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Figura 11.101. Espectro de 1V da substancia 15 (Canferol)
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11.3.6 Determinacéo estrutural da mistura das substancias 16 com os isomeros 17 e 18

A substancia 16 foi identificada em mistura com os isdmeros 17 e 18. Os espectros de
RMM *H (Figura 11.117, pag. 197) e *H-'H-COSY (Figura 11.118, pag. 197) mostram sinais
de hidrogénios aromaticos para 16 em &y 7,76 (1H, d, 8,5 Hz) acoplando com um dubleto em
dn 6,80 (1H, d, 8,5 Hz), para 17 em &y 7,50 (1H, d, 9,0 Hz) acoplando com um dubleto em o4
6,78 (1H, d, 10,5 Hz) e para 18 em &y 7,60 (1H, d, 9,0 Hz) acoplando com um dubleto em &4
6,71 (1H, d, 10,5 Hz). Os sinais em oy 6,58 (1H, d, 13,8 Hz) acoplando com &y 5,71 (1H, d,
13,8 Hz) foram atribuidos a dupla ligacdo em cis (Z) de 17 e o sinal em &y 7,45 (1H, d, 15,0
Hz) acoplando com &y 6,29 (1H, d, 16,0 Hz) para dupla ligacdo em trans (E) de 18.

Os espectros de RMN *3C (Figura 11.119, péag. 198), DEPT (Figura 11.120, pag. 198) e
HMQC (Figura 11.121, pag. 199) asseguram que a substancia 16 é o &cido benzoico e a
substancia 17 e 18 sdo os isdmeros cis (Z) e trans (E) respectivamente do p-acido cumarico. A
tabela 11.12 (pag. 196) mostra os dados obtidos nos espectros de RMN *H e **C comparados
com a literatura (RASMUSSEN et al., 1996).

Tabela 11.12. Dados da mistura das substancias 16 (&cido benzdico), 17 (cis-p-acido
cumérico) e 18 (trans-p-acido cumarico) em RMN *H (500 MHz) em Metanol-d, e °C (125
MHZz) em DMSO-dg, comparados com a literatura (RASMUSSEN et al., 1996)

2 7
3 1 8
6 / 9
HO 4 Z O OH
17
16
16 17 18 (RASMUSSEN et al., 1996)

C Oc OH Oc OH Oc OH Oc OH
1 [122,06 - 125,32 - 125,32 - 126,7 -
2,61131,41|7,76 (d, 8,5)| 129,91 | 7,50 (d, 9,0) | 131,41 | 7,60 (d, 9,0) 132,0 7,57 (dm)
3,5| 115,0 6,80 (d, 8,5) | 115,00 6,78 (d, 10,5) | 115,00 | 6,71 (d, 8,0) 115,0 6,83 (dm)
4 161,41 - 159,53 - 159,53 - 157,3 -
7 |167,56 - 144,00 | 6,58 (d, 14,0) | 144,00 | 7,45(d, 16,0) 143,7 6,86 (d,12,6)
8 - - 115,00 | 5,71 (d, 14,0) | 115,72 6,29 (d, 16,0) | 116,4 5,81 (d, 12,6)
9 167,56 - 167,56 - 167,56 -
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Figura 11.117. Espectro de RMN de *H (500 MHz, Metanol-d,) mistura das substancias 16
(&cido benzdico), 17 (cis-p-acido cumarico) e 18 (trans-p-acido cumarico)
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Figura 11.118. Espectro de RMN COSY (500 MHz, DMSO-dg) mistura das substancias 16
(acido benzéico), 17 (cis-p-acido cumarico) e 18 (trans-p-acido cumarico)
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11.3.7 Determinacéo estrutural da substancia 19

O espectro de RMN *H de 19 (Figura 11.122, pag. 202) apresenta sinais caracteristicos
de absorcdo para isoflavona, tendo sinais para atomos de hidrogénio atribuidos ao sistema
AA’BB’ do anel B em &y 7,53 (2H-2°/67, J=8,5 Hz) e 6y 7,02 (2H-3°/5°, J=8,5 Hz) e sistema
AB do anel A em oy 6,45 e oy 6,70 referente a H-6 e H-8. Esses sistemas foram confirmados
pelo mapa de contorno do espectro 'H-'H-COSY (Figura 11.123, pag. 202) através da
interagdo desses sinais. O singleto em &y 8,45 foi atribuido a H-2 e em &4 12,95 ao HO-5.

O deslocamento quimico dos carbonos CH-3" e CH-5" observados nos espectros de
RMN *3C (Figura 11.124, pag. 203) e DEPT (Figura 11.125, pag. 203) permitiu localizar a
metoxila em C-4’. Os sinais de absorcdo de acUcar representado pelos sinais de hidrogénio
(61 3,00 a 6y 4,50) que estdo ligados a carbono carbindlico na regido de 8¢ 61,00 a 6¢ 77,00.
A unidade de carboidrato poderia ser localizada no C-7. Entretanto, a semelhanca dos
deslocamentos quimicos dos carbonos de 19 com os da biochanina isolada de espécies de
Andira (SILVA et al., 2000) e a presenca dos sinais de um grupo etoxila dcpz 63,75 € Scus
15,1 sugeriu propor a mistura do etil-glicosideo com a isoflavona sustentando o carboidrato
em C-7. Os espectros de HMQC (Figura 11.126, pag. 204) e HMBC (Figura 11.127, pag. 204)
permitiram confirmar essa proposta para 19 como sendo a Biochanina A em mistura com
unidades carboidratos e contendo predominantemente a unidade Etil-1p3-O-glicopiranosil. A
Tabela 11.13, pag. 201, apresenta esses valores de deslocamento.

OMe

R= unidades carboidraticas.
Mistura contendo predominante-
mente Etil-1B3-O-glicopiranosil
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Tabela 11.13. Dados da substancia 19 (mistura de flavonoides glicosilados e derivado etilico
da glicose) em RMN *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em DMSO-ds comparados com a
literatura (SILVA et al., 2000)

OMe

R=unidades carboidraticas.
Mistura contendo predominante-
mente Etil-13-O-glicopiranosil

HMQC HMBC SILVA et al., 2000
SC SH 2JCH 3JCH 8(; SH
Aglicona
C
3 122,00 - H-2’/H-6’ 122,80 -
4 181,00 - H-2 180,49 -
5 162,0 - 163,00 -
7 162,85 - 161,70 -
9 157,00 - H-2 157,32 -
10 109,88 - 106,24 -
1 122,50 - H-2; H-3’/H-5" [122,31 -
4’ 159,21 - H-3’/H-5" | H-2’/H-6", MeO-4’ | 159,30 -
CH
2 154,90 8,45 (s) 154,93| 8,43 (s)
6 99,74 6,45 (sl) 99,86 6,47 (d, 2,2)
8 94,00 6,70 (s) 94,69 [6,72(d, 2,2)
2’/6 [130,10| 7,53 (d, 8,5) 130,257,00 (d, 8,8)
3’/5° [113,73| 7,02 (d, 8,5) 113,84|7,52 (d, 8,8)
MeO-4’ | 55,15 3,80 (s) 55,25 | 3,78 (s)
OH-5 - 12,95 (sl) 12,90 (s)
AcUcar
1" [102,57| 4,11 (d, 7,5) 99,75 | 4,05 (d, 7,3)
2" 73,38 2,94 73,10
3 76,73 3,15 76,36
4’ 70,05 3,02 69,85
5” 76,78 3,05 75,59
6"’ 67,07 |a)3,65; b)3,42 67,76
1" 63,75 |a)3,82; b)3,50
2" 1511 1,03 (1)
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Figura 11.123. Espectro de RMII\-I- COSY (500 MHz, DMSO-dg) da substancia 19 (mistura de
flavonoides glicosilados e derivado etilico da glicose)
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Figura 11.125. Espectro de RMN de *3C DEPT (6=135°, 125 MHz, DMSO-dg) da substancia
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11.3.8 Determinacéo estrutural da substancia 20

O espectro de RMN *H (Figura 11.128, pag. 207) revelaram sinais de grupo hidroxila
em ponte em dy 12,96 (S) e metoxila em &3y 3,84 (S), sinais para sistema aromético para
substituido formando um sistema AA’BB’ em 6y 7,53 (H-2°/6’, J=7,5 Hz) e 64 7,01 (H-3’/5’,
J=7,5 Hz) e sinais para sistema AB em 6y 6,74 (H-8, sl) e 6y 6,47 (H-6, sl) do anel A. O
singleto em &y 8,44 foi atribuido a H-2, sugerindo assim a presenga de uma isoflavona. O
espectro *Hx'H-COSY (Figura 11.129, pag. 207) mostra os acoplamentos nesses sistemas.
Esse espectro mostra sinais de absorcdes para unidades de aclcares destacando sinais em oy
5,06 (d, 7,5) e oy 4,83 (s) atribuidos para H-1 de B-glicosil e duas unidades de B-apiosi,
respectivamente.

Os sinais observados nos espectros de RMN *C (Figura 11.130, pag. 208) e DEPT
(Figura 11.131, pag. 208), HMQC (Figura 11.132, pag. 209) e HMBC (Figuras 11.133, pag. 210
e 11.34, pag. 211) confirmam a estrutura proposta para isoflavona. O deslocamento em d¢
154,92 foi atribuido para CH-2 e ¢ 122,24 para C-3. O sinal em 3cp3 55,20 foi atribuido ao
carbono da metoxila ligada no C-4’ (8¢ 159,24); esta correlagdo é observada no espectro de
HMBC (Figura 11.133, pég. 210). Sinal em &¢ 180,45 foi atribuido ao carbono da carbonila.
Esta analise e comparacdo com dados da literatura (SILVA et al., 2000) confirmaram essa
proposta. A Tabela 11.14 (pag. 206), apresentam esses valores de deslocamentos.

Os sinais de CH em 8¢y 99,76, 6cy 109,01 e d¢cy 109,01 e dois carbonos quaternarios
em ¢ 77,46 e ¢ 78,77 além de outros sinais de carbonos de unidades de agucar ligados a
mais de um hidrogénio conduziu a comparagdo desses valores ao sistema glico-apio-apiosideo
registrado na lilteratura. O espectro de RMN HMBC (Figura 11.133, pag. 210) mostra a
ligacdo da aglicona (d¢ 162,97, C-7) com 0 CH-1"" (d¢ 99,76) da glicose, entre 0 CH-6"" (8¢
67,67) da glicose com 0 CH-1""" (8¢ 109,01) da apiose (Figura 11.134A e B, pag. 211) e o CH-
57”7 (8¢ 69,34) terminal da apiose com 0 C-1"""" (8¢ 109,01) da outra apiose (Figura 11.134B,
pag. 211). Esses dados foram comparados com os divulgados por SILVA et al., 2000 (Tabela
11.14, pag. 206).

O espectro de massas de de alta resolucdo MS/MS (Figura 11.135, pag. 212) obtido
com ionizacdo elétron spray (IES) e detec¢do de ions positivos mostrou pico para o0 ion
molecular em m/z 733,2082 que foi atriuido a um complexo da substancia com o Na*
(C32H33018+ Na). O picos m/z 449,1490 e m/z 317,1338 confirmaram a presenca de trés
monossacarideos sendo uma glicose e duas unidades de apiose. O Esquema I1.7 (pag. 213)
mostra as propostas de fragmentagéo para justificar os picos detectados no espectro de massas
de 20.

