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querida avé Doraci tinha sido diagnosticada com cancer no ovario. Foi um susto
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guadro de dor quase que interrupta, vi os alcaloides codeina e a famosa morfina
se comportarem de forma, quase que, in6cua. Pude entdo comprovar que por mais
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Cada planta é um livro, com informac¢Bes preciosas, sobre o desenvolvimento da
floresta, seu passado remoto, seu futuro. Destruir a floresta € como incendiar mil
Alexandrias.

Otto R. Gottlieb

Nunca tenham medo de tentar algo novo. Lembre-se de que um amador solitario
construiu a Arca. Um grande grupo de profissionais construiu o Titanic.

Luis Fernando Verissimo

Desde o principio

E disse Deus: produza a terra
plantas, ervas que contenham sementes e
arvores frutiferas que deem fruto segundo a
sua espécie... E viu Deus que isto era bom.

Génesis 1: 11 e 12

Até a eternidade

No meio de sua praca, de uma e
outra margem do rio, estd a arvore da
vida... e as folhas da arvore sdo para a
cura dos povos.

Apocalipse 22: 2

As plantas sempre estardo sendo utilizadas pelo homem



RESUMO

Este trabalho descreve o estudo quimico e farmacoldgico dos extratos e compostos
isolados de duas espécies de Rubiaceae (Sabicea grisea Cham. & Schitdl. var.
grisea e Psychotria barbiflora DC.). Extratos e fragcbes de S. grisea, bem como
fracbes com reacdes positivas para alcaloides obtidas de P. barbiflora, exibiram
reducdo significativa da resposta nociceptiva, com inibicdo superior ou comparavel
ao farmaco de referéncia, indometacina. O estudo quimico das fracGes das folhas e
caule de S. grisea, guiados pelos ensaios farmacoldgicos, resultou no isolamento de
dois alcodis saturados, octacosanol e hexacosanol, dois triterpenos pentaciclicos da
série oleanano, &cidos siaresindlico e 3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-
arabinopiranosilsiaresindlico, os acidos salicilico e vanilico, a escopoletina, o cafeato
de etila, além dos fitoesteroides, o B-sitosterol e 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol. Nao
ha relatos sobre a presenca destes compostos no género Sabicea e nao foi
encontrado registro sobre o acido 3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-
arabinopiranosilsiaresinélico, nomeado de Gottliebsideo, uma singela homenagem
ao maior Quimico em Produtos Naturais do Brasil, Prof. Otto Richard Gottlieb,
sendo, portanto, um novo produto natural. O estudo quimico das fracdes alcaloidicas
das folhas e caule de P. barbiflora conduziu, pela primeira vez, ao isolamento de
dois alcaloides B-carbolinicos, harmana e acido estrictosidinico, cujas ocorréncias
corroboram com a inclusdo desta espécie no subgénero Heteropsychotria. Nos
ensaios farmacolégicos, o octacosanol (10 e 1 mg/kg, i.p) e o acido siaresinolico (1 e
0,1 mg/kg, i.p) apresentaram efeitos antinociceptivos periféricos mediado por
receptores a2-adrenérgicos e canais de K'ATP-dependente, respectivamente. Além
disso, estes compostos inibiram o acumulo de células inflamatérias, bem como os
niveis de TNF-a no modelo de inflamacé&o induzida por carragenina, indicando uma
acdo anti-inflamatoria. Em adicdo, o octacosanol (< 200 pg/ml) e o &cido
siaresindlico (< 50 pyg/ml) ndo foram capazes de induzir morte nas célula quando
avaliados no teste de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), revelando auséncia de citotoxicidade destes compostos.

Palavras Chave: Sabicea grisea. Octacosanol. Acido siaresindlico. Acido 3-O-o-L-
rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosilsiaresindlico.
Psychotria barbiflora. Alcaloides [-carbolinicos. Antinociceptivo.
Anti-inflamatorio.



ABSTRACT

This work describes the study chemical and pharmacological of the extracts and
compounds isolated from two species of Rubiaceae (Sabicea grisea Cham. & Schitdl.
var. grisea and Psychotria barbiflora DC.). Extracts and fractions of S. grisea, and
fractions which showed positive reactions record to alkaloids of P. barbiflora,
exhibited a significant reduction in the nociceptive response, with inhibition upper or
comparable to the reference drug, indomethacin. The chemical study of fractions
from leaves and stems of S. grisea, guided by pharmacological tests, resulted to the
isolation of two saturated alcohols, octacosanol and hexacosanol, two pentacyclic
triterpenes oleanane serie, siaresinolic and 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranosylsiaresinolic acids, vanillic and salicylic acids, scopoletin, ethyl
caffeate and two phytosteroids, 3-sitosterol and 3-O-B-D-glucopyranosylsitosterol. It
is noteworthy that no previous reports about the presence of these compounds in the
genus Sabicea. Moreover, no record was found on the 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-siaresinolic acid, named Gottliebside, an simple tribute
to the greatest Natural Products Chemistry of the Brazil, Prof. Otto Richard Gottlieb,
therefore, a new natural product. The chemical study of alkaloidal fractions from
leaves and stems of P. barbiflora led to the isolation of two [(-carboline alkaloids,
harman and stricnosidinic acid, whose occurrences corroborate the inclusion of this
species in the subgenus Heteropsychotria. In the pharmacological tests, octacosanol
(10 and 1 mg/kg, i.p) and siaresinolic acid (1 and 0.1 mg/kg, i.p) showed peripheral
antinociceptive effects mediated by o2-adrenergic receptors and channel K" ATP-
dependent, respectively. Furthermore, these compounds inhibited the accumulation
of inflammatory cells, as well as TNF-a in the model of carrageenan-induced
inflammation, indicating an anti-inflammatory action. In addition, these compounds (s
200 pg/ml and < 50 ug/ml, respectively) were unable to induce cell death in when
evaluated in the reduction of 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) test, demonstrating the absence of cytotoxicity of these compounds.

Keywords: Sabicea grisea. Psychotria barbiflora. Octacosanol. Siaresinolic acid. 3-
O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosylsiaresinolic acid, B-
carboline alkaloids. Antinociceptive. Anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentavel de um pais depende essencialmente de politicas
consistentes no campo da educacdo, ciéncia, tecnologia e inovagédo, capaz de
garantir o equilibrio entre a preservacao da biodiversidade e a exploragéo racional de
fontes naturais. Na atualidade, a garantia deste equilibrio mostra-se necessério para
permitir avangcos em diferentes segmentos da sociedade, tais como alimentagao,
economia e saude. Pesquisas na area da fitoquimica podem contribuir
significativamente para a concretizagdo de tal desenvolvimento por permitir: i)
investigacdo da flora e seu quimismo; ii) avaliacdo de atividades farmacologicas; iii)
divulgacéo e geragdo de novos conhecimentos; iv) formagéo de recursos humanos
gualificados (BRAZ-FILHO, 2010).

Quando se trata de riguezas naturais, o Brasil possui grande vantagem em
relacdo aos demais paises do mundo, pois segundo estimativas da Convencéo da
Diversidade Biologica, o territoério brasileiro hospeda entre 15 e 20% de toda a
biodiversidade mundial, sendo considerado o maior do planeta em namero de espé-
cies endémicas (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Esse imenso patrimbnio genético, ja
escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade um valor econémico-estratégico
inestimavel em varias atividades, com especial destaque para o desenvolvimento de
medicamentos a partir da fauna e da flora brasileira. Para ter uma nocdo desta
atividade no mercado mundial, aproximadamente 49% dos farmacos desenvolvidos
entre 1981 a 2002 foram obtidos a partir de produtos naturais, ou analogos
semissintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados em produtos naturais. Tal
fato € comprovado pela evidéncia de que cerca de 25% dos farmacos prescritos no
mundo sdo obtidos direta ou indiretamente de plantas (CALIXTO, 2003; KOEHN;
CARTER, 2005).

As plantas sdo valiosas fontes de compostos quimicos que fornecem inameras
substancias novas para serem utilizadas como agentes terapéuticos (CORDELL,
2011). Apesar do aumento no desenvolvimento de medicamentos pela via sintética, a
utilizacdo de extratos vegetais e seus derivados como pratica terapéutica vem
resistindo a passagem do tempo e acompanhando o desenvolvimento dos povos
(PATWARDHAN, 2005). Além disto, as moléculas extraidas das plantas tém fornecido

modelos para modificacdes estruturais e otimizacao das propriedades farmacologicas
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e bioquimicas, servindo, inclusive, para a inspiracdo de quimicos organicos sintéticos,
estimulando-os para enfrentar desafios na obtencdo de novos compostos (BRAZ-
FILHO, 2010).

Desde a antiguidade a humanidade procura encontrar meios para aliviar os
distarbios relacionados ao processo inflamatério, tais como dor, a febre e edema.
Como exemplo, a prescricdo das cascas de Salix alba, conhecida como salgueiro
branco, de onde se obtém a Salicilina (1) ja eram indicadas por Hipocrates (400 a.C)
para o tratamento da dor e estado febril. Preparacbes a base de extratos de
Colchicum autummale, de onde se obtém o alcaloide Colchicina (2), sdo usadas
desde o sexto século da nossa era para alivio das dores de origem articular
(LUENGO, 2005). Os gregos, nos Jogos Olimpicos da Antiguidade, com o objetivo de
aliviar a dor, tratavam os atletas que sofriam lesdes musculares, fazendo uso de
extratos ativos como anti-inflamatoérios (DAVID; DAVID, 2002).

OH

OGili

O processo inflamatoério pode ser definido como uma resposta do tecido a injaria
frente a estimulos quimicos, fisicos ou bioldgicos. Esta resposta de defesa do
organismo mostra-se relacionada ndao apenas a eliminacdo dos agressores, mas
também ao inicio do processo de restauracao tecidual (MALDINI et al., 2009). Porém,
guando a inflamacé&o e/ou dor persiste por tempo maior que o necessario, dificultando
as atividades diarias e reparacdo tecidual, estas passam a ter natureza patogénica
(FREITAS et al., 2009).

A dor definida como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a dano tecidual real ou potencial” decorre da ativacdo de receptores
denominados nociceptores. A sensacdo dolorosa mostra-se como um dos sinais
classicos do processo inflamatdrio, mostrando-se persistente durante a lesao tecidual.

Esta manifestacdo clinica mostra-se como a queixa mais comum entre 0s pacientes
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gue procuram atendimento médico. Logo, o tratamento da dor € um aspecto essencial
da medicina moderna e para a qualidade de vida da populagdo. No entanto, as
terapias atuais sao frequentemente insuficientes devido a severos efeitos
indesejados, eficacia limitada, tolerancia e dependéncia (BOURINET et al., 2005;
VEROTTA et al., 2002).

Somente nos Estados Unidos, 40% de sua populacdo relatam sentir dor
diariamente, incluindo cerca de 50 milh6es de portadores de dor crbnica, sendo que
grande parte esta relacionada a distarbios inflamatérios (DUBOIS; GALLAGHER,;
LIPPE, 2009). Globalmente, a dor tem uma dimensdo impressionante, pois €
responsavel por mais de 80% das visitas hospitalares. Certas condicbes dolorosas
sdo endémicas: 70% daqueles com cancer tém dor e estima-se que 80% dos
individuos com mais de 65 anos apresentam, pelo menos, um problema significativo
de saude que os predispdem a apresentar dor, e aproximadamente 50% tornam-se
parcial ou totalmente incapacitados por ela, de modo transitorio ou permanente
(SOUZA; DA SILVA, 2005; DA CRUZ et al., 2011).

A prevaléncia da dor representa um enorme prejuizo econémico, pois varios
bilhbes de dodlares sdo deixados de ser gerados em virtude de uma menor
produtividade. A enxaqueca, por exemplo, € responsavel por 157 milhdes de dias de
trabalho perdidos pelos norte americanos. Sendo o custo da dor de aproximadamente
100 bilhdes de dolares anuais a serem gastos somente em cuidados. Dada a
importancia do seu tratamento, a Organizacdo Mundial da Saude, em 2004, declarou
11 de outubro como o Dia Mundial Contra a Dor (SOUZA; DA SILVA, 2005; DUBOIS;
GALLAGHER,; LIPPE, 2009).

Diante deste contexto, e sabendo das potencialidades das plantas como fontes
de moléculas bioativas de interesse terapéutico, os laboratérios de Pesquisa em
Quimica dos Produtos Naturais e de Biologia Celular da Universidade Federal de
Alagoas desenvolvem pesquisas em conjunto com propdsito de isolar e caracterizar
metabolitos secundarios bioativos. Extratos brutos, fracdes e/ou substancias isoladas
sdo submetidos aos bioensaios que avaliam as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria. Deste modo, o presente trabalho buscou ampliar o conhecimento sobre a
composicdo quimica e as atividades bioldgicas dos extratos e substancias isoladas de
duas espécies da familia Rubiaceae, Sabicea grisea var. grisea Cham. & Schltdl. e

Psychotria barbiflora DC.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA: CONSIDERACOES SOBRE DOR, INFLAMAGCAO,
FAMILIA RUBIACEAE, GENEROS E ESPECIES VEGETAIS SELECIONADAS

2.1 Dor

O conceito de dor apresenta variacbes quando considerado dentro de uma
perspectiva historica e cultural (BERNACCHIO et al., 2005). A ideia de que a dor é
uma experiéncia sensorial e essencial a vida, sendo inclusive classificada por muitos
como o quinto sinal vital, é relativamente recente (FREITAS et al., 2009). A
sensacao dolorosa e sofrimento foram por muito tempo inseparaveis sendo até em
algumas culturas socialmente tidos como castigos merecidos pela provocacao da
colera dos deuses ou ira divina, e ainda martirios necessarios para a purificacao e a
salvacédo da alma (PINHEIRO, 2007).

Atualmente, sabe-se que a sensacdo de dor é uma experiéncia necessaria,
funcionando como um mecanismo de alerta do organismo que indica a presenca de
um estimulo lesivo e que aciona respostas protetoras apropriadas (FREITAS et al.,
2009; JULIUS; BASBAUM, 2001). Enquanto esta definicdo relaciona a dor com
mudancas objetivas, a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) inclui
alguns elementos de subjetividade, descrevendo a dor como uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesdo tecidual real ou
potencial (SOUZA; DA SILVA, 2005). Portanto, para IASP, a juncdo de componentes
fisiolégicos e emocionais € que permite aos seres humanos o entendimento da dor.
No entanto, em animais avalia-se a dor de forma indireta, estudando apenas sua
manifestacdo neurofisiolégica, a qual se denominada nocicepcdo (SENGUPTA,
2009).

O funcionamento adequado do sistema nociceptivo é essencial para proteger
0 organismo de danos teciduais. Entretanto, sob condi¢cdes patoldgicas, este sistema
se torna sensibilizado e a dor transforma-se em uma doenca (ZEILHOFER, 2005).
Nesta condicdo, quando a sensacdo dolorosa persiste por tempo maior que o0
necessario, existe uma diminuicdo drastica da qualidade de vida dos seus
portadores 0 que causa reacdes emocionais negativas e debilitantes, sendo o alivio
da dor compreendido como um direito humano basico (FREITAS et al., 2009).

De uma forma mais detalhada, a nocicep¢do pode ser definida como um

processo pelo qual estimulos nocivos sdo detectados por uma subpopulacdo de
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fibras nervosas periféricas, chamadas nociceptores (BASBAUM et al., 2009). Estes
nociceptores sao extremamente heterogéneos, diferindo-se uns dos outros pelos
tipos de neurotransmissores utilizados, vias de sinalizacao, velocidade de conducéo,
e sua capacidade de serem sensibilizados durante a inflamagéao (STUCKY; GOLD;
ZHANG, 2001).

Existem dois principais tipos de fibras relacionadas a nocicep¢éo. O primeiro
inclui as fibras C amielinizadas de pequeno diametro, cuja velocidade de
transmissdo do estimulo nocivo € lenta e o segundo engloba fibras mielinizadas (AS)
de didametro médio e de velocidade de conducdo mais rapida (JULIUS; BASBAUM,
2001; WOOLF; MA, 2007). Essas fibras aferentes diferem consideravelmente das
fiboras de grande didmetro (AB) que utilizam a condugao rapida para responder a
estimulacdo mecanica inécua (BASBAUM et al., 2009).

A estimulagcdo dos nociceptores periféricos faz com que a informacgao
nociceptiva seja levada por meio das fibras aferentes até o sistema nervoso central
(Figura 1, p. 26). Os longos ax6nios das fibras nociceptivas estendem-se de seus
corpos celulares, reunidos no ganglio da raiz dorsal. Apos emergir de seu corpo
celular, o axbnio aferente primario bifurca-se para enviar prolongamentos
concomitantemente a medula espinhal e aos tecidos corporais. No cortex cerebral
essa informacdo é percebida e processada para desencadear a sensacao de dor
(MILLAN, 1999; WOOLF; SALTER, 2000).

Quanto a duracao, a sensacéo dolorosa pode ser classificada em transitoria,
aguda (sintoma de alguma doenca) e cronica (doenca propriamente dita, sendo
nociva e independente ao estimulo que a gerou). Na forma transitéria, a ativacao
dos nociceptores é feita na auséncia de qualquer dano tecidual, enquanto que na
aguda esta associada com uma leséo tecidual recente. Nesta situacdo, a ativacao
de nociceptores pode desaparecer até mesmo antes da cura do dano tecidual. Por
outro lado, a forma crénica pode se perpetuar por meses ou anos, e tem como
caracteristica a persisténcia e alteracfes adaptativas, o que muitas vezes dificulta o
tratamento (PARK; VASKO, 2005; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).
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Figura 1 - Representacao geral evidenciando a percepcéo da dor.
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Fonte: Autor, 2012. Adaptado de http://extremos-biobio.blogspot.com/2009/11.

Quanto a origem, a dor pode ser classificada em: a) nociceptiva, quando
relacionada a estimulacdo excessiva dos nociceptores localizados na pele, visceras
e outros tecidos; b) neurogénica quando reflete dano direto sobre tecido neuronal na
periferia ou no sistema nervoso central (SNC); c¢) neuropatica quando ha disfuncéo
ou dano de um nervo ou grupo de nervos, resultando em quadro algico; d)
psicogénica quando a dor ndo é proveniente de fonte somatica identificavel e pode
refletir fatores psicologicos; e) inflamatéria - considerada o maior problema clinico
por revelar dano tecidual, sendo geralmente mais persistente e acompanhada de
inflamacg&o. Nestas circunstancias, geralmente ocorre quadro de hipersensibilidade
causado pela ativacdo e sensibilizacdo dos nociceptores periféricos desencadeada
por mediadores quimicos (DRAY, 1997; MILLAN, 1999; McMAHON; CAFFERTY;
MARCHAND, 2005).
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2.2 Inflamacgéao

A inflamacgéo é essencial para a manutencdo da saude dos individuos, pois é
uma resposta de protecdo do organismo, cujo objetivo é eliminar a causa inicial da
lesdo bem como as células e tecidos necréticos que resultam do insulto original.
Sem a inflamacao, as infeccbes prosseguiriam sem controle e as feridas jamais
cicatrizariam. No entanto, os processos subsequente de reparo podem causar danos
consideraveis (KUMAR et al., 2008). Nos casos de lesdo tecidual, como por
exemplo, em traumas mecanicos, invasao por agentes infecciosos, ou ainda, devido
a acao de substancias nocivas, 0 organismo aciona mecanismos cujo propésito é
limitar os danos e auxiliar a regeneracao (GALLIN et al., 1982). Esses mecanismos
fazem parte da resposta inflamatoéria, que clinicamente é caracterizada pelo calor,
rubor, edema, dor, e em alguns casos, pode acometer perda da funcdo do membro
ou orgéo afetado (RANG et al., 2007).

Normalmente, a inflamacdo pode ser classificada em aguda ou cronica de
acordo com as caracteristicas morfolégicas observadas. A resposta de fase aguda é
de curta duracdo e, além de uma reacdo local, ocorre também uma reacao
sistémica. As principais caracteristicas da reacdo local sdo desencadeadas apos
liberacdo/acdo inumeros mediadores pré-inflamatérios que resultam em
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular resultando na exsudacao
(edema), na migracdo de leucocitos (predominantemente neutrofilos) (Figura 2, p.
28). Por outro lado, a inflamacéo crénica tem duracdo mais longa e esta relacionada
com algumas alteracdes histolégicas, como a presenca de linfocitos e macrofagos,
proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual. A inflamacao termina
guando o estimulo é eliminado e os mediadores secretados sdo destruidos ou
dispersos (GRUNDY, 2003; GABAY, 2006; RANG et al., 2007).

De um modo geral, a dor em um processo inflamatério aparece devido aos
efeitos diretos de mediadores resultantes tanto do dano inicial quanto da resposta
inflamato6ria em si, como pela compressdo dos nervos sensoriais ocasionada pelo
edema local (FLOWER; PERRETTI, 2005; VIVIER; MALISSEN, 2005).
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Figura 2 - As principais manifestacdes locais da inflamagdo aguda, comparadas ao
normal.
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Fonte: KUMAR et al., 2008.

As reacdes vasculares e celulares da inflamacdo sdo mediadas por fatores
guimicos derivados do plasma ou de células residentes que sdo produzidos ou
ativados pelo estimulo inflamatério. Esses mediadores agem isoladamente, em
conjunto ou em sequéncia, amplificando a resposta inflamatéria e influenciando sua
evolucdo (TREPELS; ZEIHER; FICHTLSCHERER, 2006).

O rapido recrutamento de leucdcitos para o foco inflamatorio € um importante
fendbmeno atribuido a vasodilatagcdo e ao extravasamento plasmatico. Para que
ocorra esta mobilizacdo é necessario que exista ativacdo endotelial, bem como a
secrecdo de mediadores de natureza quimica diversificada, incluindo lipideos
(eicosanoides), radicais livres e proteinas (citocinas e quimiocinas). Entre as
citocinas mais conhecidas estdo o fator de necrose tumoral (TNF-alfa) e um grupo
de citocinas quimioatraentes chamadas quimiocinas. Dentre suas diversas funcdes
na resposta inflamatéria, o TNF-alfa tem destaque na ativacdo endotelial por
estimular a expressdo de moléculas de adesdo, o que contribui para a adesao e
recrutamento de leucdcitos para o sitio da lesdo (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004; ALWANI et al.,2006; KUMAR et al., 2008).

O endotélio vascular quando ativado contribui diretamente para o
extravasamento de leucocitos do sangue para o tecido através da interacdo entre

moléculas de adesdo celular (MEDZHITOV, 2008). A transmigracdo de neutroéfilos
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(Figura 3, p. 29) ocorre apés marginacao (movimentacdo do neutréfilo do centro
para a periferia do vaso), rolamento (desaceleracdo do neutrofilo através da ligagédo
com moléculas de adesdo chamadas selectinas), adesdo e diapedese (0 neutrofilo
atravessa o endotélio através de juncBes entre as células - paracelular — ou pelo
citoplasma da célula — transcelular) (MARSHALL et al., 2003; NOURSHARGH,;
HORDIJK; SIXT, 2010).

Figura 3 - Migracdo de leucécitos para alcangar o foco inflamatoério.
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Fonte: Autor, 2012. Adaptado de NOURSHARGH; HORDIJK; SIXT, 2010.

Quando os neutrdéfilos atingem o foco inflamatorio tentam eliminar o agente
agressor liberando o contetdo téxico de seus granulos, os quais incluem espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, proteinases, catepsinas, elastases,
mieloperoxidase, entre outros. Uma resposta inflamatoria aguda bem sucedida
resulta na eliminacdo da agressao seguida pela fase de resolucédo e reparo, da qual
participam outras células, incluindo macrofagos residentes e recrutados
(MEDZHITOV, 2008

Do ponto de vista clinico, um dos aspectos mais problematicos da inflamacéo

€ a possibilidade da progressdao de um estado agudo para um estado mais
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prologando, podendo desta forma, aumentar a susceptibilidade de instalagdo de um
quadro inflamatério crénico, onde a inflamacéao perde sua caracteristica de protecéo
e torna-se uma patologia (GABAY, 2006; KUMAR et al., 2008).

