sdo metilicos e oito sdo ndo hidrogenados. Destes, 0s
valores de deslocamentos quimicos atribuidos principalmente para o C-2 (8 41,09 CHy), C-3 (&
212,33 C), C-4 (5 58,04 CH) e principalmente a metila 23 (6 6,86 CHz), bem como as demais
infericbes, permitiram propor para SVCH-1 a estrutura de um triterpeno pentaciclico da série
friedelano.

A anélise conjunta dos dados espectrais obtidos e comparacdo com dados de modelos
descritos na literatura (Mahato & Kundu, 1994), contendo grupos carbonilicos em diferentes
posicdes do esqueleto friedelano (Tabela 8, p. 98), permitiram propor para SvCH-1 a estrutura
de um triterpeno 3,15-Dioxo-friedelano. Esta substancia est4 sendo descrita pela primeira vez

no género Borreria ou Spermacoce.

SvCH-1
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Tabela 8. Dados de RMN *3C (100 MHz, CDCls, 8) da substancia SvCH-1e dos Modelos 3,15-
, 3,7-, 3,16- e 3,22-Dioxo-friedelano (Mahato & Kundu, 1994).

Carbono
SVCH-1 3,15-Dioxo 3,7-Dioxo 3,16-Dioxo 3,22-Dioxo
1 22,33 CH, 22,3 21,3 22,2 22,3
2 41,09 CH, 414 40,8 414 414
3 212,33 C 2131 210,6 2125 2126
4 58,04 CH 58,2 57,8 58,2 58,3
5) 42,22 C 42,0 47,0 42,1 42,1
6 40,92 CH; 40,5 56,9 41,0 41,3
7 22,33 CH, 21,3 210,2 18,6 18,1
8 45,33 CH 45,3 63,4 52,4 51,8
9 37,20 C 37,2 42 .4 37,7 37,6
10 59,23 CH 59,3 59,0 59,4 59,7
11 33,07 CH, 34,4 35,5 354 35,7
12 29,34 CH, 29,4 29,8 29,1 30,2
13 42,22 C 42,4 39,4 39,2 38,6
14 5550 C 54,2 375 40,5 39,7
15 21435 C 2141 31,6 50,2 30,4
16 51,32 CH, 54,0 36,3 218,8 27,1
17 3350 C 335 30,1 453 45,0
18 44,00 CH 44,0 41,8 44,0 48,1
19 35,52 CH, 34,9 34,9 35,5 34,8
20 28,34 C 279 28,0 27,6 31,5
21 33,80 CH, 33,8 32,8 31,7 49,5
22 39,07 CH, 38,6 38,6 30,8 2173
23 6,86 CHjs 6,8 6,8 6,8 6,8
24 15,00 CHs 15,0 151 1477 14,7
25 18,13 CHs 17,4 18,2 17,3 18,1
26 1410 CHs 14,7 19,2 20,3 18,3
27 19,11 CHs 18,9 194 16,2 18,5
28 31,40 CHj; 32,2 32,1 274 34,0
29 31,90 CHj; 33,3 31,8 31,1 31,1
30 34,26 CHj; 334 34,6 35,2 35,1
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5.5.4. Identificacdo Estrutural da Substéancia Codificada de SvCC-2

A substéancia codificada de SvCC-2 foi identificada como sendo uma antraquinona com
base na analise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN de *H (Figura 35, p. 104) e
de 3C, incluindo DEPT (Figuras 36 e 37, pp. 105 e 106) e técnicas bidimensionais (HSQC e
HMBC) (Figuras 38 e 39, pp. 106 e 107), bem como pela comparagédo de dados descritos na
literatura (Kitajima, 1998).

Os dados obtidos do espectro de RMN *H (Tabela 9, p. 103) evidenciaram sinais simples
em & 7,65 e & 8,15 condizentes com a presenca e de um anel aromatico do tipo 1,2,4,5-
tetrasubstituido; em & 2,48 para um grupo metilico, cujo valor de deslocamento quimico sugere
que este grupo se encontra ligado a anel aromatico, além de multipletos para hidrogénios
aromaticosem 6 7,87; 57,89 e 6 8,34.