As analises dos espectros de RMN *H e **C em comparacao com os dados da literatura
(SILVA et al., 2000) permitiram determinaram a substancia 20 como sendo a isoflavona
Biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosidio.
Este é o primeiro registro de ocorréncia deste flavonoide no género Solanum.
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Tabela 11.14. Dados da substancia 20 [Biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-B-D-
apiofuranosil-(1—>6)-B-D-glicopiranosidio] em RMN 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) em
DMSO-dg, comparados com a literatura (SILVA et al., 2000)

OMe

HMQC HMBC SILVA et al., 2000
Sc 6|—| 2\]CH 3‘]CH 80 8H
Aglicona
C
3 122,24 - H-2 H-2’/H-6’ 122,80 -
4 180,45 - H-2 180,49 -
5 161,65 - 163,00 -
7 162,97 - 161,70 -
9 157,28 - H-2 157,32 -
10 106,17 - H-6 106,24 -
1’ 122,76 - H-2; H-3’/H-5" |122,31 -
4 159,24 - H-3’/H-5’ H-2’/H-6"; MeO-4’ | 159,30 -
CH
2 154,92 8,44 (s) 154,93| 8,43(s)
6 99,67 6,47 (sl) 99,86 6,47 (d, 2,2)
8 94,60 6,74 (sl) 94,69 6,72 (d, 2,2)
2’/6° ]130,21| 7,53(d,7,5) 130,25 (7,00 (d, 8,8)
3’/5° [113,71| 7,01 (d,7,5) 113,84 7,52 (d, 8,8)
MeO-4’ | 55,20 3,84 (s) 55,25 3,78 (s)
HO-5 - 12,96 (s) - 12,90 (s)
Acucar
1 99,76 | 5,06 (d, 7,5 99,75 |5,05(d, 7,3)
2" 73,03 3,28 73,10
3” 76,36 3,32 76,36
4 69,76 3,15 H-6""b 69,85
5 75,65 3,80 75,59
6" 67,67 |a)3,87; h)3,45 H-1""" 67,76
1 109,01 4,83 (s) 2H-4’""; H-6"’b | 109,09 | 4,80 (d, 3,1)
2’ 76,25 3,78 H-4’"’b; 2H-5""" | 75,74
3 77,46 - H-4"""b; 2H-5""" H-1""" 77,54 -
4 73,40 |a)3,90; b)3,62 H-1'""; H-5"’a | 73,49
5" 69,34 |a)3,55; b)3,40 H-4’""a 69,43
1’7 109,01 4,83 (s) 2H-4""*; H-5""" | 109,09 | 4,80 (d, 3,1)
2" 75,52 3,80 H-4""""b 75,74
3 78,77 - 2H-4"""" 78,86 -
4 73,40 |a)3,86; b)3,58 H-5""""b 73,49
5 63,09 |a)3,40; b)3,30 2H-4"’ 63,20
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Esquema 11.7. Mecanismo de fragmentacdo proposto para justificar os picos resultantes da
ionizacdo em ions positivos detectados no espectro de massas MS/MS de alta resolucdo da

substancia 20 [Biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-
glicopiranosidio]

213



I1.4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGRA, M. F. New Species of Solanum subgenus Leptostemonum (Solanaceae) from Chapada
da Diamantina, Bahia, Brazil. Novon, v. 9, p. 292-295, 1999.

AGRA, M. F. Revisao taxonémica de Solanum sect. Erythrotrichum Child (Solanaceae). Séo
Paulo, SP, 2000. Tese (Doutorado em Biociéncias) Universidade de S&o Paulo.

AGRAWAL, P. K. Methods in signal assignement. In: Carbon-13 NMR of flavonoids, studies
in organic chemistry. Amsterdam: Ed. Elsevier, 1989, p. 153.

a)ALVES, C. C. F.; ALVES, J. M.; SILVA, T. M. S.; CARVALHO, M. G.; NETO, J. J.
Atividade alelopética de alcaldides gilicosilados de Solanum crinitum Lam. Floresta e
Ambiente, v. 10, n. 1, p. 93-97, 2003.

b)ALVES, C. C. F. Metabdlitos especiais isolados de Luxemburgia octandra (Ochnaceae),
Laseguea erecta (Apocynaceae), do latex de Parahancornia amapa (Apocynaceae) e de
Solanum crinitum (Solanaceae). Seropédica, RJ, 2003, 197 p. Tese (Doutorado em Quimica
Orgéanica) — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

ANDERSON, G. J.; STEINHARTER, T. P.; COOPER-DRIVER, G. A. Foliar flavonoids and
the systematics of Solanum sect. Basarthrum. Systematic Botany, v. 12, n. 4, p. 534-540,
1987.

ATTA-UR-RAHMAN; CHOUDHARY, M. I. Chemistry and biology of steroidal alkaloids.
In: CORDELL, G. A. The alkaloids. San Diego: Academic Press, 1998, v. 50, p. 61-108.

D’ARCY, W. G. In: The biology and taxonomy of the Solanaceae (Hawkes, J. G., Lester, R.
N. and Skelding, A., eds). London: Academic Press, 1979, p. 3-49.

DEWICK, P. M. Medicinal natural products. A biosynthetic approach. 2° ed. New York:
John Willey & Sons, 2002, p. 390.

DIAS-FILHO, M. B. Physiological response of Solanum crinitum LAM. to contrasting light
environments. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, v. 32, n. 8, p.789-796, 1997.

DI STASI, L. C.; HIRUMA-LIMA, C. A. Plantas medicinais da Amazbnia e na mata
atlantica. 22 ed. Sdo Paulo: Editora UNESP, 2002, 592 p.

DONG, H.; GOU, Y. L.; CAO, S. G.; CHEN, S. X,; SIM, K. Y.; GOH, S. H.; KINI, R. M.
Eicosenones and methylated flavonols from Amamum koenigii. Phytochemistry, v. 50, p. 899-
902, 1999.

EVANS, W. C. Trease and Evans: Pharmacognosy. 15° ed. Edinburgh: Editora W. B.
Saunders, 2002, p. 34.

214



FAMILIA SOLANACEAE/Solanum capsicoides/. Disponivel em:<
http://www.plantamed/Famila Solanaceae/Solanum capsicoides/ Solanum_capsicoide.htm>.
Acesso em: 14 de abril de 2005.

FAMILIA SOLANACEAE/Editando Solanum (seccéo). Disponivel em:<
http://www.wikipédia.com/Famila Solanaceae/Editando Solanum (sec¢do) wikipédia.htm>.
Acessado em: 10 de julho de 2006.

FEWELL, A. M.; RODDICK, J. G. Interactive antifungal activity of the glycoalkaloids o.-
solanine and a-chaconine. Phytochemistry, v. 33, p. 323-318, 1993.

FUKUHARA, K.; KUBO, I. Isolation of steroidal glycoalkaloids from Solanum incamim by
two countercurrent chromatographic methods. Phytochemistry, v. 30, n. 2, p. 685-687, 1991.

GUNTNER, C.; GONZALES, A.; DOS REIS, R.; GONZALES, G.; VAZQUEZ, A.;
FERREIRA, F.; MOYNA, P. Effect of Solanum glycoalkaloids on the potato aphid,
Macrosiphum euphorbiae. J. Chem. Ecol., v. 23, p. 1651-1659, 1997.

HARBORNE J. B. Plant polyphenols.6. Flavonol glycosides of wild and cultivated potatoes.
Biochem J., v. 84, n. 1, p. 100-&, 1962.

HARBORNE, J. B. Flavonoids and Evolution of angiosperms. Biochem. Syst. Ecol., v. 5, n. 1,
p. 7-22, 1977.

HARBORNE, J. B. & SWAIN, T. In: The biology and taxonomy of the Solanaceae (Hawkes,
J. G., Lester, R. N. and Skelding, A. D., eds). London: Academic Press, 1979, p. 257-268.

HARBORNE, J. B. Flavonoids: advances in research since. 1st ed. New York: Ed. Chapman
@ Hall, 1994, p. 453-483.

HOSTETTMANN, K.; MARSTON, A. Saponins. Cambridge: Editora Cambridge University,
1995.

LEVIN, R. A.; WATSON, K.; BOHS, L. A four-gene study of evolutionary relationships in
Solanum section Acanthophora. American Journal of Botany, v. 92, n. 4, p. 603-612, 2005.

LOREY, S.; PORZEL, A.; RIPPERGER, H. Steroid alkaloid glycosides from Solanum
coccineum. Phytochemistry, v. 41, n. 6, p. 1633-1635, 1996.

MAGA, J. A. Glycoalkaloids in Solanaceae. Food Rev. Int., v. 10, p. 285-314, 1994.

MOLA, J. L.; ARAUJO, E. R.; MAGALHAES, G. C. Solasodina em espécies de Solanum do
cerrado do distrito federal. Quimica Nova, v. 20, n. 5, p. 460-462, 1997.

RADEGLIA, R.; ADAM, G.; RIPPERGER, H. *C NMR spectroscopy of Solanum steroid
alkaloids. Tetrahedron letter, v. 18, n. 11, p. 903-906, 1977.

RASMUSSEN, S.; WOLFF, C.; RUDOLPH, H. 4'-O-B-D-glucosyl-cis-p-coumaric acid-A
natural constituent of Sphagnum fallax cultivated in bioreactors. Phytochemistry, v. 42, n. 1,
p. 81-87, 1997.

215



REZNIK, H. & WIETSCHEL, G. The flavonoid patterns of tuber-bearing Solanum species. |
Characterization of flavonoid glycosides. Z. Pflanzenphysiol., v. 95, n. 3, p. 239-253, 1979.

RIPPERGER, H. Steroid alkaloid glycosides from Solanum robustum. Phytochemistry, v. 39,
n. 6, p. 1475-1477, 1995.

RODDICK, J. G.; OSMAN, S. F.; RIINENBERG, A. L. Synergistic interaction between
potato glycloalkaloids a-solanine and o-chaconine in relation to destabilization of cell
membranes: ecological implications. J. Chem. Ecol., v. 14, p. 889-902, 1988.

SANFORD, L. L.; DOMEK, J. M.; CANTELO, W. W.; KOBAYASHI, R. S.; SINDEN, S. L.
Mortality of potato leafhopper adults on synthetic diets containing sevem glycoalkaloids
synthesized in the foliage of various Solanum species. Am. Potato J., v. 73, p. 79-88, 1996.

SCHILLING, E. E. Foliar flavonoids of North Americanum Solanum Section Solanum.
Biochem. Syst. Ecol., v. 12, n. 1, p. 53-55; 1984,

SILVA, B. P.; VELOZO, L. S. M.; PARENTE, J. P. Biochanin A triglycoside from Andira
inermis. Fitoterapia, v. 71, p. 663-667, 2000.

SILVA, T. M. S. da. Estudo quimico de espécies de Solanum. Seropédica, RJ, 2002, 197 p.
Tese (Doutorado em Quimica Organica) — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

SILVA, T. M. S.; CARVALHO, M. G.; BRAZ-FILHO, R.; AGRA, M. F. Ocorréncia de
flavonas, flavondis e seus glicosideos em espécies do género Solanum (SOLANACEAE).
Quimica. Nova, v. 26, n. 4, p. 517-522, 2003.