A atual farmacoterapia das doencas de base inflamatéria tem por base o
controle das manifestacfes clinicas, visando o controle principalmente dos eventos
fisiopatolégicos iniciados com a exposicdo ao agente agressor. Como o objetivo do
tratamento € minimizar os danos da resposta inflamatoéria, devem-se levar em
consideracao os efeitos colaterais, 0s custos e as interagcbes medicamentosas. Em
consequéncia deste modelo de tratamento, os efeitos colaterais causados pelos
farmacos individuais ou decorrentes de interac6es proporcionam uma baixa adeséo
do paciente até o término do protocolo terapéutico. Com isso, novas estratégias
analgésicas/anti-inflamatorias, mais acessiveis e que proporcionem maior adesao ao
tratamento sdo de interesse para o0 controle e prevencdo de diversas doencas
(McGEER; McGEER, 1995; HANSSON, 2005; HANAUER, 2006).

2.3 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae € composta por 650 géneros e cerca 13.000 espécies
representando a quarta maior familia do grupo das Angiospermas. Geralmente, sao
plantas tropicais de habitos bastante variados desde ervas, arbustos, subarbustos,
arvores de grande, médio e pequeno porte e até trepadeiras (MONGRAND et al.,
2005; MARGALHO, ROCHA e SECCO, 2009). De acordo com a classificacdo de
ROBBRECHT (1988; 1993), esta familia esta dividida em quatro subfamilias
(Cinchonoideae, Ixoroideae, Rubioideae e Antirheoideae), correspondendo a cerca
de 50 tribos. No entanto, ha4 poucas evidéncias moleculares, morfologicas e
guimicas que suportem a existéncia da subfamilia Antirheocideae (MONGRAND et
al., 2005).

No Brasil, a familia Rubiaceae esta representada por 18 tribos, 130 géneros e
mais de 1.500 espécies, distribuidas em diferentes formacdes vegetais, com grande
ocorréncia na Mata Atlantica (PEREIRA; CARVALHO-OKANO; GARCIA, 2006;
MARGALHO; ROCHA; SECCO, 2009). Varias espécies desta familia séo
reconhecidas por sua importancia socio-econdémica, principalmente como fontes de
alimentos como o café (Coffea arabica). Além disso, esta familia destaca-se como

fonte de moléculas biologicamente ativas como o alcaloide emetina (3) que possui
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acdo expectorante e amebicida, além da cefalina (4) eméticos isolados de Psychotria
ipecacuanha, uma planta originaria do Brasil (GARCIA et al., 2005). Do género
Cinchona sao isolados a quinina (5) e quinidina (6) que até hoje sao prescritas para
o tratamento da malaria e arritimias cardiacas (HENRIQUES et al., 2007). Extratos
de diversas espécies sdo utilizados na producéo de fitoterdpicos, como a unha de
gato (Uncaria tomentosa) indicada no tratamento de diversos tipos de inflamacdes
(PILARSKI et al., 2010), e em cerimOnias religiosas como no caso de Psychotria
viridis presente na producdo da bebida Ayahuasca (MOURA et al., 2010). Espécies
de Rubiaceae sédo bastante apreciadas, ainda, como plantas ornamentais (Ixora
coccinea) (ALMEIDA et al., 2008), na fabricacdo de perfumes (Gardenia
jasminoides) e na obtencdo de corantes como no caso da Rubia tinctorum, utilizada
desde antiguidade no tingimento de tecidos, de onde se obtem as antraquinonas
alizarina (7) e purpurina (8) (SERRANO; LOPES; SERUYA, 2008).
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Dentre as classes de compostos identificados na familia Rubiaceae estdo os
alcaloides, iridoides (LOPES et al., 2004), cumarinas, derivados do acido benzoico
(CHOZE; DELPRETE; LIAO, 2009), antraquinonas (LING et al., 2002), triterpenos e
esteroides (LIMA et al., 2009). Destas, alcaloides, iridoides e triterpenos ganham
destaque pela sua abundéancia na familia e diversidade de efeitos biol6gicos (LOPES
et al., 2004; LIMA, 2008).

2.4 O Género Sabicea

O género Sabicea, cujo nome deriva do fato da espécie S. aspera Aubl., ser
conhecida pelos indios Galibis da Guiana por “Sabi-Sabi” ou “aspero”, mostra-se
como 0 mais numeroso da tribo Sabiceeae (subfamilia Ixoroideae), sendo composto
por 146 espécies de arbustos escandentes e trepadeiras. Este género foi descrito
em 1775 por Aublet, na obra “Plantae Guianenses” onde foram identificadas as
espécies S. cinerae Aubl. e S. aspera Aubl. (WERHNAM, 1914). Existem dois
principais centros de diversidade, a africa continental (82 espécies) e a regiao
neotropical (54 espécies) (KHAN et al., 2008). O Brasil € o pais neotropical que
apresenta 0 maior niumero de representantes, com 17 espécies (Tabela 1, p. 33).
Destas, quatro sdo endémicas (S. brasiliensis Wernham, S. burchellii Wernham, S.
grisea Cham. & Schitdl. e S. trailii Wernham).

Plantas deste género tem sido utilizadas na medicina popular para o
tratamento de diversas moléstias como febre, vomito, insénia (VALADEAU et al.,
2010), epilepsia (AWARD et al.,, 2009), dor de estdbmago, disenteria e malaria
(ROUMY et al., 2007) e reumatismo (CABALLERO-GEORGE; GUPTA, 2011). Na
regido de Vaupés, na Colédmbia, a espécie S. amazonensis Wernham € adicionada a
Ayahuasca para dar um sabor mais adocicado a bebida (POMILIO et al., 1999).

Do ponto de vista fitoquimico, o0 género Sabicea é praticamente inexplorado.
Até o momento, foi encontrada somente uma investigacdo com a espécie S.
calycina, que se limitou a informar a presenca de alguns acidos de cadeia longa,
sobretudo, os acidos palmitico (9), linoleico (10) e a-linoelénico (11) (MONGRAND et
al., 2005).

9



33

Tabela 1 - Espécies do género Sabicea encontradas no Brasil.

Espécie

Unidade Federativa

(2]

nu u n u nu nu n

. amazonenses Wernham

. aspera Aubl.

. brasiliensis Wernham

. burchellii Wernham
. calophylla Asplund

. cinerea Aubl.

. grisea Cham. & Schitd|I.

. humilis S. Moore

. mattogrossensis Wernham

. mollissima Benth. ex Wernham
. oblongifolia (Mig.) Steyerm.

. panamensis Wernham

. parva Wernham

. tloriae Rusbhy ex Liede

. traillii Wernham

. velutina Benth.

. villosa Willd. ex Roem. & Schult.

Amazonas e Roraima.

Amapa, Amazonas, Maranhao, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Pard e Ronddnia

Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Sao Paulo
Pernambuco, Rio de Janeiro e Tocantins

Mato Grosso, Para e Tocantins
Amazonas

Alagoas, Bahia, Paraiba e Pernambuco

Alagoas, Bahia, Ceara (var. ceara), Paraiba,
Pernambuco, Rio de Janeiro e Sao Paulo

Amazonas, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e
Minas Gerais

Acre, Amap4a, Amazonas, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Rondbnia
Amapda, Amazonas e Para

Para
Amazonas e Para
Amazonas e Roraima

Acre

Para

Roraima

Acre, Amazonas, Bahia, Minas gerais, Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro,
Rondo6nia, Santa Catarina e Sao Paulo

Fonte: ZAPPI; PESSOA, 2011.
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A espécie S. grisea (Figura 4, p. 34), um arbusto escandente, é bastante
distribuida no territ6rio brasileiro, existindo na forma de duas variedades a grisea e a
ceara. A primeira é encontrada desde os estados de Sao Paulo até a Paraiba e a
segunda é endémica somente do estado do Ceara. Apesar de WERHNAM (1914)
relatar a presenca de S. grisea no Paraguai, onde esta seria a Unica representante
do género neste pais, KHAN (2007) e ZAPPI e PESSOA (2010) a consideram uma
planta endémica brasileira, jA que em estudos recentes nao foi encontrado nenhum

registro de S. grisea no Paraguai.

Figura 4 - Foto de Sabicea grisea Cham. & Schltdl. var. grisea.

Fonte: Autor, 2012.

2.5 O Género Psychotria

O género Psychotria (subfamilia Rubioideae) compreende aproximadamente
2000 espécies, representadas por arbustos, pequenas arvores, ervas e raramente
por epifitas. Estas espécies encontram-se distribuidas em florestas tropicais e
subtropicais de todo mundo, sendo a bacia amazbnica considerada o principal
centro de distribuicdo. Dentro da familia Rubiaceae, este género € o maior e é
conhecido por possuir espécies produtoras de alcaloides bioativos (MUHAMMAD et

al., 2003; MORAES et al., 2011).
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Dificuldades na delimitacdo de suas fronteiras, tem tornado o género
Psychotria de taxonomia complexa, sendo motivo de grande celeuma e controvérsia
entre alguns autores que o tem relacionado estreitamente aos géneros Palicourea,
Cephaelis e Carapichea. O primeiro estudo sistemético ocorreu em 1891, com a
caracterizacao por Schurmann do género Psychotria, que o separou de Palicourea
(FARIAS, 2006). ROBBRECHT (1988) considerou Psychotria e Cephaelis como
dois géneros distintos, enquanto TAYLOR (2010) inclui a maior parte das espécies
de Cephaelis em Psychotria e Palicourea, jA ANDERSSON (2002) inclui algumas
espécies de Cephaelis e Psychotria no género Carapichea.

A utlizacdo de sistemas biogeogréaficos floristicos e/ou faunisticos tem
auxiliado botanicos e zoologistas para melhor compreensacdo de seus estudos. A
divisao floristica mais utilizada é a de TAKHTAJAN (1986), que fragmenta o mundo
em seis reinos: i) Holartico (inclui America do Norte, Europa, extremo norte da Africa
e a parte ndo tropical da Asia); ii) Paleotropical (inclui a parte tropical da Africa, Asia
e Oceania, com excecdo da Australia e Nova Zelandia); iii) Neotropical (inclui a
América Central, incluindo extremo sul do México e da Flérida, todas as ilhas do
Caribe e América do Sul, com excecao da regido da Patagonia); iv) Capense (inclui
0 extremo sudoeste da Africa, conhecida como regido do Cabo); v) Australiano
(inclui a Austrdlia, Tasmania e pequenas ilhas adjacentes) e vi) Antartico (inclui as
regides temperadas e frias do hemisfério sul, desde Nova Zelandia, passando por
todas as llhas do sul dos Oceanos Atlantico e indico, até o extremo sul da América
do Sul).

A presenca do género Psychotria tem sido observada apenas nos reinos
Paleotropical, Neotropical e Capense. Devido a complexidade taxon6mica, estudos
abordando caracteristicas morfolégicas e moleculares, além da distribuicédo
geografica, vém permitindo dividir o género Psychotria em trés subgéneros:
Psychotria (pantropical), Tetramerae (inclui espécies da Africa e Madagascar) e
Heteropsychotria (inclui espécies de Psychotria neotropicais) (NEPOKROEFF,;
BREMER; SYTSMA, 1999; TAYLOR, 2006).

No Brasil, o género Psychotria € bastante difundido sendo encontrado
espécies em todas as regides brasileiras (ELISABETSKY et al., 1995; ALMEIDA,
ALVES, 2000; LOPES et al., 2004; FARIA et al., 2010; PIMENTA et al., 2010a).
Em Alagoas, ha ocorréncia de 13 espécies: P. bahiensis Mill. Arg., P. barbiflora DC.,

P. bracteocardia (DC.) Mull. Arg., P. capitata Ruiz & Pau., P. carthagenensis Jacq.,
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P. colorata (Roem. & Schult.) Mull. Arg., P. cupularis (Mull. Arg.) Standl., P. deflexa
DC., P. Hoffmannseggiana (Wild. ex Roem. & Schult.) Mall. Arg., P. iodotricha Mull.
Arg., P. leiocarpa Cham. & Schitdl., P. platypoda A. DC., P. racemosa (Aubl.)
Raeusch (LEMOS et al., 2010). A espécie P. barbiflora (Figura 5, p. 36), objeto deste
estudo, é um subarbusto (0,5-2,0 m alt.) encontrado entre o sul e nordeste brasileiro,
com periodo de floracdo entre abril e julho, e frutificacdo de junho a setembro
(TEIXEIRA; MACHADO, 2004). Até o momento, pouco se sabe sobre sua
composi¢do quimica, existindo um Unico trabalho que indica a presengca do
croméforo indélico (LOPES et al., 2004).

Figura 5 - Foto de Psychotria barbiflora DC.

Fonte: Autor, 2012.



37

2.5.1 Uso Etnobotéanico, Atividades Farmacologicas e Alcaloides de Psychotria

Espécies de Psychotria tém sido utilizadas na medicina popular de varios
paises para o tratamento das mais variadas moléstias, tais como infeccdes do
sistema reprodutivo feminino, menstruagcdo excessiva, cdlicas, complicagbes na
gravidez, gonorréia, epilepsia, bronquite, distirbios gastrointestinais e oculares,
irritacbes na pele, tumores, Ulceras, maléria, e diversos tipos de inflamacdes
(DUNSTAN et al., 1997; LUBINI et al., 2008; KHAN; KIHARA; OMOLOSO, 2001;
AWARD et al., 2009; KATO et al., 2012). No estado do Para, a espécie P. colorata
(Willd ex R. & S.) Mull. Arg., conhecida como “Perpétua do Mato” & utilizada por
caboclos para o tratamento de dor de ouvido e para dor abdominal. Crioulos e indios
Wayapi da Guiana Francesa utilizam as flores de P. poeppigiana Mull. Arg. como
analgésico, ja os indios Palikur usam como supressor de tosse (ELISABETSKY et
al., 1995). Na América do Sul e em outras regides do planeta existem varios relatos
cientificos que reportam diversas atividades farmacolégicas de espécies de
Psychotria, merecendo destaque a atividade antibacteriana, antiviral/antifangica,
anti-inflamatéria (McGAW; JAGER; VAN STADEN, 2000), anti-helmintica,
antiamoébica e analgésica (KUO et al., 2001; PORTO; HENRIQUES; FETT-NETO,
2009).

A presenca de alcaloides bioativos em espécies de Psychotria tem gerado
grande interesse (AMADOR et al., 2001). O alcaloide klugina (12) isolado de P. klugii
Standl., por exemplo, apresentou potente atividade antimalarica frente ao
Plasmodium falciparum. A cefalina (4) isolada das espécies P. Kklugii e P.
ipecacuanha (Brot.) Stokes, além de ativo como amebecida, apresentou efeito
antiparasitario contra a Leishmania donavani e 14-oxoprunifoleina (13) e
estrictosamida (14) exibiram atividade frente ao protozoario Leishmania
amazonensis (MUHAMMAD et al., 2003; KATO et al., 2012). A hodgkinsina (15) e
psicotridina (16) isolados de P. colorata apresentaram efeitos em modelos térmicos
e quimicos de analgesia, sendo tais efeitos dependentes de receptores opioides e
glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato — NMDA, respectivamente (AMADOR et
al., 2000; AMADOR et al., 2001).
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Diversas investigacdes fitoquimicas realizadas com espécies de Psychotria
revelaram a presenca de varios alcaloides (Tabelas 2-3, pp. 39-57), principalmente
do tipo indol-monoterpénicos, indol-polipirrolidinicos, isoquinolinicos, quinolinicos e
B-carbolinicos (MUHAMMAD et al., 2003; KATO et al.,, 2012). Em grande parte
destes alcaloides foi observada a presenca do esqueleto B-carbolinico (Figura 6, p.
39).

Figura 6 - Tipos de esqueleto B-carbolinico
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B-carbolinico Diidro-B-carbolinico Tetraidro-B-carbolinico

Fonte: Autor, 2012.

Em consequéncia da presenca marcante de alcaloides no género Psychotria,
efetuou-se uma revisao bibliografica desta classe de compostos descritos no género.
Foram efetuados levantamentos no Chemical Abstract Service (utilizando a
ferramenta SciFinder), Science Direct; Web of Science, Scopus, PubMed e em
outros periddicos especializados sobre o género Psychotria e alcaloides.

Com o objetivo de facilitar a analise dos dados os alcaloides foram divididos
em dois grupos. O primeiro descreveu os alcaloides isoquinolinicos, quinolinicos,
poli-inddlicos (que envolvem os indol-polipirrolidinicos e seus derivados) e
triptaminicos (3-4; 12; 15-59) (Tabela 2, pp. 41-48) e o segundo apresentou 0S
alcaloides que possuem o esqueleto B-carbolinico (indol-monoterpénicos e [-
carbolinicos) (13-14; 60-97) (Tabela 3, pp. 55-59). Esta reviséo bibliografica permitiu
identificar 86 diferentes estruturas de alcaloides, em 28 espécies de Psychotria,
sendo observada, principalmente, a presenca de [B-carbolinicos, isoquinolinicos e

polinddlicos (Figura 7, p. 40).



Figura 7 - Perfil dos tipos de alcaloides relatados em espécies do género Psychotria
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Tabela 2 - Alcaloides isoquinolinicos, quinolinicos, poli-indélicos e triptaminicos descritos em espécies de Psychotria.

Alcaloides

Espécie

Parte da Planta
(Pais de Coleta)

Referéncias

Emetina (3)

Cefalina (4)

Klugina (12)

Hodkinsina (15)

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes

P. borucana (A.R. Molina) C.M.
Taylor & W. Burger @

P. klugii Standl.

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes

P. borucana (A.R. Molina) C.M.

Taylor & W. Burger @

P. klugii Standl.

P. oleoides Schlecht.
P. rostrata Blume
P. colorata (Willd ex R. & S.)

Mull. Arg

P. forsteriana A. Gray

Raizes (Brasil)

Raizes (Costa Rica)

Cascas do caule
(Peru)

Raizes (Brasil)

Raizes (Costa Rica)

Cascas do caule
(Peru)

Folhas
(Nova Caledbnia)

Caule e Galhos
(Malasia)

Flores (Brasil)

Folhas (Vanuato)

GARCIA et al., 2005

BERNHART et al., 2011

MUHAMMAD et al., 2003

GARCIA et al., 2005

BERNHART et al., 2011

MUHAMMAD et al., 2003

LIBOT et al., 1987; GUERITTE-VOEGELEIN et
al., 1992; JANNIC et al., 1999
LAJIS; MAHMUD; TOIA, 1993

VEROTTA et al., 1998

ROTH et al., 1985

Tabela 2 (Continua)
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Tabela 2 (Continuacdo)

Psicotridina (16)

Alangesideo (17)

Desmetilalangesideo (18)

3-0O-Desmetil-2-O-metil-
alangesideo (19)

Isocefalina (20)

P. lyciiflora Schlecht.

P. muscosa Jacq.

P. malayana Jack.

P. beccarioides Wernh.

P. forsteriana A. Gray

P. oleoides Schlecht

P. colorata (Willd ex R. & S.)
Mall. Arg.

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

P. klugii Standl.

Folhas
(Nova Caledénia)

Folhas (Brasil)

Folhas
(Indonésia)

Folhas
Papua Nova Guiné
Folhas
(Vanuato)

Folhas
(Nova Caledénia)

Folhas (Brasil)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Cascas do caule (Peru)

JANNIC et al., 1999

VEROTTA et al., 1999

HADI; BREMNER, 2001

HART et al., 1974

ROTH et al., 1986

LIBOT et al., 1987; GUERITTE-VOEGELEIN et
al., 1992; JENNIC et al., 1999

VEROTTA et al., 1999

ITOH; TANAHASHI; NAGAKURA, 1991;
ITOH et al., 1994
ITOH; TANAHASHI; NAGAKURA, 1991

ITOH et al., 1994

MUHAMMAD et al., 2003

Tabela 2 (Continua)
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Tabela 2 (Continuacdo)

7’-O-Desmetilisocefalina
21

cis-Cefalosideo (22)

6-O-Metil-cis-Cefalosideo
(23)

trans-Cefalosideo (24)

6-O-Metil-trans-Cefalosideo
(25)

Borucosideo (26)

Ipecosideo (27)

Acido ipecosidico (28)

P. klugii Standl.

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

P. borucana (A.R. Molina) C.M.
Taylor & W. Burger @

P. borucana (A.R. Molina) C.M.
Taylor & W. Burger @

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °
P. borucana (A.R. Molina) C.M.

Taylor & W. Burger ?

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

Cascas do caule
(Peru)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

MUHAMMAD et al., 2003

NAGAKURA; ITOH; TANAHASHI, 1993

NAGAKURA; ITOH; TANAHASHI, 1993

NAGAKURA; ITOH; TANAHASHI, 1993

NAGAKURA; ITOH; TANAHASHI, 1993

BERNHART et al., 2011

BERNHART et al., 2011

ITOH; TANAHASHI; NAGAKURA, 1991

BERNHART et al., 2011

ITOH; TANAHASHI; NAGAKURA, 1991

Tabela 2 (Continua)
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Tabela 2 (Continuacdo)

6-O-metilipecosideo (29)

7-O-metilipecosideo (30)

Neoipecosideo (31)

7-O-metilneoipecosideo
(32)

3,4-Des-hidro-neoipecosideo (33)

(-) Calicantina (34)

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °

P. borucana (A.R. Molina) C.M.
Taylor & W. Burger ?

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes b

P. klugii Standl.

P. ipecacuanha (Brot.) Stokes b
P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °
P. ipecacuanha (Brot.) Stokes °
P. forsteriana A. Gray

P. rostrata Blume

P. colorata (Willd ex R. & S.)

Mall. Arg.

P. muscosa (Jacq.) Steyermark

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Cascas do caule (Peru)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Raizes (Costa Rica)

Cascas do caule/Frutos

(Vanuato)

Caule e Galhos
(Maléasia)

Flores (Brasil)

Folhas (Brasil)

ITOH; TANAHASHI; NAGAKURA, 1991

BERNHART et al., 2011

ITOH et al., 1994

MUHAMMAD et al., 2003

ITOH; TANAHASHI; NAGAKURA, 1991

ITOH; TANAHASHI; NAGAKURA, 1991

ITOH; TANAHASHI; NAGAKURA, 1991

ADJIBADE et al., 1992

LAJIS; MAHMUD; TOIA, 1993

VEROTTA et al., 1998

VEROTTA al., 1999

Tabela 2 (Continua)
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Tabela 2 (Continuacao)

Isocalicantina (35)

(8, 8a), (8, 8’a )-Tetrades-hidro-
isocalicantina 3a(R), 3'a(R) (36)

PML 300 [(8, 8a)-Di-des-
hidroisocalicantina] (37)

Glomerulatina A (38)

Glomerulatina B (39)

Glomerulatina C (40)

Caledonina (41)

Isopsicotridina B (42)

P. forsteriana A. Gray

P. colorata (Willd ex R. & S.)

Mall. Arg.

P. colorata (Willd ex R. & S.)Mll.

Arg.

P. muscosa Jacq.

P. muscosa Jacq.

P. glomerulata (Donn.Sm.)
Steyerm

P. glomerulata (Donn.Sm.)
Steyerm

P. glomerulata (Donn.Sm.)
Steyerm

P. oleoides Schlecht.

P. oleoides Schlecht.

Cascas do caule/Fruto
(Vanuato)

Flores (Brasil)

Flores (Brasil)

Folhas (Brasil)

Folhas (Brasil)

Partes aéreas
(Panama)

Partes aéreas

(Panama)

Partes aéreas
(Panama)

Folhas
(Nova Caledbnia)

Folhas
(Nova Caledbnia)

ADJIBADE et al., 1992

VEROTTA et al., 1998

VEROTTA et al., 1998

VEROTTA et al., 1999

VEROTTA et al., 1999

SOLiS et al., 1997

SOLiS et al., 1997

SOLiS et al., 1997

JANNIC et al., 1999

JANNIC et al., 1999

Tabela 2 (Continua)

St



Tabela 2 (Continuacdo)

Oleoidina (43)

Quadrigemina | (44)

Calicosidina (45)

Isopsicotridina A (46)

Isopsicotridina C (47)

Psicoleina (48)

Psicopentamina (49)

Psicotriasina (50)

Psicotrimina (51)
Psicotripina (52)

Quadrigemina A (53)

P. oleoides Schlecht.

P. oleoides Schlecht.

P. rostrata Blume

P. oleoides Schlecht.

P. forsteriana A. Gray

P. oleoides Schlecht

P. rostrata Blume

P. calocarpa Kurz

P. rostrata Blume
P. pilifera Hutchinson

P. forsteriana A. Gray

Folhas
(Nova Caledbnia)

Folhas
(Nova Caledénia)

Caule e Galhos
(Malasia)

Folhas
(Nova Caledbnia)

Folhas (Vanuato)

Folhas

(Nova Caledénia)

Folhas (Malasia)

Folhas (China)

Folhas (Malasia)
Folhas (China)

Folhas (Vanuato)

JANNIC et al., 1999

JANNIC et al., 1999

LAJIS; MAHMUD; TOIA, 1993

LIBOT et al., 1987

ROTH et al., 1986.