A anélise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN *3C e DEPT 135 (Tabela 9,
p. 103) permitiu reconhecer para SYCC-2 um total de quinze sinais de atomos de carbono (oito
ndo hidrogenados, seis monoidrogenados e um triidrogenado) Dentre esses carbonos ressaltam-
se valores de deslocamentos quimicos condizentes com a presenca de dois grupos carbonilicos
[5 183,06 (C) e 5 184,32 (C)], um carbono sp sustentando oxigénio [5 161,76 (C)] e um grupo
metila [5 16,50 (CHs)]. Adicionalmente, foram observados sinais para seis carbonos sp® néo
hidrogenados (Tabela 9, p. 103). Estas informagdes permitiram sugerir para SvCC-2 a estrutura
de uma antraquinona.

As correlagdes observadas no mapa de contorno do espectro de RMN bidimensional
HMBC (Tabela 9, p. 103), além de atribuir inequivocamente a maioria dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios e carbonos da molécula, permitiram também definir as posi¢des dos
grupos substituintes no ndcleo antraquindnico, especialmente pelas correlages dos sinais de H-
1 (6 7,65) com C-3 (6 128,19), C-9 (6 183,06) e C-9a (6 133,10) e de H-4 (5 8,15) com C-2 (5
161,76), C-10 (5 184,32), C-4a (5 126,11) e Me (5 16,50). Também foram observadas
correlagBes entre os hidrogénios da metila (5 2,48) com C-2, C-3 e C-4.

A andlise dos dados espectrais discutidos, bem como a comparagdo com dados da 2-
Hidroxi-3-metilantraquionona (Kitajima, 1998), permitiu a identificacdo de SvCC-2 com este
composto. Este € o primeiro relato da ocorréncia de antraquinona em espécie dos géneros

Borreria ou Spermacoce.
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SvCC-2

Tabela 9. Dados de RMN (*H 400; **C: 100 MHz, CDCI:/CDs0D, 5, Hz) da substancia SvCC-

2 e comparagdo com os da 2-Hidroxi-3-metilantraquionona (CDClIs, Kitajima,

1998).
SvCC-2
2-Hidroxi-3-metil-
Carbono d+-HMQC HMBC antraguionona
8C 8H SC SH

1 111,95 7,655 C-3; C-9; C-9a 114,60 7,635

2 161,76 159,14

3 128,19 128,19

4 130,85 8,155 C-2; C-10; C-4a; Me 128,16 8,035

4a 126,11 127,34

5 127,24 8,34 m C-4a; C-7 127,91 8,29

(dd,J=7,3;1,9)

5a 133,88 132,19

6 134,38 7,89 m 134,20 7,86 (td, J=7,3;1,6)

7 134,11 7,87 m 134,04 7,88 (td, J=7,1;1,6)

8 126,96 8,34 m 127,33 8,22

(dd,J=7,3;1,9)

8a 133,03 133,37

9 183,06 182,58

9a 133,10 130,78

10 184,32 182,85

CHs 16,50 2,48s C-2;C-3;C4 16,05 2,45
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Figura 35. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls/CD;0D) da substancia SvCC-2
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5.5.5 . Identificagdo Estrutural das Substancias Codificadas de SvRH-1a e SvRH-1b

As substdncias codificadas de SvRH-la (componente majoritario) e SvRH-1b
(componente minoritario) foram isoladas em mistura e identificadas como sendo dois
fitoesteroides com base na analise dos dados obtidos dos espectros de RMN *H (Figura 40, p.
111) e RMN “3C, incluindo experimento DEPT 135 (Figuras 41 e 42, pp. 11 e 112), bem como
pela comparagdo dos dados espectrais obtidos com os dos compostos analogos descritos na
literatura (Della-Greca et al., 1990).

