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RESUMO

O trabalho apresentado nesta dissertacdo descreve o estudo fitoquimico e de atividade
bioldgica das folhas e caules e flores de Plectranthus neochilus Schltr., espécie pertencente a
familia Lamiaceae. A planta € uma erva aromatica conhecida popularmente no Brasil como
“boldo” ou “boldo-gamba”, e assim como as espécies P. barbatus Andrews (“boldo-
brasileiro™) e P. ornatus Codd. ("boldinho"), tem o cha de suas folhas utilizadas na medicina
tradicional no tratamento de insuficiéncia hepatica e dispepsia, em substituicdo a Peumus
boldus Molina (“boldo-do-chile”).

O estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas e caules de P. neochilus forneceu
dois triterpenos: a-amirina (PN1) e friedelina (PN2). PN1 foi isolada como um éster de acido
graxo ligado na posicdo C-3. Deste extrato foi obtida também a mistura dos esteroides
sitosterol e estigmasterol (PN3). O estudo fitoquimico conduzido com o extrato em acetato de
etila das folhas e caules forneceu a flavona metoxilada nas posi¢es C-6 e C-7, a cirsimartina
(PN4).

PN4: 5,4'-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona (cirsimaritina)



Resumo

Todos os compostos obtidos foram descritos pela primeira vez na especie. A
elucidacdo estrutural dos compostos isolados, baseou-se na anélise espectroscopica de RMN
1D, CLAE, ESI e por comparacdo com dados encontrados na literatura.

O extrato metandlico das folhas e caules de P. neochilus mostrou significativa
atividade antioxidante quando avaliado pelo método de DPPH, seguido pelo extrato em
acetato de etila e hexanico. Foi avaliado também o extrato metandlico das flores da espécie,
que apresentou atividade inferior aquele observado para o extrato metandlico das folhas e
caule, sendo estas atividades confirmadas pelo contetdo fendlico dos extratos.

A atividade anticolinesterasica dos extratos das folhas e caules e das flores de P.
neochilus foi avaliada, sendo observada a inibicdo da enzima acetilcolinesterase para todos os

extratos pesquisados.
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ABSTRACT

The present work describes the phytochemical and pharmacological investigation on
extracts of the leaves and stems and flowers of the species Plectranthus neochilus Schltr.
belonged to the family Lamiaceae. The plant is aromatic herb popularly known in Brazil as
“boldo” or “boldo-gamba”, and as the species P. barbatus Andrews (“boldo-brasileiro™) e P.
ornatus Codd. ("boldinho™), according to ethnopharmacological survey, is often used in the
treatment of hepatic insufficiency and dyspepsia, replacing the Peumus boldus Molina
(“boldo-do-chile”).

The phytochemical investigation of the hexanic extract of the P. neochilus leaves and
stems yielded two triterpenes: a-amyrin (PN1) e friedelin (PN2). The compound a-amirin was
isolated as a fatty acid ester in position C-3. In this extract was also obtained the mixture of
the steroids sitosterol and stigmasterol (PN3). The phytochemical study conducted with the
ethyl acetate extract of the leaves and stems gave the methoxy flavone at positions C-6 and C-
7, the cirsimartin (PN4).

PN4: 5,4'-dihidroxy-6,7-dimethoxyflavone (cirsimaritin)
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Abstract

All compounds obtained were first described in the species. Structural elucidation of
isolated compounds was based on spectroscopic analysis of 1D NMR, HPLC, ESY and by
comparison with data found in literature.

The methanol extract of leaves and stems of P. neochilus showed significant
antioxidant activity when evaluated by the DPPH method, followed by the extract in ethyl
acetate and hexane. We also evaluate the methanol extract of flowers of the species that
showed activity lower than that observed for the methanolic extract from leaves and stems,
and these activities confirmed for the content of phenolic extracts.

The anticholinesterase activity of extracts of leaves and stems and flowers of P.
neochilus was evaluated and found to inhibit the enzyme acetylcholinesterase to all extracts
studied.



INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencdo de
doencas € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (VEIGA
JUNIOR et al., 2005). Em algumas regides, os medicamentos tradicionais feitos de plantas
sdo0 muitas vezes a unica fonte disponivel e acessivel para o tratamento de varias doencas
(KAVITHA et al., 2010).

As primeiras descrigdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as
sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este papiro foi descoberto e publicado por Georg
Ebers, sendo traduzido pela primeira vez em 1890 por H. Joachin e encontrado nas
proximidades da casa mortuéaria de Ramsés II. Porém, pertence a época da XVIII dinastia
egipcia que reinou entre 1550 a.C. e 1295 a.C. (PINTO et al., 2002). Muitas sociedades
tradicionais ou autoctones possuem uma vasta farmacopeia natural, em boa parte proveniente
dos recursos vegetais encontrados nos ambientes naturais ocupados por estas populaces ou
cultivados em ambientes alterados antropicamente (AMOROZO, 2002).

O género Plectranthus, pertencente a familia Lamiaceae (sub-familia Nepetoideae),
representa uma valiosa reunido de plantas com atividades bioldgicas, utilizadas comumente na
medicina tradicional para diversos fins. Os usos populares dessas espécies incluem
tratamentos de dores de cabeca, feridas, queimaduras, dermatite, alergias e picadas de inseto e
de escorpido e como agente anti-séptico. As plantas do género sdo também uma importante
fonte de novos compostos bioativos e potenciais medicamentos. Varias espécies de
Plectranthus sdo cultivadas também como tubérculos comestiveis, condimentos e plantas
ornamentais. As plantas sio ainda importantes fontes de 6leos essenciais (ASCENSAO et al.,
1999), utilizados amplamente em preparacbes farmacéuticas, em perfumaria e cosméticos
(ASCENSAO et al., 1998). Atualmente, cerca de 62 espécies do género Plectranthus sdo
utilizadas em todo o mundo para fins medicinais ou ornamentais, juntamente com uma rica
diversidade de usos etnobotanicos (WALDIA et al., 2011). Os principais aspectos
etnoboténicos, farmacologicos e quimicos do género sdo abordados no Capitulo 1 desta
dissertacdo (pag. 7).

Dentre as espécies medicinais quimicamente inéditas do género, tem-se Plectranthus
neochilus Schltr. (descricdo botanica pag. 3), que é uma erva aromatica usada na medicina
popular para tratamento de insuficiéncia hepatica e dispepsia (DUARTE et al., 2007). As suas

folhas frescas apresentam um odor distinto e s@o usadas como infusdo ou extrato aquoso para
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fins de cura em seu uso popular (LORENZI et al., 2002). No Brasil a planta é conhecida
popularmente como “boldo” ou “boldo-gamba” e, assim como as espécies P. barbatus
Andrews (“boldo-brasileiro") e P. ornatus Codd. ("boldinho"), tem o ch& de suas folhas
utilizadas em substituicdo ao Peumus boldus Molina (“boldo-do-chile™).

DESCRICAO BOTANICA DE PLECTRANTHUS NEOCHILUS SCHLTR.

P. neochilus é uma planta perene ou, por vezes, anual, prostrada e ereta, geralmente

muito ramificada e densa, erva suculenta medindo de 0,12-0,5 m de altura, galhos moderados
a densamente viloso; raizes tuberosas (CODD, 1985) (FIGURA 1).

FIGURA 1 Partes aéreas de P. neochilus Schltr., cultivadas no Campus JK da UFVIM —
aspecto do crescimento.

As folhas pecioladas apresentam laminas suculentas, geralmente viscosa, tendendo a
dobrar ao longo da nervura central, obovadas a eliptico ovais, 20-50 x 15-35 mm, pubescente,
com glandulas laranja sob a superficie, apice obtuso, base cuneada a atenuada, margem com
alguns dentes; peciolo 5-15 mm de comprimento (CODD, 1985) (FIGURA 2, pag. 3). Em P.
neochilus sdo encontrados alguns tipos de tricomas (FIGURA 3, pag. 3), sendo estes tecidos
do ponto de vista funcional, produtores de 6leos essenciais que sdo responsaveis pela prote¢do
contra herbivoros e patdgenos, bem como na atragdo de polinizadores em partes florais
(DUARTE et al., 2007).
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FIGURA 2 Folhas e caules de P. neochilus Schltr. cultivadas no Campus JK da UFVIM —
Aspecto das folhas.

FIGURA 3 Tricomas encontrados em P. neochilus Schitr.: 1- tricoma capitado com
pedunculo longo, 2 - tricoma capitado com pedinculo curto, 3 - tricoma peltado, 4 - tricoma
ndo-glandular, 5 - tricomas na inflorescéncia, 6 - tricomas no limbo foliar. Fonte: (1, 2, 3, 4)
DUARTE et al., 2007.

Inflorescéncia terminal tipo racemo 70-150 mm de comprimento, bracteas formando
angulo 25° apical coma, esverdeada com ponta roxa, decidua precoce; flores em 3 sesséis,

formando verticilos de seis flores, verticilos densos acima, flexiveis e 5-15 mm a parte
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inferior; pedicelos ereto. Calice 6 mm de comprimento em frutos, similar a P. tetensis. Corola
malva roxa, 12-20 mm de comprimento; tubo ligeiramente geniculado sobre o meio e
expandido para a garganta; labio superior branco azulado, 2 mm de comprimento; labio
inferior em forma de barco, 8-11 mm de comprimento. Estames 8-11 mm de comprimento,
unidos na base de 2-3 mm (CODD, 1985) (FIGURA 4).

FIGURA 4 Partes aéreas de P. neochilus Schltr., cultivadas no Campus JK da UFVIM —
Aspecto da inflorescéncia.

OBJETIVOS

A presente dissertacdo descreve o estudo fitoquimico da espécie vegetal P. neochilus,
quimicamente inédita, utilizada tradicionalmente para fins medicinais e amplamente difundida
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no Brasil, assim como a avaliacdo da atividade bioldgica dos extratos da planta. Para tal, os

objetivos de investigacdo propostos foram o estudo fitoquimico via fitoquimica cléssica,
realizar a elucidacéo estrutural das substancias isoladas, utilizando as técnicas de RMN de Iy,

RMN de 13C e fragmentagdo por CG-EM e avaliar as atividades antioxidante e

anticolinesterase dos extratos das folhas e caules e das flores de P. neochilus.



CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

Plectranthus L Hér., pertencente a familia Lamiaceae (sub-familia Nepetoideae), é um
grande género contendo aproximadamente 350 espécies de ervas e arbustos perenes nativas de
regides tropicais da Africa, Asia e Australia (CODD, 1985). Taxonomicamente, as espécies
Coleus Lour. séo relacionadas a Plectranthus e classificadas geralmente como Plectranthus
ou Solenostemon Thonn., ocasionando, muitas vezes, dificuldades em torno da distin¢do
dessas espécies (ABDEL-MOGIB et al., 2002). O nome Plectranthus vem das palavras grega
plektron (espordo) e anthos (flor), sendo seu significado devido as flores apresentarem um
espordo em sua base (WALDIA et al., 2011).

Varias espécies Plectranthus sdo cultivadas como tubérculos comestiveis,
condimentos, fragrancias para xampus, plantas ornamentais ou como fontes de Oleos
essenciais (ASCENSAO et al., 1999), que sdo utilizados amplamente em preparacdes
farmacéuticas, em perfumaria e cosméticos (ASCENSAO et al., 1998). Alguns extratos sdo
utilizados também como componentes de preparagdes cosméticas patenteadas como anti-
sinais (OKAMOTO et al., 2005), e produtos para a estimulagdo do crescimento capilar
(KANEDA et al., 2005). O género Plectranthus é também uma importante fonte de novos
compostos bioativos e potenciais medicamentos.

Estudos taxonémicos, farmacologicos e fitoquimicos sobre o género Plectranthus tém
sido conduzidos desde 1963. Uma coletdnea das informagdes quimicas sobre esse género
(com dados até 1999) pode ser encontrada nos trabalhos desenvolvidos por Abdel-Mogib e

colaboradores (2002) e, posterior a esta data, até 2005, por Oliveira (2006).

1.1 Informac6es etnobotanicas das espécies pertecentes ao género Plectranthus

Para as espécies P. barbatus e P. amboinicus sdo descritos 0s mais diversos usos
populares. A estas duas espécies sao atribuidos 68% de todos os usos tradicionais descritos
para 0 género, em uma gama de doencas (LUKHOBA et al., 2006). As diversas utilizacdes
das espécies de Plectranthus na medicina tradicional incluem tratamentos de dores de cabeca,
feridas, queimaduras, dermatite, alergias, picadas de inseto e de escorpido e como agente anti-
séptico (ASCENSAO et al., 1998 e 1999). Desordens do sistema digestivo sdo tratadas
usando 21 espécies de Plectranthus, dentre elas: P. barbatus, P. amboinicus, P. laxiflorus, P.

esculentus e P. vettiveroides. As espécies P. barbatus e P. amboinicus sdo empregadas ainda
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no tratamento de infec¢des bucais, carminativas, purgativas e anti-helminticas (LUKHOBA et
al., 2006).

A espécie P. barbatus é uma das espécies mais importantes deste género, sendo
identificado por vérios sindnimos, tais como P. forskohlii Brig., P. forskolli willd., P.
kilimandschari (Gurke) H. L., P. grandis (Cramer) R. H. willemse, Coleus forskohlii Briq.,
Coleus kilimandschari Gurke ex Engl., Coleus coerulescens Gurke, Coleus comosus A. Rich.
e Coleus barbatus (Andr.) Benth. (ALASBAHI et al., 2010). Em P. barbatus séo descritos
varios metabolitos secundarios com propriedades bioldgicas comprovadas (ALBURQUEQUE
et al., 2007).

A espécie P. amboinicus Lour., muito utilizada no norte do Brasil € conhecida como
“malvarisco” ou “horteld-grande” e indicada para afec¢cdes odontoldgicas (OLIVEIRA et al.,
2007). Na medicina caseira, é utilizada para dores de garganta, tosse, bronquite e para o alivio
de inflamacdes ovarianas e uterinas (MATOS et al., 1988).

Tradicionalmente, outras espéecies sdo utilizadas também para tratar dor de garganta e
resfriados, o que pode estar relacionado as altas concentragcdes de dleo essencial presentes
nestas plantas (MWANGI et al., 2006).

1.2 Fitoquimica

Estudos quimicos das espécies de Plectranthus sdo descritos desde a década de 60. Até
o momento, foram identificados mais de 200 compostos isolados das espécies do género,

sendo os diterpenoides os principais metabdlitos secundarios presentes.

1.2.1 Diterpenoides

Os diterpenos formam uma classe de metabdlitos secundarios que apresentam uma
grande variedade estrutural. Estas substancias sdo encontradas em angiospermas,
principalmente nas familias Asteraceae e Lamiaceae, sendo esta Gltima a que se encontra o
género Plectranthus (WALDIA et al., 2011).

Os diterpenos, assim como 0s demais terpenos, eram considerados tradicionalmente
como derivados do 2-metil-butadieno (C5: isopreno). Entretanto, estudos de biossintese
demonstram que um dos precursores dos terpenos é o acido mevalénico (MVA), proveniente
da condensacgéo aldolica de unidades de acetil coenzima A (acetil-CoA) (FIGURA 1.1, pag.

8). Recentemente, através de estudos biossintéticos mais detalhados, descobriu-se que, em
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certos organismos como as plantas, alguns terpenos sdo, na verdade, provenientes do
metileritritol fosfato (MEP), oriundo de unidades de piruvato e gliceraldeido-3P (FIGURA
1.2, pag. 9). Os mamiferos possuem apenas a via do MVA, enquanto que plantas
biossintetizam terpenos através do MVA e do MEP. Em todo caso, MEP e/ou MVA irdo
originar duas importantes unidades C5 que sdo 0s precursores imediatos dos terpenos:
isopentenila pirofosfato (IPP) e dimetilalila pirofosfato (DMAPP) (DEWICK, 2002). Os
intermediarios IPP e DMAP ligam-se através do modelo "cabeca-cauda™ para formar unidades
maiores. Em qualquer caso, a divisdo das estruturas quimicas dos terpenos em unidades de
isopreno (C5) € muito util e se utiliza com bastante frequéncia por ser bastante didatica
(FIGURA 1.3, pag. 10).
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FIGURA 1.1 Esquema de biossintese das unidades isoprénicas IPP e DMAPP provenientes
da via do mevalonato.
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FIGURA 1.3 Esquema de formacéo das classes de terpenos via condensacdo de unidades de
cinco carbonos (unidades isoprénicas).

A condensacdo de Claisen de unidades C5 de DMAPP e IPP, via a enzima prenil
transferase, forma o intermediario pirofosfato de geranila (GPP, C10), que ao condensar com
outra unidade de IPP, fornece o pirofosfato de farnesila (FPP, C15). Por ultimo, a
condensacdo de FPP com outra unidade de IPP, leva a formacdo do pirofosfato de
geranilgeranila (GGPP, C20), precursor dos diterpenos. Cicliza¢6es de GGPP via formacéo de
diferentes carbocations e rearranjos Wagner-Meerwein conduzem as variacdes estruturais dos
diterpenos isolados (DEWICK, 2002) (FIGURA 1.4, pag. 11).