SIMOES , C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A;;
PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5% ed. Porto
Alegre/Floriandpolis: Editora da Universidade/UFRGS, 2004, 1102 p.

SOUZA, A. E.; SILVA, T. M. S.; ALVES, C. C. F.; CARVALHO, M. G.; BRAZ-FILHO, R;;
ECHEVARRIA, A. Cytotoxic activities against Ehrlich carcinoma and human K562
leukaemia of alkaloids and flavonoid from two Solanum Species. J. Braz. Chem. Soc., v. 13,
n. 6, p. 838-842, 2002.

STEINHARTER, T. P.; COOPER-DRIVER, G. A.; ANDERSON, G. J. The phylogenetic
relationship of Solanum flavonols. Bioche. Syst. Ecol., v. 14, n. 3, p. 299-305, 1986.

SWAIN, T. In Pigments in Plants. Stuttgart: Editora Fischer, 1980, p. 224-236.

USUBILLAGA, A.; AZIZ, |.; TETTAMANZI, M. C.; WAIBEL, R.; ACHENBACH, H.
Steroidal alkaloids from Solanum sycophanta. Phytochemistry, v. 44, n. 3, p. 537-543, 1997.

VALQUEZ, A. Quimica y biologia de Solanaceas (estructura y actividad de los glicésidos
del género Solanum). Montevideo, 1997. Tese de Doctorado. Faculdade de Quimica.

WAGNER, W. L.; HERBST, D. R.; SOHMER, S. H. Manual of the flowering plants of
Hawaii. Honolulu: Revised edition. University of Hawaii Press, 1999, p. 1269-1270.

216



WANYONYI, A. W.; CHHABRA, S. C.; MKOJI, G.; EILERT, U.; NJUE, W. M. Bioactive
steroidal alkaloid glycosides from Solanum aculeastrum. Phytochemistry, v. 59, p. 79-84,
2002.

WEISSENBERG, M. Isolation of solasodine and other steroidal alkaloids and sapogenins by
direct hydrolysis-extraction of Solanum plants or glycosides therefrom. Phytochemistry, v. 58,
p. 501-508, 2001.

WHALEN, M. D. Foliar flavonoids of Solanum section Androceras-Systematic survey, Syst.
Botany., v. 3, n. 3, p. 257-276, 1978.

WHALEN, M. D. & MABRY, T. J. New 8-hydroxyflavonoids from Solanum section
Androceras. Phytochemistry, v. 18, p. 263-265, 1979.

YUSUPH, M.; MANN, J. A triglyceride from Punica granatum. Phytochemistry, v. 44, n. 7,
p. 1391-1392, 1997.

217



CAPITULO I1I

ACETANILIDA ISOLADA DO EXSUDADO DE Xenohyla truncata
(IZECKSOHN, 1998)
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1.1 INTRODUCAO

Ha& séculos as plantas sdo consideradas a principal fonte de substancias ativas para
obtecdo de novos produtos farmacéuticos. As atividades detectadas podem ser das substancias
puras naturais ou com modificagdo estrutural para aumentar o seu potencial de agdo. Nos
ultimos anos, a procura de novos farmacos de origem natural tem se intensificado e percebe-
se a procura de outras fontes além das plantas. Uma indicacdo desse interesse em novas
substancias naturais com possivel significado médico foi provido por uma conferéncia:
“Discovering Drugs from Nature: Novel Approaches and New Sources” organizado pela
International Business Communications (I.B.C.) Technical Service Limited, que aconteceu
em Londres nos dias 8-9 de dezembro de 1994 (CLARKE, 1997).

A descobertas de novas substancias com estruturas diferentes podera conduzir
diretamente ou indiretamente para a criacdo de uma nova geracdo de farmacos mais ativos dos
gue ja estdo em uso. Além disso elas podem ser de interesse académico constribuindo para
estudos em outras areas de conhecimento como ecologia, bioquimica, agronomia, biofisica,
etc (CLARKE, 1997).

Uma fonte alternativa de novas substancias encontra-se nas secre¢des das glandulas de
pele de anfibios, vertebrados que possuim uma pele lisa ou aspera, rica em glandulas
(CLARKE, 1997). Anfibios sdo quase cosmopolitas na sua distribui¢do, sendo achados em
todos o continentes do mundo com exce¢do da Antartica (SAVAGE, 1976). Sdo animais que
possuem a pele permeavel, nua, mantida ligeiramente Umida pela respiracdo cutanea,
mantendo a temperatura do corpo s6 alguns graus acima dos ambientes. S&o capazes de se
adaptarem a uma variedade extraordinaria de héabitats e condi¢cbes climéticas variando de
desertos aridos a lagos fundos de agua doce, ou de vida subterranea na floresta tropical.
Algumas espécies do Artico e de zona Alpinas sobrevivem a longos periodos de frio
(CLARKE, 1997).

Essa habilidade dos anfibios de sobreviverem a diferentes habitats é atribuida a sua
evolucdo tendo diferentes morfologias, fisiologias e bioquimicas de acordo com o local de
adaptacdo. O que fez com que eles também desenvolvessem um sistema de defesa formidavel
contra varios agentes agressoress, desde microorganismos a predadores (CLARKE, 1997).

A pele dos anfibios € caracterizada basicamente pela presenca de dois tipos de
glandulas as mucosas e as granulares (ou veneno), um terceiro tipo, glandulas tubulosacular
ou alveolar sdo encontradas em um pequeno grupo de rds com funcao especializada e limitada
(CLARKE, 1997). Essas glandulas encontram-se espalhadas por toda pele dos anfibios,
acumuladas em regides especiais como as glandulas parétide nos sapos que segregam muitas
substancias diferentes. As finalidades dessas substancias sdo de defesa contra o ataque de
predadores potenciais ou contra infeccdes por bactérias e fungos (glandulas granulares), ou
ainda contra dessecacdo, deixando a pele imida, escorregadia e prevenindo danos mecéanicos
para a pele delicada (glandulas mucosas) (CLARKE, 1997; TOLEDO & JARED, 1995). A
pressdo da mordida ou quando o anfibio é submetidos em condicBes de estresse fazem com
que estas glandulas liberam essas secre¢es (TOLEDO & JARED, 1995).

Essas secrecBes contém uma variedade de composi¢cBes quimicas de proteinas,
peptideos (oligopeptidios menores e polipeptidios), esterdides (bufogeninas e bufotoxinas),
alcaldides e aminas biogénicas, todas apresentando atividades farmacoldgicas como
cardiotoxicos, miotoxicos, neurotoxicos, vasoconstritores, convulsivantes, alucindgenos,
hipotensivos e agentes colinérgicos (CLARKE, 1997; EDSTROM, 1992; MACIEL et al.,
2003; TOLEDO & JARED, 1995).
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Esse numero diversificado de combinagfes quimicas produzidas dentro das glandulas
dos anfibios é surpreendentemente alto, até mesmo dentro de uma Unica espécie. E esta
diversidade bioguimica que faz com que a prospec¢do quimica seja satisfatoria para encontro
de novas substancias, pois normalmente o estudo de substancias naturais esta, mais
frequentemete, associado a produtos naturais derivados de plantas e insetos (TOLEDO &
JARED, 1995).

A grande parte destas substancias secretadas, em torno de 400 sdo produto do préprio
metabolismo dos anfibios, porém estudos recentes sugerem que a fonte primaria para alguns
alcalGides secretados podem ser provenientes da sua dieta, como por exemplo, de insetos. Os
microorganismos presentes na pele também podem fazer um papel adicional importante,
modificando as combinacgdes segregadas, aumentando a poténcia antibidtica destas secrecoes
(CLARKE, 1997).

DALY, et al., (1987) dividiu os tipos moleculares achados em anfibios em quatro
categorias principais: aminas biogénicas, bufodienolidas, alcaldides, peptideos e proteinas.

As aminas biogénicas encontradas em anfibios sdo derivadas das catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina e dopamina) e indolalquilaminas (bufotenina, bufoviridina
dehidrobufotenina), Figura Il1l1.1, p&g. 222. Essas substancias possuem propriedades
alucindgenas e hipertensivas, sendo vasoconstritoras e algumas produzem convulsdes. Elas
também podem ser usadas para caracterizar a linhagens evolutivas sendo de importancia na
taxonomia (CLARKE, 1997).

Bufogeninas e bufotoxinas séo esterdides derivadas do colesterol. A bufogenina mais
conhecida é a bufotalina (Figura I11.1, pag. 222). Bufotoxinas sdo estéres de suberilargina
ligados a uma bufogenina, exemplo a bufotoxina (Figura 1l1.1, pag. 222). Essas substancias
possuem a propriedade de aumentar a forca de contracdo do coracdo e diminuir a frequéncia
cardiaca. A pele do sapo seca contendo secrecOes foi usada na medicina oriental no passado a
mais de 3000 anos sendo introduzida na Europa nos anos de 1600 como cardioténico, até
serem substituidos por digitalicos ha 200 anos. Muitas bufogeninas e bufotoxinas também
possuem efeito anestésico (CLARKE, 1997).

Alcaloides sdo achados principalmente em rds que lancam veneno (Familia
Dendrobatidae) e além de serem encontrados em alguns grupos isolados de ras e sapos, foram
também encontrados em salamandras (S. salamandra). Identificaram-se mais de 200
alcaléides usando cromatografia e espectros de massas de alta-resolucdo em mais de 41
espécies de ras da familia Dendrobatidae. Recentes trabalhos indicam que muitos, se ndo
todos os alcaldides encontrados nas ras dessa familia sdo derivados de insetos e milipedes dos
quais fazem parte da dieta (CLARKE, 1997).

A descoberta de novos peptideos, polipeptideos e proteinas nas secre¢fes granulares
dos anfibios encorajaram o estudo e exploragcdo bioquimica nesses animais. 1sso permitiu a
descoberta de uma nova classe de peptideos, as magaininas na pele do sapo africano, Xenopus
laevis por ZASLOFF (1987). Magaininas exibem atividade antimicrobiana de amplo espectro,
inibindo o crescimento de bactérias (Gram positivas e Gram negativas) e espécies de fungos
(Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae). Também induziu
a lise das membranas plasmaticas em varias espécies de protozoario, por exemplo
Paramecium caudatum, Ameba proteus e Euglena gracilis (CLARKE, 1997).

Ao contrario dos alcaldides, aminas e peptideos ndo sdo originados da dieta ou de
bactérias, a sua biossintese é regulada pelo codigo genético (CLARKE, 1997).

111.1.1 Familia Hylidae

Sé&o encontrados dois tipos de glandulas granulares no dorso da pele de Hyla arborea
com dimensdes maiores ou menores de acordo com o0s granulos que secretam. Reacdes
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histoquimicas revelam que estes granulos sé@o de natureza proteica (TOLEDO & JARED,
1995). Na pele de Gastrotheca marsupiata, uma hilida dos Andes, a secrecao produzida pelas
glandulas granulares ocorre no ndcleo da camada basal. A forma desses nicleos podem ser do
tipo esferoidal ou elipsodial de acordo com a pressdo exercida pelo contetdo glandular.