O espectro de RMN *H da mistura (Tabela 10, p. 110) permitiu reconhecer para ambos
componentes sinais para uma ligacdo dupla do tipo trisubstituida [6 5,68 (sl)], varios sinais
simples, duplos e maltiplos entre 6 0,68 e & 1,16 atribuidos a grupos metilicos, metilénicos e
metinicos saturados, além de sinais maltiplos entre & 2,23 e & 2,40 atribuidos a hidrogénios em
posicao alfa a grupo carbonilico. Observou-se ainda no referido espectro duplo dupletos, cuja
feicdo espectral e valores de deslocamentos quimicos [6 5,18 (dd, J = 15,2 e 8,6 Hz) e 6 5,05
(dd, J = 8,6 e 15,2 Hz)] sugeriram presenc¢a de uma ligacéo dupla do tipo trans-dissubstituida
(A%) para o componente minoritério.

A analise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN *3C e DEPT 135 (Tabela 10,
p. 110), permitiu reconhecer para 0 componente majoritario (SvRH-1a) um total de vinte e
nove sinais de atomos de carbono, dos quais quatro sdo ndo hidrogenados, oito s&o
monoidrogenados, onze sdo diidrogenados e seis sdo triidrogenados. Estas informagdes
permitiram sugerir o esqueleto de um fitoesteroide.

Os valores de deslocamentos quimicos observados para os carbonos sp?, bem como a
natureza dos mesmos no espectro DEPT (Figura 42, p. 112), permitiram reconhecer nas
estruturas de ambos a presenca de um grupo carbonilico conjugado [6 200,93 (C)] bem como
para uma ligagdo dupla conjugada do tipo trissubstituida [SYRH-1a: 6 173,63 (C) e 6 122,46
(CH); SvRH-1b: 6 173,67 (C) e 6 122,96 (CH)]. Estas observagdes, associada aos valores de
deslocamentos quimicos dos demais carbonos (Tabela 10, p. 110) e comparacdo com dados
descritos na literatura (Della-Greca et al., 1990) permitiram sugerir para SYRH-1a a estrutura
do fitoesteroide conhecido como sitostenona.

A anélise comparativa entre os dados de RMN *3C obtidos para SYRH-1a com os dados
do componente minoritario permitiu sugerir para SVRH-1b a estrutura do fitoesteroide

conhecido como estigmastenona. Esta dedugdo foi apoiada pela presenca dos sinais de
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carbonos sp? [8 137,96 (CH) e & 129,10 (CH)] e pela auséncia de sinal referente a carbono sp®
sustentando oxigénio (em torno de & 72) no espectro de RMN **C (Tabela 10, p. 110).

SVRH-1b A%
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Tabela 10. Dados de RMN (*H: 400; **C 100 MHz, CDCls, Hz) das substancias SVRH-1,
SVRH-1b e comparacdo com dados da literatura da Sitostenona e da

Estigimastenona (Della-Greca et al., 1990).

SvRH-1a SvVRH-1b Sitostenona  Estigmastenona
Posicdo d¢ O dc O dc d¢
1 35,17 35,62 35,68 35,68
2 33,42 2,23-2,40 33,52 2,23-2,40 (m) 33,89 33,89
(m)
3 200,93 200,93 198,92 198,92
4 122,46 5,68 (sl) 122,96 5,68 (sl) 123,64 123,64
5 173,63 173,67 171,01 1711
6 32,73 32,73 32,86 32,86
7 31,70 32,07 32,07 32,07
8 35,24 35,24 35,73 35,73
9 53,33 53,33 53,04 53,84
10 38,41 38,41 38,58 38,58
11 20,64 20,67 21,03 21,03
12 39,27 39,27 39,48 39,48
13 42,91 42,91 42,35 42,35
14 55,55 55,55 55,94 55,94
15 23,82 24,88 24,12 24,12
16 29,04 28,56 28,10 28,10
17 55,65 55,65 56,08 56,08
18 11,79 0,68 (s) 11,74 0,68 (s) 11,98 11,98
19 16,89 1,16 (s) 16,89 1,16 (s) 17,38 17,38
20 35,82 40,20 36,10 40,96
21 18,54 0,98 20,76 0,98 18,72 21,20
(d, J=16,6) (d,J=6,6)
22 33,52 137,96 5,18 34,01 138,29
(dd, J 15,2; 8,6)
23 25,08 129,10 5,05 25,99 129,28
(dd, J 15,2; 8,6)
24 45,49 50,96 45,80 51,22
25 28,77 32,07 29,11 31,90
26 20,65 20,08 19,81 21,20
27 19,35 19,76 19,18 19,18
28 22,69 25,65 33,10 25,39