Alguns dos esqueletos diterpénicos, encontrados frequentemente em espécies de
Plectranthus, sdo o labdano (1), clerodano (Il), caurano (Ill) e abietano (IV), conforme
mostrados na FIGURA 1.4, pag. 11.
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FIGURA 1.4 Esquema de biossintese dos principais esqueletos diterpénicos encontrados no
género Plectranthus.
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1.2.2 Compostos isolados das espécies de Plectranthus

Diterpendides sdo compostos predominantes em Plectranthus, com aproximadamente
170 identificados nas espécies do género. A maioria dos compostos identificados € do tipo
abietandides altamente modificados, podendo ser sub-classificados, de acordo com a variagéo
estrutural apresentada, como roileanonas (1 a 10) (FIGURA 1.5, péag. 13), acil-hidroquinonas
(11 a 13) (FIGURA 1.6, pag. 14), espirocoleonas (14) e quinonametideos (15 a 17) (FIGURA
1.7, pag. 14), 6,20-epoxiabietandides (18) (TIBOR et al., 2004), abietandides diméricos (19 a
22) (FIGURA 1.8, pag. 15) e abietandides primaranos (23 e 24, FIGURA 1.9, pég. 16)
(STAVRI et al., 2009). Vale ressaltar que varios dos abietandides isolados do género
Plectranthus e Coleus sdo substancias de interesse farmacologico (GASPAR-MARQUES et
al., 2005).

Os diterpendides labdanos sdo também uma importante classe de substéancias bioativas
presentes no género Plectranthus, descritos em algumas espécies como P. barbatus, P.
fruticosus e P. ornatus (LUCHOBA et al., 2006). Para a espécie P. barbatus, sdo descritos 68
diterpendides. Destes, 25 sdo pertencentes a classe dos abietanos e 43 a dos labdanos
(ALASBAHI et al., 2010), sendo a China e a india os paises responsaveis pelo isolamento da
maioria destes compostos. A forskolina (25, FIGURA 1.10, pag. 16) é um exemplo de
diterpendide labdano, encontrado em P. barbatus. Forskolina tem demonstrado que é capaz de
relaxar o musculo liso das vias aéreas em cobaias in vitro e in vivo, bem como de bronquiolos
de ovinos (CHANG et al., 1984; YOUSIF et al., 2000). Em uma clinica, o estudo com
criancas e adultos, que tomaram capsulas de forskolina por via oral a 10 mg por dia, foram
mais eficaz do que cromoglicato de sodio (duas inalagdes a cada 8 h, trés vezes por dia) em
prevencdo a ataques de asma em pacientes com asma persistente leve ou asma persistente
moderada (GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2006). O fato de que a forskolina ativa
diretamente a adenil ciclase e, portanto, aumenta os niveis de AMPc é considerado como o
mecanismo de acdo que justifica os diversos efeitos farmacoldgicos da forskolina e o uso de
P. barbatus para o tratamento de disturbios digestivos, pois o aumento de AMPc estimula a
secrecdo gastrica (LUCHOBA et al., 2006).

Outros diterpenos isolados no género Plectranthus incluem filocladanos tetraciclicos
(ou 13-B-cauranos) e derivados cauranicos, como a camebacaurina (26, FIGURA 1.10, péag.
16). Diterpenoides cauranicos foram identificados em um grande namero de plantas

medicinais e sdo utilizados no tratamento de inflamagdes e cancer (LEE et al., 2002).
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FIGURA 1.5 Diterpendides tipo roileanonas isolados das espécies de Plectranthus.



14
Revisao de literatura
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FIGURA 1.6 Diterpendides tipo acil-hidroguinonas isolados das espécies de Plectranthus.
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FIGURA 1.7 Diterpendides tipo espirocoleonas e quinonametideos isolados das espécies de
Plectranthus.
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19 Grandidona A

20 Grandidona C

21 Grandidona D,a-C(7)-O-C(14)
22 7-Epigrandidona D,B-C(7)-O-C(14)

FIGURA 1.8 Diterpenoides tipo abietano 6,20-epoxiabietandides e abietandides diméricos
isolados das espécies de Plectranthus.



Revisao de literatura

16

‘v
2

23 rel-15(Z),16-Epoxi- 7a-hidroxipimar-8,14-ene

24 rel-15(2),16-Epoxi-7-oxopimar-8,14-ene

FIGURA 1.9 Diterpendides tipo abietanos primaranos isolados das espécies de Plectranthus.
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FIGURA 1.10 Outros compostos isolados de espécies Plectranthus.
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FIGURA 1.11 Triterpenos, flavonas e acidos graxos isolados de espécies Plectranthus.

1.2.3 Outros compostos encontrados no género Plectranthus

O estudo realizado por WALDIA e colaboradores (2011) mostram o isolamento de
triterpenos tipo esqualeno (aciclicos), ambreina (triciclicos), lanosterol (tetraciclico) e
amirinas (pentaciclicos) (31 e 32), flavonas (33 e 34) e acidos graxos (35) em diferentes
espécies de Plectranthus (FIGURA 1.11).

Foram encontrados triterpenos em P. caninus, P. rugosus e P. straitus. As flavonas
3,7-dimetilquercetina e 3,7-dimetilcamferol (33 e 34, FIGURA 1.11, pag. 17) foram

encontradas em partes aéreas de P. caninus (WALDIA et al., 2011).
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1.3 Atividades bioldgicas do género Plectranthus

A familia Lamiaceae compreende espécies citadas como potenciais fontes de
compostos antifungicos, antibacterianos e inseticidas (RASIKARI et al., 2005; MATU et al.,
2003). Entretanto, poucos estudos descrevem o fracionamento monitorado por atividades
bioldgicas para o isolamento de compostos associados a usos especificos etnobotanicos das
espécies de Plectranthus (LUKHOBA et al., 2006).

A seguir sdo discutidas as principais atividades farmacoldgicas descritas para as
plantas do género.

1.3.1 Atividade antioxidante

Estudos com atividade antioxidante tém sido relevantes, pois radicais livres estdo
relacionados diretamente com o surgimento de diversas doencas. Radicais sdo produzidos em
processos de oxidagdo, na maioria dos organismos vivos, durante a producgdo de energia
necessaria aos processos biolégicos (KYUNG-A et al., 2011). O aumento do consumo de
compostos fenolicos tem sido correlacionado com um risco reduzido de doencas
cardiovasculares e certos tipos de cancer (BONOLLI et al., 2004).

A especie P. barbatus mostrou uma inibicdo maxima de 71,7% de retirada de radical,
a 5 mg/mL, em comparacdo com o0 padrdo vitamina C que, na mesma concentragéo,
apresentou inibicdo de 95%, no teste de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (TIWARI et al.,
2010). O extrato aquoso de Isodon japonica (Rabdosia japonica) apresentou 19,4% de
inibicdo na concentracdo 10 ppm, sendo registrada para a vitamina C, 53,7% de inibicao,
utilizando-se 0 mesmo teste (KYUNG-A et al., 2011). O extrato metandlico de Rabdosia
serra na concentracdo de 30 pug/mL apresentou 45% de inibicdo (LIN et al., 2011), utilizando-
se 0 método DPPH.

Em estudo comparativo envolvendo as espécies P. ecklonii, P. fructicosus, P.
lanuginosus e P. verticillatus, P. barbatus apresentou o maior poder antioxidante, 10,4% do
extrato aquoso sobre a forma de infusdo e 45,8 % por decoccdo, ambos pelo método DPPH
(FALE et al., 2009). O extrato bruto de Rabdosia japdnica a 8 p/mL apresentou por volta de
4% de inibicdo de DPPH transcorridos 15 minutos de incubacdo (MASUOKA et al., 2006).

O cultivo de P. forskholii utilizando-se fungicidas triazois com o objetivo de melhorar
a produtividade, resultou em aumento do contetdo de fendlicos totais, o que sugere melhorar
ainda mais o poder antioxidante da planta (LAKSHMANAN et al., 2007).
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1.3.2 Propriedades antimicrobianas

As espécies de Plectranthus sdo utilizadas extensivamente no tratamento de infeccdes,
inflamacbes e febre na medicina tradicional. Alguns artigos avaliando a atividade
antimicrobiana dessas plantas datam da década de 60 (VARINA et al., 1963; VICHKANOVA
et al., 1966).

Estudos conduzidos por ORABI e colaboradores (2003) mostraram a atividade do
extrato de P. cylindraceus frente a bactérias Gram-positivas. O fracionamento desse extrato
monitorado por ensaios de atividade antimicrobiana culminou no isolamento do timol (2-
isopropil-5-metilfenol), produto responsavel pelo efeito apresentado pelo extrato da planta.
Esse composto é considerado responsavel pelo uso culinario da planta fresca, especialmente
na regido sul da Arabia e como desinfetante e aromatizante (ORABI et al., 2003).

Os abietanoides 1, 2, 3, 5, 6, 7 e 9 (FIGURA 1.5, pag. 13), encontrados nas espécies de
Plectranthus, foram avaliados como agentes antimicrobianos, sendo verificada atividade
apenas para as roileanonas. O composto 1 mostrou forte atividade inibitéria frente a
Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae (RIJO et al., 2010). O composto 3 mostrou ser o
mais potente frente a Mycobacterium tuberculosis dentre os diterpenos roileanonas 1, 2 e 10
(Figura 1.5, pag. 13).

O diterpeno 11 (FIGURA 1.5, pag. 13) isolado de P. gradidentatus revelou atividade
contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans e potente atividade
contra S. aureus. Enquanto o composto 2 (FIGURA 1.5, pag. 13), isolado de P. hereroensis,
mostrou atividade somente contra S. aureus. Os dois compostos descritos foram isolados dos
extratos acetdnicos das raizes de P. gradidentatus e P. hereroensis (GASPAR-MARQUES et
al., 2006). O fracionamento monitorado do extrato das raizes de P. hereroensis utilizando a
bioautografia, como método de deteccdo, conduziu ao diterpeno 8 (FIGURA 1.5, pag. 13),
com moderada atividade antimicrobiana apenas frente a S. aureus (RODRIGUEZ et al., 1995;
BATISTA et al., 1996). O diterpenoide 9 (FIGURA 1.5, pag. 13) mostrou atividade antiviral
frente a Herpes simplex tipo 11 (HSV2). A formacéo de placas HSV2 foi inibida em 60% na
concentragdo de 0,2 pg/mL (maxima concentragdo ndo-citotoxica) do composto (BATISTA et
al., 1995).

O diterpeno abietano primarano 23 (FIGURA 1.9, pag. 16), isolado de P. ernstii,
apresentou valores de CIM > 32 pg/mL frente a S. aureus e Mycobacterium spp. (STAVRI et
al., 2009).
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O fracionamento guiado por ensaios bioldgicos do extrato das partes aéreas de P.
elegans levou a obtencdo de dois novos abietandides bioativos (12, FIGURA 1.6, pag. 14) e
(15, Figura 1.7, pag. 14). Ambos inibem a germinacdo de esporos do fungo Cladosporium
cucumerinum. Esses diterpenos inibem também o crescimento de bactérias Gram-positivas. O
extrato alcodlico das partes aéreas de P. glaucocalyx apresenta alta toxicidade frente a
protozodrios, bactérias Gram-positivas e acido-resistentes. A plectrina (14, FIGURA 1.7, pég.
14), isolado dessa espécie, foi efetivo frente a Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica,
S. aureus e Mycobacterium tuberculosis (VICHKANOVA et al., 1966).

O extrato bruto e os compostos isolados de P. crassus, as nepetoidinas A e B
apresentaram atividade antifingica frente a Aspergillus niger. Nepetoidina B mostrou também
atividade antifingica frente a espécie Cladosporium herbarum (GRAYER et al., 2003). Os
diterpendides isolados de P. ornatus, mostraram moderada atividade antifingica, com valores
de CIM de 62,5 png/mL, frente a Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, e C.
gruillhermondii. Sua atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativas revelam
valores de CIM > 125 pug/mL (RIJO et al., 2010). Varios compostos isolados de P. fruticosus
foram testados como agentes antimicrobianos frente a trés cepas de bactérias e uma levedura
(GASPAR-MARQUES et al., 2003 e 2004).

O extrato metandlico na concentragdo 500 mg/mL de P. amboinicus e P. barbatus
matou 100% das prosmatigotas de Leishmania chagasi, agente etiologico da leishmaniose
visceral no Brasil (TEMPONE et al., 2008). Neste mesmo estudo foi testada atividade
antifingica do extrato metandlico de P. neochilus contra leveduras de Candida krusei,
mostrando que a concentracdo 500 mg/mL matou 100% das leveduras. Os extratos metandlico
e acetonico das folhas de P. amboinicus mostrou atividade antibacterial contra os organismos
klebsiella aeuroginosa, Shigella flexineri, Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus
(MANJAMALAI et al., 2010).

Os extratos brutos acetdnicos das espécies P. madagascariensis e de P. forsteri
mostraram-se ativos frente a bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis) e Gram-negativas
(Pseudomonas syringae) (WELLSON et al., 2006).

Os 0leos essenciais obtidos das folhas de P. glandulosus Hook. (ZOLLO et al., 1998)
e P. japoinicus K. (MATHPAL et al., 2002) apresentaram significativa atividade antifangica.
O Oleo essencial de P. amboinicus na concentracdo de 500 mg/mL apresentou completa
inibicdo do crescimento fungico de Aspergillus ochraceus (MURTHY et al., 2009). Forte

atividade bactericida foi descrita para o0s Oleos essenciais de P. madagascariensis
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(ASCENSAO et al., 1998), P. incanus (VARINA et al., 1963) e P. amboinicus (TIMOR et
al., 1991).

O Oleo essencial de P. cylindraceus foi avaliado frente aos agentes patogénicos
Klebsiela pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacilus subtilis e Candida albicans,
mostrando valores aprecidveis para a CIM (MARWAH et al., 2007).

1.3.3 Atividade anti-inflamatoria

Os extratos brutos de P. barbatus mostraram atividade anti-inflamatoria a 500 pg/mL,
no ensaio de inibicdo da ciclooxigenase (COX-1) (MATU et al., 2003). Formulagcdes
contendo o extrato de P. barbatus e outros extratos de plantas foram descritas como
inibidoras da ativacdo do fator nuclear de transcricdo NF-xB (nuclear-kappa B), responsavel
pelo aumento da expressdao de genes inflamatorios. Por conseguinte, sdo utilizadas para o
tratamento de distdrbios inflamatdrios, como anti-sinais e no tratamento de doencas
relacionadas (OKAMOTO et al., 2005).

Alquilcatecois obtidos de P. sylvestris mostraram efeito inibitorio dose-
dependente sobre lipooxigenase em ensaio espectrofotométrico direto. Esses compostos
mostraram-se significativamente mais potentes que as drogas analgésicas anti-inflamatorias
indometacina e o &cido nordiidroguaiarético. Também, foi observada a tendéncia do aumento

do poder inibitério com o aumento da cadeia carb6nica (JUCH, 1997).

1.3.4 Atividade toxica

A toxicidade do extrato aquoso de P. amboinicus (Lour.) Spreng. pelo bioensaio com
larvas de Artemia salina resultou em CLsp igual a 53,29 pug/mL, ndo sendo considerado toxico
(PARRA et al., 2001). Estudos de mutagenicidade in vitro e in vivo foram conduzidos para
investigar a presenca de substancias genotoxicas em P. amboinicus. Os resultados obtidos
sugerem a auséncia de atividade no ensaio de deteccdo de segregacdo somatica usando cepas
de Aspergillus nidulans D-30 (RUIZ et al., 1996).

A triagem de 25 espécies de Plectranthus para avaliagdo de toxicidade de contato ao
acaro polifago Tetranychus urticae e citotoxicidade frente a células de insetos-pragas
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e Drosophila melanogaster (Diptera:
Drosophilidae) resultou em grande nimero de espécies com atividade. A toxicidade por

contato de moderada a alta, frente a T. urticae foi observada para 14 espécies na concentracao
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de 1,0% (m/v), sendo que os extratos de P. habrophyllus e P. sp. ‘Hann Tableland’, depois da
aplicagdo tdpica, ocasionaram 100% de mortalidade dos insetos. A 10 pg/mL, todos os
extratos testados mostraram-se toxicos para as células de S. frugiperda, mas apresentaram
efeito minimo sobre as linhagens de D. melanogaster. Contudo, os autores ndo puderam
estabelecer uma relacdo direta entre a alta toxicidade e o efeito acaricida observado
(RASIKARI et al., 2005).

1.3.5 Antidoto para veneno de escorpido

O extrato aquoso de P. amboinicus (Lour.) Spreng. usado como antidoto para picadas
de animais ou insetos em velhas receitas de preparagdes tailandesas foi avaliado quanto a
atividade frente a lise de células fibroblasticas, depois do tratamento com veneno do escorpido
Heterometrus laoticus. Eficiéncia em torno de 40 % (teste/controle) foi obtida no tratamento
das celulas pré-incubadas com o extrato da planta, indicando sua tendéncia de atuagcdo como
antidoto para veneno de escorpido (UAWONGGUL et al., 2006).