GUERITTE-VOEGELEIN et al., 1992

TAKAYAMA et al., 2004

ZHOU et al., 2010

TAKAYAMA et al., 2004
Lletal., 2011

ROTH et al., 1986

Tabela 2 (Continua)
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Tabela 2 (Continua¢do)

Quadrigemina B (54)

Quadrigemina C (55)

(+)-Quimonantina (56)

meso-Quimonantina (57)

P. forsteriana A. Gray

P. rostrata Blume

P. colorata (Willd ex R. & S.)

Mall. Arg.

P. oleoides Schlecht

P. colorata (Willd ex R. & S.)
Mall. Arg.

P. rostrata Blume

P. colorata (Willd ex R. & S.)
Mall. Arg.

P. muscosa Jacq.

P. malayana Jack.

P. forsteriana A. Gray

P. lyciiflora Schlecht.

Folhas (Vanuato)

Caule e Galhos
(Malasia)

Folhas (Brasil)
Folhas
(Nova Caledénia)

Flores e Folhas (Brasil)

Caule e Galhos
(Maléasia)

Flores (Brasil)

Folhas (Brasil)
Folhas (Indonésia)

Casca do caule/Frutos
(Vanuato)

Folhas
(Nova Caledénia)

ROTH et al., 1986

LAJIS; MAHMUD; TOIA, 1993

VEROTTA et al., 1999

LIBOT et al., 1987; GUERITTE-VOEGELEIN et al.,
1992; JENNIC et al., 1999

VEROTTA et al., 1998; 1999

LAJIS; MAHMUD; TOIA, 1993

VEROTTA et al., 1998

VEROTTA et al., 1999

HADI; BREMNER, 2001

ADJIBADE et al., 1992

JANNIC et al., 1999

Tabela 2 (Continua)
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Tabela 2 (Continuacdo)

Nb-Desmetil-meso-
Quimonantina (58)

N,N-Dimetilltriptamina (59)

P. muscosa Jacq. Folhas (Brasil)
P. lyciiflora Schlecht. Folhas
(Nova Caledénia)

P. viridis Ruiz & Pavon Folhas (Peru)

Folhas, Caule e Sementes
(Peru)

Folhas, Caule e
Inflorescéncias
(EUA - Havai)

P. carthagenensis Jacq.

VEROTTA et al., 1999

JANNIC et al., 1999

McKENNA; TOWERS; ABBOT, 1984

GERLACH et al., 2010

GERLACH et al., 2010

? No artigo original é utilizada a sinonimia Carapichea affinis (Standl.) L. Andersson para espécie P. borucana (A.R. Molina) C.M. Taylor & W. Burger.

® No artigo original é utilizada a sinonimia Cephaelis ipecacuanha A. Richard para espécie P. ipecacuanha (Brot.) Stokes.
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Figura 8 - Estruturas dos alcaloides isoquinolinicos, quinolinicos, poli-indélicos e triptaminicos descritos no género Psychotria

17R=Me; R =H 3 R = Ry = Me; Ro= Me; Rz = B-H
18 Ri=Ri=H 4R =Ry =Me; Ro=H; Rs = B-H 22R=H
19 R=H; Ry =Me 12R =R>;=H; Ry =Me; R3 =B-H 23 R =Me

20R=R1=M8;R2=H;R3=G-H
21 R=M6;R1=R2=H;R3=G-H
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24R =R =H
25 R = Me; R = H
26 R = R; = Me

“ OGili

27R =0H; Ry =R2=H; R3 = Me
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29 R = OMe; Ri = Ro=H; R3 = Me
30 R=0H; R, =H; Ry =Rz =Me
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32R=H; Ry =R3=Me;R=R,=0H
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Tabela 3 - Alcaloides com esqueleto B-carbolinico descritos em espécies de Psychotria.

Alcaloides

Espécie

Parte da Planta
(Pais de Coleta)

Referéncias

14-Oxoprunifoleina (13)

Estrictosamida (14)

Acido estrictosidinico (60)

5a-Carbéxi-estrictosidina (61)

P. prunifolia (Kunth) Steyerm

P. prunifolia (Kunth) Steyerm

P. dichroa (Standl.) C.M. Taylor ©

P. suterella Mll. Arg.

P. bahiensis DC.

P. myriantha Mill. Arg.

P. nuda (Cham. et Schltdl) Wawra

P. prunifolia (Kunth) Steyerm

P. prunifolia (Kunth) Steyerm

P. myriantha Mill. Arg.

P. bahiensis DC.

Folhas (Brasil)
Galhos (Brasil)

Partes aéreas
(Panama)

Folhas (Brasil)

Partes aéreas
(Trinidad e Tobago)

Partes aéreas (Brasil)
Folhas (Brasil)
Folhas (Brasil)

Galhos e Raizes (Brasil)

Partes aéreas (Brasil)

Partes aéreas
(Trinidad e Tobago)

FARIA et al., 2010
KATO et al., 2012

SOLIS et al., 1993

DE SANTOS, 2001; LOPES et al., 2004

PAUL; MAXWELL; REYNOLDS, 2003

FARIAS, 2006
FARIAS et al., 2009.
FARIA et al., 2010
KATO et al., 2012

SIMOES-PIRES et al., 2006

PAUL; MAXWELL; REYNOLDS, 2003

Tabela 3 (Continua)
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Tabela 3 (Continuacdo)

Angustina (62)

Naucletina (63)

10-Hidroxi-isoantirhina (64)

N-6xido-10-hidréxi-antirhina
(65)

Bahienosideo A (66)

Bahienosideo B (67)

Braquicerina (68)

Correantina A (69)

Correantina B (70)

20-Epi-correantina B (71)

P. dichroa (Standl.) C.M. Taylor ©

P. bahiensis DC.

P. suterella Mll. Arg.

P. prunifolia (Kunth) Steyerm

P. prunifolia (Kunth) Steyerm

P. bahiensis DC.

P. bahiensis DC.

P. brachyceras Milll. Arg.

P. correae (Dwyer & Hayden) C.
M. Taylor

P. correae (Dwyer & Hayden) C.
M. Taylor

P. correae (Dwyer & Hayden) C.
M. Taylor

Partes aéreas
(Panama)

Partes aéreas
(Trinidad e Tobago)

Folhas (Brasil)

Galhos (Brasil)

Galhos (Brasil)

Partes aéreas
(Trinidad e Tobago)

Partes aéreas
(Trinidad e Tobago)

Folhas e Brotos (Brasil)

Folhas (Panama)

Folhas (Panama)

Folhas (Panama)

SOLIS et al., 1993

PAUL; MAXWELL; REYNOLDS, 2003

DE SANTOS, 2001

KATO et al., 2012

KATO et al., 2012

PAUL; MAXWELL; REYNOLDS, 2003

PAUL; MAXWELL; REYNOLDS, 2003

KERBER et al., 2001

ACHENBACH et al., 1995

ACHENBACH et al., 1995

ACHENBACH et al., 1995

Tabela 3 (Continua)
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Tabela 3 (Continuacdo)

Correantina C (72)

Correantosideo (73)

Correantosina E (74)

Correantosina F (75)

N-Desmetilcorreantosideo

(76)

10-Hidroxicorreantosideo
(77)

Nor-metil-23-oxo-correantosideo
(78)

10-Hidréxi-isodeppeaninol
(79)

Harmano (80)

4-Metil-Tetrahidro-B-carbolina
(81)

P. correae (Dwyer & Hayden) C.

M. Taylor

P. correae (Dwyer & Hayden) C.

M. Taylor

P. stachyoides Benth

P. stachyoides Benth

P. stachyoides Benth.

P. correae (Dwyer & Hayden) C.

M. Taylor

P. stachyoides Benth.

P. prunifolia (Kunth) Steyerm

P. suerrensis Donn. Sm.

P. viridis Ruiz & Pavon

Folhas (Panama)

Folhas e Raizes
(Panama)

Folhas (Brasil)

Caule (Brasil)

Folhas (Brasil)

Folhas (Panama)

Partes aéreas

(Brasil)

Galhos (Brasil)

Folhas (Costa Rica)

Folhas (Peru)

ACHENBACH et al., 1995

ACHENBACH et al., 1995

PIMENTA et al.,, 2010a

PIMENTA et al., 2010a

PIMENTA et al., 2011

ACHENBACH et al., 1995

PIMENTA et al., 2010b

KATO et al., 2012

MURILLO; CASTRO, 1998

RIVIER; LINDGREN, 1972; McKENNA;
TOWERS; ABBOT, 1984

Tabela 3 (Continua)
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Tabela 3 (Continuacdo)

Isodolicantosideo (82)

Estricosidina (83)

Lialosideo (84)

Miriantosina (85)

Miriantosina A (86)
Miriantosina B (87)
Prunifoleina (88)

Psicolatina (= Umbelatina)
(89)

N*-[1-(2-a-hidroxipropil)]-
psicolatina (90)

N*-[1-(2-B-hidroxipropil)]-
psicolatina (91)

P.carthagenensis Jacq.

P. correae (Dwyer & Hayden) C.
M. Taylor

P. dichroa (Standl.) C.M. Taylor °

P. suterella Mll. Arg.

P. myriantha Mill. Arg.

P. myriantha Mill. Arg.
P. myriantha Mill. Arg.
P. prunifolia (Kunth) Steyerm

P. umbellata Vell.

P. umbellata Vell.

P. umbellata Vell.

Folhas (Peru)
Folhas e Raizes
(Panama)

Partes aéreas
(Panama)

Folhas (Brasil)

Partes aéreas
(Brasil)

Folhas (Brasil)
Folhas (Brasil)
Folhas (Brasil)

Folhas (Brasil)

Folhas (Brasil)

Folhas (Brasil)

RIVIER; LINDGREN, 1972

ACHENBACH et al., 1995

SOLIS et al., 1993

DE SANTOS, 2001; LOPES et al., 2004

SIMOES-PIRES et al., 2006

LOPES et al., 2004
LOPES et al., 2004
FARIA et al., 2010

KERBER, 1999; LOPES et al., 2004; KERBER
et al., 2008

KERBER, 1999

KERBER, 1999

Tabela 3 (Continua)
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Tabela 3 (Continuacdo)

3,4-Desidro-18,19-B-epoxi-epi-
psicolatina (92)

Stachyosideo (93)

(E)-Valesiacotamina (94)

(E)-Valesiacotamina (95)

Valesiacotamina lactona (96)

N, B-D-Glicopiranosil-
vincosamida (97)

P. umbellata Vell.

P. stachyoides Benth.

P. dichroa (Standl.) C.M. Taylor ©

P. bahiensis DC.

P. dichroa (Standl.) C.M. Taylor °

P. bahiensis DC.

P. dichroa (Standl.) C.M. Taylor °

P. leiocarpa Cham. & Schitdl.

Folhas (Brasil)

Partes aéreas (Brasil)

Partes aéreas
(Panama)

Partes aéreas
(Trinidad e Tobago)

Partes aéreas
(Panama)

Partes aéreas
(Trinidad e Tobago)

Partes aéreas
(Panama)

Folhas (Brasil)

KERBER, 1999

PIMENTA et al., 2010b

SOLIS et al., 1993

PAUL; MAXWELL; REYNOLDS, 2003

SOLIS et al., 1993

PAUL; MAXWELL; REYNOLDS, 2003

SOLIS et al., 1993

LOPES, 1998; LOPES et al., 2004

° No artigo original é utilizada a sinonimia Cephaelis dichroa (Standl.) Standl. para espécie P. dichroa (Standl.) C.M. Taylor.
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Figura 9 - Estruturas dos alcaloides com esqueleto B-carbolinico descritos no género Psychotria
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar sob aspecto quimico e farmacoldgico os extratos e substancia
obtidas a partir das espécies S. grisea var. grisea Cham. & Schltdl. e P. barbiflora
DC. (Rubiaceae).

3.2 Especificos

¢ Avaliar o potencial antinociceptivo dos extratos e fracbes das espécies
selecionadas no modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético;

¢ Isolar e identificar as estruturas dos compostos presentes nos extratos

considerados promissores nos ensaios efetuados;

¢ Avaliar a atividade antinociceptiva das substancias isoladas utilizando diferentes
modelos experimentais para o estudo da dor;

+ Avaliar a atividade anti-inflamatdria das substancias isoladas utilizando o modelo

de pleurisia induzida por carragenina;

+ Avaliar a citotoxicidade das substancias isoladas.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Materiais, Métodos e Equipamentos

» Para obtengédo dos extratos brutos foram utilizados extratores de vidro e de acgo

inoxidavel;

» Nas particbes e nas separacdes cromatograficas foram utilizados solventes
destilados no préprio laboratério ou P.A. (LABSYNTH®, VETEC® e QUIMEX®);

» A concentragdo das solucbes contendo grandes volumes foi efetuada em
evaporadores rotativos, marcas BUCHI® e IKA WERKE®, modelos R-114 e
RV06-ML, respectivamente; enquanto que as de pequeno volume foram feitas a

temperatura ambiente em capela de exaustdo da PERMUTION®;

» As pesagens das amostras e reagentes foram efetuadas em balanga eletrénica
analitica (modelo AX 200) e semi-analitica, das marcas SHIMADZU® e BEL®,

respectivamente;

» Nas separagdes cromatograficas em coluna foram utilizados como adsorventes
silica gel 60 G (70-230 mesh e 230-240 mesh), 60 H (MERCK®) e Sephadex LH-
20 (PHARMACIA®);

» Nas cromatografias em camada delgada analitica (CCDA - 0,50 mm de
espessura) e preparativa (CCDP — 0,75 mm de espessura) foi utilizada silica gel
60 PF.s, da MERCK®. As cromatoplacas foram preparadas manualmente
utilizando-se suspensoes de gel de silica em agua destilada espalhadas sobre
as placas de vidro através de um espalhador mecénico, sendo ativadas a 100°C
durante uma hora em estufa da BIOMATIC®;

» Os cromatogramas foram revelados através do uso de lampada ultravioleta da
SPECTROLINE®, modelo ENF-260C/F, em comprimento de onda de 254 e 366
nm; por imersdo em cubas contendo vapores de iodo e/ou borrifagdo com

solucao acida de sulfato cérico ou de reagente de Dragendorff;

» Nas solubilizacdes utilizou-se Ultrasom da BRANSON®, modelo 1210;
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Na secagem da vidraria utilizou-se estufa de esterilizagdo universal, modelo 219;

Os espectros de RMN (‘H: 400 MHz; C: 100 MHz) foram obtidos em
espectrometros da BRUKER® , modelo Avance 400, operando na frequéncia de
400 MHz para hidrogénio (‘H) e 100 MHz para carbono-treze ('*C) do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Alagoas (IQB-UFAL). As amostras
foram dissolvidas em solventes deuterados (cloroférmio, metanol ou piridina

puros ou em mistura) e o TMS foi utilizado como referéncia interna.

A andlise em CG-EM foi efetuada, no Museu Paraense Emilio Goedi — Belém/PA,
usando uma combinacédo de CG-FID (HP, modelo 5890), coluna capilar de CP-
Sil-8CB (25 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um de espessura do filme) e CG-EM
(VARIAN®, modelo 3400 e FINNIGAM® Incos-XL) em coluna de silica fundida
DB-5 (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura do filme).

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho digital da MICRO
QUIMICA®, modelo MQAPF-302;

Para a realizacdo dos ensaios antinociceptivos e anti-inflamatérios as drogas
utilizadas  foram  atropina, glibenclamida, indometacina, ioimbina,
metoclopramida, naloxona e morfina adquiridas da SIGMA CHEMICAL®,
diazepam, sob autorizacdo, no Hospital Universitario da UFAL, formalina, acido
acético adquirido da MERCK®;

No ensaio de nocicepgao induzida por estimulo térmico foi utilizado o aparelho
modelo EFF-361, INSIGHT®,

O teste do desempenho motor (Rota-rod) foi realizado com o aparelho modelo
EFF-412, INSIGHT®.

Os lavados pleurais obtidos no ensaio de pleurisia induzida por carragenina

foram obtidos utilizando a centrifuga modelo Unicem MR, HEROLAB®.

Na contagem total de neutrofilos foram utilizados citocentrifuga, modelo CT-2000,
CIENTEC ®, e microscépio dptico modelo BX 41, OLYMPUS®.
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» No experimento de quantificagdo de TNF-alfa, bem como no de viabilidade
celular a absorbancia foi obtida utilizando espectrofotbmetro automatico de
microplacas de 96 pocos modelo RS-232, THERMOPLATE®.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos de ambos os sexos (18 a 25 g),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas. Os animais
foram mantidos em condic6es controladas de temperatura (22 £ 2°C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ragdo e agua antes dos
experimentos. Para sua adaptacdo, os animais permaneceram, nas mesmas
condicbes anteriormente citadas, no biotério do Laboratério de Biologia Celular por
pelo menos 24 horas e na sala de realizacao de experimentos comportamentais por
um periodo de pelo menos 2 horas antes da realizagdo dos ensaios. Todos 0s
experimentos foram aprovados e estdo de acordo com as normas do Comité de
Etica Institucional da UFAL (Protocolo n® 9301/2009-96).

4.3 Coleta e Identificacao dos Materiais Vegetais

Diferentes partes de Sabiceae grisea (Sg: folhas e caule; MAC-11356) e de
Psychotria barbiflora (Pb: folhas e caule; MAC-11353) foram coletadas, em maio de
2008, no Horto Municipal de Macei6-AL e identificados pela botanica Rosangela
Pereira de Lyra Lemos do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas, onde

exsicatas dos materiais herborizados foram depositadas.

4.4 Preparacao dos Extratos

As folhas e caule de Sg e Pb, apds secagem a temperatura ambiente e
trituragéo, foram individualmente extraidas através de maceragdo com etanol 90%.
Os extratos brutos obtidos [Sg: folhas (71,8 g) e caule (100,6 g) (Figuras 10 (p. 70) e
11 (p. 73); Pb: folhas (21,2 g) e caule (19,8 g) (Figuras 12 (p. 75) e 13 (p. 76)], apo6s
eliminacdo dos solventes em evaporador rotatério e secagem a temperatura
ambiente, parte destes extratos (2,0 g foi reservado) foi individualmente suspenso
em solugcdo MeOH-H>O (3:2) e extraidos sucessivamente com hexano, CHCI; e
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AcOEt. Inicialmente, os extratos brutos e as fragdes provenientes de particdo foram
submetidos a prospeccao fitoquimica para busca de alcaloides e a ensaios de
nocicepgao, através do modelo de contor¢ées abdominais induzidas pelo é&cido
acético.

4.4.1 Prospecgéo Fitoquimica para Alcaloides com Extratos e Fragbes

A prospeccao fitoquimica permite fazer uma abordagem dos componentes
quimicos presentes nos extratos. Esta ferramenta é muito valiosa para selegao de
plantas para estudos monitorados (MATOS, 1997). Como mencionado
anteriormente, a presenca de alcaloides € comum na familia Rubiaceae. Por esta
razdo, foram realizados testes para deteccdo de alcaloides com os exiratos e
fracdes oriundas das parti¢cdes utilizando os reagentes de Bouchardat, Dragendorff e
Mayer. Para tanto, aliquotas de aproximadamente 5 mg das amostras foram
dissolvidos em 4 mL de solucdo de HCI a 5%, filtradas e divididas em trés tubos de

ensaios. ApoOs este processo as solucdes de cada reagente foram gotejadas.

4.4.1.2 Preparacao dos Reagentes

a) Bouchardat - Foram dissolvidos 4 g de iodeto de potassio e 2 g de iodo em
100 mL de agua destilada, até completa dissolugao.

b) Dragendorff - Foram dissolvidos 0,85 g de Subnitrato de bismuto em 50 mL
de uma solucéo a 20% de acido acético (Solucdo A). Para a solucao B, foram
dissolvidos 8 g de lodeto de potassio em 20 mL de agua destilada. Em
seguida, sob protecdo da luz, a solucao A foi misturada lentamente com a
solucéo B.

c) Mayer - Foram dissolvidos 1,36 g de Bicloreto de mercurio em 60 mL de agua
destilada (Solugdo A). Para a solucédo B foram dissolvidos 5 g de lodeto de
potassio em 10 mL de agua destilada. Em seguida, as solugdes foram

misturadas e diluidas com agua destilada para 100 mL.
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4.5 Investigacao Fitoquimica

4.5.1 Procedimento Experimental Efetuado com as Fracdes das Folhas da Espécie
S. grisea

Trés das fragdes provenientes da particao do extrato em etanol das folhas de
S. grisea (hexano, CHCI; e AcOEt), com resultados promissores nos ensaios de
nocicepcao, foram submetidas a técnicas de separacdo e purificacdo de seus
constituintes quimicos (Figura 10, p. 70).

Figura 10 - Esquema geral do procedimento experimental efetuado com as folhas de

S. grisea.
Serragem das Folhas
(5159)
Extrato em Etanol
(71,8 9)
(8,50 g) (4,40 ) (6,20 9) (48,10 )
I
Subfracao
|
SgFH-1 SgFH-2 SgFH-3 SgFC-1 SgFC-2 SgFC-3 SgFAc-1
(45 mg) (26 mg) (9 mg) (38 mg) (12 mg) (8 mg) (24 mg)

4.5.1.1 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Hexano

A fracao em hexano (8,50 g) foi fracionada em gel de silica utilizando hexano,
AcOEt e misturas de ambos em proporgdes crescentes de polaridade. Foi coletado
um total de 182 subfracées com um volume médio aproximado de 75 mL cada. Apés
eliminacdo dos solventes e pesagem, as subfragdes resultantes foram analisadas
através de cromatografia em camada delgada de gel de silica e agrupadas de
acordo com a semelhanga de seus respectivos Rf.
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O material do grupo contendo as subfragdes reunidas 28-33 (0,092 g), apo6s
sucessivas lavagens a frio com hexano conduziu ao isolamento de um soélido branco,
amorfo, pf. 81-82°C, o qual foi codificado de SgFH-1 (0,045 g). Esta substancia foi
submetida a analise através de CG-EM utilizando as seguintes condi¢des: coluna de
silica fundida DB-5 (30 m, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 mm de filme
thickness); temperatura de injecdo de 220°C programada para elevacdo da
temperatura de 60-270°C (3°C/min); com tipo de injecao splitless (1 uL de 1:1000
solucdo de n-hexano); sendo o gas de arraste o hélio ajustado para uma velocidade
linear de 32 cm/s (medido a 100 °C); o cromatégrafo foi equipado com um detector
por ionizacdo em chamas, conectado com um integrador eletrénico da série Il HP
3396. A percentagem da composicao da porcao volatil da amostra foi computada
pela area dos picos no respectivo cromatograma. O espectro de massa foi obtido a
70 eV por ionizagao eletronica e a temperatura da fonte de ions foi de 180°C; a faixa
de massa molecular foi de 25-700 u.

Os componentes individuais foram identificados pela comparacdo dos
espectros de massas com os de compostos padroes previamente analisados e
armazenados em banco de dados ou com dados relatados na literatura (JENNINGS;
SHIBAMOTO, 1980). O indice de retencéao foi calculado usando a série homdloga de
n-alcanos em coluna DB-5.

O material contendo o grupo de subfragdes reunidas 38-42 (0,282 g), apos
sucessivas lavagens a frio com hexano e cristalizagdo com etanol levou ao
isolamento de um sdélido branco, cristalino, p.f. 130-132°C, que foi codificado de
SgFH-2 (0,026 g). O material contendo o grupo de subfracées reunidas 140-145
(0,125 ), apds sucessivas lavagens a frio com metanol resultou na purificagdo de
sélido branco, amorfo, p.f. 279-281°C, que foi codificado de SgFH-3 (0,009 g).