As secregdes granulares produzidas por Corythomantis greeningi, um hilida do
nordeste do Brasil sdo do tipo esferoidais dando reacdo positiva para o férrico utilizando a
técnica de ferricianida, mostrando assim a presenca de peptideos ou aminas biogénicas
envolvidos no processo de defesa (TOLEDO & JARED, 1995).

Na pele de Hyla sdo encontrados varios tipos peptideos e aminas biogénicas. Sendo
encontradas as aminas biogénicas histamina e serotonina (Figura I11.1, pag. 222). Histamina €
uma substancia hipotensiva e estimulante das secrecOes biliares estando envolvida com as
reacdes de hipersensibilidade e com impulsos cutaneos sensoriais que provocam coceira e dor
(TOLEDO & JARED, 1995).

Foram encontrados peptideos como a sauvagina (formado pela sequéncia de 40
aminodcios) e peptideos opidides semelhante a caeruleina (Figura Il11.1, pag. 223). A
sauvagina é hipotensiva, diurética e exerce influéncia nos horménios da adenohipofise. Na
pele de Phyllomedusa rohdei foram encontrados peptideos com estrutura semelhantes dos
neuropeptideos de mamiferos. Os peptideos opidides encontrados sdo as dermorfinas (Figura
I11.1, pag. 223) e a deltorfinas. As dermorfinas sdo heptapeptideos isoladas também da pele da
rd argentina Phyllomedusa sauvagei (MONTECUCCHI et al., 1981). Possuem na sua
estrutura D-alanina, um aminoécido que tem acdo analgésica maior que a morfina, e atividade
opidide das dermorfinas esta atriuida a D-alanina. Dermorfinas mesmo em doses baixas
induzem sedagdo quando adminsitradas em ratos e em doses altas provocam catalepsia. As
deltorfinas, também heptapeptideos, foram isoladas da pele de Phyllomedusa bicolor. Estes
também contém D-alanina ou D-metionina na sua estrutura (TOLEDO & JARED, 1995).

A adenoregulina, um novo peptideo que interage com receptores de adenosina, foi
encontrada nas secrec¢des de hilidas (TOLEDO & JARED, 1995).

Varios peptideos bioativos foram descobertos na pele de outras espécies de
phyllomedusinas, como: filocaeruleina (Figura 111.1, pag. 223), filoquinina e filomedusina
(Figura I11.1, pag. 224). Os efeitos farmacologicos destas substancias sdo semelhantes a
caeruleina (Figura I11.1, pag. 223), bradiquinina (Figura I11.1, pag. 224) e fisalemina (Figura
I11.1, pag. 224), respectivamente (TOLEDO & JARED, 1995).

indios Matses, do nordeste do Peru usam uma substancia resinosa obtida da pele da ra-
arvore (Phyllomedusa bicolor) nos rituais de xamanismo para que traga sorte na caca. Quando
séca, esta substancia é conhecida como "sapo". Os primeiros efeitos sdo émese, nausea,
diarréia, taquicardia, sudorese, alteraces na pressdo sanguinea e desejo de defecar. Ocorrem
efeitos associados com o sistema nervoso central, como resisténcia a fome e a sede,
insensibilidade a dor, aumento dos sentidos, aumento da forca fisica e capacidade de enfrentar
situacOes de tensdo. Os efeitos gastrointestinal e cardiovasculares estdo associados com 0s
peptideos bioativos: filocaeruleina (Figura I11.1, pag. 223), filomedusina (Figura 111.1, pag.
224), filoquinina (Figura I11.1, pag. 224) e sauvagina os quais foram identificados no “sapo”.
Os outros efeitos estdo associados com o peptideo filocaeruleina (Figura I11.1, pag. 223) e
sauvagina (TOLEDO & JARED, 1995).
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111.1.2 Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998)

Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998) pertence a familia Hylidae e é, até o
momento, o Unico anfibio anuro ja identificado que se alimenta de frutos por isso auxilia na
propagacdo de plantas. Mede em torno de 3,0 centimetros de comprimento e se esconde no
interior das bromélias em regides de restinga no Norte Fluminense, Rio de Janeiro
(IZECKSOHN, 1998).

Assume uma postura de defesa quando se sente ameacada, estirando seu membros
inferiores e inflando os pulmdes, tornando-se imovel. O estiramento de seus membros
inferiores associado a sua imobilizagdo, o que dificulta a ingestdo dos predadores. E em
situacOes de estresse assumeuma postura semelhante de uma rd o que causa uma impressao
visual de predador, a Figura I11.2, pag. 225 mostra este estado de defesa (NAPOLI, 2001).

Sua posic¢ao sistematica e:

Reino: Animal

Filo: Chordates

Subfilo: Vertebrado

Classe: Anfibio (LINNAEUS, 1758)
Subclasse: Lissamphibia

Ordem superior: Salientia

Ordem: Anura (MERREM., 1820)
Familia: Hylidae (RAFINESQUE, 1815)
Sufamilia: Hylinae (RAFINESQUE, 1815)
Género: Xenohyla (IZECKSOHN, 1998)
Espécie: Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998)

Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998)
Fonte: (NAPOLI, 2001)

Figura I11.2. Estado de defesa de Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998)
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I11.2 OBTENCAO DO EXSUDADO DE Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998)

Dois espécimes de Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998) foram capturados em
julho de 2004 na restinga de Marica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil (coordenadas 22°59'
latitude Se 44°05' longitude W.) e identificados pelo professor Hélio da Silva através da
compara¢do com uma espécie depositada na Colecdo de Vertebrados do Departamento de
Zoologia da UFRuralRJ.

Estes animais foram colocados em cdmaras individualizadas de 3,0 cm didmetro e 15,0
cm comprimento, contendo 3,0 mL de &gua bidestilada estéril, submetidos a uma corrente
continua de 15V e 1A durante um minuto. Como resposta ao estimulo elétrico, ambos os
animais liberaram secrecdo dérmica que em solucdo aquosa originou um precipitado branco e
cristalino. Esse material foi isolado por filtracdo a vacuo com funil Blichner e seco em pistola
Abderhalden, obtendo-se 2,2 g da substancia 21. Esse material cristalino correspondeu a 9,0
mg de peso vivo do animal. Trata-se da principal substancia presente nos exalados cutaneos
do Xenohyla truncata.

A cromatografia analitica em camada delgada do precipitado, revelou uma Unica
mancha (azul escura) observada sob a luz UV. N&o foram detectados alcal6ides na agua mae,
pelo resultado negativo ao reagente de Dragendorff. O precipitado apresentou ponto de fusao
de 112-114°C e soltvel em cloroférmio.

111.2.1 Substancia Isolada

21
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111.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

111.3.1 Determinacdo Estrutural da Substancia 21.

A analise no espectro IV (Figura 111.3, pag. 228) apresentou bandas em 3.294 cm™ (V.

H), 1.663 cm™ (vc-o) e 1.601 cm™, 1.550 cm™ e 1.495 cm™ atribuidos ao anel aromatico,
sendo compativel para amidas aromaticas.

O espectro de RMN *H (Figura 111.4, pag. 228) apresentou sinais em &y 7,49 (d, J=8
Hz, 2H), 7,29 (t, J=8 Hz, 2H) e 7,08 (t, J=8 Hz, 1H), 2,15 (s, 3H) e singleto em oy 7,61 (N-H)
cuja interacdo por acoplamento foi confirmada pelo espectro de RMN *H-'H-COSY (Figura
[11.5, pag. 229).

O espectro de RMN de *C (Figura 1.6, pag. 229) apresentou sinais de 8¢y em 119,9
(CH-2, 6), 128,9 (CH-3, 5), 124,4 (CH-4), dcus 24,4 e 6c em 168,7 (C=0) e 137,9 (C-1).
Estes dados confirmaram a proposta da acetanilida (21). A Tabela I11.1 (pag. 227), apresenta
os valores de deslocamento quimicos.

O espectro de massas (Figura 111.7, pag. 230) apresentou o pico do ion molecular em
m/z 135 (95%) e os picos e m/z 93 (100%, CsH7N) e m/z 65 (15%, 93-H,CN) (Esquema I11.1,
pag. 230). O valor de m/z 93 garante o nitrogénio ligado no anel aromatico, pois os dados de
IV e RMN n&o se diferenciam muito da metil-benzamida. Com isso definiu-se a estrutura
como acetanilida.

0] H
2 2 |l|
3 1 N7/ 8 3 1 Y 8
I
4 6 H 4 6 O
5 5
metil-benzamida (21) acetanilida

Tabela 111.1. Dados de RMN *H (200 MHz) e **C (50 MHz) em CDCl; da substancia

21 (acetanilida)
C Oc | OH
1 [137,92| -
7 1168,70| -

2,6 1119,97|7,49
3,5(128,88|7,29
4 1124,2417,08

8 |24/44 2,15
NH - |761
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Figura 3. Espectro de IV da substancia 21 (acetanilida)_

Figura 111.4. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) da substancia 21 (acetanilida)
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Esquema I11.1. Principais fragmentos referentes aos picos do espectro de massas da
substancia 21 (acetanilida)
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IV.1 ATIVIDADE MOLUSCICIDA

Este experimento foi realizado em colaboragdo com o Departamento de Biologia
Animal, Laboratério de Biologia, DBA-IB, UFRuralRJ, com a ajuda da professora bidloga
Dra. Solange Viana Paschoal Blanco Brandolini e as graduandas em biologia Luciana da
Silva Paschoal e Kelly Zolly Alves (bolsistas do PIBIC, LQPN-DEQUIM-UFRuralRJ),
orientadas pelo Prof. Mério G. de Carvalho.

IV.1.1 Introdugéo

A esquistossomose € uma doenca parasitaria que afeta 200 milhdes de pessoas nas
areas tropicais e subtropicais do mundo. Tendo a agua (doce) como seu principal veiculo de
transmissdo. Esta doenga encontra-se em franca expansdo devido a situacdo precéria de
saneamento basico e ao baixo nivel s6cio econdmico de algumas regides (NARVAEZ, 1983;
PRATA, 1987).

A doenca é causada pela presenca de esquistossomo (Schistosoma haematobium, S.
mansoni e S. japonicum) no intestino ou na bexiga da pessoa infestada. Dentre as espécies de
Schistosoma que parasitam o homem somente o S. mansoni existe na América, sendo
responsavel pela esquistossomiase mansoénica ou intestinal. No Brasil calcula-se que existam
entre 8 a 12 milhdes de pessoas infectadas pelo S. mansoni, que tem como principal
hospedeiro intermediario o caramujo Biomphalaria glabrata (NARVAEZ, 1983; PRATA,
1987, SOUZA & LIMA, 1990).

A esquistossomose  mansbnica tem com  sinonimias:  Esquistossomose,
Esquistossomiase, Bilharziose ou Bilharziase Mans6nica, Mansoni ou Intestinal, Doenca de
Manson — Piraja da Silva (PRATA, 1987).

A esquistossomose mansoOnica caracteriza-se por uma fase aguda, muitas vezes
despercebida, e uma cronica, na qual podem surgir formas graves, evidenciadas
principalmente pela hipertensdo porta hepatica ou pulmonar. Em muitos casos a gravidade
que assume a doenca é a deficiéncia organica que geralmente faz da esquistossomose um dos
mais sérios problemas de salde publica, em escala mundial e tem se tornado um verdadeiro
flagelo para as populacdes das areas endémicas. Na atualidade, é considerada uma das
doengas humanas mais importantes, dentre as causadas por parasitas de animais (PRATA,
1987).