1.3.6 Controle de insetos

Dentre os meios para controle de insetos, os extratos das espécies de Plectranthus e
seus compostos isolados destacam-se como agentes que apenas afastam os insetos, atuando
como repelentes e inibidores da alimentacdo (antialimentar). O diterpendide beierano acido
ent-3B-(3-metil-2-butenoil)oxi-15-beieren-19-6ico (27, FIGURA 1.10, pag. 16) isolado do
extrato acetonico das folhas de P. saccatus Benth, mostrou atividade contra o inseto
Spodoptera littoralis (WELLSOW et al., 2006).

O extrato metanolico bruto de P. barbatus exibe a atividade inibidora de alimentacao
do percevejo Schizaphis graminum e da lagarta rosada Pectinophora gossypiella. O
fracionamento guiado por atividade antialimentar do extrato dessa espécie conduziu ao
isolamento do diterpendide plectrina (14, FIGURA 1.7, pag. 14), que exibiu também
atividade antialimentar frente a S. graminum e P. gossypiella, com 50% de inibi¢do alimentar
nas doses de 50 ppm e de 100 ppm, respectivamente (KUBO et al., 1984).

O género Plectranthus é conhecido por ser rico em dleos volateis contendo numerosos
sesqui- e monoterpenos (ABDEL-MOGIB et al., 2002), como: terpinoleno, fenchona, 6xido
de piperitenona, a-pineno, eremofileno, mirceno e humuleno. Esses compostos mostram

efeitos toxicos frente a inimeros artropodes via numerosos modos de a¢do (RASIKARI et al.,
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2005). Os dleos essenciais de P. longipes Baker e P. marruboides foram avaliados quanto a
repeléncia frente a Anopheles gambiae sensu stricto em humanos e mostraram ser mais
eficientes (RCso = 1,93 x 10™ e 8,9 x 10 mg/cm?, respectivamente), do que N,N-dietil-3-
toluamida (DEET) (RCso = 33x10™ mg/cm?), um repelente comum utilizado para mosquitos
(ODALO et al., 2005; OMOLO et al., 2005). Recentes estudos mostram que o 6leo essencial
de P. marrubioides possui também forte acdo fumigante frente a A. gambiae (OMOLO et al.,
2005). O 6leo essencial de P.grandulosus, bem como a fenchona, um dos compostos
majoritarios em teste de toxidade com os insetos Sitophilus zeamais Motschulsky e
Prostephanus truncatus (Horn), apresentou alta mortalidade das populacdes (NUKENINE et
al., 2010).

1.3.7 Atividades sobre o sistema digestivo

CAMARA e colaboradores (2003) mostraram que o 6leo essencial de P. barbatus
possui atividade relaxante intestinal e antiespasmaddica em concentragdes que variam de 1 a
300 pg/mL. A principal substancia responsavel pela acdo relaxante e espasmolitica parece ser
o a-pineno, composto que apresenta essas atividades em pequenas concentragdes. Tais
resultados podem ser relacionados a utilizacao das infusGes das folhas da espécie P. barbatus
na medicina popular brasileira, para o alivio sintomatico da dor abdominal aguda associada a
perturbacBes gastricas. O extrato aquoso dessa planta apresentou também atividade
antiespasmodica, além das atividades hipotensiva e hipoglicémica (CAMARA et al., 1998).

O diterpendide forskolina (25, FIGURA 1.10, pag. 16), isolado de P. barbatus, ativa
diretamente a adenil-ciclase e, desta forma, a modulacdo do mensageiro AMPc, o0 que pode
estimular a producdo das secrecdes gastricas e explicar a utilizacdo da espécie no tratamento
de desordens digestivas, assim como a diversidade de usos tradicionais (LUKHOBA et al.,
2006). Os labdanos isolados de P. ornatus possuem esqueleto carbbnico similar ao da
forskolina, com um sistema 8,13-epoxi-labd-14-en-11-ona, o que pode justificar a utilizacao
popular de P. ornatus em substituicdo a espécie P. barbatus no tratamento de desordens
digestivas (OLIVEIRA, et al., 2006).

O efeito do diterpeno abietano plectrinona A (28, FIGURA 1.10, pag. 16) isolado de
P. barbatus, na H",K'-ATPase gastrica provocou a inibicdo da secrecdo &cida basal,
estimulou ambos os secretagogos com as fracdes purificadas indicando a inibicdo da bomba
de prétons, ou seja, mostrou atividade anti-secretora de acido géastrico (SCHULTZ et al.,
2007).
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O diterpeno horminona (1, FIGURA 1.5, pag. 15), isolado das raizes de P.
hereroensis, pode causar lesGes no figado, uma resposta adversa que justifica avaliagdes
posteriores dos extratos da planta no tratamento de desordens digestivas (LUKHOBA et al.,
2006).

Utilizando camundongos com lesdo gastrica induzida por etanol foi testado o efeito
gastropotetor dos diterpenos quinondides barbatusina e 3-B-hidroxi-3-deoxibarbatusina (29 e
30 respectivamente, FIGURA 1.10, pag. 16), previamente isolados de P. grandis. Foi
observado que a administracdo oral de barbatusina (5 e 10 mg/kg) obteve 32 e 76% de
inibicdo para as respectivas doses, e 3-B-hidroxi-3-deoxibarbatusina (2.5, 5 e 10 mg/kg) de
53, 58 e 96% respectivamente (RODRIGUES et al., 2009).

1.3.8 Outras atividades biologicas

Os diterpenos abietanos 7a-acetoxy-6p-hydroxyroyleanone, Coleona U (3 e 11,
FIGURAS 1.5 e 1.6 respectivamente, pags. 13 e 14) e Grandidona A (19, FIGURA 1.8, pag.
15) isolados de P. grandidentatus inibiram a proliferacdo de linfocitos humanos em dose-
dependente, sendo que o composto 3 (FIGURA 1.5, pag. 13) foi apenas 10 vezes menos
potente que a ciclosporina A, utilizada como imunossupressor (CERQUEIRA et al., 2004).

A atividade nematicida do Oleo essencial de P. cylindraceus a 25 mg/mL, foi tdo
eficaz como o pesticida carbofuran contra nematdides juvenis de Meloidogyne javanica
(ONIFADE et al., 2008). O 6leo essencial de P. glandulosus reduziu consideravelmente o
crescimento micelial, de espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, de
maneira dose dependente (AOUDOU et al., 2010).
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CAPITULO 2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Planta

P. neochilus foi cultivada no Campus JK da UFVJM, Diamantina/MG, sendo seu
plantio através de propagacdo vegetativa utilizando os galhos da planta, provenientes de outra
regido. Ndo foi feito nenhum tratamento quimico ou qualquer tipo de adubacdo. A
identificacdo da espécie foi realizada pelo boténico Prof. Dr. Carlos Victor de Mendonca
Filho do Departamento de Ciéncias Biologicas da FCBS/UFVJM, sendo depositada uma
exsicata do material no Herbario DIA da UFVJM, sob o registro namero 1720. Folhas e
caules da espécie foram coletados em agosto de 2009. Realizou-se também na mesma época a
coleta das flores (inflorescéncia), separadamente, durante plena floracdo da espécie. As
caracteristicas do local de cultivo, como temperatura, umidade, pluviosidade e outros
parametros climatologicos da regido, favoreceram a floracdo durante todo o periodo de
estiagem que compreende os meses de abril a novembro, cessando a floracdo apenas no
periodo chuvoso (dezembro a margo). Durante as chuvas ocorreu intenso crescimento

vegetativo.
2.1.2 Métodos cromatograficos

2.1.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram preparadas com placas de vidro com silica gel 60G (MACHEREY-NAGEL)
em camadas de 0,25 mm e 0,50-0,75 mm de espessura, para cromatografia analitica (CCDS) e

preparativa (CCPS) previamente ativadas a 100 °C.

2.1.2.2 Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas colunas de vidro de diversos didmetros e tamanhos, eluidas sob
pressdo atmosférica. A proporcao utilizada entre amostra e fase estacionéria foi, em geral, de

1:30. As fases estacionarias foram:

2.1.2.2.1 Silica gel 60 Merck (70-230 Mesh)
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Empacotada em colunas de vidro em diversos didmetros e tamanhos, utilizando vérios
solventes como eluentes e em diferentes gradientes de polaridade. Os volumes coletados
variaram de 50 a 500 mL.

2.1.2.2.2 Exclusdo em gel utilizando Sephadex LH-20

Sephadex LH-20 foi suspenso no solvente utilizado como fase mdvel e empacotado
em buretas de 50 e 100 mL. A coluna foi mantida em repouso por 24 h até seu completo
empacotamento. A amostra foi dissolvida em quantidade suficiente do eluente e aplicada no

topo da coluna, sendo coletadas fragcdes de aproximadamente 10 mL.

2.1.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises por CLAE foram realizadas em um equipamento da marca SHIMADZU
Série 20A, consistindo por 2 bombas LC-20AT, detector UV-Vis SPD-20A e software de
aquisicdo de dados LCsolution (Departamento de Quimica — ICEx — UFMG). As amostras
foram dissolvidas em solvente apropriado, filtradas em microfiltro Millipore illex — HV 0,45
mm e depois centrifugadas. Volumes de 20 pL foram injetados no equipamento. As condi¢des
de andlise em CLAE foram de acordo com as encontradas em HARBONE (1984) e com

algumas modificacbes, como descritas posteriormente.

2.1.2.3.1 Condic0es de analise:

- CLAE 1: Coluna: NST C18 — 250 mm x 3,0 mm x 5 um (NST), Fluxo: 0,70
mL/min. Fase movel: A: Metanol e B: H,O com 1% de acido acético pH 2,5. Isocratico A/B
(70:30) em 35 min.

- CLAE 2: Coluna: NST C18 — 250 mm x 3,0 mm x 5 um (NST), Fluxo: 0,70
mL/min. Fase movel: A: Metanol e B: H,O com 1% de acido acético pH 2,5. Isocratico A/B
(10:90) em 30 min.

- CLAE 3: Coluna: ODS Hypersil 250 x 4,6 mm (SUPELCO). Fase movel: A:
Metanol e B: Agua contendo écido acético 0.5%, gradiente de 0% A a 100% A em 30 min.

- CLAE 4: Coluna: ODS Hypersil 250 x 4,6 mm (SUPELCO). Fase movel: A:
Metanol B: tampéo fosfato pH 2,7 contendo 30,8 mg/L de octanosulfonato de sddio. Eluicdo

no modo isocratico A/B (10:90). Fluxo da fase mével: 1,0 mL/min.

2.1.3 Reagentes para revelacdes cromatogréficas (MATOS, 1998; GALOTTA, 2005)



27
Parte experimental

2.1.3.1 Irradiacdo com luz ultravioleta (A 254 e 365 nm)

A cromatoplaca foi colocada em uma camara fechada em aparelho Biotech BT 107
sob irradiagdo com luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm.

2.1.3.2 Vapores de iodo

A cromatoplaca foi colocada em uma camara fechada em contato com vapores de iodo
(revelador geral).

2.1.3.3 Vanilina

Solucéo A: 1,0 g de vanilina, solubilizada em 100,0 mL de etanol.
Solucgdo B: 3,0 mL de &cido percldrico, solubilizado em 100,0 mL de agua.
As solugdes A e B foram misturadas na proporcao 1:1 e borrifadas nas cromatoplacas,

estas foram levadas a estufa por 10-15 minutos a 120 °C.

2.1.4 Testes quimicos
2.1.4.1 Teste Liebermam-Burchard

Uma aliquota da amostra foi dissolvida em 1 mL de CHCl3, sendo adicionados 1 mL
de anidrido acético e algumas gotas de &cido sulfdrico (3 ou 4 gotas) até que se processe a
reacdo. O aparecimento de coloracdo, que vai de verde ao azul, indica a presenca de
substancias com nucleo esteroidal, enquanto que coloracdo do pardo ao vermelho indica a

presenca de tritepenos pentaciclicos (MATQOS, 1988).
2.1.5 Ponto de fuséo
As temperaturas de fusdo foram determinadas no fusibmetro TECNOPON, PFM-II no
Laboratorio de Quimica Organica do Departamento de Quimica - FACET/UFVJM.
2.1.6 Métodos espectrométricos

2.1.6.1 Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com o uso de pastilhas de KBr
ou NaCl, em equipamentos SHIMADZU/IR-408 e Perkin-Elmer 283B do Departamento de
Quimica -ICEX/UFMG.

2.1.6.2 RMN de 'H e de ©3C
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Os espectros de RMN de *H, RMN de **C e subespectros DEPT-135 foram obtidos em
espectrometros Bruker modelos DX-200 (200MHz) e DRX-400 (400 MHz) linha AVANCE
do Departamento de Quimica — ICEX'UFMG. Os deslocamentos quimicos foram registrados
em unidade ¢ e as constantes de acoplamento dadas em Hz. Como padrdo de referéncia
interna utilizou-se o tetrametilsilano. Os solventes utilizados foram cloroférmio e piridina
deuterados (CDClz e CsDsN).

2.1.6.3 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas de alta resolu¢do foram obtidos em aparelho Q-ToF MicroTM
(Micromass, Manchester, UK) do Departamento de Quimica — ICEX'UFMG. As amostras
foram dissolvidas em 0,2 mol/L de NH4;OH em metanol (modo negativo) e injetados

diretamente no equipamento.

2.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS DE P. neochilus Schitr.
2.2.1 Preparagéo dos extratos das folhas e caules

Folhas e caules de P. neochilus foram secas em estufa de circulagdo de ar a
temperatura de 65 °C até manter peso constante e, posteriormente moidas em moinhos de
facas. O material moido foi submetido a extracdes exaustivas por maceragéo, sucessivamente
com n-hexano, acetato de etila e metanol. Apds a evaporacdo dos solventes em evaporador

rotatério, foram obtidos os respectivos extratos (FIGURA 2.1).

Folhas e caules secos

e moidos 548,2 g
Hexano
Extrato hexanico | Torta 1 |
32649
Acetato de etila
Extrato de AcOEt | Torta 2 |
4504

FIGURA 2.1 Esquema ilustrativo da preparagdo dos extratos das folhas e caules de P.

neochilus Schltr.

Metanol

v

v

Extrato MeOH
6,39

| Torta 3
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2.2.2 Preparagéo dos extratos das flores

As flores de P. neochilus foram secas, pulverizadas (460,0 g) e acondicionadas em um
cartucho feito com papel de filtro. O cartucho contendo as flores foi submetido a extragdo em
aparelho soxhlet, utilizando-se metanol como solvente em uma relacdo material
vegetal:solvente 10:1, sob temperatura de 60 °C. Foram feitas 25 extracdes, em funcdo da
capacidade do extrator utilizado, sendo o tempo de cada extracdo de 120 minutos. Apds a
evaporacdo do solvente foram obtidos 109,9 g de extrato metanolico.

Dentre os extratos preparados apenas os hexanico e de AcOEt obtidos das folhas e
caules de P. neochilus foram submetidos a procedimentos cromatogréficos posteriores, como

descrito a seguir.

2.2.3 Elaboracéo do extrato hexanico de P. neochilus Schltr. (HPN)

Parte do extrato hexanico das folhas e caules de P. neochilus (30,0 g) foi submetida a
filtracdo em silica gel 60 (70-230 Mesh). Foram utilizados como solvente hexano, AcOEt e
MeOH, puros ou em misturas em ordem crescente de polaridade. Desse procedimento foram

obtidas 190 fracdes coletadas em volumes de 500 mL e rotaevaporadas (TABELA 2.1).

TABELA 2.1 Fracionamento do extrato hexanico das folhas e caules de P. neochilus Schltr.
(HPN)

Eluente Fracao
n-hexano 1-21
n-hexano: AcOEt (1:1) 22-60
n-hexano: AcOEt (2:8) 61-71
AcOEt 72-94
AcOEt: MeOH (1:1) 95-139
MeOH 140-190

Por analise dos perfis cromatograficos em CCDS, utilizando-se iodo como revelador

as fracOes obtidas foram reunidas em 13 grupos (TABELA 2.2).



Parte experimental

30

TABELA 2.2 Reunido das fragdes obtidas por CCDS do extrato de HPN

Reunido Fragdo Massa (g)
R1 1-11 0,4
R2 12-17 0,2
R3 18-22 0,3
R4 23-26 18,1
R5 27-41 1,3
R6 42-49 0,5
R7 50-53 0,3
R8 54-62 0,6
R9 63-73 11

R10 74-116 1,2
R11 117-154 1,0
R12 143-164 0,9
R13 165-190 0,9

Das reunides obtidas em HPN, apenas R4 foi submetida a outros procedimentos

cromatograficos, as demais reunies ndo foram trabalhadas.

2.2.3.1 Fracionamento de R4

O material deste grupo (18,1 g) apresentou-se como um Gleo viscoso escuro,

complexo, sendo fracionado em coluna de silica utilizando como eluente hexano, AcOEt e

MeOH em gradientes crescentes de polaridade. A coluna para fracionamento utilizada tinha

4,5 cm de diametro e 65 cm de silica seca (380,0 g). Foram obtidas 184 fracdes coletadas em

volumes de 500 mL e rotaevaporadas (TABELA 2.3).