4.5.1.2 Procedimento Experimental Efetuado com a Fracao em Cloroférmio

O material da fracao de particado em CHCI; das folhas (4,4 g) foi fracionado
em gel de silica empregando-se na eluicao hexano, AcOEt, MeOH e misturas destes
em proporgdes crescentes de polaridade. Foram coletadas 145 subfragbes com um
volume médio aproximado de 25 mL cada. Ap6s andlise comparativa através de
CCD, essas subfracdes foram agrupadas e submetidas a técnicas de separacao e

purificacao de seus constituintes quimicos.
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O material do grupo contendo as subfracdes reunidas 35-36 (0,069 g) foi
submetido a cromatografia por exclusao usando Sephadex LH-20 com MeOH. Este
procedimento resultou no isolamento de um soélido branco, amorfo, de 179-181°C,
codificado de SgFC-1 (0,038 g).

Os materiais dos grupos contendo as subfragdes reunidas 81-83 (0,108 g) e
93-98 (0,085 g), apo6s sucessivas lavagens a frio com MeOH conduziram,
respectivamente, ao isolamento dois sélidos branco, amorfos, codificados de SgFC-
2 (0,012 g; p.f. 279-281°C) e de SgFC-3 (0,008 g; p.f. 183-185°C).

4.5.1.3 Procedimento Experimental Efetuado com a Fracdo em Acetato de Etila

O material proveniente da fracdo em AcOEt (6,2 g) foi fracionado em gel de
silica usando como eluentes CHCI3, CHCI3-AcOEt 1:1, AcOEt e MeOH. A subfracéao
em AcOEt (1,2 g) foi novamente fracionada em gel de silica utilizando hexano e
misturas de hexano e AcOEt em gradiente crescente de polaridade. Este
procedimento resultou na purificacdo de um sélido branco, amorfo, p.f. 279-281°C,
codificado de SgFAc-1 (0,024 g).

4.5.2 Procedimento Experimental Efetuado com as Fracdes do Caule da Espécie S.

grisea

De forma similar ao efetuado com as folhas, as fragcdes oriundas da particao
do extrato em etanol do caule de S. grisea (Hexano, CHCI; e AcOEt), com
resultados promissores nos ensaios antinociceptivos, foram submetidas a técnicas

de separacao e purificacao de seus constituintes quimicos (Figura 11, p. 73).
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Figura 11 - Esquema geral do procedimento experimental efetuado com o caule de S.

grisea.
Serragem do Caule
(2080 g)
Extrato em Etanol
(100,6 @)
Hexano CHCI3 AcOEt MeOH/H,O
(8,30 9) (18,10 g) (11,00 g) (60,10 g)
| ]
L ! Subfracdo AcOEt
Subfracao Subfracao |
CHCI, CHCIL/AcOEt (1:1)
SgCH-1 SgCAc-1
(22 mg) | | (56 mg)
SgCC-1 SgCC-2 SgCC-3 SgCC-4

(12 mg) (10 mg) (14 mg) (13 mg)

4.5.2.1 Procedimento Experimental Efetuado com a Fracdo em Hexano

O material oriundo da fragcdo em hexano do caule (8,3 g), ap6s sucessivos
fracionamentos cromatogréaficos em gel de silica com misturas de hexano e AcOEt
em proporcdes crescentes de polaridade forneceu um soélido branco, cristalino, p.f.
130-132°C, codificado de SgCH-1 (0,022 q).

4.5.2.2 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Cloroférmio

O material proveniente da fracdo de particdo em CHCI; do caule (18,1 g) foi
fracionado em gel de silica usando hexano-CHCI; 1:1, CHCI;, CHCI3-AcOEt 1:1,
AcOEt e MeOH. As subfragdes em CHCI; (0,48 g) e em CHCI3-AcOEt 1:1 (1,9 g)
foram novamente fracionadas em gel de silica utilizando hexano e misturas de

hexano e AcOEt em gradiente crescente de polaridade. Estes procedimentos
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resultaram no isolamento de um sélido branco, amorfo, p.f. 197-199°C, codificado de
SgCC-1 (0,012 g) da subfracdo em CHCIs, dois sélidos branco, cristalinos, p.f. 151-
153°C (SgCC-2; 0,010 g) e p.f. 209-211°C (SgCC-3; 0,014 g) e um sdlido
alaranjado, amorfo, p.f. 138-140°C (SgCC-4; 0,013 g) da subfracao em CHCI3-AcOEt
1:1.

4.5.2.3 Procedimento Experimental Efetuado com a Fracao em Acetato de Etila

O material oriundo da fracdo de particao em AcOEt (11,0 g) foi fracionada em
coluna de gel de silica usando CHCI3;, CHCI3-AcOEt 1:1, AcOEt e MeOH. A
subfracdo obtida em AcOEt (0,35 @) ap6s sucessivos fracionamentos
cromatograficos em gel de silica 60 (70-230 mesh) usando CHCI; e misturas de
CHCI; e MeOH em proporcbes crescentes de polaridade e sucessivas
recristalizacbes com MeOH forneceu o solido branco, amorfo, p.f. 279-281°C,
codificado de SgCAc-1 (0,056 Q).

4.5.3 Procedimento Experimental Efetuado com as Fracdes das Folhas da Espécie
P. barbiflora

Duas das fracdes provenientes da particdo do extrato em etanol das folhas de
P. barbiflora (CHCI; e AcOEt), com resultados positivos nos ensaios de nociceptcao
e com detecgdo de alcaloides em triagem fitoquimica, foram submetidas a técnicas

de separacao e purificacao de seus constituintes quimicos (Figura 12, p. 75).

4.5.3.1 Procedimento Experimental Efetuado com a Fracao em Cloroférmio

O material da fracao de particao em CHCI; (3,2 g) foi fracionado em gel de
silica usando como eluentes hexano-CHCI; 1:1, CHCI3, CHCI3-AcOEt 1:1, AcOEt e
MeOH. O material da subfracdo em CHCI3 (0,177 g) foi submetido a CCD preparativa
resultando no isolamento de um sdélido branco cristalino codificado de PbFC-1 (0,027
g; pf. 231-233°C).

Os materiais oriundos das subfracoes em CHCI;-AcOEt 1:1 (0,181 g) e em
AcOEt (0,183 g) foram fracionados em Sephadex LH-20 utilizando MeOH como
eluente. Este procedimento resultou, respectivamente, na purificagdo de dois solidos



75

cristalinos, codificados de PbFC-2 (0,010 g; pf. 231-233°C ) e PbFC-3 (0,005 g; pf.
231-233°C).

Figura 12 - Esquema geral do procedimento experimental efetuado com as folhas de
P. barbiflora.

Serragem das Folhas
(244 qg)

Extrato em Etanol

(21,29)
Hexano CHCI, AcOEt MeOH/H,0
(6,90 g) (3,20 9) (0,75 9) (9,109)
]
L 1 Subfracdo AcOEt
Subfracao Subfragao Subfracao [
CHCI, CHCI,/AcOEt (1:1) AcOEt
PbFAc-1
(12 mg)
PbFC-1 PbFC-2 PbFC-3
(27 mg) (10 mg) (5 mg)

4.5.3.2 Procedimento Experimental Efetuado com a Fracao em Acetato de Etila

O material da fragcdo de particado em AcOEt (0,750 g) foi fracionado em
Sephadex LH-20 utilizando MeOH como eluente. Este procedimento resultou no
isolamento de um solido cristalino branco, pf. 231-233°C, codificado de PbFAc-1
(0,012 g).
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4.5.4 Procedimento Experimental Efetuado com as Fracdes do Caule da Espécie P.
barbiflora

Os materiais originarios das fragdes de particdo em CHCI;3 (2,05 g) e AcOEt do
caule (2,75 g) (Figura 13, p. 76) foram tratados, separadamente, com solugdo
aquosa de 10% de HCI e, em seguida extraida com CHCI3; (3 x 150 mL) seguida de
AcOEt (3 x 150 mL). Posteriormente, a fase acida foi basificada com NH,OH (pH 10-
11) e extraida com AcOEt (3 x 150 mL) para fornecer as fracdes alcaloidicas [CHCI3
(0,125 g) e AcOEt (0,170 g)] (PIMENTA et al., 2011). Estas foram fracionada em
Sephadex LH-20 com MeOH, sendo isolado um sdlido cristalino, p.f. 231-233°C, da
fracdo em CHCI;, codificado de PbFC-1. O material originario da fragdo em AcOEt
foram reunidos em subfracdes. A subfracdo 16-19 (0,038 g) foi submetido a CCD
preparativa, tendo como eluente AcOEt-MeOH 9:1, obtendo-se o sélido amorfo,
codificado de PbCAc-1 (0.010 g).

Figura 13 - Esquema geral do procedimento experimental efetuado com o caule de P.

barbiflora
Serragem do Caule
(390 g)
Extrato em Etanol
(19,8 9)
Hexano (:H(:I3 ACOEt MeOH/H20
(1,40 g) (2,05 g) (2,75 9) (10,90 g)
] ]
Fracao Alcaloidica Fracao Alcaloidica
I I
PbCC-1 PbCAc-1

(12 mg) (10 mg)
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4.6 Ensaios para Avaliacao da Atividade Antinociceptiva

4.6.1 Teste de Contorgées Abdominais Induzidas por Acido Acético

A atividade antinociceptiva de extratos, fracdes de particdo e substancias
isoladas foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por COLLIER e cols.
(1968). Neste ensaio foram utilizados seis animais por grupo (n = 6) onde todos os
animais receberam, por via intraperitoneal (i.p.), solu¢cdo de acido acético a 0,6%
(0,1 mL/10 g de peso corp6reo) como estimulo algico. Os extratos brutos (100 e 10
mg/kg), fracdes de particado (10 mg/kg) e as substancias isoladas SgFH-1 (10, 1 e
0,1 mg/kg) e SgFC-1 (1, 0,1 e 0,01 mg/kg) foram solubilizados em etanol e em
seguida adicionado solucdo salina (0,9%) de forma que a quantidade maxima de
etanol no veiculo nao ultrapassasse 2,5%. Os extratos, fracdes, SgFH-1 e SgFC-1
foram administrados em grupos de animais, uma hora antes da injecao com acido
acético. O grupo controle recebeu 0 mesmo volume do veiculo (i.p.) e como farmaco
de referéncia foi utilizado indometacina (20 mg/kg, i.p.). Cinco minutos apés a
administragcdo do acido acético, o numero de vezes que cada animal apresentou
contorgbes abdominais foi contado durante 10 minutos consecutivos. A percentagem
de inibicdo para cada grupo experimental foi determinada usando a férmula abaixo
(REANMONGKOL et al., 1994):

Inibigdo % = 100 — T x 100/C(%) ou T x 100/C-100(%)

Onde C e T indicam nédo-tratados (veiculo) e tratados, respectivamente.

4.6.1.1 Andlise do Possivel Mecanismo Antinociceptivo das Substancias Codificadas
de SgFH-1 e SgFC-1

Com o objetivo de esclarecer o possivel mecanismo de agcado envolvido na
resposta antinociceptiva das substancias testadas [SgFH-1(10 mg/kg) e SgFC-1 (1
mg/kg), os animais foram tratados, por via subcutédnea (s.c), no modelo de &cido
aceético, com diferentes antagonistas de receptores opidides [naloxona (5 mg/kg)],
muscarinico [atropina (5 mg/kg)], a2-adrenérgico [ioimbina (1 mg/kg)],
serotoninérgico e dopaminérgicos [metaclopramida (1 mg/kg)], bem como o
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envolvimento de canais de potassio [glibenclamida (10 mg/kg)], 15 minutos antes da

administracdo das amostras.

4.6.2 Nocicepgao Induzida por Estimulo Térmico

O teste de laténcia ao calor foi usado para medir o tempo de reacao dos
animais de acordo com o método descrito por EDDY e LEIMBACK (1953). Neste
ensaio, 0s animais (seis animais por grupo; n = 6) foram colocados individualmente
sobre a superficie de uma placa metalica aquecida (Insight®, Brasil; modelo EFF-
361) mantida a 54 £ 1°C, e o tempo de laténcia ao calor foi avaliado utilizando como
parametro o tempo que o animal levou para retirar uma pata traseira da placa quente
e lambé-la (20 segundos). Os experimentos foram iniciados 60 minutos apoés a
administracdo intraperitoneal das substancias codificadas de SgFH-1 (10 e 1 mg/kg)
e SgFC-1 (1 e 0,1mg/kg), veiculo e morfina (5 mg/kg) como droga padréo.

4.6.3 Teste do Desempenho Motor (Rota-rod)

Este teste foi efetuado de acordo com a metodologia descrita por DUNHAM e
MIYA (1957) e o desempenho motor do animal foi medido em aparelho “rota-rod”
(Insight®, Brasil; modelo EFF-412). O equipamento constitui-se de uma barra
giratéria de 3 cm de diametro, subdividida em 4 barras, girando a 16 rpm (rotacdes
por minuto). Para realizacao do teste, foram utilizados apenas animais em condi¢des
de permanecerem 240 segundos (s) na barra giratéria do equipamento. Para tanto,
durante dois dias consecutivos, antes da realizacdo dos experimentos, 0s animais
foram condicionados a permanecerem por dois tempos de 240 s na barra giratéria,
sendo considerados aptos e utilizados apenas aqueles que permaneceram o0s
periodos estabelecidos. Foram utilizados quatro grupos contendo seis animais cada
(n = 6), sendo computado o tempo basal de permanéncia (em segundos) na barra
giratéria de, no maximo, 4 minutos (tempo de corte). Uma hora antes do teste, um
grupo recebeu por via intraperitoneal somente veiculo, outro recebeu diazepam (10
mg/kg, farmaco padréo) e os demais foram tratados com as substancias codificadas
de SgFH-1 (10 mg/kg) e SgFC-1 (1 mg/kg), 60 minutos antes do inicio do

experimento. O tempo foi cronometrado imediatamente ap6s a administragdo das
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amostras (tempo zero), avaliando-se a ocorréncia de alteracées no seu desempenho

motor.

4.6.4 Nocicepcao Induzida por Formalina

Este ensaio permite a avaliacdo de dois parametros relacionados a
nocicepgao: a) dor neurogénica - aquela que decorre imediatamente apds aplicacéo
do estimulo nociceptivo; b) dor inflamatéria - aquela que decorre da acdo de
mediadores inflamatoérios. Neste ensaio, os animais (n = 6) foram tratados com
formalina (2,5%, 20 pL) na &rea subplantar da pata direita. Apés o estimulo com
formalina, o tempo (em segundos) que o animal passou lambendo a pata traseira
direita foi cronometrado durante os 5 minutos iniciais (primeira fase - neurogénica) e
no intervalo de 20-30 minutos (segunda fase - inflamatéria), sendo considerado
tempo zero o0 momento imediatamente apds a administracéo intraplantar do agente
algico (MURRAY; PORRECA; COWAN, 1988). Os animais foram pré-tratados por
via intraperitoneal com SgFH-1 (1 e 10 mg/kg) e SgFC-1 (1 e 0,1 mg/kg), veiculo e
o farmaco de referéncia, a indometacina (20 mg/kg), 60 minutos antes da

administracao do estimulo.

4.7 Ensaios para Avaliacao da Atividade Anti-inflamatéria

4.7.1 Pleurisia induzida por carragenina

A pleurisia foi induzida pela inje¢do intratoraxica (i.t.) de 0,1 mL de uma
suspensao de carragenina 1% diluida em solucdo salina estéril e os animais
controles receberam o mesmo volume do veiculo (VINEGAR; TARUX; SELPH,
1973). Quatro horas ap6s o estimulo, os animais foram sacrificados em camara de
CO, e tiveram a cavidade pleural aberta, lavada com 1 mL de solu¢cdo de PBS
(Phosphate-Buffered Saline) contendo EDTA (10 mM) e o volume recuperado com o
auxilio de pipeta automatica para posterior analise de conteudo proteico e células.
Grupos de seis animais (n = 6) foram tratados por via intraperitoneal com as
substancias codificadas de SgFH-1 (1 e 10 mg/kg) e SgFC-1 (1 e 0,1 mg/kg), veiculo
ou indometacina (20 mg/kg) uma hora antes da inducdo da pleurisia. Uma aliquota

de 5 puL do exsudato de cada amostra-teste foi diluida em liquido de Turk (acido
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acético a 2%, 295 L) e usada para determinar a contagem total de leuc6citos em
camara de Neubauer, com auxilio do microscépio Optico. Para contagem dos
leucécitos diferenciais, foi realizado esfregaco sanguineo do sangue periférico, as
laminas foram coradas com o kit de coloracdo panético rapido (May-Grunwald-
Giemsa) e a leitura realizada com o auxilio de microscopio éptico. Apdés quatro horas

0s parametros inflamatérios foram avaliados.

4.7.2 Quantificacao de TNF-a

A quantidade do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) originaria do ensaio de
pleurisia foi medida utilizando o método “enzyme-linked immunosorbent assay” —
ELISA (PEREIRA; MEDEIROS; FRODE, 2006). Os lavados da cavidade pleural dos
grupos controle e tratados por via intraperitoneal com as substancias SgFH-1 (1 e 10
mg/kg) e SgFC-1 (1 e 0,1 mg/kg) foram centrifugados a 1500 rpm por 10 min e do
sobrenadante livre de células foi quantificado o conteudo utilizando o conjunto
Mouse TNF-a ELISA Ready-SET-Go (eBioscience) (San Diego, CA, EUA), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Nestas determinacdes, placas de 96 pocgos
foram cobertas com 50 pL com anticorpo monoclonal anti-TNF-a(4 pg/mL) por 24 h.
Apéds duas lavagens com PBS/tween os sitios de ligacdo nao-especificos foram
blogueados com 200 uL de PBS-Milk (3%) por 1 h a 20°C, seguido por quatro
lavagens com PBS/tween. Os lavados pleurais foram adicionados aos pocos e
mantidos refrigerados (4°C) por 24 h. Em seguida, ap6s quatro lavagens com
PBS/tween, foi adicionado 100 puL do anticorpo monoclonal purificado anti-TNF-a
biotinilado (2 pg/mL) diluido em PBS-Milk (3%) por 1 h. Apds este periodo, a placa
foi lavada e novamente incubada com 50 pL da enzima conjugada com avidina por
30 min. A seguir, ap6s duas lavagens com PBS/tween, foi adicionado em cada poco
100 uL de solucdo tampao de perborato e OPD (substrato) por 25 min antes do
bloqueio da reagdo com uma solucao de acido sulfurico (2M). A curva padrao foi
preparada com concentracdes decrescentes da proteina recombinante diluida em
PBS-Milk (3%). A quantificacdo foi realizada utilizando um leitor de microplaca na
absorbancia de 450 nm.



81

4.8 Avaliacao da Atividade Citotdxica

A reducédo do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] é
um método colorimétrico rapido, frequentemente usado para medir proliferacao
celular e citotoxicidade (MOSMAN, 1983). Este ensaio avalia a atividade metabdlica
das células quantificando a reducdo metabodlica do MTT, que € acumulado pelas
células por endocitose, por desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH,
através da clivagem do sal de tetrazélio. A quantidade de cristais formada é
proporcional ao numero de células viaveis. Assim, quanto mais escura a coloracao
ao final da reacao, maior é a viabilidade celular.

As substancias codificadas de SgFH-1 e SgFC-1 foram avaliadas quanto a
viabilidade celular, utilizando macrofagos peritoneais. Nestes experimentos,
macréfagos peritoneais foram coletados utilizando-se PBS/EDTA 10 mM,
centrifugados em centrifuga refrigerada e ressuspensos em 1 mL de meio RPMI/SFB
10%. Em seguida, as células viaveis (verificadas utilizando-se o0 método de excluséao
por azul de Tripan, que cora em azul as células nao viaveis) foram plagueadas na
densidade de 2,5x10° células/poco, em placas de 96 pocos e incubadas em estufa
de CO, por 37°C por 2 h. Apbs este periodo, as substancias foram incubadas em
diferentes concentracbées (1, 10, 50, 100 e 200 pg/mL) por 24 h. Como grupos
controles foram utilizados apenas células e meio de cultura ou células tratadas com
Tween (3%). Apos o periodo de incubacédo, as células foram incubadas com MTT
por 4 h. Apo6s lavagem foi adicionado 150 uL de DMSO e realizada a leitura em
aparelho de espectrofotbmetro no comprimento de onda de 540 nm. Os valores da
viabilidade celular foram expressos em percentagem relativa a absorbancia

determinada nas células controle.

4.9 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do teste de analise de
variancia do teste t (ANOVA), seguido do teste estatistico one-way de Newman-
Keuls-Student. Os dados foram expressos como a média * erro padrdo da média
(EPM) com um minimo seis animais, onde os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativo. A determinacdo Clsg (concentracdo da amostra,



82

inibitéria para 50% de uma populacao) foi realizada através do método de analise
PROBIT (FINNEY, 1972).

4.10 Dados Fisicos e Espectroscépicos das Substancias Isoladas

Octacosanol (SgFH-1a) e Hexacosanol (SgFH-1b)

Solido amorfo branco, p.f. 81-82°C [Lit. 82-83°C (GUPTA; SESHADRI; SOOD,
1973)]

RMN 'H (400 MHz, CDCls). Figura 15, p. 91; Tabela 6, p. 90

RMN 'C (100 MHz, CDCls): Figura 16, p. 91; Tabela 6, p. 90

DEPT (100 MHz, CDCls). Figura 17, p. 92; Tabela 6, p. 90

CG: Figura 18, p. 92.

EIEM: Figuras 19A e 19B, p. 93.

B-Sitosterol (SgFH-2; SgCH-1)

Solido cristalino branco, p.f. 130-132°C [Lit.134-136°C (SULTANOVA et al., 2004)]
RMN 'H (400 MHz, CDCls). Figura 20, p. 96; Tabela 7, p. 95

RMN 'C (100 MHz, CDCly): Figura 22, p. 97; Tabela 7, p. 95

DEPT (100 MHz, CDClIs). Figura 23, p. 98; Tabela 7, p. 95

3-0-B-D-Glicopiranosilsitosterol (SgFH-3; SgFC-2; SgFAc-1; SgCAc-1)
Solido branco, amorfo, p.f. 279-281°C [Lit. 285-287°C (LEE et al., 2006)]
RMN 'H (400 MHz, CDCI3/CDsOD). Figura 21, p. 97; Tabela 7, pp. 95-96
RMN 'C (100 MHz, CDCI3/CD3;OD): Figura 24, p. 98 ; Tabela 7, pp. 95-96
DEPT (100 MHz, CDCI3/CD3s0OD). Figura 25, p. 99; Tabela 7, pp. 95-96

Acido Siaresindlico (SgFC-1)

Soélido amorfo branco, p.f. 173-175°C

RMN "H (400 MHz, CDCls/CD3OD). Figura 26, p. 104; Tabela 8, p. 102
RMN '3C (100 MHz, CDCl3/CD3;OD): Figura 28, p. 107; Tabela 8, p. 102
DEPT (100 MHz, CDCI3/CD30OD). Figura 29, p. 107; Tabela 8, p. 102
HSQC ('H: 400; '*C: 100 MHz, CDCls/CDsOD): Figura 32, p. 109
HMBC ('H: 400; *C: 100 MHz, CDCls/CD3;0OD): Figura 34, p. 110



Acido 3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosilsiaresindlico
Gottliebsideo (SgFC-3)

Solido amorfo branco, p.f. 180-181°C

RMN 'H (400 MHz, CDCI3/CDsOD). Figura 27, p. 105; Tabela 9, pp. 103-104
RMN '3C (100 MHz, CDCIl3/CD3;OD): Figura 30, p. 108; Tabela 9, pp. 103-104
DEPT (100 MHz, CDCI3/CDsOD). Figura 31, p. 108

HSQC (H: 400; '*C: 100 MHz, CDCls/CD3OD): Figura 33, p. 109

HMBC ('H: 400; "3C: 100 MHz, CsDsN): Figura 35, p. 110

IV (KBr) cm™: Figura 36, p. 111

Escopoletina (SgCC-1)

Solido branco, amorfo, p.f. 197-199°C [Lit. 200-202°C (JEREZANO et al., 2011)]
RMN 'H (400 MHz, CDCl3/CD3s0OD). Figura 37, p. 113; Tabela 10, p. 113

RMN 'C (100 MHz, CDCI3/CD3;OD): Figura 38, p. 114; Tabela 10, p. 113

DEPT (100 MHz, CDClI3/CD30OD). Figura 39, p. 114

HSQC (H: 400; '*C: 100 MHz, CDCls/CDsOD): Figura 40, p. 115

HMBC ('H: 400; '*C: 100 MHz, CDCI3/CDs0OD): Figura 41, p. 115

Acido Salicilico (SgCC-2)

Sdlido cristalino branco, p.f. 151-153°C [Lit. 158°C (QIANG-GUO et al., 2008)]
RMN 'H (400 MHz, CDCl3/CD30D). Figura 42, p. 118; Tabela 11, p. 117

RMN 'C (100 MHz, CDCl3/CD3;OD): Figura 44, p. 119; Tabela 11, p. 117
DEPT (100 MHz, CDCls/CD3OD). Figura 45, p. 120

Acido Vanilico (SgCC-3)

Solido cristalino branco, p.f. 209-211°C [Lit. 210-213°C (CURIR et al., 2003)]
RMN 'H (400 MHz, CD3;OD). Figura 43, p. 119; Tabela 12, p. 118

RMN '3C (100 MHz, CDs0D): Figura 46, p. 120; Tabela 12, p. 118

DEPT (100 MHz, CD3;0D). Figura 47, p. 121

Cafeato de Etila (SgCC-4)

Soélido amorfo alaranjado, p.f. 138-140°C [(Lit. 147-149°C (CHIANG et al., 2005)]
RMN 'H (400 MHz,CDsOD). Figura 48, p. 123; Tabela 13, p. 122

RMN '3C (100 MHz, CDs0D): Figura 49, p. 123; Tabela 13, p. 122

DEPT (100 MHz, CD30D). Figura 50, p. 124
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Harmana (PbFC-1; PbFC-3; PbFC-4, PbFAc-1 e PbCC-1)

Solido branco cristalino, p.f. 231-233°C [Lit. 235-236°C (KUSURKAR; GOSWAMI,
2004)].