A fase aguda da doenca se divide em fase pré-postural e fase aguda. A fase pré-
postural se caracterizada por uma sintomatologia variada que ocorre cerca de 10-30 dias apds
a infeccdo. Neste periodo ha pacientes que ndo se queixam de nada (forma inaparente ou
assintomatica) e outros reclamam de mal estar, com ou sem febre, problemas pulmonares
(tosse), dores musculares, desconforto abdominal e um quadro de hepatite aguda. A fase
aguda aparece em torno do 50° dia e dura até cerca de 120 dias ap0s a infeccdo. Nesta fase, 0
paciente apresenta mal-estar, febre alta, emagrecimento, fenémenos alérgicos, tosse, diarréia,
hepatoesplenomegalia e linfadenomegalia. Pode haver a morte do paciente nesta fase ou entéo
evoluir para a esquistossomose cronica, cuja evolugdo € lenta, e na grande maioria dos casos,
benigna.

Esquistossomose crénica pode apresentar grandes variagGes clinicas, sendo as
alteracdes predominantemente intestinais, hepatointestinais ou hepatoesplénicas. As
alteracGes dos Orgdos atingidos sao:
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a) Intestino: em muitos casos, 0 paciente apresenta diarréia mucossanguinolenta
e dor abdominal. Nos casos cronicos graves pode haver diminuicdo do
peristaltismo e constipacdo constante. Na maioria dos casos 0 paciente queixa-
se, esporadicamente, de dores abdominais, com fases de diarréia
mucossanguinolenta e outras de constipacdo, intercaladas por longos periodos
normais.

b) Figado, apresenta-se com volume maior e bastante doloroso a palpacéo. Em
uma fase mais adiantada, este 6rgdo, pode estar menor e fibrosado (Fibrose de
Symmers). Em seguida, ocorrera a manifestacdo mais tipica e mais grave, a
hipertensdo porta hepéatica. Com a evolucdo da doenca, a hipertensdo podera
intensificar-se causando no paciente uma série de alteracbes como a
esplenomegalia e a ascite (barriga d"agua) (DOS SANTOS, 1997).

No Brasil, 8 milhGes sdo infectados, com distribuicdo em vastas regides, desde Belém
do Pard até o Norte do Parana, com dois focos isolados em Santa Catarina (KATZ, 1997) e
um caso no Rio Grande do Sul (CARVALHO et al., 1998). As principais zonas endémicas
estdo situadas na regido Nordeste e em Minas Gerais. O ciclo evolutivo é mantido por seu
principal hospedeiro definitivo, 0 homem (embora acometa também roedores silvestres, gado,
etc.), e por hospedeiros intermediarios, caramujos do género Biomphalaria (KATZ, 1997). Ao
género Biomphalaria pertencem as trés espécies hospedeiras de Schistosoma mansoni:
Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. tenagophila. As outras sete espécies de
Biomphalaria (B. peregrina, B. amazonica, B. intermédia, B. occidentalis, B. schrammi, B.
oligoza e B. kuhniana) e uma sub-espécie (B. tenatophila guaibensis) descritas até o
momento, ndo foram encontradas com infec¢do natural por S. mansoni. Entretanto, a B.
peregrina e B. amazbnica mostraram-se susceptiveis ao S. mansoni em infeccOes
experimentais, podendo ser consideradas hospedeiras em potencial do trematédeo no Brasil
(SOUZA & LIMA, 1990).

Entre as maneiras de controlar a esquistossomose pode-se destacar a quimioterapia
com drogas esquistomicidas administradas oralmente, como o praziquantel, metrifonato e
oxamniquina. Entretanto, as drogas sintéticas sdo caras e, em muitos casos, a re-infeccdo pode
voltar (HOSTETTMANN, 1991). Os esquistomicidas mais utilizados sdo: praziquantel e
oxamniquina (Figura I1V.1, pag. 234).

0
HOCH,
) T
N
w) O,N N”" >CH,NHCH(CHy),
0

Praziquantel Oxamniquina

Figura IV.1. Esquistomicidas utilizados em pacientes com esquistossomose
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Outra maneira de controlar a esquistossomose em regides endémicas, é associar 0
tratamento dos doentes ao combate dos moluscos transmissores através do uso de
moluscicidas (SOUZA & LIMA, 1990)

Os moluscicidas mais usados em nosso Pais séo:

A) Cal: util para tratar cacimbas e pocos de &gua parada, pois a &gua pode ser usada 24
horas apos.

B) Sais de cobre: carbonato e sulfato de cobre ndo séo toxicos para animais superiores. O
carbonato de cobre pode ser empregado em locais de criacdo de peixes.

C) Niclosamida (=Bayluscide): e bastante eficaz no campo para matar os moluscos e suas
desovas, mas é toxico para 0s peixes, sendo pouco toxico para mamiferos nas
concentragdes utilizadas.

Atualmente um campo de pesquisa que tem se desenvolvido é 0 que visa a obtencédo
de substancias tdxicas de origem vegetal, para 0s moluscos transmissores da esquistossomose.
Isso se deve-se principalmente a problemas envolvendo o uso de moluscicidas sintéticos
como: biodegradacdo lenta, toxicidade para outros organismos, alto custo, necessidade de
importacdo, entre outros (DOS SANTOS, 1997).

A primeira tentativa para o controle da esquistossomose pelo uso de plantas
moluscicidas foi realizada em 1930, quando ARCHIBALD et al., 1933 e WAGNER, 1936
plantaram palma do deserto (Balanites aegyptiaca e B. maughamii), ao longo do curso das
aguas do Sud3o e Sudeste da Africa, respectivamente.

Testes no campo e em laboratério, realizados por estes cientistas, indicaram que 0s
frutos destas plantas derrubadas na agua inibiam o aumento da densidade populacional dos
caramujos (KLOOS & MCCULLOUGH, 1982). Desde entdo, mais de 1100 espécies de
plantas foram testadas e muitas apresentaram atividade moluscicida significativa.

De forma geral a maioria destas plantas e seus compostos naturais com atividade
moluscicida reconhecida, ainda ndo tiveram uma aplicacdo efetiva no campo, porque néo
preencheram a todos os pré-requisitos de uma planta moluscicida comercialmente viavel,
cujas principais caracteristicas sao (McCULLOUGH, 1992; WHO, 1983):

a) O extrato bruto da planta (peso seco) é ativo quando mata 90% dos caramujos
expostos por 24 hs com a temperatura da agua constante e a concentracdo igual ou
menor a 100 ug mL™ (ppm) (WHO, 1983);

b) O extrato aquoso frio ou quente da planta é ativo quando mata 90% dos caramujos
expostos por 24 hs com a temperatura da dgua constante e a concentracdo igual ou
menor a 20 pg mL™ (WHO, 1983);

c) Opcionalmente, um extrato alcodlico (metandlico) de planta € ativo quando mata 90%
dos caramujos expostos por 24 hs com a temperatura da agua constante e a
concentrac&o igual ou menor a 20 ug mL™* (WHO, 1983):

d) Opcionalmente, um extrato lipofilico de planta é ativo quando mata 90% dos
caramujos expostos por 24 hs com a temperatura da 4gua constante e a concentragdo
igual ou menor a 20 pg mL™* (MARSTON & HOSTETTMANN, 1991);

e) As plantas devem ser de crescimento abundante na area endémica ou de féacil cultivo.
Além disso, é preferencial que as partes utilizadas sejam os frutos, folhas ou flores
(MARSTON & HOSTETTMANN, 1985);

f) Visando a reducdo do custo financeiro, é preferivel que os constituintes ativos sejam
extraidos com &gua ao invés de solventes organicos (MARSTON &
HOSTETTMANN, 1985);

g) O extrato da planta moluscicida deve apresentar uma baixa toxicidade para
organismos ndo alvos (incluindo o homem). Sendo vantajoso para o estudo do
impacto ambiental e toxicol6gico, o isolamento dos principios ativos da planta
(MARSTON & HOSTETTMANN, 1985);
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h) As técnicas de aplicacdo devem ser simples e seguras para o operador (WHO, 1983);
i) O custo deve ser baixo (WHO, 1983);

Os problemas que envolvem a obtencdo de moluscicidas vegetais se relacionam,
principalmente, com técnicas de extracdo e solventes utilizados, que podem aumentar,
diminuir ou anular a acdo tdxica para moluscos. Existem ainda diferencas intra-especificas,
segundo o local da procedéncia ou época de coleta da planta, que influem na sua acéo toxica.
Além disso, torna-se necessario fazer um grande numero de testes bioldgicos e estudos
diversos com uma substancia tdxica, antes de chegar a seu emprego no campo, em grande
escala (SOUZA et al., 1987).

IV.1.2 Materiais e Métodos
IV.1.2.1 Obtencéo dos extratos e substancias puras

Os extratos testados de Plumeria lancifolia Mill. Arg. foram obtidos de acordo com
os Esquemas 1.1 (pag. 33) e 1.2 (pag. 34) descritos no Capitulo I. Os extratos Solanum
crinitum Lam. dos frutos glicoalcaldides totais foram obtidos conforme Esquema 11.1 (pég.
96) descrito no Capitulo 1l e o da parte aérea através de maceracdo com hexano e MeOH,
apos evaporacdo dos solventes.

A B-amirina (1a) e o acido ursélico (3) (Figura 1V.2, pag. 236) foram obtidos de
Plumeria lancifolia Mull. Arg. de acordo com os Esquemas 1.1 (pag. 33) e 1.2 (pag. 34)
descritos no Capitulo I.

la: B-amirina 3: &cido ursolico

Figura IV.2. Estrutura das substancias submetidas ao teste de atividade moluscicida

IV.1.2.2 Bioensaio com 0 caramujo

O teste para verificacdo da atividade moluscicida envolve basicamente a introducdo da
substancia ou extrato da planta em um recipiente contendo os caramujos e depois observar a
mortalidade. Para plantas, o ensaio pode ser feito atraves da suspensao do extrato da planta na
agua.

A OMS recomenda um método padrdo para o screening da atividade moluscicida em
laboratorio (WHO, 1965; citado no livro de MARSTON & HOSTETTMANN, 1991), mas na
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pratica a procedéncia é dificil devido a viabilidade do local dos caramujos, qualidade da agua
e outros fatores (MARSTON & HOSTETTMANN, 1991).

Foram utilizados caramujos das espécies Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria
glabrata criados em laboratério e descendentes de exemplares, ndo infectados por
trematodeos, oriundos da Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

a) Materiais

1. Caramujos com 10-23 mm de diametro (adultos);

2. Agua desclorada;

3. Provetas;

4. Pipetas aferidas de 0,5 e 1 mL, seringas de 50-500 uL, ou micropipeta de 20-200 pL;

5. Recipientes (copos) de 125 mL e 250 mL para cinco concentracdes diferentes e em

duplicata;

Cremophor (detergente para ajudar na solubilidade da amostra);
Solvente dimetil sulféxido (DMSO);

Placa de Petri;

Baldes volumétricos.