TABELA 2.3 FracGes obtidas ap6s cromatografia em coluna de silica de R4

continuacao

Eluente Fracao
n-hexano 1-77
n-hexano: AcOEt (1:1) 78-123
n-hexano: AcOEt (4:6) 124-134
n-hexano: AcOEt (2:8) 135-143
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AcOEt 144-153
AcOEt: CH3OH (1:1) 154-169
CHsOH 170-184

concluséo

Com a andlise dos perfis cromatograficos em CCDS utilizando-se iodo e vanilina

como revelador, as fragdes foram agrupadas em 12 reunides, descritas na TABELA 2.4.

TABELA 2.4 Reuniéo das fragdes provenientes do fracionamento em CCS de R4

Reunido Fracdo Massa (g)
R14 1-5 0,02
R15 6-7 0,01
R16 8-12 0,01
R17 13-27 0,01
R18 28-77 1,10
R19 78-103 12,70
R20 104-116 0,19
R21 117-121 0,02
R22 122-134 0,31
R23 135-142 0,11
R24 143-153 0,01
R25 154-184 0,50

O material relativo as reunifes R17 e de R21 a R25 ndo foram trabalhados por se

tratarem de misturas complexas e/ou em pequenas quantidades. As reunides R18, R19 e R20

foram recromatografadas em CCS, como descritos a seguir.

2.2.3.2 Fracionamento da reunidao R18

O material relativo a reunido R18 apresentou-se como um sélido branco que quando

submetido ao teste de Liebermam-Burchard apresentou coloracdo résea a marrom, indicativa

da natureza triterpénica da amostra. R18 (1,1 g) foi fracionada em coluna de silica utilizando-

se como eluente n-hexano e AcCOEt em gradiente crescente de polaridade, sendo obtidas 140

fracOes de 150 mL e rotaevaporadas (TABELA 2.5).
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TABELA 2.5 Fragdes obtidas apds cromatografia em coluna de silica de R18

Eluente Fracdo
n-hexano:AcOEt (9,5:0,5) 1-110
n-hexano: AcOEt (1:1) 111-125
AcOEt 126-140

As fracOes obtidas foram agrupadas em sete novas reunides apés analise por CCDS
comparativa (TABELA 2.6).

TABELA 2.6 Reuniéo das fragdes provenientes do fracionamento em CCS de R18

Reunido Fracao Massa (mg)
R26 1-5 5,0
R27 6-7 101,1
R28 8-11 358,9
R29 12-32 98,9
R30 33-69 16,0
R31 70-102 13,0
R32 103-115 29,5

As reunides R26, R28, R30, R31 e R32 ndo foram trabalhadas. Apenas as reunides
R27 e R29 foram submetidas a estudos posteriores.

O material referente a reunido R27 apresentou-se como um sélido branco, denominado
de PN1 (101,1 mg). Atraves de métodos espectrométricos PN1 foi identificado como o

triterpeno a-amirina esterificada.

2.2.3.3 Fracionamento de reunido R29

O material proveniente da reunido R29 (98,9 mg) foi submetido a uma
recromatografia em coluna de silica (1,3 cm de didmetro e 8,43 g de silica). Como eluente
foram utilizados hexano, CHCI3;, AcOEt e CH3;0OH em gradiente crescente de elui¢do. Foram
coletadas 87 fracBes (TABELA 2.7).
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TABELA 2.7 Fragdes obtidas apds cromatografia em coluna de silica de R29

Eluente Fracdo
n-hexano:CHClI; (8:2) 1-23
n-hexano:CHClI; (6:4) 24-36
n-hexano:CHClI; (3:7) 37-50
CHCl; 51-60
CHCl5:AcOEt (1:1) 61-71
AcOEt 72-77
CH3OH 78-87

As fracGes obtidas foram agrupadas em nove reunides apOs andlise por CCDS
comparativa (TABELA 2.8).

TABELA 2.8 Reuniéo das fragdes provenientes do fracionamento em CCS de R29

Reunido Fracao Massa (mg)
R33 1-23 41,6
R34 24-36 15,0
R35 37-45 15,4
R36 46-50 8,0
R37 51-55 5,0
R38 56-60 2,0
R39 61-64 3,4
R40 65-78 5,0
R41 79-87 2,0

A reunido R33 apresentou-se como um sélido branco de massa 41,6 mg, atraves de
métodos espectroscopicos apresentou sinais caracteristicos de acido graxo, porém ndo foi
elucidado estruturalmente. As demais reunides ndo foram trabalhadas por se tratarem de

misturas complexas e apresentarem-se em pequenas quantidades.
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2.2.3.4 Fracionamento da reunidao R20

O material da reunido R20 (194,5 mg) foi submetido a uma recromatografia em coluna
de silica. Como eluente foram utilizados hexano, AcOEt e CH3OH em gradiente crescente de
eluicdo. Desta coluna foram obtidas 68 fracfes (TABELA 2.9).

TABELA 2.9 Fragdes obtidas apds cromatografia em coluna de silica de R20

Eluente Fracao
n-hexano: AcOEt (1:1) 1-19
n-hexano: AcOEt (4:6) 20-31
n-hexano: AcOEt (3:7) 32-38
AcOEt 39-46
AcOEt: CH3;OH (9:1) 47-53
AcOEt: CH3;0H (6:4) 54-60
CH3OH 61-68

Através da analise de CCDS comparativa, as fragdes obtidas foram agrupadas em nove

subreunides, de acordo com o seu perfil cromatografico (TABELA 2.10).

TABELA 2.10 Reunido das fracGes provenientes do fracionamento em CCS de R20

Reunido Fracao Massa (mg)
R42 1-10 50,0
R43 11-16 10,0
R44 17-31 12,0
R45 32-39 10,0
R46 40-47 10,0
R47 48-53 15,0
R48 54-60 18,0
R49 61-68 15,0

Nenhuma das subreunides desta CCS foi submetida a trabalho posterior por

apresentarem-se como misturas complexas e em pequenas quantidades.
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2.2.3.5 Fracionamento da subreunidao R19

A subreunido R19 (12,7 g) foi submetida ao fracionamento em coluna de silica,

utilizando-se os solventes n-hexano, CHCI;, AcOEt e CH3OH puros ou em misturas em

gradientes crescente de polaridade. Foram obtidas 329 fragdes (FIGURA 2.11).

TABELA 2.11 Frages obtidas apds cromatografia em coluna de silica de R19

Eluente Fracao
n-hexano 1-44
n-hexano: CHClI; (9:1) 45-66
n-hexano: CHClI; (7:3) 65-106
n-hexano: CHCI; (1:1) 107-116
n-hexano: CHCI; (3:7) 117-176
CHCl; 177-215
CHClI;: AcOEt (8:2) 216-239
CHClI;: AcOEt (1:1) 240-250
CHCl3: AcOEt (2:8) 251-263
AcOEt 264-274
AcOEt: CH3;O0H (7:3) 275-287
AcOEt: CH3;OH (1:1) 288-304
CH;0H 305-329

As fracOes descritas, apds analise por CCDS comparativa, foram agrupadas em 16

subreunides, de acordo com o perfil cromatografico apresentado (TABELA 2.12).

TABELA 2.12 Reunido das fracGes provenientes do fracionamento em CCS de R19

continuacao

Reunido Fracéo Massa (g)
R50 1-12 0,015
R51 13-29 0,020
R52 30-49 0,010
R53 50-63 0,005
R54 64-69 0,209
R55 70-84 0,347
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R56 85-96 0,020
R57 97-107 0,050
R58 108-117 0,010
R59 118-122 0,756
R60 123-139 0,100
R61 140-155 0,096
R62 156-160 1,038
R63 161-234 3,000
R64 235-287 1,000
R65 288-329 1,200
concluséo

O material identificado como R57 (33,5 mg) foi lavado exaustivamente com éter
etilico, fornecendo um solido branco cristalino, denominado PN2, que foi identificado por
métodos espectroscopicos de analise como friedelan-3-ona (friedelina).

O material identificado como R61 foi lavado duas vezes com éter etilico até
apresentar-se como um sélido branco cristalino, denominado de PN3 (96,8 mg). Por analise
dos dados de RMN de *H e de RMN de **C PN3 foi identificado como uma mistura dos
esterdides sitosterol e estigmasterol.

A subreunido R62 foi submetida procedimentos cromatograficos posteriores. As
demais subreunides deste grupo, ndao foram estudadas, pois se tratavam de misturas

complexas e em pequenas quantidades.

2.2.3.6 Fracionamento da subreunido R62

O material de R62 (1,04 g) foi submetido a recromatografia em coluna de silica. Apds
analise por CCD optou-se pela eluicdo da coluna utilizando-se inicialmente a mistura
CHCI3:AcOEt (8:2), seguida de outras misturas em ordem crescente de polaridade. Foram

coletadas 126 fracdes em frascos de vidro com capacidade de 10 mL (FIGURA 2.13).

TABELA 2.13 Fracdes obtidas apds cromatografia em coluna de silica de R62
continuacéo
Eluente Fracao

CHCl5:AcOEt (8:2) 1-50
CHCl5:AcOEt (7:3) 51-81
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CHCI3:AcOEt (1:1) 82-98
CHCI3:AcOEt (3:7) 99-104
AcOEt:CH30H (1:1) 105-118
CHsOH 119-126

concluséo

As fracOes obtidas foram agrupadas em nove subreunides, de acordo com o perfil
cromatogréfico apresentado em CCDS comparativa (TABELA 2.14).

TABELA 2.14 Reunido das fragdes provenientes do fracionamento em CCS de R62

Reunido Fracdo Massa (mg)
R66 1-3 15,2
R67 4-5 400,0
R68 6-7 49,5
R69 8-14 104,4
R70 15-64 32,7
R71 65-76 17,6
R72 77-104 30,2
R73 105-107 50,9
R74 108-126 26,9

Somente a subreunido R67 foi trabalhada, e seu estudo é mostrado em seguida. As
demais subreunibes ndo foram submetidas a procedimentos posteriores por se tratarem de

misturas complexas e em pequenas quantidades.

2.2.3.7 Fracionamento da subreunido R67

A subreunido R67 (400,0 mg) foi submetida a recromatografia em coluna de silica
utilizando-se como solventes CHCI3, AcOEt e CH3;OH puros ou em misturas em ordem
crescente de polaridade. Apos avaliacdo da subreunido por CCD optou-se por iniciar a eluicdo
com a mistura CHClI3;: AcOEt (7:3). Foram coletadas 46 fragdes (TABELA 2.15, pag. 37).

TABELA 2.15 Fracdes obtidas apds cromatografia em coluna de silica de R67
continuacao
Eluente Fracao

CHCls: AcOEt (7:3) 1-19
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CHCls: AcOEt (3:7) 20-29

AcOEt: CH30H (7:3) 30-39

CHsOH 40-46
concluséo

Pelo perfil cromatografico apresentado em CCDS comparativa, as fragdes obtidas

foram agrupadas em seis subreunides (TABELA 2.16).

TABELA 2.16 Reunido das fragdes provenientes do fracionamento em CCS de R67

Reunido Fracdo Massa (mg)
R75 1-3 10,0
R76 4-14 210,0
R78 15-19 6,3
R79 20-29 6,5
R80 30-37 8,0
R81 38-46 16,2

Das fracOes reunidas, apenas R76 foi submetida a procedimentos posteriores. As
demais ndo foram trabalhadas por apresentarem-se como misturas complexas ou por se

tratarem de reunides com pequena massa.

2.2.3.8 Fracionamento em CCS de R76

O material denominado R76 (210,0 mg) apresentou-se como um Gleo viscoso que, por
CCD apresentou duas manchas de Rf’s bastante distintos. R76 foi submetida entdo a
cromatografia em camada preparativa de silica para UV 254 nm (CCPS), utilizando-se a
mistura de solvente CHCI3;: AcOEt (7:3) como eluente. A mancha de maior Rf foi separada e
analisada por métodos espectroscdpicos, apresentando sinais caracteristicos de acido graxo,
porém nao foi elucidado estruturalmente.

A FIGURA 2.2 (pag. 39) sumariza os trabalhos realizados com o extrato hexanico das

folhas e caules de P. neochilus.
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Extrato hexanico (HPN)
30,09

CCs
13 reunides (R1 a R13)

R4
18,1 ¢

CCS
12 reuniBes (R14 a R25)

R18 R20 R19
119 194,5 mg 12,679
CCs CCS CCs
7 reunides (R26 a R32) 8 reunioes (R42 a R49) 16 reuniGes (R50 a R65)
R57 R61 R62
R27 R29 50,0 mg 96,8 mg 1,09
101,21 mg 98,9 mg
Lavagem com Lavagem com CCS
éter etilico éter etilico 9 reunibes
PN2 PN3 R67
PN1 ac. graxo ndo 33,5mg 96,8 mg 400,0 mg
101,1 mg identificado
CCs
6 reunides
R76
210,0 mg
CCPS
ac. graxo ndo
identificado

FIGURA 2.2 Esquema de investigacdo fitoquimica do extrato hexanico obtido das folhas e
caules de P. neochilus Schltr.

2.2.4 Elaboracdo do extrato em acetato de etila de P. neochilus Schltr. (APN)

O extrato em acetato de etila (42,0 g) das folhas e caules de P. neochilus foi submetido
CCS. Foram coletadas 127 fracdes em volumes de 500 mL e rotaevaporadas, utilizando-se
diferentes solventes, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade, como
mostrado na TABELA 2.17, pag. 40).
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TABELA 2.17 Frages obtidas apds CCS do extrato APN

Eluente Fracdo
n-hexano 1-14
n-hexano:CHCI; (9:1) 15-20
n-hexano:CHClI; (6:4) 21-27
n-hexano:CHClI; (4:6) 28-32
CHCls 33-38
CHCI3:AcOEt (9:1) 39-47
CHCl3: AcOEt (7:3) 48-60
CHCl3: AcOEt (1:1) 61-67
CHCl3: AcOEt (2:8) 68-78
AcOEt 79-85
AcOEt:CH3;0H (7:3) 86-94
AcOEt:CH3;0H (1:1) 95-103
AcOEt:CH3;0H (3:7) 104-109
CH3OH 110-127

Pelo perfil cromatografico em CCDS comparativa, as fragdes obtidas foram agrupadas

em 15 reunibes (TABELA 2.18).

TABELA 2.18 Reunido das fracGes provenientes do fracionamento em CCS de APN

continuagao

Reunido Fracao Massa (g)
R1 1-4 0,280
R2 5-7 0,030
R3 8-9 0,004
R4 10-17 0,211
R5 18-19 0,051
R6 20-24 0,200
R7 25-32 0,120
R8 33-38 1,200
R9 39-42 2,20

R10 43-47 1,50
R11 48-67 11,00
R12 68-85 0,600
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R13 86-94 700,0

R14 95-109 500,0

R15 110-127 410,0
concluséo

O material relativo a reunido R7, ap0s lavagem e recristalizacdo com éter etilico,
forneceu um sélido branco cristalino (105,0 mg). Andlise por espectroscopia de RMN indicou
tratar-se de quantidades adicionais da mistura dos esterdides sitosterol e estigmasterol (PN3).

Dentre as demais reunides obtidas, apenas R10 foi submetida a procedimentos

cromatograficos. O estudo fitoquimico das outras reunides encontra-se em andamento.

2.2.4.1 Fracionamento de R10 proveniente do extrato APN

R10 (1,5 g) foi submetida a lavagem e recristalizagdo utilizando-se éter etilico. O
material resultante (800,0 mg) foi fracionado em coluna de silica. Foram utilizados como
eleuntes CHCI3;, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade,
obtendo-se 94 fra¢Oes coletadas em volumes de 50 mL (TABELA 2.19).

TABELA 2.19 Fracgdes obtidas apds CCS de R10

Eluente Fracao
CHClI;: AcOEt (7:3) 1-51
CHClI;: AcOEt (6:4) 52-56
AcOEt 57-75
AcOEt: MeOH (3:7) 76-85
MeOH 86-94

Pelo perfil cromatografico em CCDS comparativa, as fragdes obtidas foram agrupadas

em oito subreunides de acordo com a TABELA 2.20.

TABELA 2.20 Reunido das fraces provenientes do fracionamento em CCS de R10
continuacao

Reunido Fracao Massa (mg)
R16 1-15 80,0
R17 16-20 40,0
R18 21-29 70,0

R19 30-39 100,0
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R20
R21
R22
R23

40-46
47-49
50-56
57-94

90,0
85,0
30,0
150,0

conclusao

Dentre as fracOes obtidas apenas R17 foi submetida a trabalhos posteriores. As demais

reunides apresentaram-se como misturas complexas e/ou em pequenas quantidades.

2.2.4.2 Fracionamento da subreunido 17

R17 apresentou-se como um sélido avermelhado cristalino (40,0 mg). O material foi

submetido a duas filtragdes sucessivas em coluna de Sephadex LH-20, utilizando-se mistura

MeOH:AcOEt (1:1) como solvente. Foram coletadas 20 fragdes de 10 mL em cada coluna.