RMN 'H (400 MHz, CDCl3/CD3s0OD). Figura 51, p. 130; Tabela 14, p. 128

RMN '3C (100 MHz, CDCIl3/CD3;OD): Figura 53, p. 132; Tabela 14, p. 128

DEPT (100 MHz, CDCl3/CDsOD). Figura 54, p. 132

HSQC ('H: 400; '*C: 100 MHz, CDCls/CD3OD): Figura 55, p. 133

HMBC ('H: 400; '*C: 100 MHz, CDCI3/CDsOD): Figura 56, p. 133

Acido Estrictosidinico (PbCAc-1)

Sélido amorfo alaranjado.

RMN 'H (400 MHz, CD3;OD). Figura 52, p. 131; Tabela 15, p. 129
RMN '3C (100 MHz, CD30D): Figura 57, p. 134; Tabela 15, p. 129
DEPT (100 MHz, CD30D). Figura 58, p. 134

HSQC ('H: 400; '*C: 100 MHz, CD3OD): Figura 59, p. 135
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao Preliminar da Atividade Antinociceptiva dos Extratos e Fracoes

O modelo quimico de nocicepcao induzido por acido acético baseia-se na
contagem das contor¢cdes da parede abdominal seguidas de tor¢do do tronco e
extensao dos membros posteriores, como resposta reflexa a irritagdo induzida pelo
acido acético. A administracao intraperitoneal de acido acético induz a liberacdo de
prostaglandinas, mas também a liberacao de mediadores (aminas - norepinefrina e
acetilcolina) do sistema nervoso simpatico (SOARES et al., 2009).

Os resultados obtidos no modelo experimental de nocicepcao com extratos e
fracoes de S. grisea e P. barbiflora estao apresentados nas Tabelas 4 (p. 86) e 5 (p.
87). O numero médio de contor¢des induzidas por acido acético em animais nao
tratados com extrato (grupos controles) foi de 39,4 + 2,5 contorcbes para amostras
de S. grisea e de 34,8 £ 3,4 contor¢cbes para as de P. barbiflora. Quando os animais
foram tratados previamente com extratos (100 e 10 mg/kg, i.p.) e fragcdes (10 mg/kg,
i.p.) de S. grisea observou-se uma reducao significativa na resposta nociceptiva dos
animais destacando-se o extrato em etanol das folhas (79,05% de reducéao), as
fracoes em hexano (60,63% de reducao) e em CHCI; (70,16% de reducao) das
folhas e em CHCIs do caule (70,16% de reducao). Merece destacar também que as
fracOes com reacdes positivas para alcaloides (CHCIl;, AcOEt e MeOH/H:0) de P.
barbiflora também apresentaram porcentagem de inibicdo superiores ou
comparaveis ao da indometacina, um anti-inflamatério usado como farmaco de
referéncia.

De acordo NONATO e cols. (2009) e GORZALCZANY e cols. (2011), extratos
e fracdes, em doses < 100 mg/kg (i.p.), com atividade antinociceptiva no modelo de
nocicepgao induzido por &acido acético, tem sido considerados de interesse
farmacolégico. Por esta razdo, as fragdes ativas foram investigadas do ponto de
vista quimico com o objetivo de isolar e caracterizar os componentes responsaveis

pelas atividades observadas.
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Tabela 4 - Avaliacao da atividade antinociceptiva dos extratos e fracoes de S. grisea,

no teste de contor¢coes abdominais induzidas pelo acido acético.

Parte da Grupo Numero de Porcentagem de
Planta Contorcoes Inibicao (%)
Veiculo 39,4+25 -
Folhas Ext. EtOH (100 mg/kg) 83+28" 79,05
Ext. EtOH (10 mg/kg) 16,0 2,0 59,37
Fr. Hexano (10 mg/kg) 15,524 60,63
Fr. CHCI; (10 mg/kg) 11,7+£1,8" 70,16
Fr. AcOEt (10 mg/kg) 18,3+1,9 53,65
Fr. MeOH/H,0O (10 mg/kg) 175+23" 55,56
Caule Ext. EtOH (100 mg/kg) 20,0+2,8" 49,21
Ext. EtOH (10 mg/kg) 26,3+0,3" 33,21
Fr. Hexano (10 mg/kg) 19,7 +1,6" 49,97
Fr. CHCI; (10 mg/kg) 15,6 £ 0,8 60.38
Fr. AcOEt (10 mg/kg) 196 +2,3" 50,23
Fr. MeOH/H,0O (10 mg/kg) 176+41" 55,31
Indometacina (20 mg/kg) 15,6 +1,9 60,38

Todos os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) 1 h antes do estimulo algico com extrato,
fracdes, indometacina (controle) ou veiculo. Valores expressos em Média + EPM. ”p<0,01; mp<0,001

em relagao ao grupo tratado com o veiculo.
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Tabela 5 - Avaliacao da atividade antinociceptiva dos extratos e fracoes de P.

barbiflora no teste de contorcoes abdominais induzidas pelo acido acético.

Parte da Grupo Numero de Porcentagem de
Planta Contorcoes Inibicao (%)
Controle (-) Veiculo -
34,8 +3,4

Folhas Ext. EtOH (100 mg/kg) 145+1,8" 58,33

Ext. EtOH (10 mg/kg) 19,7+31" 43,39

Fr. Hexano (10 mg/kg) 18,7+1,3" 46,17

Fr. CHCI; (10 mg/kg) 95+25 72,67

Fr. AcOEt (10 mg/kg) 8,7+1,6 74,87

Fr. MeOH/H,0 (10 mg/kg) 9,2+1,7 73,58
Caule Ext. EtOH (100 mg/kg) 9,4+26 72,98

Ext. EtOH (10 mg/kg) 16,5+2,3 52,58

Fr. Hexano (10 mg/kg) 19,0+2,1" 45,40

Fr. CHCI; (10 mg/kg) 8,3+0,8 76,14

Fr. AcOEt (10 mg/kg) 8,0+1,0 77,01

Fr. MeOH/H,0 (10 mg/kg) 9,826 71,82
Controle (+) Indometacina (20 mg/kg) 13,00 £ 2,1 62,67

Todos os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) 1 h antes do estimulo algico com extrato,

fragdes, indometacina (controle) ou veiculo. Valores expressos em Média + EPM. “p<0.01; ~ p<0.001

em relagao ao grupo tratado com o veiculo.

5.2 Substancias Isoladas de S. grisea e P. barbiflora

O estudo fitoquimico envolvendo as espécies S. grisea (Sg) e P. barbiflora

(Pb) resultou no isolamento de 12 substancias (Figura 14, p.88) que foram

codificadas de acordo com o nome das espécies, das parte das plantas estudadas

(F = Folhas e C = caule) e fragdo de particdo (H = hexano, C = cloroférmio e Ac =

AcOEt,) das quais foram isoladas.
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Figura 14 - Substancias isoladas de Sabicea grisea e Psychotria barbiflora
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5.3 Identificacao Estrutural das Substancias Isoladas de S. grisea

5.3.1 Identificacao Estrutural das Substancias SgFH-1a e SgFH-1b

As substancias codificadas de SgFH-1a (componente majoritario, ~90%) e
SgFH-1b (componente minoritario, ~10%) foram identificadas como sendo uma
mistura composta principalmente de dois alcodis alifaticos saturados de cadeia longa
com base na analise dos dados obtidos dos espectros de RMN, analise através de
CG-EM, bem como pela comparacao das dados descritos na literatura.

Os dados obtidos do espectro de RMN 'H (Figura 15, p. 91; Tabela 6, p. 90)
evidenciaram sinais cujos valores de deslocamentos quimicos e multiplicidades
estdo compativeis com a presenga de hidrogénios metilicos [6 0,88 (1, J = 6,4 Hz)]
conectado a um grupo metilénico, de hidrogénios metilénicos carbindlicos [6 3,64 (t,
J = 6,6 Hz)], além de dois sinais largos referentes a hidrogénios metilénicos em série
[6 1,25 e 1,55 (CHy)].

A andlise conjunta dos espectros de RMN 'C (Figura 16, p. 91) e
experimento DEPT 135 (Figura 17, p. 92; Tabela 6, p. 90) revelou a presenca de
sinais cuja natureza e valores de deslocamentos quimicos estdo condizentes com a
presenca de um carbono metilénico carbindlico [6 63,11 (CH>)], um carbono metilico
[6 14,13 (CH3)] e de sinais para varios grupos metilénicos saturados [6 32,79 a 22,69
(CH.)], sendo que um destes sinais [6 29,69 (CH.)] apresenta uma intensidade muito
maior que a dos demais sinais. Estas informacdes permitiram sugerir que SgFH-1a e
SgFH-1b possuem estruturas de alcodis saturados primarios de cadeias longas.

A verificacao do grau de pureza de SgFH-1 e a obteng¢do do niumero exato de
atomos de carbono presentes foi efetuada através de anéalise CG-EM (Figura 18, p.
92), o qual indicou a presenca do componente majoritario com um Tg= 38,79 min. e
do minoritario em Tg = 36,08 min., cujos espectros de massas mostraram 0s picos
de maiores massas em m/z 392 (Figura 19A, p. 93), em m/z 364 (Figura 19B, p. 93),
respectivamente. Estes valores estdo coerentes com as massas de alcodis
saturados contendo, respectivamente, 28 e 26 atomos de carbono apds eliminacao
de uma molécula de H>O [SgFH-1a (CzgHs70H), M-H-O) e SgFH-1b (CosHs40H), M-
H-O)]. Segundo RANKIN (1970) € comum a nao visualizagdo do ion molecular e
perda de agua em alcoois de cadeia longa, quando da deteccdo de ions positivos.
Foi possivel reconhecer nos espectros de massas de ambos (Figura 19, p. 93) um
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padrao de fragmentacado (m/z 153, 139, 125, 111, 97, 83, 69, 55, 41), perdas
consecutivas de 14 u.m.a, confirmando a presenca de cadeias alquilicas lineares
saturadas.

Os dados espectrais discutidos, associados a analise comparativa com os
descritos na literatura (HAMILL et al., 2003) permitiram identificar SgFH-1a e SgFH-
1b como sendo alcodis saturados de cadeia longa conhecidos, respectivamente,
como Octacosanol (98) e Hexacosanol (99). Octacosanol é um composto
encontrado em abundancia nos 6leos de gérmen de trigo e do farelo de arroz, bem
como em muitas outras plantas (IRMAK; DUNFORD, 2005). Este composto tem sido
relatado como antioxidante, antiparkinsoniano, antiangiogénico e ergogénico
(SAINT-JOHN, 1986; THIPPESWAMY; SHEELA; SALIMATH, 2008 e WANG et al.,
2010); enquanto que o Hexacosanol causou regeneracdo de axdnios em nervo
cigtico lesionado (AZZOUZ et al., 1996), bem como efeito preventivo da nefropatia
diabética (SAITO et al., 2006).

R
n

SgFH-1an =24 (98)
SgFH-1b n = 22 (99)

Tabela 6 - Dados de RMN ('H: 400; '*C: 100 MHz, CDCl;, &, Hz) das substancias
codificadas de SgFH-1a e SgFH-1b e comparacdao com os dados da
literatura do Octacosanol (CDCIl; HAMILL et al., 2003).

Posicao SgFH-1a e SgFH-1b Octacosanol
6C 6H 5c 6H

1 63,11 3,64 (t, J= 6,6) 63,5 3,65 (t, J=6,4)

2 32,79 1,55 (sl) 33,2 1,58 (m)

3 25,72 1,25 (sl) 26,1 1,26 (sl)
(4-25) (29,36 - 29,69) 1,25 (sl) (29,8 - 30,1) 1,26 (sl)

26 31,92 1,25 (sl) 32.3 1,26 (sl)

27 22,69 1,25 (sl) 23,1 1,26 (sl)

Me 14,13 0,88 (1, J = 6,4) 14,5 0,89 (t, J = 6,6)
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Figura 15 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIl;) das substancias SgFH-1a e SgFH-1b.
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Figura 16 - Espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCl;) das substancias SgFH-1a e SgFH-
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Figura 17 - Espectro de RMN *C-DEPT 135 (100 MHz, CDCI;) das substancias SgFH-1a

e SgFH-1b.
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Figura 18 - Perfil cromatografico das substancias SgFH-1a e SgFH-1b.
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Figura 19 - Espectros de massas das substancias SgFH-1a (A) e SgFH-1b (B).
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5.3.2 Identificacao Estrutural das Substancias SgFH-2 e SgFH-3

As substancias codificadas de SgFH-2 e SgFH-3 foram identificadas como
sendo fitoesterdides da série estigmastano com base na andlise dos dados obtidos
dos respectivos espectros de RMN, bem como pela comparacdo com o dados da
literatura (MACARI; EMERENCIANO; FERREIRA, 1990; BAYOUMI et al., 2010).

A analise dos dados obtidos dos espectros de RMN 'H das substancias
SgFH-2 (Figura 20, p. 96; Tabela 7, p. 95) e SgFH-3 (Figura 21, p. 97; Tabela 7, pp.
95-96) evidenciou valores de deslocamentos quimicos compativeis com a presenca
de hidrogénios ligados a carbonos oximetinicos [SgFH-2: 6 3,46 (m, H-3) e SgFH-3:
§ 4,00-3,94 (m, H-3)], hidrogénios ligados a carbonos sp? [SgFH-2: 5 5,29 (sl, H-6) e
SgFH-3: 5 5,33 (sl, H-6)] e para varios grupos metilas (SgFH-2: 56 0,60 a 6 0,93 e
SgFH-3: 6 0,63 a 6 0,97). Adicionalmente, foi observado no espectro de SgFH-3
sinais que sugerem a presenga de uma unidade glicopiranosidica, cujo valor da
constante de acoplamento do hidrogénio anomérico [6 5,06 (d, J = 7,6 Hz, H-1")]

sugeriu um acoplamento diaxial entre H-1 e H-2 desta unidade.
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Os dados obtidos dos espectros de RMN *C e DEPT 135 de SgFH-2 (Figuras
22-23, pp. 97-98; Tabela 7, p. 95) e SgFH-3 (Figuras 24-25, pp. 98-99; Tabela 7, pp.
95-96) permitiram reconhecer valores de deslocamento quimicos caracteristicos de
carbonos sp® oxigenados [SgFH-2: § 71,82 (CH, C-3) e SgFH-3: § 78,06 (CH, C-3)],
carbonos para ligacado dupla do tipo trissubstituida [SgFH-2: 56 121,75 (CH, C-6) € &
140,74 (C, C-5); SgFH-3: 121,90 (CH, C-6) e 6 140,87 (C, C-5)], compativeis com
ligacdo dupla entre C5 e C6 de um nucleo estigmastano. Foram observados, ainda,
no espectro de SgFH-3 seis sinais cuja natureza dos carbonos e valores de
deslocamento estdo compativeis para uma unidade 3-O-B-D-glicopiranosidica
(BAYOUMI et al., 2010).

A andlise conjunta dos dados espectrais permitiu identificar SgFH-2 e SgFH-3
como sendo os fitoesterbides conhecidos, respectivamente, como B-Sitosterol (100)
(Estigmasta-5-en-3B-ol) e 3-0O-B-D-glicopiranosilsitosterol (101). Estas propostas
estruturais foram confirmadas pela comparacdo dos dados de RMN '*C obtidos com
os dos compostos correspondentes descritos na literatura.

O B-Sitosterol tém reconhecida atividade inibidora da agregagéo plaquetaria
induzida pelo acido araquidénico (PARMAR et al., 1997), na hiperplasia prostatica
benigna — HBP (BERGES et al., 1995), inibitéria de carcinomas de préstata (AWAD
et al., 2001), aumento da eficacia do Tamoxifeno® frente células neoplasicas da
mama (AWAD et al., 2008), antinociceptiva (SANTOS et al., 1995; CATAPAN et al.,
2000) e anti-inflamatéria  (VALERIO; AWAD, 2011). O  3-O-B-D-

glicopiranosilsitosterol inibe a eucaridtica DNA polimerase A (MIZUSHINA et al.,

2006), além de atividade amebicida e giardicida (ARRIETA et al., 2001).

SgFH-2 R = H (100)
SgFH-3 R = B-D-Gli (101)
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Tabela 7 - Dados de RMN ('H: 400; *C: 100 MHz, 5, Hz) das substancias SgFH-2
(CDCI;) e SgFH-3 (CsDsN) e comparacao com os dados da literatura do -
Sitosterol (CDCIl; MACARI; EMERENCIANO; FERREIRA, 1990) e do 3-O-B-
Glicopiranosilsitosterol (CsD;N, BAYOUMI et al., 2010).

Posicao SgFH-2 SgFH-3 B-Sitosterol 3-0-B-D-Glc-
Sitosterol
dc On dc On dc d¢
1 37,23 37,44 37,30 37,50
2 31,64 30,21 31,60 30,20
3 71,82 3,46 (m) 78,06 4,00-3,94 (m) 71,70 78,10
4 42,27 39,30 42,30 39,50
5 140,74 140,87 140,80 140,90
6 121,75 5,29 (sl) 121,90 5,33 (sl) 121,60 121,90
7 31,90 32,13 31,90 32,20
8 31,88 32,01 31,90 32,00
9 50,10 50,31 50,20 50,30
10 36,49 37,44 36,50 36,90
11 21,07 21,25 21,10 21,30
12 39,75 39,91 39,80 39,90
13 42,31 42,45 42,30 42,50
14 56,75 56,78 56,80 56,80
15 24,30 24,47 24,30 24,50
16 28,25 28,50 28,30 28,50
17 56,02 56,21 56,10 56,20
18 11,86 0,60 (s) 11,94 0,63 (s) 11,90 12,00
19 19,84 0,93 (s) 19,17 0,91 (s) 19,40 19,20
20 36,14 36,35 36,10 36,40
21 18,77 0,85 18,97 0,97 18,80 19,00
(d, J=6,5) (d, J=6,4)
22 33,91 34,17 34,00 34,20
23 26,00 26,34 26,40 26,40
24 45,80 46,00 46,10 46,00
25 29,10 29,42 29,00 29,40
26 19,40 0,72-0,79 (m) 19,94 0,83-0,89 (m) 19,10 20,00
27 19,02 0,72-0,79 (m) 19,38 0,83-0,89 (m) 19,10 19,40
28 23,00 23,38 23,10 23,40
29 11,98 0,72-0,79 (m) 12,12 0,83-0,89 (m) 12,30 12,10

(Continua)
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Tabela 7 (Continuacgao)

6a’

6b’

102,54 5,06
(d, J=7.6)
75,30 4,06
t, J=8,3)
78,57 4,29 (m)
71,65 4,29 (m)
78,45  4,00-3,94 (m)
62,80 4,58
(dd, J=12e2)
62,80 4,42
(dd, J= 12 e 5)

102,60

75,30

78,60
71,70
78,50
62,80

Figura 20 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl;) da substancia SgFH-2

7.1965
5.2914

Sanocuo
Do
o owm

¢¢¢¢¢

mesmee

— 0.0002

T T T T T T T T
PPM 72 68 64 6.0 56 52 48

T T T T
44 40 36 32 28




97

Figura 21 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CsD;N) da substancia SgFH-3.
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Figura 22 - Espectro de RMN '*C (100 MHz, CDCl;) da substancia SgFH-2.
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Figura 23 - Espectro RMN *C-DEPT 135 (100 MHz, CDCl;) da substancia SgFH-2.
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Figura 24 - Espectro de RMN 'C (100 MHz, CsDsN) da substancia SgFH-3.
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Figura 25 - Espectro RMN *C-DEPT 135 (100 MHz, CsDsN) da substancia SgFH-3.
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5.3.3 Identificacao Estrutural das Substancias SgFC-1 e SgFC-3

As substancias codificadas de SgFC-1 e SgFC-3 foram identificadas como
sendo triterpenos pentaciclicos da série oleanano com base na analise dos dados
obtidos dos respectivos espectros de RMN, incluindo DEPT, HSQC e HMBC, bem
como pela comparagao com dados descritos na literatura.

Os dados obtidos dos respectivos espectros de RMN 'H das substancias
SgFC-1 (Figura 26, p. 104-105; Tabela 8, p. 102) e SgFC-3 (Figura 27, pp. 105-106;
Tabela 9, pp. 103-104) revelaram valores de deslocamentos quimicos compativeis
com a presenca de hidrogénios ligados a carbonos metinicos oxigenados [SgFC-1:
3,15 (dd, J= 10,2 € 5,0 Hz, H-3) e 6 3,27 (d, J = 3,5 Hz, H-19); SgFC-3: 6 3,12 (dd, J
=11,1 e 3,9 Hz, H-3) e 6 3,25 (d, J = 3,5 Hz, H-19)], hidrogénios olefinicos [SgFC-1:
55,35 (sl, H-12) e SgFC-3: 6 5,31 (sl, H-12)], metinicos [SgFC-1: 5 3,05 (sl, H-18) e
SgFC-3: 6 3,05 (sl, H-18)], além de sinais simples correspondentes a sete grupos
metilas em cada. No espectro de SgFC-3 foram observados, ainda, sinais para um
grupo metila [6 1,21 (d, J = 6,2 Hz, H-6”] e varios sinais (6 3,38 a 5,06) condizentes
com a presenca de uma unidade dissacaridica, cujas constantes de acoplamento
dos hidrogénios anoméricos [SgFH-3: 6 5,06 (d, J= 1,2 Hz, H-1"), 6 4,57 (d, J = 4,1
Hz, H-1’)] sugerem unidades dos tipos a-L-rhamnopiranosidica e a-L-piranosidica
(SAHPAZ; GUPTA; HOSTETTMANN, 2000).

A andlise conjunta dos espectros de RMN '*C e DEPT 135 de SgCH-1
(Figuras 28-29, p. 107; Tabela 8, p. 102) e de SgCH-3 (Figuras 30-31, pp. 108;
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Tabela 9, pp. 103-104) permitiu reconhecer sinais, cujos valores de deslocamento
quimicos estao coerentes com o esqueleto olean-12-eno [SgFC-1: 6 124,97 (CH, C-
12) e 6 143,48 (C, C-13); SgFC-3: 6 124,73 (CH, C-12) e 6 144,39 (C, C-13)], sinais
de carbonos sp® oxigenados [SgFC-1: § 79,21 (CH, C-3) e & 82,02 (CH, C-19);
SgFC-3: 6 90,64 (CH, C-3) e 6 82,37 (CH, C-19)] e um carbono de carboxila [SgFC-
1: 6 181,75 (CH, C-28)]. Foram observados, ainda, no espectro de SgFH-3 onze
sinais cuja natureza e valores de deslocamento estdo compativeis com a presenca
de uma unidade do tipo a-L-rhamnopiranosila e outra a-L-arabinopiranosila. As
correlacées observadas no mapa de contorno dos espectros bidimensionais HSQC
de SgFC-1 (Figura 32, p. 109) e de SgFC-3 (Figura 33, p. 109) permitiram definir as
atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos seus
respectivos carbonos. A desprotecao observada (~11ppm) para o C-3 de SgFC-3 (5
90,64), quando comparado com o correspondente de SgFC-1 (5 79,21) e do Acido
oleandlico (102) (5 78,7), permitiu inferir em SgFC-3 a unidade dissacaridica neste
carbono (MAHATO; KUNDU, 1994). Esta informacgéo foi confirmada com base nas
correlacées observadas nos mapas de contornos dos respectivos espectros HMBC
(Figuras 34-35, pp. 110), principalmente entre C-3 de SgFC-1 (5 79,21) e de SgFC-3
(6 90,64) com H-23 (SgFC-1: 5 0,93; SgFC-3: 6 1,00) e H-24 (SgFC-1: 6 0,74; SgFC-
3:50,83).