©oo~Ne

b) Procedimento (modificado de MARSTON & HOSTETTMANN, 1991; DOS

SANTOS, 1997)

1. Solugdo estoque de 100 pg/mL: é colocado uma gota de cremophor (detergente) no
extrato previamente pesado e adicionado DMSO (0,1%) e completado o volume para 1L;

2. Para o ensaio preliminar sdo transferidos 125 mL da solucdo estoque para 0s copos e em
seguida foi mergulhado 5 caramujos (n=2). A relacdo é sempre de 25 mL de solugdo por
caramujo. Se o0 extrato apresenta atividade, o ensaio é feito nas concentracdes de 50 e 10
ng/mL;

3. Para o ensaio final: Sdo escolhidas 5 concentracfes para o ensaio definitivo de acordo
com o resultado preliminar. Aliquotas da solucdo estoque sdo completadas com agua
desclorada para dois copos de 250 mL cada, em seguida 10 caramujos sdo mergulhados.
Para cada concentragdo sdo utilizados 20 caramujos (n=2);

4. Ap6s 24 hs os caramujos sdo transferidos para uma placa de Petri onde é feita a
verificagdo dos batimentos cardiacos com um microscopio. Para confirmacdo da
mortalidade, os caramujos sao transferidos para o copo contendo apenas agua (sem cloro)
e apos 24 hs, faz-se novo exame;

5. Controle: uma gota de cremophor, DMSO (0,1%) e agua sem cloro. Para o teste
preliminar séo transferidos 5 caramujos para um copo com 125 mL e n=2 e para o teste
definitivo séo transferidos 10 caramujos para um copo com 250 mL e n=2;

6. Faz-se o célculo da CLsp analisando a concentragcdo em fungdo da percentagem de vivos
pela reta da regressao linear.

1VV.1.3 Resultados

Os resultados dos testes preliminares (triagem) com os extratos de Plumeria lancifolia
Muill. Arg. e Solanum crinitum Lam. das substancias p-amirina (1a) e &cido ursélico (3) sobre
0s moluscos B. tenagophila e B. glabrata sdo apresentados nas Tabelas 1V.1, IV.2 e IV.3 na
pag. pag. 238.

Apenas o0 extrato dos frutos verdes contendo glicoalcal6ides totais de Solanum
crinitum Lam. apresentou-se ativo frente ao caramujo Biomphalaria tenagophila, com
CLs5o=31,87 pg/mL e CLg=37,03 ug/mL. A Tabela IV.4, (p4g. 238) apresenta as
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concentraces testadas e o Grafico 1V.1 (pag. 239) demonstra a reta de regressédo linear onde
foram encontrados os valores da concentracdo letal.

Tabela IV.1. Triagem da a¢do moluscicida dos extratos sobre Biomphalaria tenagophila (5
caramujos por concentracdo) em laboratorio ap6s exposi¢do por 48 horas, pH 5-7

Espécies de Partes testadas Diametro do Conc. testada | Mortalidade | Atividade
plantas (extrato*) caramujo (mm) ug/mL (%)
P. lancifolia galho (MM) 10-14 100 0 Inativo
P. lancifolia folha (MM) 9-13 100 0 Inativo
S. crinitum parte aérea (H) 11-14 100 0 Inativo
S. crinitum parte aérea (M) 11-14 100 0 Inativo
S. crinitum frutos verdes (E) 10-11 100 0 Inativo
- frutos verde 100 100 .
S. crinitum . - . 9-14 50 100 Ativo
glicoalcalGides totais 10 40

* E=etanol; H=hexano; M=metanol; M/M=metanol/metanol;

Tabela 1V.2. Triagem da agdo moluscicida dos extratos sobre Biomphalaria glabrata (5
caramujos por concentracdo) em laboratorio apds exposicao por 48 horas, pH 5-7

Espécies de Partes Diametrodo | Conc. testada | Mortalidade |Atividade
plantas testadas caramujo ug/mL (%)
(extrato*) (mm)
P. lancifolia | galho (DH) 10-14 100 0 Inativo
P. lancifolia folha (D) 10-14 100 0 Inativo

* D=diclorometano; DH=diclorometano/hexano;

Tabela IV.3. Triagem da agcdo moluscicida de substancias sobre Biomphalaria tenagophila (5
caramujos por concentracdo) em laboratorio apds exposicao por 48 horas, pH 5-7

Substancias Diametro do Conc. testada Mortalidade |Atividade
testadas caramujo (mm) ug/mL (%)
B-amirina 10-14 100 0 Inativo
Acido ursolico 10-14 100 0 Inativo

Tabela 1V.4. Atividade moluscicida do extrato dos frutos verdes glicoalcaldides totais de S.
crinitum Lam. sobre Biomphalaria tenagophila (10 caramujos por concentracdo) em

laboratdrio apos

exposicdo por 48 horas, pH 5

Espécie de Partes testadas Diametro do Conc. testada | CLgp/CLso
Planta (extrato™) caramujo (mm) ug/mL (ng/mL)
50
i frutos verdes 9-13 2 37,03/31,87
S. crinitum glicoalcaldides totais 20 ’ ’
10
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Grafico IV.1. Reta de regresséo linear da atividade moluscicida do extrato dos frutos verdes
glicoalcaldides totais de S. crinitum Lam. sob Biomphalaria tenagophila
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IV.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Este experimento foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de Toxicologia
Ambiental (Imunotoxicologia) - LATA, Departamento de Biologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRuralRJ), pelo grupo de pesquisa do Professor Dr.
Ronald Bastos Freire.

IV.2.1 Introdugéo

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. A oxidagao é
parte fundamental da vida aer6bica e do nosso metabolismo e, assim, os radicais livres sdo
produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo bioldgica. Esses radicais livres cujo elétron
desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados
ERO (Espécies reativas de oxigénio) ou ERN (Espécies reativas de nitrogénio). As principais
ERO encontram-se divididas em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO®), superéxido
(0.™), peroxila (ROO®) e alcoxila (RO®); e os nao-radicalares: oxigénio, peréxido de
hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o Oxido nitrico (NO®), éxido
nitroso (N203), acido nitroso (HNO,), nitritos (NO5), nitratos (NO3’) e peroxinitritos (ONOO"
). No organismo, encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulagdo do
crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de substancia bioldgicas importantes.
No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacao dos lipidios de
membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e
DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com varias patologias, tais como artrite,
choque hemorragico, doencas do coragdo, catarata, disfuncbes cognitivas, cancer e AIDS,
podendo ser a causa ou o fator agravante (BARREIROS et al., 2006).

Danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio tém sido chamadas de
“estresse oxidativo”. Em organismos aerobicos, o oxigénio molecular é o aceptor final de
elétrons em diferentes sistemas de transporte, 0s quais estdo presentes nas mitocondrias
(MARR & MULLER, 1995).

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos
pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwel “Antioxidante é qualquer
substancia que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel,
regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmo”. Os antioxidantes
produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, exemplo da GPx (Se-glutationa peroxidase),
CAT (catalase) e SOD (superdxido dismutase) ou ndo-enzimaticamente a exemplo de GSH
(glutationa), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), acido
diidrolipdico e CoQH,. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza
aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno (pro-vitamina-A),
acido ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos onde se destacam os flavondides e
poliflavondides (BARREIROS et al., 2006). Todavia, quando gerados em excesso, seja por
um aumento da producdo por processos morbidos ou fatores ambientais, seja por reducéo da
capacidade antioxidante, tornam-se deletérias para todas as estruturas organicas. Esta situacao
é agravada na presenca de ions metalicos, tais como ferro e cobre. (ARUOMA, 1996a).

Dentre 0s aspectos preventivos, € interessante ressaltar a correlagdo existente entre
atividade antioxidante de substancias polares e capacidade de inibir ou retardar o
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aparecimento de células cancerigenas, além de retardar o envelhecimento das células em
geral.

A busca de novos antioxidantes, mais especificos, mais potentes e a compreensao de
seus mecanismos de acdo tornam esta area muito atraente. Outro interesse ligado aos
antioxidantes é a sua aplicacdo na industria, para a protecdo de cosméticos, farmacos e
alimentos, prevenindo a decomposicdo oxidativo desses pela acdo da luz, temperatura e
umidade (BARREIROS et al., 2006).

Em conseqiiéncia disso, a pesquisa de drogas que também apresentam efeito

antioxidante (ARUOMA et al., 1991; PUPPO et al., 1990) e antioxidantes de origem natural,
tém progressivamente, assumido um papel de destaque (AKANMU et al., 1991).
Muitos estudos tém demonstrado a existéncia de capacidade antioxidante em extratos
vegetais. Extratos de plantas que sdo geralmente empregadas como condimento (alecrim)
apresentam excelentes atividades antioxidantes (ARUOMA, 1996a) e antiviral (ARUOMA et
al., 1996b).

IV.2.2 Materiais e Métodos
IVV.2.2.1 Preparacao dos extratos

Os extratos das folhas de Plumeria lancifolia Mull. Arg., dos frutos verdes e tricomas
dos frutos verdes de Solanum crinitum Lam. usados para os testes foram obtidos de acordo
com o Esquema 1.2 (pag. 34), descrito no Capitulo | e Esquemas 11.1 (pag. 96), 11.2, (pag.
100) descritos no Capitulo 11, respectivamente.

1V.2.2.2 Procedimento experimental

Neste ensaio, as substancias reativas com &cido tiobarbitirico (TBARS) foram
expressas em termos da concentracdo de malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE)
em nmol/mL (RIBEIRO et al., 2002; OHKAWA et al., 1979), visando a identificacdo de
substancias capazes de interagir com modelos geradores de radicais livres (RL). Os RL
podemn ser oriundos da lipoperoxidacdo de membranas eritrocitarias induzida por Fe™*/acido
ascorbico com formacdo de MDA ou de sistemas ndo enzimaticos formados por agentes
oxidantes, na presenca de sulfato ferroso e acido octandico, com formacao de HNE.

Os testes foram realizados em quadruplicata, onde 10,0 mg dos extratos foram
dissolvidos em 10,0 ml de etanol 0,1% por 24 hs (veiculo). Controles apropriados foram
realizados para eliminacdo de interferéncias no ensaio. Para o controle, as membranas
eritrocitérias foram tratadas somente com etanol 0,1% e foram usados 2000 Ul de vitamina E
(a-tocoferol). Os ensaios foram otimizados para cada amostra e medidos a concentragéo de
MDA e HNE antes e ap0s a exposic¢do ao extrato (KIM et al., 2002; GAD, 2000; RIBEIRO et
al., 2002; OHKAWA et al., 1979). A atividade biologica relacionada & geracao de radicais
livres foi realizada apos a incubacdo a 37 °C de ambos os sistemas ap6s 60 minutos, em
seguida acrescenta-se o &cido tiobarbitdrico (1,0 mL de acido tricloroacético 10% e 1,0 mL de
acido tiobarbitarico 0,67%), que ap6s incubacdo a 90°C durante 10 minutos, desenvolve cor,
medida fotocolorimetricamente a 532 nm.

Anélise estatistica: Os valores médios dos dados foram analisados estatisticamente
através da analise unidimensional da variancia (ANOVA). As comparagdes multiplas dos
resultados foram realizadas através do teste de compara¢des multiplas de Student-Newman-
Keuls (SNK) com o intuito de detectar diferencas significativas entre as amostras analisadas
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*(p<0,05). Para as comparagOes de dados entre dois grupos, utilizou-se o teste de Student
**(p<0,01). As correlacbes bidimensionais seguiram os critérios de correlacdo de Pearson.