Apos a segunda coluna, nas fracbes de 7 a 11, foi obtido um solido cristalino marron claro
(20,0 mg) denominado PN4 que, por anélise dos dados de RMN de ‘H, de RMN de **C,

CLAE e massas, foi identificado como 5,4’-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona (cirsimaritina).

A FIGURA 2.3 sumariza o estudo fitoqumico realizado com o extrato em acetato de

etila das folhas e caules de P. neochilus.

Extrato de acetato de
etila (APN) 42,0 g

CCs

15 reunides (R1 a R15)

Reunido 7
20,0 mg

Lavagem com
éter etilico

PN3
105,0 mg

Reunido 10
159
CCs
15 reunides (R16 a R23)
R17
40,0 mg
Sephadex LH-20
(CH30OH:ACOEt, 1:1)
PN4
20,0 mg

FIGURA 2.3 Esquema do estudo fitoquimico do extrato em acetato de etila das folhas e
caules de P. neochilus Schltr.
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2.2.5 Obtencéo de extratos polares das partes aéreas de P. neochilus Schltr.

As folhas e caules e as flores de P. neochilus secas e moidas foram submetidas
separadamente a extracOes acidas e basicas, segundo metodologia de MATOS (1988) e
HAMPP (1996).

2.2.5.1 Extracdo acida (EAA) de P. neochilus

Folhas e caules (200,0 g) e flores (200,0 g) da planta, separadamente, apds secagem e
moagem, foram colocadas em um béquer, seguindo-se da adicdo de 1000 mL de HCI (1
mol/L) e da extragdo em banho ultrassonico (US) por 60 minutos a temperatura de 40 °C. O
extrato foi filtrado em algoddo e em papel de filtro utilizando véacuo. A torta resultante
adicionou-se 200 mL de HCI (1 mol/L) seguida por uma nova extracdo em US por 30
minutos. Apds nova filtragem, os extratos foram reunidos e chamados de camada aquosa
acida (CAA). A TORTA 1 resultante foi submetida a extragcdo basica. A CAA foi fracionada
por particdo, ou seja, extracao por solvente. Em um funil de separacdo foram colocados CAA
juntamente com 300 mL de AcOEt, ap0s agitacdo vigorosa e repouso, foram obtidas duas
camadas: camada organica 1 (CO1) e camada aquosa acida 1 (CAA1). As camadas foram
separadas e uma segunda particdo foi realizada em CAAL, utilizando-se 200 mL de AcOEt. A
camada organica obtida agrupada a CO1 que foi lavada duas vezes com 50 mL de HCI 1 M,
sendo estas camadas aquosas agrupadas a CAALl. A COL1 foi seca em rotavapor a 40 °C e
redissolvida em 10 mL de agua, resultando na fracdo 1 (F1). A CAAL foi basificada com 70
mL de hidroxido de amdnio (NH,OH) 1 M em funil de separacdo, juntamente com 300 mL de
AcOEt. Apo6s agitacdo vigorosa e repouso, obtiveram uma camada organica (CO2) e uma
camada aquosa basica (CAB). A CO2 foi retirada e a CAB sofreu uma nova parti¢cdo com 200
mL de AcOEt, sendo a camada orgéanica obtida agrupada a CO2, que foi lavada duas vezes
com 50 mL de HCI 1 mol/L, sendo estas camadas aquosas desprezadas. A CO2 foi seca em
rotavapor a 40 °C e redissolvida em 10 mL de &gua, produzindo a fracdo 2 (F2). A CAB foi
neutralizada com 70 mL de HCI 1 mol/mL e concentrada em rotavapor a 60 °C, resultando na
fracdo 3 (F3) (FIGURA 2.4, pag. 45).

2.2.5.2 Extracdo bésica (EAB) de P. neochilus

A TORTA 1 resultante da extracdo aquosa acida foram adicionados 500 mL de
NH4OH 1 mol/L juntamente com 200 mL de metanol. A extracéo foi feita em banho US por

60 minutos a 40 °C. O extrato foi filtrado em algodao e em papel filtro utilizando vacuo. A
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torta resultante sofreu uma nova extracdo com 300 mL de NH,OH 1 mol/L e 100 mL de
metanol em banho US por 30 min. Apds nova filtracdo, os filtrados foram reunidos e
denominados de camada aquosa basica 1 (CAB1). A CABL1 foi acidificada com 70 mL de
HCI 1 mol/L e particionada com 300 mL de AcOEt em funil de separacdo. Apds agitacdo
vigorosa e repouso, foram obtidas a camada orgéanica 3 (CO3) e a camada aquosa &cida 2
(CAAZ2). COa foi retirada e uma segunda particao foi feita com CAA2 em 200 mL de AcOEt.
A camada orgéanica obtida foi agrupada a CO3 que foi lavada duas vezes com 50 mL de HCI 1
mol/L, sendo estas camadas desprezadas. CO3 foi seca em rotavapor a 40 °C e redissolvida
em 10 mL de &gua, resultando na fracdo 4 (F4). A CAA2 foi descartada (FIGURA 2.4, pag.
45).

Dos procedimentos realizados foram obtidos quatro fracfes para as folhas e caules
(F1A, F2A, F3A e F4A) e quatro para a extracdo feita para as flores (F1F, F2F, F3F e F4F),
que podem ser ricas em saponinas, alcaloides, antocianinas e flavondides, respectivamente
(MATOS, 1988; HAMPP, 1996). As fracdes preparadas foram submetidas a avaliagdo por
CLAE utilizando-se as condigdes descritas por HARBONE (1984) com modificacdes (pag.
26).

A fracdo F4A foi submetida a procedimentos cromatograficos, por apresentar picos

isolados que incentivaram seu fracionamento na tentativa de isolamento.
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Material vegetal seco

200,0 g
1. HCI 1 mol/L
2. Extragdo em banho ultrassénico
3. Filtracdo
CAA TORTA 1
AcOEt 1. NH,OH 1 mol/L + CH;OH

2. Extracdo em banho ultrassénico

l l 3. Filtragdo
COo1 CAA1 l l
1. NH4OH 1 mol/L CAB1 TORTA 2
2. AcOEt

‘HCI 1 mol/L + AcOEt

! v | }

CO2 CAB CO3 CAA?

' } ! }

F1 F2. F3 F4
SAPOGENINA || ALCALOIDE ANTOCIANINAS, FLAVONOIDE
ACUCARES E

FIGURA 2.4 Esquema de particdo dos extratos das folhas e caules e das flores de P.
neochilus Schltr. para obtencdo de fracGes que podem ser ricas nas classe de compostos
polares saponinas, alcaldides, antocianinas, agucares, acidos e flavonoides.

2.2.5.3 Fracionamento do extrato F4A

A fracdo 4 das folhas e caules (F4A) (350,0 mg) apresentou na andlise por CLAE
picos separados e intensos, em 12,5 e 19,0 minutos, caracteristicos de compostos puros. A
fracdo foi submetida a fracionamento em coluna de Sephadex LH-20 com o objetivo de
isolamento dos picos observados. Foram coletadas desta coluna 70 fragdes em volume de 10
mL, utilizando-se MeOH como eluente. Desse procedimento foram obtidos trés grupos de
fraces reunidas por CCDS comparativa (TABELA 2.21, pag. 46).
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TABELA 2.21 Reunido das fragdes provenientes do fracionamento em Sephadex LH-20 de
FAA

Reunido Fracdo Massa (mg)
R1 1-10 50,0
R2 11-30 90,0
R3 31-70 40,0

Dentre as reunides descritas apenas a R2 foi submetida a procedimentos posteriores
por apresentar melhor perfil cromatografico em CCDS. As reunides R1 e R3 foram avaliadas
por CLAE.

2.2.5.4 Fracionamento de R2 proveniente do extrato F4A

Na tentativa de purificagédo, foi feita uma nova coluna de Sephadex LH-20 com a R2
(90,0 mg). Desta coluna foram obtidas 29 fracdes coletadas em volumes de 10 mL, reunidas
em trés subreunides (TABELA 2.22).

TABELA 2.22 Reunido das fracdes provenientes do fracionamento em Sephadex LH-20 de
R2

Reunido Fracao Massa (mg)
R4 1-6 10,0
R5 7-9 5,0
R6 10-29 40,0

A subreunido R5 (5,0 mg) apresentou-se com uma coloracdo vermelha intensa. A
amostra quando avaliada por CLAE, cuja pureza foi sugerida por CCDS, apresentou absorcao
caracteristica de um flavondide. R5 foi analisada por RMN de 200 MHz, mas, entretanto, a
quantidade da amostra ndo foi suficiente para obtencdo do espectro. R5 foi analisada também
por espectroscopia de massas (ESI), o que permitiu obter a massa da substancia. Desta forma,
a determinacdo estrutural de R5 sera conduzida quando for obtido o espectro de RMN da

amostra.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINAQAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE
Plectranthus neochilus Schltr.

3.1.1 PN1: a-amirina esterificada

A substancia PN1 foi isolada do extrato hexanico das folhas e caules, apresentando-se
como um sélido branco e, quando submetida ao teste de Liebermann-Burchard, apresentou
coloracéo résea, resultado positivo para triterpenos.

O espectro de 1V (FIGURA 3.1) mostra bandas em 1465 e 1373 cm™, caracteristicas
de deformacdo angular de C-H, em 2948 e 2880 cm™, bandas caracteristicas de estiramento de
C-H e uma banda em 1731 cm™, referente a deformagéo axial de C=0O de ésteres alifaticos
(MIRANDA et al, 2007).
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FIGURA 3.1 Espectro de absorcdo na regido do 1V de PN1 (a-amirina esterificada) (NacCl).
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O espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.2) apresenta um sinal em dy 5,12 (t, J = 3,5
Hz) e o espectro de RMN de **C (FIGURA 3.5, pag. 50) apresenta sinais em ¢ 124,3 (CH) e
139,6 (C), caracteristicos de triterpeno pentaciclico da série ursano (MIRANDA et al, 2007).
Foram observados, no espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.4, pag. 49) sete simpletos
localizados em 6y 0,80; 0,83; 0,87; 0,91; 0,98; 1,01 e 1,07, relativos a grupos metila, sendo os
sinais em 0y 0,83 e 0,91 tipicos das metilas 29 e 30 de triterpenos da série ursano (MAHATO,
1994). O sinal em Jy 4,51 foi atribuido ao hidrogénio do grupo H-C-O- ligado ao C3. O
tripleto em 0y 2,29 (J = 7,4 e 7,6 Hz), juntamente com um sinal intenso em Jy 1,25 sugeriram
a presenca de uma cadeia lateral alifatica ligada ao grupo éster.

No espectro de RMN de *3C observa-se o sinal em d¢c 173,7 que é caracteristico do
grupo C=0 de ésteres, um sinal em J¢ 80,6, que pode ser relacionado ao carbono do grupo C-
O do carbono C3 e um sinal intenso em Jc 29,7 atribuido a &tomos de carbono metilénicos. O
sub-espectro DEPT-135 (FIGURA 3.7, pag. 51) permitiu identificar os atomos de carbono
metilicos, metilénicos e metinicos da estrutura. Desta forma, os dados sugeriram que PN1
trata-se de um triterpeno pentaciclico, identificado como a a-amirina, esterificado na posicao
C3. O que pode ser confirmado pela auséncia de banda de estiramento de ligacdo O-H de
alcoois no espectro no IV de PN1 (pag. 47). A cadeia lateral ligada ao grupo éster ndo foi
determinada.

A TABELA 3.1 (pag. 52) apresenta o0s dados encontrados com a literatura
(MIRANDA et al., 2007).
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FIGURA 3.2 Espectro de RMN de *H de PN1 (a-amirina esterificada) (CDCls; 200 MHz).
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FIGURA 3.3 Expansdo do espectro de RMN de 'H de PN1 (a-amirina esterificada) (CDCls;

200 MHz).
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FIGURA 3.4 Expansdo do espectro de RMN de *H de PN1 (a-amirina esterificada) (CDCls;

200 MHz).
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FIGURA 3.5 Espectro de RMN de *3C de PN1 (a-amirina esterificada) (CDCl3; 50 MHz).
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TABELA 3.1 Comparacéo dos deslocamentos quimicos de RMN de **C (50 MHz, CDCls)
de PN1 com dados da literatura (MIRANDA et al., 2007)

N a-amirina PN1
1 38,5 38,5
2 23,7 23,6
3 80,6 80,6
4 37,8 37,8
5 55,3 55,3
6 18,3 18,3 ©
7 32,9 32,8 :
8 40,1 40,0
9 47,7 47,6
10 36,8 36,8
11 23,4 23,4
12 124,4 124,3
13 139,7 139,6
14 42,1 421
15 26,6 26,6
16 28,1 28,4
17 33,8 33,8
18 59,1 59,1
19 39,6 39,4
20 39,7 39,7
21 31,3 31,3
22 41,6 41,5
23 28,1 28,1
24 16,8 16,9
25 15,7 15,7
26 16,9 16,9
27 23,3 23,2
28 28,8 28,8
29 17,5 17,5
30 21,4 21,4
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3.1.2 PN2: Friedelan-3-ona ou friedelina

PN2 apresentou-se como um sélido branco e, quando submetida ao teste Lieberman-
Burchard apresentou coloracao rosea, resultado positivo para triterpenos pentaciclicos.

O espectro no infravermelho de PN2 (FIGURA 3.8) apresenta bandas de absor¢do em
2980, 2910 e 2880 cm™ (v C-H alifatico e/ou aliciclica), 1720 cm™ (v C=0 de cetona) e 1460,
1390 cm™ (6 C-H alifatico e/ou aliciclica) (SILVERSTEIN et al., 1994).
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FIGURA 3.8 Espectro de absorc¢do na regido do 1V de PN2 (friedelina) (KBr).

Analisando o espectro de RMN de 'H de PN2 e sua expansdo (FIGURA 3.9 e 3.10
respectivamente, pags. 54 e 55) observa-se a presenca de simpletos em Jy 0,73; 0,87; 0,95;
1,00; 1,01; 1,05 e 1,18, que foram atribuidos a sete grupos metila ligados a &tomos de carbono

ndo hidrogenados. Observou-se também outros sinais, um dupleto em ¢y 0,87 (J = 6,5 Hz),



54
Resultados e discusséao

um multipleto em dy 1,97, um quarteto em dy 2,23 (J = 6,5 Hz), um multipleto em oy 2,30 e
um duplo dupleto em oy 2,40 (J = 13,8; 5,1; 1,9 Hz), semelhantes aos relatados para a
friedelina, correspondendo respectivamente, ao grupo metila 23, H1l-axial, H4-axial, H2-
equatorial e H2-axial, deste constituinte (MAHATO et al., 1994).
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FIGURA 3.9 Espectro de RMN de *H de PN2 (friedelina) (CDCls; 200 MHz).
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FIGURA 3.10 Expanséo do espectro de RMN de *H de PN2 (friedelina) (CDCl3; 200 MHz).

O espectro de RMN de '*C de PN2 e sua expansio (FIGURA 3.11 e 3.12
respectivamente, pag. 56) mostram a presenca de 32 sinais. Através do subespectro DEPT-
135 (FIGURA 3.13, pag. 57) estes sinais foram identificados como nove metilicos (CH3),
doze metilénicos (CH,), quatro metinicos (CH), seis sinais de atomos de carbono néo
hidrogenados e um sinal de carbonila em Jc 213,3. Dois destes sinais (oc 14,1 e 30,0) foram

atribuidos a contaminantes presentes na amostra.
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FIGURA 3.11 Espectro de RMN de *C de PN2 (friedelina) (CDCls; 50 MHz).
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FIGURA 3.12 Expanséo do espectro de RMN de **C de PN2 (friedelina) (CDCls; 50 MHz).
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FIGURA 3.13 Subespectro DEPT-135 de PN2 (friedelina) (CDCl3; 50 MHz).

Os sinais encontrados para PN2 em relagdo ao espectro de RMN de **C e *H quando
comparados com dados da literatura (MAHATO et al.,, 1994) (TABELA 3.2, pag. 58),

confirmaram a identidade desta estrutura, se tratando da Friedelan-3-ona ou conhecida como

friedelina, um triterpeno pentaciclico.
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TABELA 3.2 Comparagdo dos deslocamentos quimicos de RMN de **C (CDCI3, 50 MHz)

de PN2 com dados da literatura (MAHATO et al., 1994)

N | Friedelina (dc) PN2 (dc)
1 223 223
2 41,5 41,5
3 213,2 213,3
4 58,2 58,2
5 421 422
6 41,3 41,3
7 18,2 18,2
8 53,1 53,1
9 37,4 37,4
10 59,4 59,5
11 35,6 35,6
12 30,5 30,5
13 39,7 39,7
14 38,3 38,3
15 32,4 32,8
16 36,0 36,0
17 30,0 29,7
18 42.8 42,8
19 35,3 35,3
20 28,1 28,2
21 32,7 32,4
22 39,2 39,3
23 6,8 6,8
24 14,6 14,7
25 17,6 17,9
26 20,2 20,3
27 18,6 18,7
28 32,1 32,1
29 35,0 35,0
30 31,8 31,8
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3.1.3 PN3: Mistura de sitosterol e estigmasterol

sitosterol estigmasterol

PN3 foi isolado do extrato hexéanico e do extrato em acetato de etila. Em ambos 0s
extratos, a mistura foi obtida com a eluicdo utilizando-se os solventes hexano:CHCl; (3:7).