Os valores de deslocamentos quimicos e de constantes de acoplamento, bem
como a multiplicidade do sinal atribuido ao H-19 [SgFC-1: 6 3,27 (d, J = 3,5 Hz);
SgFC-3: 5 3,25 (d, J = 3,5 Hz)] sugeriram para ambos a presen¢a de um grupo alfa-
hidroxi neste carbono. Esta proposicao foi apoiada pela auséncia nos respectivos
espectros de RMN 'C de um sinal referente a um carbono metilénico (~ 46 ppm),
pelo efeito y-gauche de protecdo observado para Me-29 de SgFC-1 (6 28,31) e de
SgFC-3 (6 28,63) quando comparado com a Me-29 de triterpenos contendo
esqueletos oleananos (~ 33 ppm) (MAHATO; KUNDU, 1994), bem como pelas
correlacdes observadas nos mapas de contornos dos respectivos espectros HMBC,
especialmente entre C-19 de SgFC-1 (6 82,02) e de SgFC-3 (6 82,37) com H-29
(SgFC-1:6 0,87, SgFC-3: 6 0,92) e H-30 (SgFC-1: 6 0,93; SgFC-3: 6 0,95).

As correlacées observadas no espectro bidimensional HMBC de SgFC-3
(Figura 35, p. 112) entre H-1’ (6 4,57) com C-3 (6 90,64) e de H-1" (5 5,06) com C-2’
(6 76,51) definiram a posicdo 1—2 para conexao das duas unidades [3-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosidical.
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O espectro de RMN *C de SgFC-3 ndo mostrou a presenca de sinal para um
grupo carboxila. A atribuicdo deste grupo em C-28 foi inicialmente sugerida pela
comparacao dos deslocamentos quimicos de C-16 (6 29,28), C-17 (5 46,53) e C-22
(6 33,74) com os respectivos carbonos de SgFC-1 [6 27,99 (C-16), 6 45,76 (C-17) e 6
33,14 (C-22)]. Além disso, uma substituicado de um grupo carboxila por uma metila
em C-28 causaria uma desprotecao (~ 4 e 5 ppm) em C-16 e C-22 e uma protecao
(~ 14 ppm) em C-17 (MAHATO; KUNDU, 1994). A confirmacdo deste grupo foi
obtida através da andlise do espectro na regiao do infravermelho (Figura 36, p. 111)
que revelou uma banda caracteristica de estiramento de grupo carbonila (1690 cm™)
de &cido carboxilico (SILVERTEIN; WEBSON; KIEMLE, 2007).

A analise conjunta dos dados espectrais discutidos e a comparagdo com
dados de compostos descritos na literatura (SAHPAZ; GUPTA; HOSTETTMANN,
2000; WANG et al.,, 2011) permitiram propor para SgFC-1 a estrutura de um
triterpeno pentaciclico da série oleanano conhecido como Acido siaresindlico (103)
e para SgFC-3, um novo triterpeno pentaciclico elucidado como Acido 3-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosilsiaresindlic (104, nomeado de
Gottliebsideo — uma singela homenagem ao maior Quimico em Produtos Naturais
do Brasil, Otto Richard Gottlieb). A revisao efetuada evidenciou somente a existéncia
de um composto natural analogo com esqueleto urs-12-eno (BAYKAL, 1999).

102R=0OHeRy=H
SgFC-1 R=R; =0H (103)
SgFC-3 R = 3-O-a-L-Rha-(1—2)-a-L-Ara; R; = OH (104)

a-L-Rha-(1—2)-a-L-Ara = OH
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O Acido siaresinélico, em estudo com células leucémicas humanas HL-60,
demonstrou acéo antiproliferativa (WANG et al., 2006).

Tabela 8 - Dados de RMN ('H: 400; *C: 100 MHz, CDCI,/CD;0OD, §, Hz) da substancia
codificada de SgFC-1 e comparacdo com os dados do Acido siaresinélico
(CD;OD, WANG et al., 2011) e Acido oleandlico (MAHATO; KUNDU, 1994).

Posicao SgFC-1 Acido Acido
Siaresindlico Oleandlico
8(; 8H Sc 8H 8C
1 38,84 38,70 38,50
2 27,09 26,80 27,40
3 79,21 3,15 78,60 3,15 78,70
(dd, J=10,2 e (dd, J=10,0 e
5,0) 4.4)

4 39,19 38,50 38,70
5 55,89 55,70 55,20
6 18,96 18,50 18,30
7 33,21 32,80 32,60
8 40,00 39,60 39,30
9 48,35 47,70 47,60
10 37,62 37,20 37,00
11 24,20 23,90 23,10
12 124,97 5,35 (sl) 123,70 5,33 (t, J=3,4) 122,10
13 143,48 143,40 143,40
14 41,80 41,40 41,60
15 28,62 28,30 27,70
16 27,99 27,50 23,40
17 45,76 45,50 46,60
18 44,30 3,05 (sl) 44,00 3,06 (sl) 41,30
19 82,02 3,27 (d, J=3,5) 81,30 3,26 (d, J=4,1) 45,60
20 35,17 34,90 30,60
21 28,66 28,40 33,80
22 33,14 32,80 32,80
23 28,33 0,93 (s) 27,60 0,99 (s) 28,10
24 15,88 0,74 (s) 15,10 0,80 (s) 15,60
25 15,46 0,92 (s) 14,60 0,95 (s) 15,30
26 17,23 0,71 (s) 16,60 0,79 (s) 16,80
27 24,85 1,23 (s) 24,00 1,31 (s) 26,0

28 181,75 181,10 181,00
29 28,31 0,87 (s) 27,50 0,95 (s) 33,10

30 25,02 0,93 (s) 24,00 0,98 (s) 23,60
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Tabela 9 - Dados de RMN ('H: 400; *C: 100 MHz, CDCI,/CD,0D, &, Hz) da substancia
SgFC-3 e comparacao com os dados de 3-O-a-L-Rhamnopiranosil-(1—2)-a-
L-arabinopiranosilsiaresinolato de 28-O-B-D-glicopiranosila (CD;OD;
SAHPAZ; GUPTA; HOSTETTMANN, 2000).

Posicao SgFC-3 3-0-a-L-Rha-(1—2)-a-L-Ara-siaresinolato de
28-0-B-D-Glc
S¢c Oy dc 3¢
1 39,47 39,97
2 26,77 26,99
3 90,64 3,12 (dd, J=11,1¢€3,9) 90,71 3,11 (dd, J=11,2 e 3,9)
4 40,10 40,26
5 56,83 57,03
6 19,34 19,50
7 33,87 33,87
8 40,54 40,87
9 48,95 48,49
10 37,89 37,87
11 24,63 24,72
12 124,73 5,31 (sl) 124,96 5,32 (sl)
13 144,39 144,29
14 42,38 42,61
15 29,28 29,45
16 29,28 28,45
17 46,53 47,12
18 44,93 3,05 (sl) 45,06 3,05 (sl)
19 82,37 3,25 (d, J = 3,5) 82,45 3,27 (d, J = 3,5)
20 35,84 35,95
21 29,34 29,67
22 33,74 33,27
23 28,57 1,00 (s) 28,61 1,01 (s)
24 16,91 0,83 (s) 17,01 0,84 (s)
25 15,80 0,92 (s) 15,94 0,95 (s)
26 17,65 0,75 (s) 17,61 0,78 (s)
27 25,07 1,26 (s) 25,01 1,29 (s)
28 - 178,54
29 28,63 0,92 (s) 28,67 0,95 (s)
30 25,14 0,95 (s) 25,19 0,95 (s)

(Continua)
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Tabela 9 (Continuagéo)

3-O0- Arabinose
1 104,30 4,57 (d, J=4,1) 104,74 4,55 (d, J=4,4)
2 76,51 3,77-3,86 (m) 76,81 3,77-3,85 (m)
3 72,49 3,77-3,86 (m) 72,99 3,77-3,85 (m)
4 67,75 3,77-3,86 (m) 68,32 3,77-3,85 (m)
5a’ 63,07 3,48 (dd, J=11,0e1,2) 63,64 3,48 (dd, J=11,8 ¢ 3,0)
5b’ 63,07 3,77-3,86 (m) 3,77-3,85 (m)
Terminal Rhamnose
1” 101,80 5,06 (d, J=1,2) 102,01 5,09 (d, J=10,9)
2’ 71,97 3,88 (dd, J=3,0e 1,4) 72,15 3,88 (dd, J=3,4 e 1,5)
3” 71,90 3,38-3,81(m) 72,15 3,38-3,81(m)
4> 73,66 3,38-3,81(m) 73,87 3,38-3,81(m)
5” 70,04 3,38-3,81(m) 70,21 3,38-3,81(m)
6” 17,95 1,21 (d, J=6,2) 17,99 1,23 (d, J=5,9)
28-0- Glicose
17 95,76 5,32 (d, J=8,3)
27 73,86 3,32 -3,40 (m)
3” 78,54 3,32 -3,40 (m)
4” 71,07 3,32 -3,40 (m)
5” 78,28 3,32 -3,40 (m)
6a” 62,38 3,70 (m)
6b™” 62,38 3,82 (m)

Figura 26A - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI;/CD;0D) da substancia SgFC-1.
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Figura 26B - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIl;/CD;0D) ampliado (§ 2,94-3,40) da
substancia SgFC-1.
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Figura 27B - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI;/CD;OD) ampliado (5 3,02-3,35) da
substancia SgFC-3.
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Figura 27C - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI;/CD;OD) ampliado (5 3,38-3,90) da
substancia SgFC-3.
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Figura 28 - Espectro de RMN '*C (100 MHz, CDCI;/CD;0D) da substancia SgFC-1.
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Figura 29 - Espectro DEPT (100 MHz, CDCI;/CD3;0D) da substancia SgFC-1.
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Figura 30 - Espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCI,/CD;0D) da substancia SgFC-3.
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Figura 31 - Espectro DEPT (100 MHz, CDCI;/CD3;0D) da substancia SgFC-3.
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Figura 32 - Espectro HSQC ('H:
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Figura 34 - Espectro HMBC ('H: 400; *C:100 MHz, CDCI,/CD;0D) da substancia SgFC-
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Figura 35 - Espectro HMBC ('H: 400; *C: 100 MHz, CsDsN) da substancia SgFC-3.
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Figura 36 - Espectro na regiao de infravermelho (KBr) da substancia SgFC-3.
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5.3.4 Identificacao Estrutural da Substancia Codificada de SgCC-1

A substancia codificada de SgCC-1 foi identificada como sendo uma cumarina
com base na analise dos dados obtidos dos espectros de RMN, bem como pela
comparacao com dados de modelos descritos na literatura (BAYOUMI et al., 2010).

O espectro de RMN 'H (Figura 37, p. 113) permitiu reconhecer sinais, cujos
valores de deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de acoplamento
estdo condizentes com a presenca de um nucleo cumarinico 6,7-dissubstituido [
6,21 (d, J=9,4 Hz), 6 7,61 (d, J = 9,4 Hz), 6 6,84 (s) e 6 6,82 (s)] e de um grupo
metoxila [6 3,89 (s)].

A analise dos dados dos espectros de RMN '*C (Figura 38, p. 114), DEPT
(Figura 39, p. 114) e HSQC (Figura 40, p. 115) evidenciou a presenca de 10 atomos
de carbono, cuja natureza (5 nao hidrogenados, 4 mono-hidrogenados e 1
triidrogenado) e deslocamentos quimicos sugeriram a presenca de um ndcleo
cumarinico 6,7-dissubstituido (Tabela 10, p. 113). Dentre estes carbonos foram
observados valores de deslocamentos condizentes com a presenga de uma
carbonila ¢ -lactona de nucleo cumarinico [6 162,18 (C)], de carbonos olefinicos a,3-
insaturados [ 112,47 (CH, C-3) e 6 143,85 (CH, C-4)], além de dois carbonos
aromaticos que sustentam oxigénio [6 144,84 (CH, C-6) e 6 150,47 (CH, C-7)], dois
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carbonos monoidrogenados protegidos [6 107,83 (CH, C-5) e 6 103,16 (CH, C-8)] e
um sinal referente a um grupo metoxila [6 56,22 (OCHsj)]. Estas informacdes
permitiram propor para SgCC-1 a estrutura da Escopoletina (105) ou
Isoescopoletina (106).

Escopoletina (105) Isoescopoletina (106)

As correlacbes observadas no mapa de contorno do espectro bidimensional
HMBC (Figura 41, p. 115), embora ndo tenha permitido a distincdo entre as duas
possibilidades estruturais, permitiu a atribuicdo inequivoca dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios e carbonos da molécula. No entanto, as protecoes
observadas em C-5 (SgCC-1: & 107,83; Escopoletina: 5 109,9 e Isoescopoletina: &
112,9) e em C-9 (SgCC-1: 6 111,15; Escopoletina: 5 112,6; Isoescopoletina: 5
113,5) sugeriram a identificacdo de SgCC-1 como sendo a cumarina Escopoletina.
A comparacéao dos pontos de fusao descritos na literatura para Escopoletina (200-
202°C) e Isoescopoletina (138-140°C) (JEREZANO et al., 2011) com o de SgCC-1
(197-199°C) permitiram confirmar esta proposta.

A Escopoletina tem apresentado diversas atividades bioldgica tais como:
antidepressiva (CAPRA et al., 2010); anticolinesterasica (ORHAN;TOSUN; SENER,
2008), antinociceptiva (MEOTTI et al; RIBAS et al., 2008), anti-inflammatéria (KIM et
al., 2004), antioxidante, anti-hiperglicémica (PANDA ; KAR, 2006), hipouricémica
(DING; DAI; WANG, 2005) e antitumoral (LIU et al., 2001).
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Tabela 10 - Dados de RMN ('H: 400; *C: 100 MHz, CDCIl,/CD,0D, §, Hz) da substancia
codificada de SgCC-1 e comparacao com os dados da literatura da
Escopoletina e da Isoescopoletina (CD;0D, BAYOUMI et al., 2010).

Posicao SgCC-1 Escopoletina Isoescopoletina
dc dn d¢c o d¢c OH
2 162,18 164,1 164,0
3 112,47 6,21 (d, J=9,5) 112,6 6,19 (d, J=9,0) 113,5 6,22(d, J=9,0)
4 143,85 7,61 (d, J=9,5) 146,1 7,84 (d, J=9,0) 145,9 7,79 (d, J=9,0)
5 107,83 6,84 (s) 109,9 7,09 (s) 112,9 6,93 (s)
6 144,84 1471 153,5
7 150,47 153,0 145,3
8 103,16 6,82 (s) 104,0 6,75 (s) 100,6 6,71 (s)
9 111,15 112,6 113,5
10 150,00 151,4 150,9
OMe 56,22 3,89 (s) 56,8 3,90 (s) 56,8 3,94 (s)

Figura 37- Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI,/CD;0D) da substancia SgCC-1.
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Figura 38 - Espectro de RMN '*C (100 MHz, CDCI;/CD;0D) da substancia SgCC-1.
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Figura 39 - Espectro de RMN *C-DEPT (100 MHz, CDCI;/CD;0D) da substancia SgCC-
1.
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Figura 40 - Espectro de HSQC ('H: 400; "*C: 100 MHz, CDCIl/CD;0D) da substancia

SgCC-1.
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5.3.5 Identificacdo Estrutural das Substancias Codificadas de SgCC-2 e SgCC-3

As substancias codificadas de SgCC-2 e SgCC-3 foram identificadas como
sendo dois compostos fenélicos, derivados do Acido benzoico (107) com base na
analise dos dados obtidos dos respectivos espectros de RMN, bem como pela
comparacdo com o dados reportados na literatura (TAKAC; TOPIC, 2004;
COLOMBO et al., 2010; XIANG et al., 2011).

A anélise dos espectros de RMN 'H das substancias SgCC-2 (Figura 42, p.
118; Tabela 11, p. 117) e SQCC-3 (Figura 43, p. 119; Tabela 12, p. 118) demonstrou
valores de deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento [SgCC-2: 5 7,23
(dt, J=8,0e 7,1 Hz, H-5),8 7,30 (dd, J=8,6 e 1,7 Hz, H-3), 6 7,80 (dt, J=8,6 e 7,1
Hz, H-4), 6 8,23 (dd, J= 8,0 e 1,7 Hz, H-6) e [SgCC-3: 5 6,70 (d, J = 8,7 Hz, H-5), §
7,42 (dd, J = 8,7 e 2,0 Hz, H-6), 6 7,41 (d, J = 2,0 Hz, H-2)] caracteristicos de
hidrogénios aromaticos em um sistema 1,2-dissubstituido e 1,3,4-trissubstituido,
respectivamente. O espectro da substancia SgCC-3 apresentou, ainda, um sinal
simples em & 3,75 sugerindo a presenca de um grupo metoxila.

Os dados obtidos dos respectivos espectros de RMN *C e DEPT 135 de
SgCC-2 (Figuras 44-45, pp. 119-120; Tabela 11, p. 117) e SgCC-3 (Figuras 46-47,
pp. 120-121; Tabela 12, p. 118) revelou seis sinais com valores de deslocamento
quimicos caracteristicos de carbonos aromaticos, sendo que destes quatro em
SgCC-2 e trés em SgCC-3 sao hidrogenados, estando compativel com um sistema
1,2-dissubstituido e 1,3,4-trissubstituido, respectivamente. Foram observados, ainda,
sinais em 6 172,21 para SgCC-2 e para SgCC-3 em 6 170,07 e 6 56,37 referentes a
um grupo carboxila conjugada em ambas e um grupo metoxila em SgCC-3.

A apreciacao conjunta dos dados espectrais permitiu identificar a substancia
SgCC-2 como sendo o Acido salicilico (108) e propor para SgCC-3 as estruturas
do Acido vanilico (109) ou do Acido isovanilico (110). Estas propostas estruturais
foram confirmadas pela comparacdo dos dados de RMN 'H e *C obtidos com os
dos compostos correspondentes descritos na literatura. Os pontos de fusado descritos
na literatura para o Acido vanilico (210-213°C; CURIR et al., 2003) e para o Acido
Isovanilico (255 °C; CROSBY, 1961) quando comparados com o da substancia

SgCC-3 (209-2112C) permitiram propor a estrutura do Acido vanilico.
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O Acido salicilico tem reconhecida atividade antinociceptiva (STEEN; REEH:;
KREYSEL, 1995), anti-inflamatéria (VOILLEY et al., 2001), antipirética, antisséptica,
antirreumatica (VANE; BOTTING, 1998), antimicrobiana (KUPFERWASSER et al.,
2003), além de ser utilizado no tratamento de varias doencas relacionadas com pele
hiperqueratética (LIN; NAKATSUI, 1998). O Acido vanilico possui acdo
antinociceptiva e anti-inflamatoria (LEAL et al., 2011), antimicrobiana (DELAQUIS;
STANICH; TOIVONEN, 2005), antioxidante (ZHANG et al., 2009), hepatoprotetora
(ITOH et al., 2010) e inibidor do efeito anticoagulante do veneno da serpente Naja
naja (DHANANJAYA et al., 2006).

COOH

Ry
R

Acido benzoico (107)R = R; = R, = H
SgCC-2R=0He Ry =Rx=H (108)

SgCC-3 R =H, Ry=0Me e R, = OH (109)

Acido isovanilico (110) R = H, Ry = OH e R; = OMe

Tabela 11 - Dados de RMN ('H: 400; *C: 100 MHz, CD;OD, &, Hz) da substancia
codificada de SgFC-2 e comparacdo com os dados da literatura do Acido
salicilico (DMSO-d6, TAKAC; TOPIC, 2004).

Posicdo SgCC-2 Acido salicilico
dc 4 dc o

1 112,46 113,02

2 161,32 161,29

3 116,87 7,30 (dd, J=8,6 e 1,7) 117,21 6,96 (d, J=7,5)
4 135,33 7,80 (dt, J=8,6 € 7,1) 135,76 7,52 (t, J=7,7)
5 118,89 7,23 (dt, J=8,0e 7,1) 119,28 6,92 (t, J = 7,4)
6 130,34 8,23 (dd, J=8,0e1,7) 130,40 7,82 (d, J=7,7)

COOH 172,21 172,08
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Tabela 12 - Dados de RMN ('H: 400; '*C: 100 MHz, CD;0D, 5, Hz) da substancia SgCC-3
e comparacdo com os dados da literatura do Acido Vanilico (CD;OD;
COLOMBO et al., 2010) e Acido Isovanilico (C;Ds0, XIANG et al., 2011).

Posicéo SgCC-3 Acido vanilico Acido isovanilico
50 5H 5c 6H 6C 6H
1 123,07 124,9 122,9
2 118,75 7,41 114,0 7,52 115,5 6,92
(d, J=2,0) d, J=2,0) d, J=1,6)
148,66 148,5 148,1
152,67 152,6 152,0
115,83 6,70 115,7 6,82 113,5 7,58
(d, J=87) d, J =8,0) (d, J = 8,4)
6 125,27 7,42 125,8 7,54 124,8 7,61
(dd, J = 8,7; 2,0) (dd, J = 8,0: 2,0) (dd, J = 8,4: 1,6)
COOH 170,07 172,1 167,8
OMe 56,37 3,75 (s) 56,4 3,84 (s) 56,3 3,93 (s)

Figura 42 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCI;/CD;0D) da substancia SgCC-2.
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Figura 43 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD;0D) da substancia SgCC-3.
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Figura 44 - Espectro de RMN '*C (100 MHz, CDCI;/CD;0D) da substancia SgCC-2.
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Figura 45 - Espectro de RMN "*C-DEPT (100 MHz, CDCI/CD;0D) da substancia SgCC-
2.
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Figura 46 - Espectro de RMN "*C (100 MHz, CD;0D) da substancia SgCC-3.

170.0708
— 152.6726
— 148.6632
— 125.2772
— 123.0727
— 115.8328
— 113.7556




121

Figura 47 - Espectro de RMN *C-DEPT (100 MHz, CD;0D) da substancia SgCC-3.
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5.3.6 Identificagdo Estrutural da Substancia Codificada de SgCC-4

A substancia codificada de SgCC-4 foi identificada como sendo um derivado
do Acido cafeico (111), com base na andlise dos dados obtidos dos espectros de
RMN, bem como pela comparacdo com dados descritos na literatura (XIANG et al.,
2011).

Os dados obtidos do espectro de RMN 'H (Figura 48, p. 123; Tabela 13, p.
122) permitiu reconhecer sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos,
multiplicidades e constantes de acoplamento estdo condizentes com a presenca de
hidrogénios olefinicos (a,B-insaturados) com orientacao trans [6 7,44 (d, J = 16,0 Hz)
€ 66,16 (d, J= 16,0 Hz)], de um grupo etoxila [6 4,13 (q, J=7,0 Hz) € 6 1,20 (t, J =
7,0 Hz)] e de hidrogénios aromaticos em um sistema 1,3,4-trissubstituido [6 6,93 (d,
J=2,0Hz),56,84 (dd, J=8,2e 2,0 Hz) e 6 6,68 (d, J = 8,2 Hz)].