IV.2.3 Resultados
IVV.2.3.1 Atividade antioxidante de Plumeria lancifolia Mill. Arg.

O extrato metandlico da folha de Plumeria lancifolia (PLFM) apresentou atividade
antioxidante semelhante ao controle (Grafico 1V.2, pag. 242), em pequenas concentracdes
inibiu a formacdo de radicais livres, porém em doses crescentes induziu a formacdo de
radicais livres (Grafico 1V.3, pag. 243).

O extrato metanolico particdo metanol da folha de Plumeria lancifolia (PLFMM)
avaliado frente a sistemas geradores de radicais livres (Gréficos 1V.2, pag. 242 e 1V.4, pég.
243) induziu a a formacdo de radicais livres nos dois sistemas testados, o que significa que
substancias polares existentes em Plumeria lancifolia, possivelmente iriddides, aumentam a
acao toxica dos radicais livres nas células.
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Grafico 1V.2. Atividade antioxidante dos extratos metandlico (PLFM) e metandlico particdo
metanol das folhas (PLFMM) de Plumeria lancifolia Mull. Arg. em malondialdeido com 4-
hidroxinonenal (MDA+4-HNE) gerados em membranas eritrocitarias * valores para p<0,05 e
**valores para p<0,01
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Grafico 1V.3. Determinacdo de TBARS em membranas de células de eritrocitos tratadas em
diferentes concentragdes com o extrato metanodlico de folhas de Plumeria lancifolia Mill.
Arg. (PLFM) ** valores para p<0,01
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Gréfico 1V.4. Determinacdo de TBARS em membranas de células de eritrocitos tratadas em
diferentes concentragcdes com o extrato metanolico particdo metanol de folhas de Plumeria
lancifolia Mull. Arg. (PLFMM) * valores para p<0,05 e **valores para p<0,01.
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1VV.2.3.2 Atividade antioxidante de Solanum crinitum Lam.

Foram testados os extratos metanélico dos tricomas dos frutos verdes de Solanum
crinitum (SCTFVM) e glicoalcal6ides totais dos frutos verdes de Solanum crinitum (SCFVG)
frente a sistemas geradores de radicais livres (Graficos 1V.5, pag. 244, IV.6 e IV.7, pag. 245).
O extrato SCTFVM em doses baixas (0,04 mg/mL e 0,45 mg/mL) reduziu a formacdo de
radicais livres, porém em doses mais elevadas ocorreu a perda desta propriedade de protecdo.
Este efeito de protecdo é atribuido a presenca de substancias fenolicas e flavondides isolados
deste extrato, estas substancias sdo consideradas potencialmente sequestradores de radicais
livres, porém pelo que demonstra o Grafico V.6 (pag. 245) esta atividade de protecdo esta
diretamente relacionado com a concentragao.

O extrato SCFVG aumentou a concentracdo de radicais livres nos dois sistemas
testados (Graficos IV.5, pag. 244 e IV.7, pag. 245). Deste extrato foram isolados os
glicoalcalbides esteroidais solasonina (12), solamargina (10) e seu isdmero epi-solamargina
(11). Essas substancias podem ser consideradas como substancias potencialmente geradoras
de radicais livres.
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Gréfico 1V.5. Atividade antioxidante dos extratos metandlico dos tricomas dos frutos verdes
(SCFVM) e dos glicoalcaloides totais dos frutos verdes (SCFVG) de Solanum crinitum Lam.
em malondialdeido com 4-hidroxinonenal (MDA+4-HNE) gerados em membranas
eritrocitarias **valores para p<0,01
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Grafico 1V.6. Determinacdo de TBARS em membranas de células de eritrocitos tratadas em
diferentes concentragfes com o extrato metanolico dos tricomas dos frutos verdes de Solanum

crinitum Lam. (SCTFVM) * valores para p<0,05
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Gréfico 1V.7. Determinacdo de TBARS em membranas de células de eritrocitos tratadas em
diferentes concentra¢fes com o extrato de glicoalcaloides totais dos frutos verdes de Solanum

crinitum Lam. (SCFVG) * valores para p<0,05
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IV.3 TESTE DO EFEITO CITOTOXICO EM CELULAS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS ALBINOS (SW)

Este experimento foi realizado em colaboracdo com grupo de pesquisa do professor
Dr. Ronald Bastos Freire do Laboratério de Toxicologia Ambiental (Imunotoxicologia) -
LATA, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
com a participagdo da aluna do Curso de Medicina Veterinaria Viviam de Assuncdo Nogueira
(bolsista do PIBIC), mestranda do curso de Pds-graduacdo de Ciéncias Veterinarias —
Sanidade Animal Renata de Oliveira Tavares e aluna bolsista do PIBIC (DEQUIM-LQPN)
Kelly Zolly Alves orientada pelo Prof. Mario G. de Carvalho.

1VV.3.1 Materiais e Métodos

Avaliou-se a toxidez do extrato bruto metandlico das folhas de Plumeria lancifolia
Mull. Arg. sobre células peritoneais de camundongos albinos apds 24 horas a uma
temperatura de 37°C. O extrato testado foi obtido de acordo com o Esquema 1.2 (pag. 34)
descrito no Capitulo I. Macréfagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos albinos
(SW). Camundongos, machos, pesando em torno de 25,0 g foram anestesiados (Ketamina) e
submetidos a lavagem peritoneal com 15,0 mL de meio TC199 (Difco, Inglaterra) estéril, para
obtencdo da suspensdo de macrofagos, que foram purificados, quantificados e transferidos
para tubos de ensaio estéreis mantidos a 37°C, sob condicGes padronizadas de cultivo.

Os extratos foram diluidos em meio TC199 e adicionados aos cultivos. Todos 0s
ensaios foram realizados com quatro repeticbes. A morte celular foi estabelecida pela
contagem microscopica de células viaveis na presenca de 0,1% de corante vital (azul de
trypan). A concentracdo capaz de causar 50% de mortes celulares foi estabelecida. O indice
de acdo toxica cumulativa foi determinado pela manutencdo dos cultivos celulares na
presencga da concentragdo relativa ao tempo de contato durante periodos de 12, 16 e 24 horas
(Gréfico 1V.8, pag. 247). Os resultados obtidos demonstraram que a concentra¢do do extrato
que causa efeito antibiotico (0,1 pg/mL de MeOH), que foi definida em testes preliminares,
foi & mesma que causou 50% das mortes celulares em 16 horas de contato com 10°
macrofagos/mL.

1VV.3.2 Resultados

Os efeitos cumulativos do extrato, através de cultivos por diferentes periodos de
tempo, indicaram um namero crescente de morte de células, proporcional ao tempo de
exposicdo (Grafico 1V.8, pag. 247). Uma vez que o numero de células mortas estabeleceu-se
de forma linear em relacdo ao tempo de exposicdo, concluiu-se que 0s constituintes
biologicamente ativos contidos no extrato metanolico podem exercer um efeito citotoxico
cumulativo em sistemas bioldgicos vivos.
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Grafico 1V.8. Morte de células por tempo de exposicdo ao extrato metanolico das folhas de

Plumeria lancifolia Mll. Arg.
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IV.4 ENSAIO DE EDEMA AURICULAR

Este experimento foi realizado em colaboracdo com o doutorando German Matiz da
Universidad de Cartagena — Colémbia, que realizou estagio sanduiche no LQPN-DEQUIM-
UFRuralRJ.

IV.4.1 Introducéo

Triterpenos, especialmente &cido ursélico, acido oleandlico é acido betulinico sdo
encontrados em grandes quantidades em plantas. Estes triterpenos e seus derivados sdo
descritos na literatura como substéncias bioativas contra HIV (provocam inibigdo do HIV
protease). A literatura descreve uma significativa atividade citotdxica para linhagens de
células tumorais do &cido ursolico e seus derivados esterificados (MA et al., 2005). Muitos
triterpenos da classe oleanano e ursano sao descritos na literatura por possuirem interessantes
atividades bioldgicas, farmacoldgicas e medicinais semelhantes aos rotenoides e esterdides na
atividade antiinflamatoria, além de promoverem a supressdo de tumores, a supressdo da
sintese de imunoglobulinas, protecdo contra intoxica¢dao no figado, induzirem a producgdo de
colagenos e a diferenciacdo em células leucémicas e carcinomas (HONDA et al., 1997).

O emprego de flavondides na terapéutica € vasto e ainda empirico, uma vez que a
pratica de uso é mais antiga que o desenvolvimento de analises farmacoldgicas modernas.
Embora alguns resultados tenham mostrado que os flavondides podem apresentar efeito
mutagénico, em geral sdo considerados como benéficos. Alguns medicamentos contém
flavondides, e sdo indicados, em particular, para tratamento de doencas circulatorias,
hipertensdo e agindo como co-fator de vitamina C. Outras pesquisas sugerem que alguns
flavondides possuam uma acdo antitumoral consideravel, podendo ser agentes antivirais, anti-
hemorragicos entre outros abordados (SIMOES et al., 1997).

O ensaio de edema auricular com o &cido ursoélico (3) e seus derivados (3a, 3b, 3c e
3d), do canferol (15) e seus derivados (15a, 15b e 15c) e do glicoalcaldide epi-solamargina
(11) e derivado (11), teve como objetivo determinar a atividade inflamatéria e inibitoria
destas substancias.

IV.4.2 Materiais e Métodos
IV.4.2.1 Obtencéo das substancias

O acido ursdlico (3) foi obtido de galho e folha de Plumeria lancifolia Mull. Arg. e
seus derivados: acido ursénico (3a), ursolato de metila (3b), 3-O-acetil-ursolato de metila (3c)
e 3-oxo-ursolato de metila (3d) foram obtidos através de reacGes, veja Esquemas 1.1 (pag. 33)
e 1.2 (pag. 34) descritos no Capitulo I. Dos frutos verdes de Solanum crinitum Lam. foi obtida
a epi-solamargina (11) e seu derivado peracetilado (11a) (Esquema I11.1, pag. 96) e dos
tricomas dos frutos verdes foi obtido flavondide canferol (15) e seus derivados: 3,7,4’-
trimetil-canferol (15a), 3,5,7,4’-tetrametil-canferol (15b), 3,7,4’-trimetil-5-acetoxiflavonol
(15c) de acordo com Esquema I1.2 (pag. 100) descritos no Capitulo Il. A Figura 1V.3, pag.
249) apresenta a estrutura dessas substancias.
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Figura IV.3. Estrutura das substancias submetidas ao teste de edema auricular

1V.4.2.2 Reagentes

13-acetato de 12-tetradecanoil-forbol (TPA) e indometacina, obtidos de Sigma
Chemical CO. (St. Louis, MO, USA).
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1V.4.2.3 Animais

Camundongos ICR, machos tendo 8-10 semanas de vida e peso de 25-35 g foram
utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura
e fotoperiodismo (luz entre 6:00 e 18:00 horas), com acesso ad libidum de agua e alimento.
Durante o experimento os animais foram tratados de acordo com as normas éticas de cuidados
de animais em laboratério.