PN3 apresentou-se como um solido de coloragdo branca e, quando submetido ao teste
de Liebermam-Burchard, apresentou coloracdo verde, indicativa da natureza esteroidal da
amostra.

No espectro de infravermelho de PN3 (FIGURA 3.14, pag. 60) observou-se bandas de
absorcdo em 3410 cm™ (estiramento de ligacdo O-H), 2940 e 2890 cm™ (estiramento de
ligacdo C-H alifatica e/ou aliciclica), 1470 e 1380 cm™ (deformagdo angular C-H alifatica
elou aliciclica), 960 cm™ (deformacéo angular dupla trans-substituida) e em 800 cm™
(deformacéo angular de ligacdo dupla tri-substituida) (SILVERSTEIN et al, 1994).
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FIGURA 3.14 Espectro de absorcdo na regido do IV de PN3 (Mistura de sitosterol e
estigmasterol) (KBr).

O sinal em dy 5,35 observado no espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.15, pag. 61) foi
atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 do atomo de carbono C6 e o sinal em Jy 3,52 foi
atribuido aos atomos de hidrogénio H-3 do carbono hidroxilado (CH-OH). Um duplo dupleto
em oy 5,16 (J22-23= 5,0 Hz e J22-20= 4,4 Hz) foi atribuido ao H-22 do estigmasterol e um duplo
dupleto em oy 5,03 (Joz22= 4,4 Hz e Jo324= 4,4 Hz) atribuido ao H-23 do estigmasterol.
Sinais entre oy 0,6 e oy 2,3 foram atribuidos aos atomos de hidrogénio dos grupos metila,
metilénicos e metinicos de ambos 0s compostos.

No espectro de RMN de *3C e de sua expansdo (FIGURA 3.16 e 3.17 respectivamente,
pag. 61 e 62), os sinais em doc 140,8 e Jc 121,7 foram atribuidos aos atomos de carbono
olefinicos C-5 e C-6 das duas estruturas e os sinais em dc 138,3 e dc 129,3 foram atribuidos
aos atomos de carbono olefinicos C-22 e C-23 do estigmasterol. O sinal em oc 71,8 foi
atribuido ao atomo de carbono carbinélico C-3 (CH-OH). Os valores encontrados para 0s
carbono olefinico. Desta forma sugerem a presenca da mistura dos esterdides sitosterol e
estigmasterol em PN3. Com o auxilio do subespectro DEPT-135 (FIGURA 3.18, pag. 62) foi

possivel confirmar a presenca do atomo de carbono néo hidrogenado C-5.
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FIGURA 3.15 Espectro de RMN de

(CDCl3; 200 MHz).

FIGURA 3.16 Espectro de RMN de *C de PN3 (Mistura de sitosterol e estigmasterol)

(CDCl3; 50 MHz).
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FIGURA 3.17 Expansdo do espectro de RMN de **C de PN3 (Mistura de sitosterol e
estigmasterol) (CDCl3; 50 MHz).
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FIGURA 3.18 Subespectro DEPT-135 de PN3 (Mistura de sitosterol e estigmasterol)
(CDCls; 50 MHz).
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TABELA 3.3 Comparacio dos deslocamentos quimicos de RMN de **C (50 MHz, CDCls) de

PN3 com dados da literatura (GALOTTA, 2005)

N sitosterol PN3 | Estigmasterol | PN3
C (dc) (d¢c) (d¢c) (dc)
1 37,3 37,3 37,3 37,3
2 31,6 31,7 31,6 31,7
3 71,8 71,8 71,8 71,8
4 42,3 42,3 42,3 42,3
5 140,8 140,8 140,8 140,8
6 121,7 121,7 121,7 121,7
7 31,9 31,9 31,9 31,9
8 31,9 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,2 50,1 50,2
10 36,5 36,5 36,5 36,5
11 21,1 21,1 21,1 21,1
12 39,8 39,8 39,7 39,7
13 42,3 42,3 42,3 42,3
14 56,8 56,8 56,8 56,9
15 24,3 24,3 24,4 24,4
16 28,3 28,3 28,3 28,3
17 56,0 56,1 55,9 56,0
18 11,9 11,9 11,9 12,0
19 19,4 19,4 19,4 19,4
20 36,1 36,2 40,5 40,5
21 19,0 19,0 21,2 21,2
22 33,9 34,0 138,3 138,3
23 26,0 26,1 129,3 129,3
24 45,8 45,5 51,2 51,3
25 29,0 28,9 31,9 31,9
26 19,8 19,8 19,0 19,1
27 19,0 18,8 19,0 18,7
28 23,1 23,1 25,4 25,4
29 12,0 12,1 12,3 12,3
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3.1.4 PN4: 5,4’-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona (cirsimaritina)

PN4 foi analisado por CLAE em condicdes para flavonoides e, apresentou absorc¢éo de
energia nos v 280 e 370 nm (FIGURA 3.19), caracteristico de flavondides (HARBONE,
1984).
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FIGURA 3.19 Cromatograma obtido por CLAE do composto PN4 (5.4 -diidroxi-6,7-
dimetoxiflavona). Condicdes de analise: Detector UV-Vis , Chl a 280 nm (preto) e Ch2 a 370
nm (vermelho). Coluna: NST C18 — 250 mm x 3,0 mm x 5um (NST); fluxo de 0,700
mL/min; volume de injecdo: 20 puL. Fase movel: A: Metanol e B: H,O com 1% de &cido
acetico pH 2,5; Isocratico A/B (60:40) em 35 min.

Através da espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray (modo negativo),
foi possivel obter a massa molecular do composto (FIGURA 3.20, pag. 65), correspondendo a
314 g/mol, pois como foi realizada a anélise no modo negativo, houve uma desprotonagdo da

molécula, onde no espectro apresentou-se 313 g/mol.
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1000

FIGURA 3.20 Espectro de ESI do composto PN4 (5,4’-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona).

O espectro no infravermelho (FIGURA 3.21, pag. 66) mostra bandas de absorcdo em
3450 cm™ (estiramento de ligagdo O-H), 2940 e 2890 cm™ (estiramento de ligacdo C-H
alifatica e/ou aliciclica), 1470 e 1380 cm™ (deformacdes de ligacdo C-H alifatica e/ou
aliciclica), 1600 e 1470 cm™ (estiramento de ligacdo C=C de aromaticos), 1715 cm™
(estiramento de ligacdo C=0), 1125 cm™ (estiramento de ligacdo C-O-C) (SILVERSTEIN et
al, 1994).
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FIGURA 3.21 Espectro de absor¢cdo na regido do IV de PN4 (5,4’-diidroxi-6,7-
dimetoxiflavona) (KBr).

O espectro de RMN de *H e sua expansdo (FIGURA 3.22 e 3.23 respectivamente, pag.
67) mostram os dois simpletos em oy 6,83 e 6,98, que foram atribuidos aos atomos de
hidrogénio H-3 e H-8. Os simpletos em oy 3,91 e 4,02 foram atribuidos aos atomos de
hidrogénio dos grupos metila ligados as posicGes 6 e 7 do anel A da flavona. Um dupleto
registrado em Jy 7,31 (J= 10 Hz) foi atribuido a H-3’ ¢ H-5" ¢ o registrado em oy 7,98 (J= 10
Hz) atribuido a H-2’ ¢ H-6". Os sinais em Jy 7,22 e 7,59 foram atribuidos aos atomos de
hidrogénio residuais da piridina. Até o momento ndo foram obtidos 0s mapas de contornos de
PN4 que possibilitaria atribuir de maneira inequivoca os sinais dos &tomos de hidrogénio das

metoxilas em C-6 e C-7.
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O espectro de RMN de *C (FIGURA 3.24) e suas expansdes (FIGURA 3.25 e 3.26,
pag. 69) mostra o sinal em J¢c 183,5 atribuido ao 4&tomo de carbono C-4 da carbonila (C=0) do
anel aromatico C. Os sinais em J¢ 133,5 e 159,7 foram atribuidos aos 4&tomos de carbono C-6
e C-7, respectivamente. Os sinais em Jc 56,8 e 60,9 foram atribuidos aos dtomos de carbono
metilicos das metoxilas nas posicdes C-6 e C-7, respectivamente. Os sinais em dc 154,0 e
163,2 foram atribuidos aos 4&tomos de carbono hidroxilados C-5 e C-4’ (C-OH) e oc 129,3 e
117,3 atribuidos aos atomos de carbono metinicos (C-2° e C-6’) e (C3’ e C-5°)
respectivamente, que apresentam 0 mesmo ambiente quimico e, consequentemente,
sobreposicao desses sinais. Os sinais em Jc 104,1 e 91,9 foram atribuidos aos demais atomos
de carbono metinicos C-3 e C-8. Com o auxilio do subespectro DEPT-135 (FIGURAS 3.27 e
3.28, pég. 70) foi possivel confirmar a presenca dos atomos de carbono metinicos, metilicos e
ndo hidrogenados. Os sinais em dc 124,2; 136,2 e 150,6 foram atribuidos ao solvente.

.

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm|

FIGURA 3.24 Espectro de RMN de **C de PN4 (5,4’-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona) (CsDsN;
50 MHz).
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FIGURA 3.25 Expansdo do espectro de RMN de C de PN4 (54- d||drOX|67
dimetoxiflavona) (CsDsN; 50 MHz).
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FIGURA 3.26 Expansio do espectro de RMN de *C de PN4 (5,4’-diidroxi-6,7-
dimetoxiflavona) (CsDsN; 50 MHz).
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FIGURA 3.27 Subespectro DEPT de PN4 (5,4’-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona) (CsDsN; 50

MHz).
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FIGURA 3.28 Expansdo do subespectro DEPT de PN4 (5,4’-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona)
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A TABELA 3.4 compara os dados de RMN de PN4 com dados da literatura e
confirma a estrutura como a flavona 5,4’-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona, conhecida também

como cirsimaritina.

TABELA 3.4 Comparagéo dos deslocamentos quimicos de RMN de **C (CsDsN, 50 MHz) e
de 'H (CsNDs, 200 MHz) de PN4 com dados da literatura (NYILIGIRA et al., 2008)

Posicdo | Cirsimaritina PN4 PN4
(d¢c) (d¢c) (o)
2 164,5 165,2
3 103,1 104,1 6,83 s
4 182,6 183,5
5 153,1 154,0
6 132,3 133,5
7 159,0 159,7
8 92,1 91,9 6,98 s MeO
9 152,5 153,8
10 105,5 106,7 MeO
I 121,5 122,5
7,98 d

2’ 129,0 129,3 (Gnzmz= 10 H2)

) 7,31d
3 116,5 117,3 Gz = 10 H2)
4 161,8 163,2

7,31d

5 116,5 117,3 (Ous = 10 H2)

, 7,98 d
6 129,0 129,3 (Jome= 10 Hz)
OCHg3 60,6 60,9 4,02 s*
OCHjs 57,0 56,8 3,91 s*

* Estes sinais podem estar trocados.
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3.2 EXTRATOS POLARES DE Plectranthus neochilus Schltr.

Os extratos das folhas e caules e das flores foram particionados de acordo com
metodologia de MATOS (1988) e HAMPP (1996) fornecendo fragcbes que podem ser ricas
nas classes quimicas: sapogeninas (F1), alcaldides (F2), antocianinas (F3) e flavonoides (F4).
Na denominacdo das fragcOes foram acrescidas as letras A e F, respectivamente para aquelas
obtidas das folhas e caules e das flores da planta. Estas fragdes foram analisadas por CLAE de
acordo com as condigdes encontradas em HARBONE (1984) e com algumas modificagdes,

sendo os cromatogramas obtidos mostrados a seguir.

3.2.1 Avaliacdo por CLAE das fragfes ricas em Sapogeninas

Os perfis para sapogenina dos extratos das folhas e caules (F1A) (FIGURA 3.29) e das
flores (F1F) (FIGURA 3.30, pag. 73) foram bastante diferentes, sendo que o pico por volta de
2 minutos de retencdo, no comprimento de onda de 220 nm, apresentou-se intenso nas duas
fracbes. A F1A teve ainda um pico bem intenso por volta de 4 minutos, sugerindo ser o

composto majoritario nesta fragéo.
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FIGURA 3.29 Cromatograma obtido por CLAE para fracdo F1A, proveniente do extrato das
folhas e caules de P. neochilus Schltr.. Condices de andlise: Detector UV-Vis, Chl a 220 nm
(preto), Ch2 a 250 nm (vermelho). Cromatografo SHIMADZU Série 20A, Coluna: NST C18
— 250 mm x 3,0 mm x 5 pym (NST), Fluxo: 0,70 mL/min. Volume de injecdo: 20 pL. Fase
moével: A: Metanol e B: H,O com 1% de acido acético pH 2,5. Isocratico A/B (10:90) em 30
min.
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FIGURA 3.30 Cromatograma obtido por CLAE para fragcdo F1F, proveniente do extrato das
flores de P. neochilus Schitr.. Condigdes de analise: Detector UV-Vis, Chl a 220 nm (preto),
Ch2 a 250 nm (vermelho). Cromatografo SHIMADZU Série 20A, Coluna: NST C18 — 250
mm X 3,0 mm x 5 pm (NST), Fluxo: 0,70 mL/min. Volume de inje¢do: 20 pL. Fase movel:
A: Metanol e B: H,0 com 1% de acido acético pH 2,5. Isocratico A/B (10:90) em 30 min.

3.2.2 Avaliacao por CLAE das frages ricas em Alcaloides

Os perfis dos cromatogramas para estas fragdes demonstraram que 0s extratos ndo
apresentam abundancia nesta classe de compostos, sugerindo ainda que o extrato das flores
(F2F) (FIGURA 3.31) é mais pobre em alcal6ides do que o extrato das folhas e caules (F2A)
(FIGURA 3.32, pag. 74), sendo este apresentando picos mais intensos entre o tempo de

retencdo de 2,2 a 3 minutos.
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FIGURA 3.31 Cromatograma obtido por CLAE para fracdo F2A, proveniente do extrato das
folhas e caules de P. neochilus Schlitr.. CondicGes de analise: Detector UV, Chl a 280 nm
(preto) e Ch2 a 254 nm (vermelho). Cromatégrafo SHIMADZU Série 20A, consistindo de 2
bombas LC-20AT, detector UV-Vis SPD-20A e software de aquisicdo de dados LCsolution.
Coluna: ODS Hypersil 250 x 4,6 mm (SUPELCO). Fase mdvel: A: Metanol, B: tampéo
fosfato pH 2,7 contendo 30,8 mg/L de octanosulfonato de sodio. Eluicdo no modo isocrético
A/B (10:90). Fluxo da fase mdvel: 1,0 ml/min. Volume de inje¢do: 20 pL.
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FIGURA 3.32 Cromatograma obtido por CLAE para fracdo F2F, proveniente do extrato das
flores de P. neochilus Schltr.. Condicdes de analise: Detector UV, Chl a 280 nm (preto) e
Ch2 a 254 nm (vermelho). Cromatografo SHIMADZU Série 20A, consistindo de 2 bombas
LC-20AT, detector UV-Vis SPD-20A e software de aquisi¢do de dados LCsolution. Coluna:
ODS Hypersil 250 x 4,6 mm (SUPELCO). Fase movel: A: Metanol, B: tampdo fosfato pH 2,7
contendo 30,8 mg/L de octanosulfonato de sddio. Eluicdo no modo isocratico A/B (10:90).
Fluxo da fase movel: 1,0 mL/min. Volume de injecdo: 20 uL.