A andlise dos dados dos espectros de RMN '3C e DEPT [Figuras 49 (p. 123) e
50 (p. 124); Tabela 13 (p. 122)] indicou a presenca de 11 atomos de carbonos,
sendo que destes, quatro sdo nao hidrogenados, cinco monoidrogenados, um
diidrogenado e um trildrogenado. Dentre estes carbonos foram observados valores
de deslocamentos condizentes com a presenca de uma carbonila de éster a,3-
insaturada [0 169,35 (C)], de carbonos olefinicos a,B-insaturados [6 115,21 (CH, C-8)
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e 6 146,78 (CH, C-7)], além de dois carbonos aromaticos que sustentam oxigénio [
146,74 (C, C-3) e 5 149,52 (C, C-4)], trés carbonos aromaticos monohidrogenados [
115,07 (CH, C-2), 5 116,47 (CH, C-5) e & 122,90 (CH, C-6)], um carbono sp? nao
hidrogenado [6 127,68 (C, C-1)] e dois sinais referentes a um grupo etoxila [6 14,63 e
61,42 (OCH.CH3)]. Estas informacdes aliadas a comparacao com dados descritos
na literatura permitiram propor para SgQCC-4 a estrutura do Cafeato de etila (112).

111 SgCC-4 (112)

O Cafeato de etila tem sido reportado como possuidor de atividades
antioxidante e anticarcinogénica (JAIKANG et al., 2011), anti-inflamatéria (CHIANG
et al., 2005; CAl et al., 2010), inibidor da fibrose hepatica (BOSELLI et al., 2009) e
com potencial atividade antinociceptiva (CHIANG et al., 2005).

Tabela 13 - Dados de RMN ('H: 400; *C: 100 MHz, CD;0D, 5, Hz) da substancia SgCC-
4 e comparacao com dados do Cafeato de etila (DMSO-d6; XIANG et al.,

2011).
Posicao SgCC-4 Cafeato de etila
oc OH oc OH
1 127,68 127,5
2 115,07 6,93 (d, J=2,0) 115,2 7.18(d, J=1.5)
3 146,74 145,5
4 149,52 148,7
5 116,47 6,68 (d, J=8,2) 116,3 6,88 (d, J=8,4)
6 122,90 6,84 (dd, J = 8,2 € 2,0) 122,4 7.05 (dd, J=8,4¢e 1,5)
7 146,78 6,16 (d, J=16,0) 146,2 6,29 (d, J= 15,6)
8 115,21 7,44(d, J=16,0) 115,6 7,55 (d, J=16,2)
COO 169,35 167,4
OCH, 61,42 4,13 (q, J=7,0) 60,5 418 (q,J=7,2)

CH; 14,63 1,20 (t, J=7,0) 14,6 1,26 (t, J=4,8)
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Figura 48 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CD;0D) da substancia SgCC-4.
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Figura 49 - Espectro de RMN '*C (100 MHz, CD;0D) da substancia SgCC-4.
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Figura 50 - Espectro DEPT (100 MHz, CD,0D) da substancia SgCC-4.
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5.4 Consideracoes Quimiotaxonomicas Sobre a Espécie S. grisea

Sabicea, como ja mencionado na parte inicial deste trabalho, € um género
praticamente inexplorado do ponto de vista quimico. Segundo levantamentos
realizados no SciFinder e em outras bases de periédicos, todos os compostos
isolados estao sendo relatados pela primeira vez no género. A auséncia de estudos
quimicos neste género e o fato das substancias isoladas de S. grisea, exceto o
Acido siaresindlico e o Gottliebsideo, serem relativamente comuns em outras
espécies de Rubiaceae e em outras familias dificultam uma analise
quimiotaxondémica dentro deste género. Porém, em Rubiaceae, foi observado que o
acido siaresindlico, bem como saponinas derivadas deste acido, tem sido relatados
apenas nos géneros Gardenia (REDDY; AYENGAR; RANGASWAMI, 1975), Randia
(APLIN et al.,, 1971; SAHPAZ; GUPTA; HOSTETTMANN, 2000) e Catunaregam
(GAO et al., 2011a; GAO et al.,, 2011b), que assim como o género Sabicea,
pertencem a subfamilia Ixoroideae. Desta forma foi possivel observar, que dentro da
familia Rubiaceae, até o momento, a presenca destes compostos esta restrita a
subfamilia Ixoroideae.
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5.5 Identificacao Estrutural das Substancias Isoladas de P. barbiflora

5.5.1 Identificacao Estrutural das Substancias Codificadas de PbFC-1 e PbCAc-1

As substéancias codificadas de PbFC-1 e PbCAc-1 tiveram inicialmente sua
natureza alcaloidica sugerida pela reacdo positiva (coloracdo alaranjada) com
reagente de Dragendorff. Ambas foram identificadas como sendo alcaloides com
esqueleto do tipo B-carbolinico com base na anédlise dos dados obtidos dos
respectivos espectros de RMN, bem como pela comparacdo com dados descritos na
literatura (ARAUJO-JUNIOR et al., 2004; DO NASCIMENTO et al., 2008).

Os espectros de RMN 'H de PbFC-1 (Figura 51, p. 130; Tabela 14, p. 128) e
de PbCAc-1 (Figura 52, p. 131; Tabela 15, p. 129) permitiram reconhecer sinais,
cujos valores de deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento sao caracteristicos de hidrogénios de alcaloides do tipo B-carbolinico
[PbFC-1: 6 7,57 (id, J = 8,0 e 1,2 Hz, H-10), 6 7,86 (dd, J = 8,1 e 1,2 Hz, H-12), 5
7,89 (ddd, J=8,1,7,5e 1,2 Hz, H-11), 56 8,17 (d, J = 5,3 Hz, H-6), 5 8,43 (d, J = 8,0
Hz, H-9), 6 8,48 (d, J = 5,3 Hz, H-5)] e tetraidrocarbolinico [PbCAc-1: 6 3,03 (m, H-6),
53,24 € 3,69 (m, H-5a e H-5b), 5 4,46 (d, J= 11,4 Hz, H-3), 6 7,02 (t, J= 7,8 Hz, H-
10),6 7,12 (t, J= 7,8 Hz, H-11), 5 7,32 (d, J= 8,2 Hz, H-12), 6 7,43 (d, J = 7,8 Hz, H-
9)].

8 AN
11 N
l\|l1
H
B-carbolinico Tetraidrocarbolinico Secologaninico

Adicionalmente, foi observado no espectro de PbFC-1 um sinal simples em 3
3,15, sugerindo a presenca de um grupo metila ligado a carbono e nao a nitrogénio
(~ 4,5 ppm) (CARPRASSE; COUNE; ANGENOT, 1983) e no espectro de PbCAc-1
varios outros sinais para uma unidade B-D-glicopiranosidica [6 4,79 (d, J = 8,1 Hz, H-
1’ anomérico), 3,24 (m, H-2), 3,43 (t, J = 9,0 Hz, H-3’), 3,24 (m, H-4’ e H-5’), 3,69 (m,
H-6’a) e 4,02 (dl, J= 10,6 Hz, H-6’b)], uma ligacédo dupla do tipo vinil terminal [6 5,12
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(d, J=10,6 Hz, H-18a), 6 5,19 (d, J = 17,7 Hz, H-18b) e 5 5,76 (m, H-19)] e outra
trissubstituida [6 7,58 (sl)], um hidrogénio hemiacetalico [5 5,82 (d, J = 9,4 Hz, H-21)],
dois hidrogénios metilénicos [6 2,10 e 2,35 (m, H-14a e H-14b)] e dois metinicos [
2,93 (m, H-15) e 6 2,55 (m, H-20)], cujos valores de deslocamentos quimicos estdo
condizentes com a presenca de um iriddide do tipo secologaninica (Tabela 15, p.
130).

A anélise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN '°C e DEPT 135
de PbFC-1 (Figuras 53-54, p. 132; Tabela 14, p. 128) permitiu reconhecer sinais
para um total de 12 atomos de carbonos (6 ndo hidrogenados, 5 monoidrogenados e
1 triildrogenado), cujos valores de deslocamento quimicos estdo coerentes com um
nacleo B-carbolinico e de um grupo metila ligado a carbono (6 19,31) e ndo a
nitrogénio (~ 45,0 ppm) (CARPRASSE; COUNE; ANGENOQOT, 1983).

As correlacdes referentes as interacdes heteronucleares entre atomos de
carbonos e hidrogénios, observadas no mapa de contorno dos espectros
bidimensionais HSQC (Figura 55, p. 133) e HMBC (Figura 56, p. 133), além de
permitir a atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e
carbonos da molécula, permitiram também inferir o grupo metila em C-3 do nucleo 3-
carbolinico, especialmente pelas correlagcbes a duas e trés ligagcdes entre os
hidrogénios deste grupo (& 3,15) com C-3 (5 142,00) e C-2 (5 135,31).

A analise conjunta dos dados de RMN obtidos e comparagcdo com dados
descritos na literatura para o Harmana (113) (ARAUJO-JUNIOR et al., 2004)
permitiram a identificacao da substancia PbFC-1 com este alcaloide.

Os dados obtidos dos espectros de RMN '°C e DEPT 135 de PbCAc-1
(Figuras 57-58, p. 134; Tabela 15, p. 129) permitiu reconhecer sinais cujos valores
de deslocamentos quimicos e padrdo de hidrogenacao dos mesmos estao coerentes
com a presencga de um nucleo tetraidrocarbolinico. Além destes, foram observados
sinais cujos valores de deslocamentos estdo condizentes com a presenca de um
grupo carboxila [6 177,53 (C)], uma ligacdo dupla do tipo vinil terminal [ 119,08
(CH,, C-18) e 6 136,04 (CH, C-19)] e outra trissubstituida conjugada [6 112,87 (C, C-
16) e & 154,23 (CH, C-17)], cujo carbono hidrogenado sustenta oxigénio, além de
sinais para uma unidade B-D-glicopiranosidica [6 100,26 (CH, C-1’), 74,81 (CH, C-
2’), 78,10 (CH, C-3), 71,90 (CH, C-4’), 78,71 (CH, C-5’), 63,19 (CH,, C-6’)], um
carbono metinico dioxigenado [6 96,72 (CH, C-21)], além de um carbono metilénico
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[6 35,18 (CH, C-14)], dois carbonos metinicos [6 33,73 (CH, C-15) e & 45,68 (CH, C-
20)] compativeis com a presenca de um nucleo secologaninico.

As correlacbes correspondentes as interacdes heteronucleares de atomos de
carbonos e hidrogénios, observadas no mapa de contorno do espectro bidimensional
HSQC (Figura 59, p. 135) corroboraram com as atribuicbes dos deslocamentos
quimicos de todos os hidrogénios e carbonos da molécula.

A analise conjunta dos dados espectrais discutidos e comparacao com dados
dos alcaloides Acidos Estrictosidinico (114) e 3-epi-Estrictosidinico (115)
descritos na literatura (DO NASCIMENTO et al., 2006; 2008) permitiram identificar
PbCAc-1 como sendo o Acido Estrictosidinico (114), especialmente pelas
diferencas de deslocamentos quimicos do C-3 (PbCAc-1: & 52,41; Acido
Estrictosidinico: § 52,3 e Acido 3-epi-Estrictosidinico: & 59,5), C-5 (PbCAc-1: §
43,20; Acido Estrictosidinico: 5 43,0 e Acido 3-epi-Estrictosidinico: 5 51,0) e C-
14 (PbCAc-1: & 35,18; Acido Estrictosidinico: 5 351 e Acido 3-epi-

Estrictosidinico: 5 33,0).

6 6
8 X
11 N 11
N1 ?
||_| N COOH
© X7

PbFC-1 (113) “
18 OGlc

PbCAc-1 R = a-H (114)
115R = B-H

Alcaldides B-carbolinicos compreendem uma classe de compostos de grande
interesse em diferentes segmentos da Farmacologia, pelo fato de serem apontados
como os componentes ativos de plantas alucinédgenas empregadas em diversas
culturas da Amazbnia. Este fato levou a intensivas investigagdes
psicofarmacoldgicas que permitiram constatar que varios deles possuem facilidade
de se ligar a uma gama de receptores que atuam no sistema nervoso central
(PICADA et al., 1997; PFAU; SKOG, 2004).
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O alcaloide Harmana, por exemplo, tem sido reportado como possuidor de
atividade antidepressiva (FARZIN; MANSOURI, 2006), leishmanicida (DI GIORGIO
et al., 2004), anti-HIV (ISHIDA et al., 2001), antimicrobiana (REZA; ABBAS, 2007),
anticonvulsivante e convulsivante a depender da dose (ARICIOGLU et al., 2003),
antimalarica (ANCOLIO et al., 2002), antioxidante (HERRAIZ; GUILLEN; ARAN,
2008), vasorrelaxante (SHI et al.,, 2000), antinociceptiva em modelo neuropatico
(ARICIOGLU; KORCEGEZ; OZYALCIN, 2003), bem como inibidor da enzima
monoamina oxidase (HERRAIZ; CHAPARRO, 2006). No entanto, diversos estudos
tém demonstrado que em altas doses este alcaloide tem apresentado potencial
efeito genotdxico, neurotoxico e carcinogénico (MEESTER, 1995; LOUIS et al.,
2008; EL-GENDY; EI-KADY, 2010; LOUIS et al., 2010). Por sua vez, o Acido
Estrictosidinico possui efeito analgésico, antipirético (REANMONGKOL et al.,
2000), antiquimiotatico (SIMOES-PIRES et al., 2006) e acdo sobre os niveis de
monoaminas (FARIAS et al., 2010).

Tabela 14 - Dados de RMN ('H: 400; *C: 100 MHz, CDCIl,/CD;0D, 5, Hz) da substancia
PbFC-1 e comparacao com os dados da literatura da Harmana (CDCIs,
ARAUJO-JUNIOR et al., 2004).

Posicao PbFC-1 Harmana
dc OH dc On

2 135,31 134,79

3 142,00 141,84

5 136,64 8,48 (d, J=5,3) 138,49 8,36 (d, J=5,3)
6 113,41 8,17 (d, J=5,3) 113,15 7,84 (d, J=5,3)
7 128,93 128,67

8 121,68 122,20

9 121,98 8,43 (d, J=8,0) 122,05 8,13 (d, J=7,3)
10 120,01 7,57 (td,J=8,0e1,2) 120,39 7,31 (m)

11 128,68 7,89 (ddd, J=8,1,7,5¢e1,2) 128,54 7,56 (m)

12 112,22 7,86 (dd, J=8,1e1,2) 111,85 7,55 (m)

13 141,51 140,45

Me 19,31 3,15 (s) 20,31 2,83 (s)
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Tabela 15 - Dados de RMN ('H: 400; *C: 100 MHz, CD,0D, $, Hz) da substancia PbCAc-
1 e comparacdo com dados dos Acidos Estrictosidinico (CD;0D, DO
NASCIMENTO et al.,

NASCIMENTO et al., 2006).

2008).

e epi-Estrictosidinico (CD;OD, DO

Posicdo PbCAc-1 Acido Estrictosidinico Acido epi-
Estrictosidinico
oc OH oc OH dc
2 130,53 130,5 129,5
3 52,41 4,46 (d, J = 11,4) 52,3 4,43 (d, J=9,9) 59,5
5 43,20 3,24 € 3,69 (m) 43,0 3,20 e 3,70 (m) 51,0
6 19,62 3,03 (m) 19,6 3,02 (m) 17,3
7 107,32 107,3 106,0
8 127,53 127,5 127,5
9 119,14 7,43 (d, J=7,8) 119,1 7,44 (d, J = 7,5) 119,0
10 120,63 7,02 (t, J=7,8) 120,5 7,03 (dt, J=7,5;1,2) 120,6
11 123,45 712 (t, J=7,8) 123,4 7,12 123,3
(ddd, J = 8,1;7,5: 1,2)
12 112,44 7,32 (d, J=8,2) 112,2 7,30 (d, J = 8,1) 112,3
13 138,26 138,2 138,3
14 35,18 210 e 2,35 (M) 35,1 211 e 2,37 (M) 33,0
15 33,73 2,93 (m) 34,0 3,00 (m) 33,6
16 112,87 113,5 114,5
17 154,23 7,58 (sl) 153,4 7,56 (sl) 152,4
18 119,08 5,12 (d, J=10,6) 5,19 118,9 5,20 (d, J=10,8) 119,0
(d, J=17,7) 5,31 (d, J = 17,4)

19 136,04 5,76 (m) 136,3 5,86 (m) 136,5
20 45,68 2,55 (m) 45,7 2,70 (m) 45,8
21 96,72 5,82 (d, J = 9,4) 96,6 5,82 (d, J = 9,3) 96,8
22 177,53 175,9 175,0
1 100,26 4,79 (d, J = 8,1) 100,4 4,82 (d, J=8,1) 100,3
2 74,81 3,24 (m) 74,8 3,22 (dd, J=9,3; 8,1) 74,7
3 78,10 3,43 (t, J = 9,0) 780 3,42 (dd, J=9,3:9,0) 77,9
4 71,90 3,24 (m) 71,8 3,24 (dd, J=9,1;9,0) 71,8
5 78,71 3,24 (m) 78,8 3,38 (dd, J=11,4;9,0) 71,8
6 63,19 3,69 (M) e 4,02 63,1 3,66 (m) e 4,01 63,1

(dl, J = 10,6)

(dd, J= 11,4 1,5)




Figura 51A - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI,/CD;0D) da substancia PbFC-1.
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Figura 51B - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIl;/CD;0D) ampliado (5 7,50-8,60) da

substancia PbFC-1.
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Figura 52A - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD;0D) da substancia PbCAc-1.
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Figura 52B - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI;/CD;0D) ampliado (5 3,90-7,85) da

substancia PbCAC-1.
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Figura 53 - Espectro de RMN '*C (100 MHz, CDCI;/CD;0D) da substancia PbFC-1.
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Figura 54 - Espectro DEPT (100 MHz, CDCI;/CD;0D) da substancia PbFC-1.
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Figura 55 - Espectro de HSQC ('H: 400; "*C: 100 MHz, CDCIl/CD;0D) da substancia
PbFC-1.
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Figura 56 - Espectro HMBC ('H: 400; "*C: 100 MHz, CDCIl;/CD;0D) da substancia PbFC-
1.
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Figura 57 - Espectro de RMN '*C (100 MHz, CD;0OD) da substancia PbCAc-1.
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Figura 58 - Espectro DEPT 135 (100 MHz, CD;0D) da substancia PbCAc-1.
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Figura 59 - Espectro HSQC ('H: 400; "*C: 100 MHz, CD;0D) da substancia PbCAc-1.
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5.6 Consideracoes Etnobotanicas e Quimiotaxonémicas Sobre a Espécie P.
Barbiflora

A espécie Psychotria barbiflora D.C é conhecida no Brasil como erva-de-rato
(SOUZA et al.,, 2000; PEREIRA e ALVES, 2007). Diversas plantas tidas como
venenosas para animais, principalmente ruminantes, recebem esta mesma
denominagdo popular. Na familia Rubiaceae, somente as espécies Palicourea
marcgravii St. Hill e Psychotria barbiflora foram inicialmente reconhecidas como
téxicas. no entanto, estudos posteriores permitiram incluir outras espécies destes
géneros nesta mesma classificacdo. No sul do Brasil, erva-de-rato virou sinénimo de
planta que mata gado. A ingestdo destas plantas causa um quadro de intoxicacao,
convulsdes e arritmia cardiaca, podendo culminar com a chamada “morte subita”,
sendo a principal causa de morte, por problemas cardiacos, de bovinos no Brasil
(SOUZA et al., 2000; TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2002; BRAGA et al.,
2008; SCHONS et al., 2011).

Dentre as ervas-de-rato, a que apresenta maior problema para pecuaria
brasileira € sem duavida a espécie Palicourea marcgravii, devido a sua ampla
distribuicao e por ser a maior causadora de “morte subita” em bovinos (SCHONS et
al., 2011). Varios estudos tém atribuido esta propriedade toxica a presenca do acido
monofluoracético e a fluoracetatos (DE OLIVEIRA, 1963; GORNIAK; PALERMO-
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NETO; SPINOSA, 1994; DE MORAES-MOREAU et al., 1995). No entanto, foi
observado que a quantidade destes compostos em espécies de Palicourea é muito
pequena e nao seria por si sé suficiente para causar a “morte subita”, indicando a
possivel acdo de outros compostos (KREBS; KEMMERLING; WILHELM, 1994;
RIBEIRO DE ASSIS et al., 2006).

Diante deste impasse, KEMMERLING (1996) demonstrou que a presenca de
N-metiltiramina e de alcaloides [-carbolinicos s&o o0s principais compostos
responsaveis pela toxicidade de P. marcgravii. A presenca destes alcaloides é
responsavel pela inibicio da monoamina oxidase A, provocando um aumento na
intensidade dos estimulos de receptores a e B do sistema nervoso simpatico, o que
gera um aumento drastico na pressdo sanguinea, e por consequéncia, uma
distribuicdo mais rapida dos fluoroacetatos por todo corpo, chegando inclusive no
coracdo. Esta sequéncia de reacdes aliada a maior absorbabilidade natural dos
ruminantes torna P. marcgravii um “coquetel letal” para bovinos. Na planta os
alcaloides B-carbolinicos possuem, dentre outras, a funcao de defesa, pois além de
gerar diversos efeitos farmacolégicos, nocivos, nos predadores, protegem-nas de
infecbes por virus e por protozoarios (ALLEN; HOLMSTEDT, 1980).

Como mencionado na revisdo bibliografica deste trabalho, o género
Psychotria é bastante conhecido pelas espécies produtoras de alcaloides bioativos e
taxonomia complexa (MORAES et al., 2011). Alguns autores, tal como TAYLOR
(1996), a partir de observacdes morfoldgicas, sugere a fusdo de algumas espécies
do género Palicourea com espécies de Psychotria americanas (Heteropsychotria).
TEIXEIRA; MACHADO (2004), em estudo relacionado ao sistema reprodutivo de P.
barbiflora encontraram semelhancas com Palicourea lasiorrachis Benth. ex Oerst.
Recentemente MORAES e cols. (2011) também demonstraram correlacoes
morfolégicas entre espécies de Psychotria da Mata Atlantica brasileira € o género
Palicourea. Estas observacées ganharam forca com os estudos moleculares
realizados por NEPOKROEFF; BREMER; SYSTMA (1999), ANDERSSON; ROVA
(1999) e ANDERSSON (2001) com espécies da tribo Psychotrieae que permitiram
inferir que espécies do subgénero Heteropsychotria possuem maior similaridade com
algumas espécies de Palicourea do que com outras espécies de Psychotria.

LOPES e cols. (2004) associam a presenca de alcaloides indol-
monoterpénicos ao fato das espécies pertecerem ao subgénero Heteropsychotria.

Esta hipotese foi constantada em nossa revisdo bibliografica dos alcaloides
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presentes no género Psychotria. A revisao permitiu observar que todos os alcaloides
que apresentam o esqueleto-B-carbolinico (Tabela 3, pp. 37-41) foram isolados de
espécies coletadas em locais pertencentes a regidao neotropical. O isolamento dos
alcaloides Harmana e Acido Estrictosidinico, da espécie P. barbiflora, coadunam
com os argumentos de LOPES e cols., (2004) e permiti-nos incluir esta espécie no
subgénero Heteropsychotria. Estes novos dados, também, corroboram com a fuséao
de Heteropsychotria com o género Palicourea uma vez que alcaloides 3-carbolinicos
e, sobretudo, indol-monoterpénicos com nucleo secologaninico tém sido descritos no
género Palicourea (STUART; WOO-WING, 1974; MORITA et al., 1989; VALVERDE;
TAMAYO; HESSE, 1999; DO NASCIMENTO et al., 2006; DO NASCIMENTO et al.,
2008).

5.7 Ensaios para Avaliacao das Atividades Antinociceptivas e Anti-inflamatoria
do Octacosanol (SgFH-1a) e do Acido Siaresindlico (SgFC-1)

A busca pela identificacdo de compostos bioativos de plantas tornou-se uma
estratégia de grande interesse em pesquisas farmacéuticas. Tais compostos tém
sido aplicados no tratamento de diferentes condic¢des, incluindo dor e inflamacéao
(FERNANDEZ-ARCHE et al., 2009; DE SOUZA et al., 2010). Assim, a avaliacao
dos efeitos farmacolégicos sobre estas condicbes podem ser Uteis como uma
estratégia para a descoberta de novas drogas de origem vegetal (OLIVEIRA et al.,
2012). Varios ensaios de nocicepcao e inflamacao, utilizando diferentes modelos
animais, vém sendo utilizados como triagens para descricdo de substancias com
potencial farmacol6gico. De maneira geral, esses enasios, apresentam importantes
caracteristicas, tais como simplicidade, reprodutibilidade, validade dos resultados
obtidos, além de permitirem correlagcbes com estudos clinicos (DICKESSON;
BESSON, 1997; PERAZA et al., 2007).