29 11,52 11,55 11,14 11,14

110



38933838
mmmmmm

5.6886

¥
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6. Consideragdes Finais



6. Consideracdes Finais

Os resultados obtidos no presente trabalho, envolvendo a avaliagdo das atividades
larvicida (larvas do 4° estaddio do Aedes aegypti), antioxidantes (DPPH), teor de fenodis
totais e toxicidade frente & Artemia salina, bem como a investigacdo fitoquimica com
extratos da espécie Spermacoce verticillata G. Mey (Rubiaceae), permitiram relacionar as

seguintes consideracdes:

% Nos ensaios frente larvas do 4° estiddio do A. aegypti, dentre os extratos testados, 0s
melhores resultados foram obtidos com as fracfes em hexano do caule e das raizes,
hexano (hexano) e hexano-AcOEt 9:1 das partes aéreas forneceram resultados
promissores nos ensaios preliminares, estas foram consideradas ativas em comparagao
com dados da literatura. Nos ensaios de toxicidade frente & Artemia salina, dentre as
amostras que avaliadas, apenas trés [Hexano- AcOEt (7:3), (1:1) e AcOEt do extrato
hexano das partes aéreas] mostraram alta toxicidade. No entanto, nenhuma delas foi

ativa como larvicida;

+ Dentre os extratos e substancias isoladas em ensaios qualitativos frente ao radical
DPPH, os resultados revelaram uma possivel atividade antioxidante somente para o
extrato bruto em EtOH, fracdo em AcCOEt e em hexano (hexano) das partes aéreas,
extrato bruto em EtOH e fracdo em AcOEt das raizes bem como para as substancias
codificadas de SvPA-1 e SvPA-3. Destes, somente o extrato bruto em EtOH das
raizes, fragdo em AcOEt das partes aéreas e as substancias codificadas de SvPA-3 e
SvPA-1, atividade comparavel aos controles positivos utilizados. Por outro lado, 0s
extratos em EtOH e e as fracBes em hexano (hexano) das partes aéreas e AcOEt das
raizes forneceram valores de Clsg superior a 200 pg/mL, sendo, portanto, considerado
fracamente ativo ou inativo. Entretanto, somente a fracdo em AcOEt das partes aéreas
mostrou correlacdo com o teor de fendis totais;

% A investigacdo fitoquimica efetuada com os extratos de S. verticillata, conduziu ao

isolamento de dois flavonoides (Quercetina e a 3-O-a-L-Rhamnopiranosilquercetina),

uma antraquinona (2-Hidroxi-3-metilantraquinona), quatro triterpenos (Acidos

Ursolico, Oleandlico e Morolico, e 3,15-Dioxofriedelano), além de uma mistura

composta por dois fitoesteroides (Sitostenona e Estigmastenona). Estas substéncias

114



tiveram suas estruturas identificadas com bases na analise dos dados de RMN em uma
e duas dimensdes e comparagdo com os dados da literatura. Dentre as substancias
isoladas os compostos 3,15-Dioxofriedelano, 2-Hidroxi-3-metilantraquinona, o0s

acidos Oleandlico e Morolico estdo sendo descritos pela primeira vez no género.

E de grande importancia o estudo de plantas com propriedades terapéuticas,
permitindo a confirmacdo e até ampliando desse potencial. Os resultados obtidos
permitiram a ampliagdo do conhecimento quimiotaxondémico, com o isolamento de nove
substancias desta quatro estdo sendo descritas pela primeira vez nos géneros Borreria e
Spermacoce, bem como a ampliagdo das atividades bioldgicas, em que alguns extratos,

fracOes e das substancias isoladas mostraram grande potencial larvicida e antioxidante.
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