3.2.3 Avaliacéo por CLAE das frac6es ricas em Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos solluveis em 4&gua, pertencentes a familia dos
flavondides, podendo ser encontradas em flores, frutos, folhas, caules e sementes, tendo como
funcbes: a atracdo de polinizadores, a dispersdo de sementes, a protecdo contra danos
provocados pela luz UV e contra o ataque de patogenos (WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Quando sdo analisados os perfis dos cromatogramas nas condigcdes para antocianinas
(HARBONE, 1984), observamos que o cromatograma do extrato das flores (F3F) (FIGURA
3.34, pag. 75) apresenta maior nimero de picos do que o cromatograma da fracdo proveniente
do extrato das folhas e caules (F3A) (FIGURA 3.33, pag. 75). F3A apresenta apenas um pico
intenso em torno de 9 minutos. O maior nimero de picos observados para F3F pode estar
correlacionado ao papel das flores na atracdo de polinizadores devido a intensa coloracédo

violeta apresentada.
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FIGURA 3.33 Cromatograma obtido por CLAE para fracdo F3A, proveniente do extrato das
folhas e caules de P. neochilus Schlitr.. CondicGes de analise: Detector UV-Vis , Chl a 450
nm (preto) e Ch2 a 372 nm (vermelho). Cromatografo SHIMADZU Série 20A, consistindo de
2 bombas LC-20AT, detector UV-Vis SPD-20A e software de aquisicdo de dados LCsolution.
Coluna: ODS Hypersil 250 x 4,6 mm (SUPELCO). Fase mdvel: A: Metanol e B: Agua
contendo acido acético 0.5% , gradiente de 0% A a 100% A em 30 min. Volume de injecdo:
20 pL.
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FIGURA 3.34 Cromatograma obtido por CLAE para fracdo F3F, proveniente do extrato das
flores de P. neochilus Schltr.. Condicdes de analise: Detector UV-Vis , Chl a 450 nm (preto)
e Ch2 a 372 nm (vermelho). Cromatdgrafo SHIMADZU Série 20A, consistindo de 2 bombas
LC-20AT, detector UV-Vis SPD-20A e software de aquisicdo de dados LCsolution. Coluna:
ODS Hypersil 250 x 4,6 mm (SUPELCO). Fase movel: A: Metanol e B: Agua contendo &cido
acético 0.5%, gradiente de 0% A a 100% A em 30 min. Volume de inje¢do: 20 pL.
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3.2.4 Avaliacdo por CLAE das fragdes ricas em flavonoides

As fracOes obtidas do extrato das folhas e caules (F4A) e das flores (FAF) de P.
neochilus foram avaliadas por CLAE. Nas condicGes utilizadas (pag. 26), o perfil para
flavonoides iniciou-se com picos no tempo de retencdo de 0 a 22 minutos para F4A (FIGURA
3.35), e de 0 a 5 minutos para F4F (FIGURA 3.36, pag. 77). Foram observados picos isolados
em 12,5 e 19,5 minutos, para F4A, caracteristicos de compostos puros e em alta concentracdo.
Tal observacdo pode estar relacionada a maior atividade antioxidante observada pelo método
do DPPH, para o extrato das folhas e caules comparada a aquela registrada para o extrato
obtido das flores (CAPITULO 4, pag. 91).
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FIGURA 3.35 Cromatograma obtido por CLAE para fracdo F4A, proveniente do extrato das
folhas e caules de P. neochilus Schltr.. Condi¢es de andlise: Detector UV-Vis, Chl a 280 nm
(preto), Ch2 a 370 nm (vermelho). Cromatégrafo SHIMADZU Série 20A, Coluna: NST C18
— 250 mm x 3,0 mm x 5 pum (NST), Fluxo: 0,70 mL/min. Volume de injecdo: 20 pL. Fase
moével: A: Metanol e B: H,O com 1% de acido acético, pH 2,5. Isocratico A/B (70:30) em 35
min.
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FIGURA 3.36 Cromatograma obtido por CLAE para fracdo FAF, proveniente do extrato das
flores de P. neochilus Schitr.. Condigdes de analise: Detector UV-Vis, Chl a 280 nm (preto),
Ch2 a 370 nm (vermelho). Cromatografo SHIMADZU Série 20A, Coluna: NST C18 — 250
mm X 3,0 mm x 5 pm (NST), Fluxo: 0,70 mL/min. Volume de injeg&o: 20 pL. Fase mdvel:
A: Metanol e B: H,0 com 1% de acido acético, pH 2,5. Isocratico A/B (70:30) em 35 min.

3.2.4.1 Fracionamento de F4A e analise por CLAE das fracgdes obtidas

F4A foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (pag. 45) no intuito
de isolar os compostos responsaveis pelos picos observados nos tempos de retencdo de 12,5
minutos e de 20,0 minutos. As reunides obtidas desse procedimento, R1 e R3, foram avaliadas
por CLAE, e os cromatogramas sdo apresentados nas FIGURAS 3.37 e 3.38 (pag. 78),
respectivamente. No entanto, ndo foi possivel identificar nenhum composto a partir dos
padrdes disponiveis.

A fracdo R2 foi submetida, novamente a cromatografia em Sephadex LH-20, e o0s

resultados sdo discutidos na pag. 79.
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FIGURA 3.37 Cromatograma obtido por CLAE para R1 proveniente da fracdo F4A.
CondicGes de anélise: Detector UV-Vis, Chl a 280 nm (preto), Ch2 a 370 nm (vermelho).
Cromatografo SHIMADZU Série 20A, Coluna: NST C18 — 250 mm x 3,0 mm x 5 pum (NST),
Fluxo: 0,70 mL/min. Volume de injecdo: 20 uL. Fase mével: A: Metanol e B: H,0 com 1%
de &cido acético, pH 2,5. Isocratico A/B (60:40) em 35 min.
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FIGURA 3.38 Cromatograma obtido por CLAE para R3 proveniente da fracdo F4A.
Condicgdes de analise: Detector UV-Vis, Chl a 280 nm (preto), Ch2 a 370 nm (vermelho).
Cromatégrafo SHIMADZU Série 20A, Coluna: NST C18 — 250 mm x 3,0 mm x 5 pum (NST),
Fluxo: 0,70 mL/min. Volume de injecdo: 20 uL. Fase mével: A: Metanol e B: H,0 com 1%
de &cido acético, pH 2,5. Isocratico A/B (60:40) em 35 min.
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3.2.4.2 Nova tentativa de fracionamento de F4A e anélise por CLAE das fracbes
obtidas

Uma nova coluna de Sephadex LH-20 foi feita com a reunido R2 de F4A, sendo
obtidas dessa coluna trés subreunides. A subreunido das fragdes 7 a 9 apresentou uma
coloracdo vermelha e pureza cromatografica por CCDS. Desta forma, foi submetida & analises
por RMN, ESI e CLAE. O cromatograma obtido por CLAE (fase movel MeOH:H,0/50:50)
desta subreunido é mostrado na FIGURA 3.39, assim como sua comparagdo com alguns
flavonoides padrdes (FIGURA 3.40, pag. 80). A andlise realizada sugere a presenca dos
flavonoides rutina (TR= 5 minutos) e camferol (TR= 27,3 minutos) na amostra. O ESI
(FIGURA 3.41, pag. 80) no modo negativo mostra que 0 composto em maior concentracdo
apresenta uma massa de 452 g/mol. Devido a quantidade de amostra ser pequena (5,0 mg),
ndo foi suficiente para obtencdo do espectro em RMN a 200 MHz, portanto ndo foi possivel a
elucidacdo estrutural. Novas tentativas de isolamento serdo feitas no intuito de isolar uma

quantidade maior.
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FIGURA 3.39 Cromatograma obtido por CLAE para a subreunido R5 proveniente do
fracionamento de R2. Condicdes de analise: Detector UV-Vis, Chl a 280 nm (preto), Ch2 a
370 nm (vermelho). Cromatégrafo SHIMADZU Série 20A, Coluna: NST C18 — 250 mm X
3,0 mm x 5 pym (NST), Fluxo: 0,70 mL/min. Volume de injecdo: 20 pL. Fase movel: A:
Metanol e B: H,O com 1% de &cido acético pH 2,5. Isocratico A/B (50:50) em 35 min.
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FIGURA 3.40 Cromatograma obtido
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por CLAE de R5 e comparacdo com os flavondides

rodanina, rutina, quercetina, naringenina e camferol respectivamente. Condicdes de analise:
Detector UV-Vis, Chl a 280 nm (preto, azul, vinho), Ch2 a 370 nm (vermelho, verde,
laranjado). Cromatégrafo SHIMADZU Série 20A, Coluna: NST C18 — 250 mm x 3,0 mm x 5
pum (NST), Fluxo: 0,70 mL/min. Volume de injecdo: 20 uL. Fase movel: A: Metanol e B:
H,O com 1% de &cido acético pH 2,5. Isocratico A/B (50:50) em 35 min.
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FIGURA 3.41 Espectro de massas ESI (modo negativo) da subreunido R5, proveniente de

R2.
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CAPITULO 4 — TESTES BIOLOGICOS

Plectranthus neochilus é uma erva aromética denominada boldo ou "boldo-gamba" e
empregada no tratamento de insuficiéncia hepéatica e dispepsia na medicina popular
(DUARTE et al., 2007). Suas folhas frescas tém um odor distinto e sdo utilizados em infuséo
ou como extrato aquoso para fins de cura (LORENZI et al., 2002). Até o presente momento
nenhum estudo descrevendo propriedades bioldgicas da espécie foi discutido.

A investigagdo apresentada a seguir avalia as propriedades antioxidantes e de
atividade anticolinesterasica dos extratos das flores e das folhas e caules de P. neochilus,
tendo por objetivo contribuir para a validagao da utilizagdo da planta na medicina tradicional.

4.1 TESTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.1.1 INTRODUCAO

A producdo excessiva de radicais, tais como os radicais anions superéxido, hidroxila,
oxigénio e H,O, tém sido associada com a carcinogénese, doencas cardiacas, cancer e muitos
outros problemas de saude relacionados com o avanco da idade (KYUNG-A et al., 2011).
Assim, compostos antioxidantes exdgenos agem com uma funcdo auxiliar neste processo de
defesa. Neste contexto, novos antioxidantes naturais, principalmente os isolados de plantas
medicinais, adquirem uma grande importancia, sendo nos ultimos anos as pesquisas
farmacoldgicas destes compostos de grande interesse (SILVA et al., 2009).

As espécies do género Plectranthus estdo distribuidas ao redor do mundo e as folhas
tém sido usadas na medicina tradicional para diversos fins (LUKHOBA et al., 2006). Alguns
compostos fenolicos tém sido isolados de espécies Plectranthus e esses apresentaram
eficientes atividades de retirada de radicais hidroxila, além de inibir o desenvolvimento de
cancer de colon, estdmago e oral (MASUOKA et al., 2006)

Neste trabalho, o potencial antioxidante dos extratos das folhas e caules e flores de P.

neochilus foi avaliado através do método DPPH, poder redutor e fendlicos totais.
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4.1.2 METODOLOGIA

Os testes foram realizados nos laboratorios do Departamento de Quimica/FACET e da
Pds-Graduacdo em Producgdo Vegetal da UFVIM.

4.1.2.1 Determinacdo de fendlicos totais

Os extratos avaliados foram analisados de acordo com metodologia descrita por
SINGH e colaboradores (2002). Os extratos obtidos das folhas e caules em acetato de etila e
metanol foram dissolvidos em metanol e o extrato hexanico foi solubilizado em cloroférmio.
A concentracdo das amostras testadas foi de 300 ppm (As amostras foram preparadas
solubilizando 3 mg de extrato em 10 mL de solvente).

Aliquotas de 0,6 mL das amostras previamente preparadas foram misturadas a 0,3 mL
de reagente de Folin Ciocalteu, diluidas 10 vezes e 2,4 mL de solucdo de carbonato de sodio
7,5%.

Esta mistura foi deixada em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente e as
absorbéancias foram medidas a 765 nm. A curva de calibracdo foi realizada utilizando acido
galico como padrdo de acordo com metodologia de BONOLLI e colaboradores (2004), sendo

os resultados encontrados expressos em equivalentes de acido galico, usando a equacéo linear:
A=0,0016C + 0,059, R2=0,9808
Onde A = absorvéncia e C= concentragdo de &cido galico (AG) em ppm. Todos 0s testes
foram feitos em triplicatas.
Para determinar a quantidade de AG na solucdo, utilizou-se a equacéo a seguir:

mg AG em 10 mL = (10 x ppm AG) / 1000

Posteriormente, para encontrar o valor em mg/g de fendlicos totais no extrato, utilizou-

se a equacdo dada a seguir, sendo que a massa de extrato utilizada no ensaio foi de 3,0 mg:

mg/g de fendlicos no extrato = (1000 x mg AG em 10 mL) / 3
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4.1.2.2 Atividade de retirada de radical (ARR) usando o método DPPH

Seguindo a metodologia descrita por SINGH e colaboradores (2002) e BLOIS (1958),
aliquotas de 100 pL de amostra dos extratos das folhas e caules e flores a 200, 300 e 400 ppm
em etanol foram colocadas em tubos de ensaio. Como padrdo utilizou-se 100 pL de solucéo
alcodlica de &cido galico a 100 ppm. Solucdo metandlica de DPPH 0,1 mM (5 mL) foi
adicionada aos tubos que, em seguida, foram agitados vigorosamente. Os tubos foram
deixados em repouso a 27 °C por 20 minutos. Um tubo controle contendo a mistura acima,
sem o extrato, foi usado como branco e o metanol usado como corretor da linha de base. As
absorbancias foram medidas a 517 nm. Todos os testes foram realizados em triplicata e a
atividade de retirada de radical (ARR) expressa como a porcentagem de inibicéo e calculada

usando a formula;

% ARR = [(Abs. controle — Abs. Amostra)/Abs. Controle] x 100

Onde Abs. = absorbancia.

4.1.2.3 Determinacéo do poder redutor (PR)

Aliquotas de 1 mL das amostras dos extratos a 50, 100, 200 e 300 ppm e 1 mL de
solucdo de acido galico a 100 ppm, ambos em etanol, foram preparadas como descrito
anteriormente e analisadas de acordo com metodologia descrita por YILDIRIN et al. (2001).
Acrescentaram-se as aliquotas, 1,0 mL de tampé&o fosfato (0,2 mol/L, pH 6,6) e 1,5 mL de
[KsFe(CN)e] (1%). Em seguida, as amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min. Apoés este
periodo, adicionou-se 1,5 mL de &cido tricloroacético (10%) e a mistura foi centrifugada a
2500 rpm por 8 min. Retiraram-se 2,0 mL da camada superior, que foram acrescidos de 2,0
mL de &gua destilada e 0,5 mL de FeCls aquoso (0,1 %). A absorbancia foi medida a 700 nm
(YILDIRIN et al., 2001). O aumento do poder redutor foi avaliado com o aumento da

absorbancia.

4.1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.3.1 Contelido de fendlicos totais



84
Testes biologicos

Os resultados de contetido de fendlicos totais foram obtidos através de regressao linear
com a curva de acido galico segundo metodologia de BONOLI e colaboradores (2004)
(FIGURA 4.1, pag. 84). Os resultados sdo apresentados na TABELA 4.1, pag. 84.

Para a avaliagdo da atividade antioxidante, quatro extratos foram investigados, sendo
trés das folhas e caules, extrato hexanico (EHA), em acetato de etila (EAA) e extrato
metandlico (EMA) e o extrato metandlico das flores (EMF). Os resultados mostraram que 0s
extratos mais polares possuem maiores porcentagens de fendlicos totais, sendo o0 EMA o que
apresentou maior concentracdo (466,7 mg/g) seguido pelo extrato EAA (235,4 mg/g) e o
extrato EMF (181,9 mg/g). O extrato hexanico mostrou a menor concentragdo de compostos
fendlicos (35,4 mg/g). A presenca de compostos fendlicos nesse extrato pode estar

relacionada ao arraste desses compostos durante a extracdo com hexano.
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FIGURA 4.1 Curva de regresséo linear do &cido galico nas concentracbes de 0, 100, 200,
300, 400 e 500 ppm.

TABELA 4.1 Contetdo de fendlicos totais em extratos de P. neochilus Schltr.

Extrato Absorbancia Média Fendlicos totais
(nm) (mg/g)
EHA 0,076 35,4
EAA 0,172 235,4
EMA 0,283 466,7
EMF 0,146 181,9

4.1.3.2 Atividade de retirada de radical (ARR) usando o método DPPH e
poder redutor (PR)
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O teste de DPPH ¢é utilizado para avaliar a atividade antioxidante de extratos e
substancias puras. O DPPH é um radical capaz de reduzir em presenca de compostos doadores
de elétrons. A evidéncia da reacdo se da quando a cor violeta da solugdo metandlica de DPPH
desaparece, passando, portanto, a incolor, quando este reage com substancias que doam
radicais (WU, 2006). O teste do poder redutor auxilia nos resultados da atividade
antioxidante. Desta forma, foram realizados os testes de poder redutor com os extratos EHA,
EAA, EMA e EMF nas concentracdes de 50, 100, 200 e 300 ppm e os teste com o DPPH nas
concentracdes 200, 300 e 400 ppm para os extratos EHA, EAA e EMA e 100, 200, 300, 400,
e 500 ppm para EMF.

Os valores encontrados nos testes de DPPH e poder redutor (PR) dos extratos das
folhas e caules e flores de P. neochilus sdo apresentados na TABELA 4.2, pég. 86.

De acordo com os resultados obtidos, o extrato EHA apresentou a menor atividade
antioxidante dentre os extratos das folhas e caules. Existem alguns testes que permitem
avaliar a atividade antioxidante de amostras menos polares (MURCIA, 2004), mas que nédo
foram realizados neste trabalho.

Pode-se observar que, na avaliagdo antioxidante das folhas e caules, os extratos EAA e
EMA foram o0s que apresentaram maior atividade, sendo que o extrato EMA nas
concentracdes avaliadas apresentaram as melhores capacidades de retirada de radical
(TABELA 4.2, pag. 86 e FIGURA 4.2, pag. 87). O padrao utilizado nestes testes foi o acido
galico (a 100 ppm), que mostrou 67% de retirada de radical. O resultado mais interessante foi
aquele apresentado pelo extrato EMA, que apresentou 11% de retirada de radical para as
concentraces de 400 e 300 ppm, mostrando diferenca significativa entre as demais
concentracdes dos diferentes extratos. O valor obtido é consideravel, pois se trata da avaliacéo
de um extrato bruto. Os maiores valores apresentados pelo extrato EMA (11%) comparados
ao observado por EMF (4%) podem estar associado a maior concentracdo de flavondides,
mostrado pelo perfil cromatografico em CLAE quando comparado as fracbes das folhas e
caules e das flores (TABELA 4.2, pag. 86).