Diversas pesquisas que demonstram o potencial antinociceptivo e anti-
inflamatério de misturas complexas de alcodis de cadeia longa (policosandis) de
origem animal (CARBAJAL et al, 1998; RAVELO et al., 2011) e vegetal
(FERNANDEZ-ARCHE et al., 2009), bem como de triterpenos (KINOSHITA et al.,
1998; JUNG et al., 2005; PONOU et al., 2008; SOLDI et al., 2008), juntamente com
a auséncia de trabalhos que avaliem as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria
das substancias isoladas e identificadas como Octacosanol (SgFH-1a) e Acido
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siaresindlico (SgFC-1) justificam a realizagado de ensaios bioldégicos com estas duas
substancias isoladas de fragdes ativas.

5.7.1 Contor¢des Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

Neste trabalho, as atividades antinociceptivas das substancias identificadas
como Octacosanol (SgFH-1a) e Acido siaresindlico (SgFC-1) foram inicialmente
avaliados usando o modelo experimental de analgesia periférica de contorcdes
induzidas pelo acido acético. Este tipo de ensaio tem sido muito utilizado como uma
ferramenta de avaliagdo preliminar de propriedades analgésicas de novas
substancias (COLLIER et al., 1968).

A administracao intraperitoneal de Octacosanol (0,1, 1 e 10 mg/kg; Figura
60, p. 139) e do Acido siaresinélico (0,01, 0,1 e 1 mg/kg; Figura 61, p. 139), 60 min
antes da injecdo de acido acético, produziu uma inibi¢cao significativa no numero de
contorcoes abdominais nos animais. Nas trés doses testadas, as percentagens de
inibicdo produzidas, em comparagao com 0s respectivos controles negativos, foram
de 22,5, 58,1 e 63,9%, respectivamente, para o Octacosanol e de 42,3, 58,2 e
70,9%, respectivamente, para o Acido siaresindlico. Como esperado, em ambos os
casos, a Indometacina (20 mg/kg, i.p.), um anti-inflamatério nao esteroidal utilizado
como controle positivo, produziu uma inibicao significativa de 72,9% e 57,3% nestes
dois experimentos.

A acdo do acido acético em animais provoca liberacdo de substancias
endogenas, tais como prostaglandinas e citocinas, que estimulam os neurénios
sensores primarios levando a sensacao nociceptiva (RIBEIRO et al., 2000). AMICO-
ROXAS e cols. (1984) explicam de forma mais detalhada que a presencga do acido
aceético causa um aumento nos niveis do fluido peritoneal das prostaglandinas PGE2
e PGF2, envolvendo, em parte, os receptores peritoniais e causando dor inflamatoria
através da inducao da permeabilidade capilar. Assim, 0s nossos resultados sugerem
que as atividades de Octacosanol e do Acido siaresindlico possam estar
parcialmente associadas a reducao da sintese e/ou agcdo de prostaglandinas
interferindo com o mecanismo de transdugdo em nociceptores aferentes primarios.
Além disso, estes resultados sugerem que estes compostos sdo os responsaveis,
pelo menos em parte, pela atividade observada em extratos das folhas de S. grisea.
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Figura 60 - Efeito do Octacosanol no modelo de contor¢cao abdominal induzida pelo
acido acetico.
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Figura 61 - Efeito do Acido siaresindlico no modelo de contorcdo abdominal induzida
pelor acido acetico
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5.7.1.1 Analise dos Possiveis Mecanismos de Acédo Envolvidos nas Atividades
Antinociceptivas do Octacosanol e do Acido Siaresinélico

Com objetivo de avaliar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nas
atividades antinociceptivas do Octacosanol e do Acido siaresindlico, foram
efetuados experimentos utilizando diferentes antagonistas de receptor. No caso do
Octacosanol, foram utilizados antagonistas de receptor opidide (naloxona; 5 mg/kg),
a2-adrenérgico (ioimbina; 1 mg/kg) e muscarinico (atropina; 5 mg/kg) e com o Acido
siaresindlico, além da ioimbina (1 mg/kg), utilizou-se também antagonistas de
receptores serotoninérgico e dopaminérgico (metoclopramida; 1 mg/kg) e um inibidor
da abertura de canais de K'arp (glibenclamida; 10 mg/kg), 15 minutos antes da
administragao dos compostos no teste de contorcao induzida por acido acético.

Os resultados obtidos com o Octacosanol (10 mg/kg, i.p.) demostraram que o
pré-tratamento com ioimbina (1 mg/kg) (Figura 62A, p. 141) foi capaz de reverter
parcialmente o seu efeito antinociceptivo, sugerindo um possivel envolvimento de
receptores a2-adrenérgicos. Os resultados com os demais antagonistas utilizados
(naloxona e atropina), mesmo em doses elevadas o suficiente para bloquear
receptores opiaceos e muscarinicos (YAKSH, 1997), ndo reverteram o efeito do
Octacosanol, descartando, portanto, a via de agdo que envolve estes dois tipos de
receptores.

No caso do Acido siaresindlico (1 mg/kg), o pré-tratamento dos animais com
glibenclamida (10 mg/kg) (Figura 62B, p. 141), um inibidor da abertura de canais de
K*atp, foi observado a reversdo do seu efeito antinociceptivo (1 mg/kg, i.p.),
sugerindo um possivel envolvimento de canais de K'ATP-dependente. Segundo
ROMERO e DUARTE (2009) varios estudos tém demonstrado que a abertura de
canais de K'ATP-dependente estaria relacionada com a fase final de diversos
mecanismos antinociceptivos periféricos. Os resultados com os demais antagonistas
utilizados (metaclopramida e ioimbina) foram inativos, permitindo descartar a
participacdo de receptores serotoninérgicos e dopaminérgicos, bem como a2-
adrenérgicos.
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Figura 62 - Efeito do pré-tratamento com ioimbina (1 mg/kg, s.c.), naloxona
(5 mg/kg, s.c.), atropina (2 mg/kg, s.c.), glibenclamida (10 mg/kg, s.c.) e
metaclopramida (1 mg/kg, s.c.) nos perfis antinociceptivos do
Octacosanol (10 mg/kg; A) e do Acido siaresindlico (1 mg/kg; B).
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tratamento.

5.7.2 Nocicepc¢ao Induzida por Estimulo Térmico

O modelo de placa-quente tem sido muito reportado como um teste capaz de
avaliar os efeitos central de subtancias com acao antinociceptiva (LE BARS, 2001).
Neste ensaio, o Octacosanol (1 e 10 mg/kg, i.p.) e o Acido siaresindlico (0,1 e 1
mg/kg, i.p.) ndo exerceram, em relacdo ao controle negativo (7,03 + 0,88 s),
qualquer alteracao significativa na resposta de laténcia [Octacosanol (9,41 £ 2,29 e
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10,08 + 1,15 s, respectivamente) e Acido siaresinélico (8,33 + 0,69 e 8,85 + 0,87 s,
respectivamente)] contra a nocicepc¢ao induzida por estimulo térmico. Neste mesmo
modelo, a morfina (controle positivo; 5 mg/kg, i.p.) aumentou significativamente a
laténcia resposta (18,99 + 1,41 s).

Os tratamentos com Octacosanol e Acido siaresinélico foram capazes de
induzir uma resposta antinociceptiva no teste de contorcdo abdominal. No entanto,
estes tratamentos foram ineficazes no teste da placa quente, o que indica a néao
participacdo de neurotransmissao central, através da qual a estimulacdo térmica
ativa nociceptores pela conducéo de impulsos pelo corno dorsal da medula espinhal,

0 que sugere uma possivel acao periférica destes compostos.

5.7.3 Teste do Desempenho Motor (Rota-rod)

O teste de contorcdo abdominal apresenta permite que mesmo fracos efeitos
antinociceptivos sejam observados, mas demostra baixa especificidade, porque a
resposta de contorcdes abdominais pode ser suprimida por relaxantes musculares e
outras drogas, deixando margem para a interpretacdo dos resultados (LE BARS,
2001). Isto pode ser evitado complementando este ensaio com o uso de outros
modelos de experimentacdo animal tal como o teste de motilidade. Por esta razao,
animais tratados com Octacosanol e o Acido siaresindlico foram avaliados no
aparelho de rota-rod. Este ensaio é adequado para a deteccao de comprometimento
motor, devido aos efeitos de agentes farmacoldgicos, tais como relaxantes
musculares ou depressores do sistema nervoso.

Neste ensaio, quando comparados com animais tratados somente com o
veiculo (205,33 + 37,97 s), os animais tratados com Octacosanol [232,02 + 39,00 s
(10 mg/kg, i.p.)] ou Acido siaresindlico [226,02 + 45,65 s (1 mg/kg, i.p.)], ndo
mostraram alteracdes significativas no desempenho do motor. Como esperado, o
diazepam (controle positivo, 10 mg/kg, i.p.), 0 mais amplamente utilizado
benzodiazepinico, que causa sedacado e inibe a atividade locomotora, reduziu o
tempo de desempenho motor dos animais apés 30 minutos de tratamento (66,25 +
15,39 s). Assim, como o Octacosanol e Acido siaresindlico ndo afetaram o
desempenho motor dos animais no teste de rota-rod, os efeitos do déficit de

relaxamento motor foram excluidos.
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5.7.4 Nocicepc¢éo Induzida por Formalina

Este experimento induz a lambida da pata do animal pela injegc&o intraplantar
de formalina e é geralmente utilizado como um modelo de dor aguda, caracterizado
pela presenca de uma resposta nociceptiva bifasica. A primeira fase corresponde a
dor neurogénica uma vez que envolve a ativacdo direta da formalina sobre
receptores transientes e fibras sensoriais C, refletindo uma dor que é mediada
centralmente (McNAMARA et al., 2007). A segunda fase da reacdo nociceptiva,
também conhecida como dor inflamatéria, € mediada pela participacdo de uma
combinacao de mediadores inflamatérios periféricos que a partir de tecidos lesados
resultam na sensibilizacdo dos neur6nios nociceptivos centrais (TJOLSEN et al.,
1992). MURRAY, PORRECA e COWAN (1988) relatam a participacao da substancia
P e da bradicinina nas respostas da primeira fase; enquanto que os eicosanoides e
citocinas mostram-se envolvidos nas respostas da segunda fase. Eles, também,
estabelecem que as drogas que atuam primariamente no sistema nervoso central
inibem as duas fases, enquanto que drogas com acao periférica s6 inibem a
segunda fase.

No ensaio onde os animais foram tratados com o Octacosanol (Figura 63, p.
144), os tempos de lambida no grupo tratado apenas com o veiculo para a primeira e
segunda fases foram de 44,00 = 6,00 s e 218,66 £ 23,73 s, respectivamente. Foram
utilizadas as duas maiores doses (1 e 10 mg/kg de Octacosanol) que foram
capazes de inibir estimulo nociceptivo induzida por acido acético. Os grupos de
animais pré-tratados (60 min) com este composto ndo tiveram qualquer efeito
significativo sobre a duracdo do tempo de lambida na primeira fase (37,20 £ 8,98 s e
31,00 + 6,36 s, respectivamente); enquanto que ambas as doses produziu uma
reducdo significativa na segunda fase (152,75 + 23,97 s e 67,25 + 21,97 s,
respectivamente). O farmaco de referéncia, a indometacina (20 mg/kg), inibiu
significativamente a dor apenas na segunda fase do ensaio (63,40 + 15,35 s). Assim,
nossos resultados demostraram que o octacosanol suprimiu a resposta nociceptiva

na fase inflamatoéria.
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Figura 63 - Efeito do Octacosanol (1 e 10 mg/kg, i.p.) sobre a nocicepcao induzida por
formalina.
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Por sua vez, o experimento realizado com o Acido siaresindlico o tempo de
lambida para a primeira fase foi 49,40 + 1,12 s e para a segunda fase foi de 234,30 +
9,24 s no grupo tratado com veiculo (Figura 64, p. 145). Os grupos de animais pré-
tratados (60 min) com Acido siaresindlico (0,1 e 1 mg/kg) ndo apresentaram
qualquer efeito significativo sobre a duracdo do tempo de lambida na primeira fase
(41,00 £ 1,73 s e 57,67 £ 3,52 s, respectivamente); enquanto que na segunda fase,
apenas na dose de 1 mg/kg, produziu uma reducao, estatisticamente significativa, na
duracao do tempo de lambida (186,05 + 22,60 s). De modo analogo, a indometacina
(20 mg/kg), um anti-inflamatério usado como referéncia, inibiu significativamente a
dor somente na segunda fase (98,75 + 15,11 s). Esses resultados sugerem uma

possivel acdo anti-inflamatéria do Acido siaresindlico.
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Figura 64 - Efeito do Acido siaresindlico (0,1 e 1 mg/kg, i.p.) sobre a nocicepcdo
induzida por formalina.
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5.7.5 Pleurisia Induzida por Carragenina

A pleurisia induzida por agentes flogisticos € um modelo largamente aceito
para a avaliagdo do efeito anti-inflamatério de substancias e extratos vegetais
(FARIAS et al., 2011). Este é um modelo classico de indugédo de inflamacédo aguda
que gera o envolvimento de varios tipos de mediadores quimicos da inflamacéo, tais
como aminas vasoativas, prostaglandinas e citocinas (MOORE, 2003). A
administracdo de carragenina na cavidade pleural é caracterizada pelo acumulo de
fluidos ricos em proteina e infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares, que
desempenham funcdes importantes nos processos de inflamacao de natureza
patologica (FARIAS et al., 2011).

A avaliagdo das atividades anti-inflamatérias do Octacosanol e do Acido
siaresindlico foi realizada através do ensaio de pleurisia induzida por carragenina.
Conforme pode ser observado na Tabela 16 (p. 147), o numero total de leucécitos é
substancialmente menor nos grupos de animais onde foram injetados apenas
veiculo. Apos 4 h da administracéo de carragenina na cavidade pleural dos animais
foi observada uma elevacdo no total de leucécitos, caracterizada também pelo
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aumento de células mononucleares e de neutréfilos. O tratamento 1 h antes da
aplicacdo da carragenina com Octacosanol (1 e 10 mg/kg, i.p.) e com o Acido
siaresindlico (0,1 e 1 mg/kg, i.p.) foi capaz de suprimir significativamente o
recrutamento de leucécitos totais para cavidade pleural dos animais. Nossos
resultados demonstraram, ainda, que o Octacosanol inibiu o influxo de neutrdfilos,
mas ndo alterou a migracdo de células mononucleares. Ao contrario, o Acido
siaresindlico inibiu o influxo de neutréfilos e a migracao de células mononucleares
(Tabela 16, p. 147). Histologicamente, a inflamacgao crénica esta associada com a
presenca de células monucleares (GABAY, 2006). A inibicdo deste grupo de células
pelo Acido siaresindlico sugere uma possivel acao frente a modelos de inflamagao
cronica.

A administracdo intrapleural de carragenina mostra-se capaz de provocar
reacdes inflamatoérias ndo especificas, que induz a ativacdo da imunidade inata e
liberacao periférica de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (TSUJI et al., 2003).
Muitas atividades bioldgicas em processos inflamatérios tém sido atribuido ao TNF-
a, incluindo febre, acumulo de neutréfilos nos tecidos locais, inducao de moléculas
de adesao vascular e estimulo da sintese de proteinas de fase aguda
(UTSUNOMIYA; ITO; OH-ISHI, 1998). A aplicacdo de carragenina causou um
aumento acentuado da quantidade de TNF-a nos exsudatos pleurais, quando
comparado com o grupo de animais tratados com o veiculo. O tratamento com
Octacosanol (1 e 10 mg/kg, i.p.) e Acido siaresindlico (0,1 e 1 mg/kg, i.p.), 1 hora
antes da aplicacao da carragenina, causou significativa reducao na concentracao de
TNF-a em comparagéo com o grupo tratado apenas com carragenina (Tabela 17, p.
147).
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Tabela 16 - Efeitos do Octacosanol e do Acido siaresindlico sobre o total de

leucécitos, neutrofilos e células mononucleares no modelo de pleurisia

induzida por carragenina (Cg) em camundongos.

Grupos de Animais Total de Leucécitos Neutroéfilos Células
Mononucleares

Basal 1,86 £ 0,14 0,12+0,13 1,74 £ 0,16
Cg + Veiculo 11,85+2,19""" 8,05+ 1,34™" 3,19 £ 0,39"
Cg + Octacosanol 5,70 £ 1,34* 2,74 £ 0,53*** 2,89+ 0,34
(1 mg/kg)
Cg + Octacosanol 4,68 £ 0,51 2,22 + 0,22*** 2,45+ 0,34
(10 mg/kg)
Cg + Ac. Siaresindlico 4,22 +0,21*** 2,21 £0,16™* 1,93+ 0,12**
(0,1 mg/kg)
Cg + Ac. Siaresindlico 3,34 £ 0,33*** 1,5 +£0,33*** 1,59+ 0,22**
(1 mg/kg)
Cg + Indometacina 3,26 + 0,48*** 1,24 + 0,18*** 1,83+ 0,36**
(20 mg/kg)

Tabela 17 - Efeito do Octacosanol e do Acido siaresindlico nos niveis de fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) no modelo

carragenina (Cg) em camundongos.

de pleurisia induzida por

Grupos de Animais TNF-a Inibicao (%)
Basal 19.53 £ 11,49 -
Cg 164,50 + 50,99 -

Cg + Octacosanol (1 mg/kg)
Cg + Octacosanol (10 mg/kg)
Cg + Ac. siaresindlico (0,1mg/kg)

22,56 +14,80**
24,56 +12,50**

Cg + Ac. siaresindlico (1 mg/kg)

Cg + Indometacina (20 mg/kg)

43,9 + 15,20*
9,3 +1,40™*

19,15 £ 4,43**

86,28
85,30
73,31
94,34
88,35

Valores expressos em média + E.P.M (n = 6). Basal = Animais tratados apenas com o veiculo.

*p<0,05, "p<0,01 e " p<0,001 indica diferencas estatisticas significativas entre os grupos Cg +

Veiculo e Basal. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 indicam diferengas significativas entre os grupos

tratados com Octacosanol e Acido siaresinélico em relagdo ao grupo tratado com o veiculo.
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5.8 Avaliacdo da Atividade Citotoxica do Octacosanol e do Acido Siaresinélico

Dentre os ensaios in vitro utilizados para avaliar a citotoxidade de substancias
e extratos vegetais mereca atencao o teste de reducdo do MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MACIEL et al., 2002; WALKER et al., 2011). O
uso cada vez maior deste ensaio € estimulado por ser uma ferramenta importante na
reducdo do numero de animais em testes de toxicidade aguda, além de
apresentarem boa reprodutibilidade, facil execucdo e custo relativamente baixo
(VALADARES, 2006). Este ensaio parte do pressuposto de que efeitos adversos
sobre as estruturas e processos celulares sédo intrinsecos a todas as células, sendo
assim, a maioria dos sistemas celulares devem mostrar uma resposta similar, além
de responder de forma equivalente quando a toxicidade é medida por critérios de
viabilidade (CASTANO; GOMEZ-LECHON, 2005).

A avaliagdo citotéxica frente a macréfagos peritoneais obtidos de
camundongos Swiss demonstrou que nao houve reduc¢ao significativa na viabilidade
celular nos grupos tratados com Octacosanol (s 200 pg/mL) e com o Acido
siaresindlico [(< 50 yg/mL) (Figura 65, p. 149). Este ultimo composto apresentou
uma Clsp 154,80 ug/mL. Segundo o protocolo do National Cancer Institute (NCI) dos
Estados Unidos, extratos vegetais que apresentam Clso < 30 ug/mL devem ser
considerados como possuidores de atividade citotéxica significativa, enquanto que
para substancias isoladas este valor é de Clsp < 4 ug/mL (GERAN, et al.,1972).
Deste modo, os resultados apresentados revelam que o Octacosanol e o Acido
siaresindlico nao apresentam efeitos citotoxicos significativos, em um periodo de

exposicao de 24 horas.
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Figura 65 - Efeito do octacosanol e do acido siaresindlico na viabilidade celular de
macrofagos peritoneiais obtidos de camundongos Swiss.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho envolvendo o estudo quimico das
espécies S. grisea Cham. & Schlitdl. var. grisea e P. barbiflora DC. (Rubiaceae) e a
avaliacao das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria de extratos, fracdes e
substancias isoladas, octacosanol e acido siaresindlico, permitiram relacionar as

seguintes conclusoes:

¢ Os extratos e fracdes das folhas e caule de S. grisea demonstraram uma reducao
significativa na resposta nociceptiva dos animais, superiores ou comparaveis ao

farmaco de referéncia;

¢ O estudo quimico das fragbes das folhas de S. grisea, guiado pelo ensaio
biol6gico, conduziu ao isolamento de dois alcodis saturados de cadeia longa,
octacosanol e hexacosanol; dois triterpenos pentaciclicos da série oleanano acido
siaresindlico e acido  3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosil-
siaresindlico; além de dois fitoesterdides B-sitosterol e 3-O-B-D-glicopiranosil-

sitosterol;

¢ O estudo quimico da fracdo em CHCI; do caule de S. grisea conduziu ao
isolamento de uma cumarina, a escopoletina, dois derivados do acido benzoico,
acidos salicilico e vanilico e um derivado do acido cafeico, o cafeato de etila. O
fato de todos compostos isolados da fragdo em CHCI; possuirem reconhecida
atividade antinociceptiva, explica, em parte, a atividade observada nesta fracéao.
Do caule foram isolados, ainda, o B-Sitosterol e o 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol;

¢ Todas as substancias isoladas estao sendo descritas pela primeira vez no género
Sabicea. Dentro da familia Rubiaceae, foi observado que a presenca do acido
siaresindlico e de saponinas derivadas deste acido é restrita a subfamilia
Ixoroideae. Nao foi encontrado registro, na literatura, do &acido 3-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosilsiaresinélico, sendo, portanto, um
novo produto natural, designado por nés de Gottliebsideo — uma singela
homenagem ao maior Quimico em Produtos Naturais do Brasil, Otto Richard
Gottlieb;
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¢ A avaliacdo da atividade antinociceptiva dos extratos e fracdes de P. barbiflora,
também, demonstrou uma redugdo significativa na resposta nociceptiva,
destacando-se as fracdes com reacodes positivas para alcaloides (CHCI3, AcOEt e
MeOH-H,0) apresentando porcentagem de inibicAdo superiores ou comparaveis

ao farmaco de referéncia;

¢ O estudo quimico das folhas e caule de P. barbiflora conduziu ao isolamento de
dois alcaloides do tipo B-carbolinico, a harmana e o acido estrictosidinico. Estas
substancias estdo sendo descrita pela primeira vez na espécie em estudo. A
presenca destas substancias pode ser responsavel, pelo menos em parte, pela
atividade observada nas fracoes alcaloidicas, uma vez que ambas sao descritas
como possuidora de atividade antinociceptiva;

¢ O isolamento dos alcaloides harmana e acido estrictosidinico, da espécie P.
barbiflora, coaduna com a inclusdo desta espécie no subgénero Heteropsychotria
e corrobora com a fusdo de Heteropsychotria com o género Palicourea uma vez
que alcaloides B-carbolinicos e, sobretudo, indol-monoterpénicos com nucleo
secologaninico tém sido descritos no género Palicourea;

¢ O octacosanol possui um efeito antinociceptivo periférico que é mediado
provavelmente por receptores a2-adrenérgicos. Além disso, este composto inibiu
o influxo de neutréfilos, bem como os niveis de TNF-a no modelo de pleurisia

induzida por carragenina, indicando uma agao anti-inflamatoria;

¢ O acido siaresindlico também apresentou efeito antinociceptivo periférico, com
um provavel envolvimento de canais de K'ATP-dependente. Além disso, este
composto inibiu o recrutamento de células inflamatérias, bem como os niveis de
TNF-a no modelo de pleurisia induzida por carragenina, o que sugere uma

possivel acao anti-inflamatoria;

¢ Octacosanol e o &cido siaresinélico nao apresentaram efeitos citotoxicos quando

avaliados no modelo in vitro.
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¢ Com base nestes novos dados podemos concluir que o octacosanol e o acido
siaresinolico podem ser Uteis no desenvolvimento de novas estratégias para o

tratamento da dor e inflamacao;

Como perspectivas futuras, tém-se:

¢ Avaliacao da acao do acido siaresindlico em modelos de inflamacgéao crénica;

¢ Avaliacao toxicoldgica dos extratos de P. barbiflora.
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