IV.4.2.4 Procedimento experimental para o ensaio de edema auricular

Para cada ensaio, os animais foram ordenados por peso e distribuidos em caixas em
seis grupos, de modo que em cada caixa foram encontrados todos os pesos. Em cada caixa sdo
encontrados um controle (TPA), um padréo positivo (indometacina) e a substancia testada.
Nos animais controles foram aplicados somente TPA: 2,5 ug na orelha direita sendo 10 pL na
concentragdo de 0,125 ug/ulL para cada lado da orelha. Nos animais padrdes foram aplicados
a mesma dose de TPA mais 500 ug de indometacina na orelha direita de forma consecutiva,
10 uL na concentracdo de 25 pg/uL para cada lado da orelha. Nos animais tratados foram
aplicados a mesma dose de TPA mais 1000 ug da substancia teste na orelha direita, sendo 10
uL na concentragdo de 50 ug/uL para cada lado da orelha. Quatro horas depois de aplicados
0s tratamentos os animais foram sacrificados com deslocamento da coluna cervical. Com a
ajuda de um perfurador foram retiradas as se¢des circulares da orelha direita tratada e da
orelha esquerda ndo tratada sendo pesadas em balanca analitica Sartorius BP 221S. O peso
liquido da orelha tratada menos o peso da orelha nédo tratada determinou a variacdo do peso
devido a presenca de inflamacdo. Uma variacdo alta representa uma inflamacéo extensa, um
peso baixo, uma inibicdo na inflamacdo. As orelhas foram pesadas individualmente.

1VV.4.3 Anéalises dos Dados

Os dados experimentais sdo apresentados como media + SD. As analises sao
calculadas usando ANOVA de uma via seguida de analise de Dunnett. As diferengas
significativas sdo expressas como *p<0,05 e **p<0,01.

1V.4.4 Resultados

O Gréfico 1V.9 (p4g. 251) demonstra a porcentagem da resposta inflamatoria das
substancias analisadas em comparacdo com o controle TPA e o padrdo antiinflamatério
indometacina. O Gréfico 1V.10 (pag. 251) demonstra a porcentagem de inibicdo das
substancias frente a indometacina. Observando os dois graficos vemos que a epi-solamargina
peracetilada (11a) apresentou efeito inibitério de inflamagdo maior de todas as substancias
analisadas superando o padrdo indometacina. Observamos que a presenca de grupos acetilas
na estrutura do glicoalcaldide esteroidal epi-solamargina (11) aumentou o efeito
antiinflamatério. Ja para o canferol (15) e seus derivados (15a, 15b e 15c¢) e o &cido ursélico
(3) e seus derivados (3a, 3b, 3c e 3d) o efeito de inibicdo foi mais significativo quando havia
a presenca de grupos OH na estrutura. A epi-solamargina peracetilada (11a) apresentou uma
respostas de inibicdo de inflamacdo maior que o padrdo indometacina, ja o canferol (15) e 0
acido ursélico (3) apresentaram esta resposta semelhante a indometacina. Esses resultados
estimularam a continuidade de novas pesquisas.
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V.5 INIBI(;AO METABOLICA EM PROMASTIGOTAS DE Leishmania (Viannia)
braziliensis

Este experimento foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de Toxicologia
Ambiental (Imunotoxicologia) - LATA, Departamento de Biologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRuralRJ), pelo grupo de pesquisa do Professor Dr.
Ronald Bastos Freire com a participacdo da aluna de Iniciacdo Cientifica-PIBIC-UFRuralRJ:
Vivian de Assuncdo Nogueira e mestrandas em Parasitologia veterinaria, IB-DBA-UFRuralRJ
Renata de Oliveira Tavares e Deise da Silva Jacques.

IV.5.1 Introdugéo

A leishmaniose tegumentar americana € uma zoonose amplamente distribuida no
territério brasileiro. A quimioterapia para a leishmaniose tem sido realizada com o uso de
drogas antimoniais pentavalentes antimonial glucantime desenvolvidas ha mais de 50 anos.
Essas drogas sdo toxicas e, devido a necessidade de utilizarem-se baixas doses, permitem a
resisténcia do parasita aos tratamentos, sem um prognostico de cura significativo.
Recentemente a anfotericina B, vem sendo utilizada como alternativa aos efeitos toxicos
causados pelos agentes antimoniais. Apesar disso, essas drogas, por apresentarem efeitos
diretos sobre as membranas celulares, sem seletividade especifica para o parasita, mostra-se
igualmente toxicas e, muitas vezes ineficazes, representando, com isso, uma relacdo custo-
beneficio desfavoravel (FRANCA et al., 1996; FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE,
2000).

A literatura descreve o uso de plantas como a Cephaelis ipecacuanba (Brot.) A. Rich
(Rubiaceae), Jacaranda brasiliana Piers (Bignoniaceae), Anacardium occidentale
(Anacardiaceae), Clidemia hirta (Melastomataceae), Plectranthus amboinicus (Lamiaceae),
Chenopodium ambrosioides (Benopodiaceae), Solanum americanum (Solanaceae) e Plantago
major (Plantaginaceae) como tratamento alternativo para a leishmaniose cutanea causada pela
Leishmania (Viannia) braziliensis (FRANCA et al., 1996). Um estudo recente sugeriu que
diversos principios ativos presentes em plantas medicinais, tais como alcaloides, flavonoides
e triterpendides poderiam originar medicamentos alternativos, sem contra indicacdes, para
doencas como as protozooses que afetam as regiGes tropicais e subtropicais do mundo
(KAYSER et al., 2000).

IVV.5.2 Materiais e Métodos
IV.5.2.1 Preparacdo dos extratos

As partes aéreas de Solanum crinitum, utilizadas nesse experimento foram submetidas
a maceracdo continua com o solvente hexano, originando um residuo solido (extrato
hexanico).
IV.5.2.2 Procedimento experimental
a) Medidas de citotoxicidade: A citotoxicidez foi medida através do ensaio de excluséo de
azul de Trypan. Diferentes concentragdes dos extratos (0,1; 1,0; 10,0; 100,0 pg/mL) foram

adicionados a 10° promastigotas de Leishmania braziliensis, mantidos sob condicdes de
cultivo (37 £ 1°C, 5% CO,) por uma hora. Os protozoarios foram lavados e novamente
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incubados, na auséncia de extratos, por 24 horas adicionais, para que a reversao dos efeitos
observados durante a primeira exposicdo fossem avaliados. Acrescentou-se igual volume de
azul de Trypan (6,2 mM, NaCl 0,8 M) sobre as células do protozoéario, que foram suavemente
homogeneizadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente. Apds dois minutos as células
viaveis (que excluiram o azul de Trypan) foram quantificadas em camara hemocitométrica. O
percentual de exclusdo do corante também foi estimado apo6s a primeira incubacao. Todos 0s
ensaios foram realizados com cinco repeticdes e comparados com um sistema controle
constituido de células adicionadas somente do veiculo: 0,1% de DMSO diluido em solucéo
salina tamponada com fosfatos (PBS - pH 7,2).

b) Atividade mitocondrial: A atividade mitocondrial parasitaria foi estimada comparando-se
a capacidade de reduzir significativamente sais de tetrazélio (MTT) nas células normais e nas
celulas tratadas com extratos (KATI-SISKO et al., 2004). As celulas foram cultivadas em
microplacas de poliestireno (de fundo chato) numa concentracdo de 10° macréfagos por mL e,
apos 12 hs de pré-condicionamento, as células foram tratadas com as varias concentracfes de
extratos e incubadas por 24 hs. Em seguida, o meio de cultura foi retirado, adicionando-se, a
cada orificio, 100 uL de MTT-PBS na concentracdo de 1,0 mg/mL (P/V), procedendo-se a
nova incubacao (4 hs a 37 °C). Os cristais de formazana, gerados pela reducédo do corante nas
celulas viaveis foram dissolvidos utilizando-se isopropanol acidificado com HCI 0,1 N. A
atividade mitocondrial foi estimada pela medida da densidade 6tica (OD), medida a 570 nm,
relativa a coloragdo produzida pela redugdo do MTT. Os niveis de desenvolvimento de cor
nos orificios controle foram considerados como representando 100% de viabilidade, sendo
que todas as comparac¢des posteriores foram baseadas nesse nivel de referéncia. Os valores do
branco, indicativas da absorbancia do MTT adicionado ao veiculo (V/V) foram subtraidos de
todas as amostras.

c) Anélise estatistica: Os valores médios dos dados foram analisados estatisticamente através
da analise unidimensional da variancia (ANOVA). As comparac¢des multiplas dos resultados
foram realizadas através do teste de comparagfes multiplas de Student-Newman-Keuls (SNK)
com o intuito de detectar diferengas significativas entre as amostras analisadas (p<0,05). Para
as comparacdes de dados entre dois grupos, utilizou-se o teste de Student (p<0,01). As
correlagdes bidimensionais seguiram os critérios de correlacdo (Pearson).

1VV.5.3 Resultados

Na&o se observou, em nenhum dos casos, a absor¢do do azul de Trypan em nenhum dos
tratamentos realizados. De outro modo, a adicdo de 3,5 pg do extrato/10° nas formas
promastigotas do parasita resultou na imobilidade imediata de 100% dos parasitas que
permaneceram completamente imoveis por todo o periodo de observacdo (desde o contato
imediato até 24 horas). As formas promastigotas ndo se recuperaram quando transferidas para
meio de cultivo na auséncia do extrato, morrendo ap6s 24 h de tratamento por faléncia
metabdlica.

N&o foi observado reducdo de MTT nas células de Leishmania (Viannia) braziliensis,
justificando assim o esgotamento metabdlico das enzimas de cadeia respiratéria como sendo o
provavel mecanismo de acdo de faléncia metabolica.

Através de anélises de espectros de IV e RMN de *H e *3C foi possivel identificar no
extrato hexanico das partes aéreas de Solanum crinitium Lam. uma mistura de alcanos de
cadeias alifatica.
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CONCLUSOES

A realizacdo do estudo fitoquimico das espécies Plumeria lancifolia Mull. Arg. e
Solanum crinitum Lam. forneceu novas informacgfes sobre a quimica destes vegetais, além de
poder identificar a presenca de uma amida na secre¢do dérmica do anfibio anuro Xenohyla
truncata (IZECKSON, 1998).

O estudo quimico de galhos e folhas de Plumeria lancifolia Mull. Arg. permitiu
identificar quatorze substancias, sendo um esterdide e dois triterpenos isolado pela primeira
vez no género.

Identificaram-se dezesseis substancias com o estudo quimico de frutos verdes e
tricomas des frutos verdes de Solanum crinitum Lam., sendo um flavondide novo no género,
uma substancia e dois derivados inéditos na literatura.

A acetanilida corresponde a Unica substancia identificada na secrecdo dérmica do
anfibio anuro Xenohyla truncata.

Os estudos bioldgicos dos extratos de Plumeria lancifolia Mull. Arg. e Solanum
crinitum Lam., das substancias naturais e seus derivados mostraram resultados promissores
para utilizacdo dessas plantas como fonte de drogas que possam ser usadas na terapéutica
como moluscicidas, antioxidantes, antiinflamatérios e no combate a Leishmaniose,
merecendo avaliagdes mais minuciosas.

Este trabalho forneceu dados de espectroscopia RMN da epi-solamargina e dos
derivados epi-solamargina peracetilada e solasonina peracetila que ndo estdo registrados na
literatura.

Propamos uma nova rota de biosintese para formacao dos alcaldides esteroidais do
tipo espirossolanos.
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