O poder redutor (PR) dos extratos das folhas e caules testados foi dependente da
concentracdo (TABELA 4.2, pag. 86 e FIGURA 4.4, pag. 88), mostrando uma variacao entre
as concentracdes. Os resultados de retirada de radical (DPPH) e poder redutor (PR) para 0s
extratos das folhas e caules ficaram vinculados, com um nitido salto do extrato metandlico da
parte aérea a partir da concentracdo 100 ppm, observado nos resultados de PR. Nota-se que 0s
melhores resultados do teste DPPH e PR foram observados para o extrato metandlico das
folhas e caules (EMA).
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Na avaliacdo da atividade antioxidante do extrato metandlico das flores (EMF)
(TABELA 4.2, pag. 86 e FIGURA 4.3, pag. 87) a retirada de radical foi proxima ao resultado
obtido para EHA, porém quanto ao poder redutor (TABELA 4.2, pag. 86 e FIGURA 4.4, pag.
88), esse apresentou valores inferiores somente ao extrato EMA, nas diferentes concentragdes
avaliadas; e bem préximo a do EAA, mostrando que estes resultados ndo foram vinculados
em relacdo proporcional aos extratos da parte aérea.

Levando em consideracdo os resultados de fendlicos totais, DPPH e PR, pode-se
concluir que o método de extragdo com o metanol se mostrou mais eficiente no que diz
respeito a otimizacdo da atividade antioxidante, devido a extracdo de compostos mais polares,
que possivelmente sdo responsaveis pela maior atividade de retirada de radical, pela
neutralizagdo do radical livre do DPPH. A maior atividade pode ser relacionada a maior

concentracdo de compostos fenolicos determinada.

TABELA 4.2 DPPH e poder redutor (PR) dos extratos da parte aérea e flores de P. neochilus
Schltr.

Extrato Concentracdo | Absorbancia | DPPH Poder
(ppm) média (nm) | (%) redutor
50 NR NR 0,085
100 NR NR 0,094
EHA 200 1,096 4% 0,137
300 1,094 4% 0,176
400 1,095 4% NR
50 NR NR 0,101
100 NR NR 0,140
EAA 200 1,073 6% 0,218
300 1,057 7% 0,314
400 1,055 7% NR
50 NR NR 0,125
100 NR NR 0,257
EMA 200 1,061 7% 0,495
300 1,018 11% 0,737
400 1,016 11% NR
50 NR NR 0,120
100 1,076 4% 0,159
EME 200 1,071 5% 0,246
300 1,075 5% 0,329
400 1,082 4% NR
500 1,066 5% NR

NR= Nao registrado.

EHA: extrato hexanico das folhas e caules; EAA: extrato de acetato
de etila das folhas e caules; EMA: extrato metandlico das folhas e
caules; EMF: extrato metandlico das flores.
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FIGURA 4.2 Porcentagem de retirada de radical (DPPH) dos extratos da parte aérea de P.
neochilus Schltr. Médias seguidas de mesmas letras mailsculas ndo diferem entre si em
relacdo a cada concentracdo e médias seguidas de mesmas letras mintasculas ndo diferem entre
si em relacdo as concentracfes do extrato pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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FIGURA 4.3 Porcentagem de retirada de radical (DPPH) dos extratos das flores de P.
neochilus Schitr. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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FIGURA 4.4 Poder redutor dos extratos de P. neochilus Schltr.

4.2 TESTE DE INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE
4.2.1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer ¢ a principal causa de deméncia entre os idosos. Cerca de 10%
da populacdo mundial com idade acima de 65 anos é atingida pela doenca (RACCHI et al.,
2004). A causa esta relacionada a reducdo de neurotransmissores cerebrais, como a
acetilcolina. E a enzima acetilcolinesterase (AChE) que catalisa a hidrélise da acetilcolina, um
neurotransmissor encontrado na fenda sinaptica e a inibicdo desta enzima poderia dar alguma
explicacdo para a acdo do cha de ervas sobre o sistema nervoso. Atualmente, a inibicdo da
AChE ¢é usada no tratamento da doenca de Alzheimer. Portanto, a terapia de maior sucesso
para a doenca, no momento, consiste em aumentar os niveis de acetilcolina através da inibicao
da atividade da acetilcolinesterase (FALE et al., 2009; DI GIOVANNI et al., 2008 ).

Com este teste, objetiva-se encontrar novas substancias e extratos de plantas com
atividade de inibicdo da AChE, bem como buscar correlacdo de outras atividades biologicas

correlacionadas a esta atividade.
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4.2.2 METODOLOGIA

O teste de inibicdo da acetilcolinesterase foi realizado com os extratos brutos das
flores e das folhas e caules de P. neochilus no Departamento de Quimica da UFMG, sob a
orientagé@o da Profa. Jacqueline Aparecida Takahashi.

4.2.2.1 Método de Ellman

Para realizacdo do teste de inibi¢do da acetilcolinesterase foi utilizada a metodologia
descrita por ELLMAN (1961), modificada por RHEE e colaboradores (2001). Este teste
consiste na utilizacdo de placas de CCD, onde os pocos foram preenchidos com os extratos
testados (01, 02, 03, 04). As placas com os extratos foram eluidas em dois gradientes
diferentes com os solventes hexano e AcOEt (4:1 e 2:3, respectivamente). Apos eluicdo, as
placas foram secas e borrifadas sobre elas uma mistura de iodeto de acetiltiocolina (ACTI)
(Sigma-Aldrich®) com o reagente de Ellman (0,15 mM de acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB) (Sigma-Aldrich®) em 0,1 M de tampao fosfato pH 7,4). Apds completa secagem da
placa, uma solucdo de enzima AChE foi borrifada e alguns minutos se passaram até o
desenvolvimento de manchas brancas sob um fundo amarelo, indicando a presenca de

compostos inibidores da enzima acetilcolinesterase (RHEE et al., 2001).

4.2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a atividade da inibicdo da acetilcolinesterase (TABELA 4.3, pag.
90) mostraram gue, ao eluir a placa de CCD com a mistura de solvente hexano:AcOEt (2:3), o
maior nimero de manchas do que ao eluir com a mistura hexano:AcOEt (4:1). Na placa de
CCD, onde se utilizou a mistrura de solvente hexano:AcOEt (4:1) como eluente (FIGURA
4.5, pag. 91), observa-se que o extrato metandlico das flores (EMF) apresenta atividade de
inibicdo contra a enzima acetilcolinesterase nos Rf's 0,067 e 0,28, enquanto que 0 extrato
hexanico das folhas e caules (EHA) nos Rf’s 0,12 e 0,27. Na placa de CCD, onde se utilizou a
mistura de solvente hexano:AcOEt (2:3) para eluicdo (FIGURA 4.5, pag. 91), o extrato EMF
apresentou inibigdo da enzima acetilcolinesterase nos Rf’s 0,26 e 0,62, o extrato metandlico
das folhas e caules (EMA) nos Rf’s 0,15; 0,23 e 0,60, o extrato em acetato de etila das folhas
e caules (EAA) nos Rf’s 0,15 e 0,61, enquanto o EHA nos Rf’s 0,45 e 0,63. Os resultados

obtidos sdo satisfatorios e promissores, sugerindo uma boa metodologia para um
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fracionamento biomonitorado a ser desenvolvido posteriormente na tentativa de isolamento de

substancias com possiveis atividades anticolinesteréasica.

TABELA 4.3 Extratos utilizados e Rf’s dos pontos de inibicdo no teste de atividade com a
enzima acetilcolinesterase

Hexano:AcOEt Hexano:AcOEt
Amostras (4:1) (2:3)
(50 no) Rf's Rf's
EMF 0,07 e 0,28 0,26 e 0,62
EMA 0,15; 0,23 e 0,60
EAA 0,15e 0,61
EHA 0,12 e 0,27 0,45 e 0,63

EMF: extrato metandlico das flores; EMA: extrato metanolico das
folhas e caules; EAA: extrato de acetato de etila das folhas e caules
e EHA: extrato hexanico das folhas e caules.
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EMF | EMA | EAA | EHA EMF | EMA | EAA | EHA

Hexano:AcOEt (4:1) Hexano: AcOEt (2:3)

FIGURA 4.5 Placas de CCD mostrando as manchas de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
promovida pelos extratos EMF, EMA, EAA e EHA.
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CAPITULO 5 - DADOS FISICO-QUIMICOS DOS COMPOSTOS
ISOLADOS

5.1 PN1: a-amirina esterificada

Aspecto: solido branco cristalino, solivel em cloroférmio.

Reacéo de Lieberman-Burchard: cor marron-avermelhada.
Dados espectroscopicos

IV (NaCl): 1465 e 1373 cm™ (& C-H), 2948 e 2880 cm™ (v C-H) e 1731 cm™ (v C=0).

RMN 'H (400MHz, CDCls) §(ppm): 0,80; 0,87; 0,98; 1,01 e 1,07 (s, 6 CH3), 0,83 e 0,91(s,
C29 e C30), 4,51 (H-C-Odo C3),2,29 (t, J=7,4e 7,6 Hz) e 1,25 (cadeia lateral ligada ao
grupo éster).

RMN **C (400MHz, CDCls) &(ppm): 38,5 (C1); 23,6 (C2); 80,6 (C3); 37,8 (C4); 55,3 (C5);
18,3 (C6); 32,8 (C7); 40,1 (C8); 47,6 (C9); 36,8 (C10); 23,4 (C11); 124,3 (C12); 139,6 (C13);
42,1 (C14); 26,6 (C15); 28,4 (C16); 33,8 (C17); 59,1 (C18); 39,4 (C19); 39,7 (C20); 31,3
(C21); 41,5 (C22); 28,1 (C23); 16,9 (C24); 15,7 (C25); 16,9 (C26); 23,2 (C27); 28,8 (C28);
17,5 (C29); 21,4 (C30).
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5.2 PN2: Friedelan-3-ona ou Friedelina

Aspecto: solido branco em forma de agulhas, solivel em cloroférmio.

Ponto de Fusédo: 258-262 °C.
Reacdo Lieberman-Burchard: coloragdo marron-avermelhada.

Dados espectroscopicos

IV (KBr): 1460 e 1390 cm™ (5 C-H), 2980, 2910 e 2880 cm™ (v C-H) e 1720 cm™ (v C=0).

RMN 'H (400MHz, CDCls) 8(ppm): 0,73; 0,87; 0,95; 1,00; 1,01; 1,05; 1,18 (s, 7 CH3), 0,87
(d, C23, J = 6,50 Hz), 1,97 (m, H1), 2,23 (g, H4, J = 6,50 Hz), 2,30 (m, H2), 2,40 (dd, H2, J =
13,80; 5,10; 1,90 Hz).

RMN 3C (400MHz, CDCl3) 8(ppm): 22,3 (C1); 41,5 (C2); 213,3 (C3); 58,2 (C4); 42,2 (C5);
41,3 (C6); 18,2 (C7); 53,1 (C8); 37,4 (C9); 59,5 (C10); 35,6 (C11); 30,5 (C12); 39,7 (C13);
38,3 (C14); 32,8 (C15); 36,0 (C16); 29,7 (C17); 42,8 (C18); 35,3 (C19); 28,2 (C20); 32,4
(C21); 39,3 (C22); 6,8 (C23); 14,7 (C24); 17,9 (C25); 20,3 (C26); 18,7 (C27); 32,1 (C28);
31,8 (C29); 35,0 (C30).



94
Dados Fisico-Quimicos

5.3 PN3: Mistura de sitosterol e estigmasterol

sitosterol estigmasterol

Aspecto: solido branco cristalino, solivel em cloroformio.
Ponto de Fusédo: 157-160 °C.
Reacdo Lieberman-Burchard: coloracdo verde.

Dados espectroscopicos

IV (KBr): 1470 e 1380 cm™ (& C-H), 2940 e 2890 cm™ (v C-H), 3410 cm™ (v O-H), 960 (5
C=C) e 800 cm™ (8 C=C).

RMN 'H (400MHz, CDCls) 8(ppm): 5,35 (d, H6), 3,52 (H3, CH-OH), 5,16 (dd, H22, Jo03=
5,0 Hz e Jx.20= 4,4 Hz), 5,03 (dd, H23, J23.00= 4,4 Hz € Jp32.04= 4,4 Hz), 0,6 - 2,3 (CH3, CH2
e CH).

RMN *3C (400MHz, CDCls) 8(ppm):

sitosterol: 37,3 (C1); 31,7 (C2); 71,8 (C3); 42,3 (C4); 140,8 (C5); 121,7 (C6); 31,9 (C7); 31,9
(C8): 50,2 (C9); 36,5 (C10); 21,1 (C11); 39,8 (C12); 42,3 (C13); 56,8 (C14); 24,3 (C15); 28,3
(C16); 56,1 (C17); 11,9 (C18); 19,4 (C19); 36,2 (C20); 19,0 (C21); 34,0 (C22); 26,1 (C23);
45,5 (C24); 28,9 (C25); 19,8 (C26); 18,8 (C27); 23,1 (C28); 12,1 (C29).

Estigmasterol: 37,3 (C1); 31,7 (C2); 71,8 (C3); 42,3 (C4); 140,8 (C5); 121,7 (C6); 31,9 (C7);
31,9 (C8); 50,2 (C9); 36,5 (C10); 21,1 (C11); 39,7 (C12); 42,3 (C13); 56,9 (C14); 24,4 (C15);
28,3 (C16); 56,0 (C17); 12,0 (C18); 19,4 (C19); 40,5 (C20); 21,2 (C21); 138,3 (C22); 129,3
(C23); 51,3 (C24); 31,9 (C25); 19,1 (C26); 18,7 (C27); 25,4 (C28); 12,3 (C29).
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5.4 PN4: 5,4’-diidroxi-6,7-dimetoxiflavona (cirsimaritina)

Aspecto: solido marrom claro, solivel em piridina e metanol.

Dados espectroscopicos

IV (KBr): 1470 e 1380 cm™ (8 C-H), 2940 e 2890 cm™ (v C-H), 3450 cm™ (v O-H), 1715 (v
C=0), 1125 cm™ (v C-O-C).

RMN *H (400MHz, CsDsN) &(ppm): 3,91; 4,02; 6,83; 6,98; (s, H-7, H-6, H-3, H-8), 7,31 (d,
H-3°5", Ji 5= 10 Hz), 7,98 (d, H-2°6, Ji2.= 10 Hz).

RMN C (400MHz, CsDsN) 3(ppm): 183,5 (C4); 165,2 (C2); 163,2 (C4’); 159,7 (C7); 154,0
(C5); 153,8 (C9); 133,5 (C6); 129,3 (C6): 129,3 (C2°); 122,5 (C1°); 117,3 (C5); 117,3
(C3°); 106,7 (C10); 104,1 (C3); 91,9 (C8); 60,9 (OMe); 56,8 (OMe).
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CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas e caules de P. neochilus forneceu
dois triterpenos, a friedelina e a-amirina esterificada na posicdo C-3. Deste extrato foi obtida
também a mistura dos esterdides sitosterol e estigmasterol. A investigacdo quimica foi
realizada ainda com o extrato em acetato de etila das folhas e caules da planta, este trabalho
conduziu ao isolamento da flavona metoxilada nas posices C-6 e C-7, conhecida como
cirsimaritina, isolada previamente em P. ecklonii e P. fruticosus, e a obtencdo de quantidades
adicionais da mistura dos esterdides sitosterol e estigmasterol. Entretanto, outros trabalhos
devem ser conduzidos a fim de purificar frac6es obtidas até o0 momento.

Flavonodides tém ocorréncia restrita no género Plectranthus, sendo descrito o
isolamento principalmente de flavonas, flavondis e flavanonas. Diterpenos sdo os metabolitos
secundarios de maior ocorréncia nas espécies. Entretanto, ndo foi possivel isolar nenhum
composto pertencente a esta classe.

Os extratos das folhas e caules e das flores de P. neochilus mostraram moderado poder
de retirada de radical DPPH em ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante, sendo o extrato
metanolico das folhas e caules, 0 que mostrou o maior poder de retirada de radical,
confirmado pelo contetdo de fendlicos totais dos extratos.

A atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase mostra que 0s extratos
apresentam substancias ativas contra esta enzima, sendo necessarios estudos posteriores de
biomonitoramento para isolamento das substancias responsaveis pela inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, estudo este de grande importancia, ja que varias doencas como o mal de
Alzhemier, sdo tratadas com este inibidor enzimatico.

O estudo realizado nesta dissertacdo contribuira para novas perspectivas de avancos
em se tratando de desenvolvimento de fitoterapicos e validacdo da espécie em alguns usos
populares, isto representa uma retribuicdo dada a sociedade pelos investimentos na pesquisa

realizada.
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