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Medina, J.C.M., 2006. Tese: “Estudo Quimico e Biologico de Espécies Vegetais da Familia
Boraginaceae (géneros Heliotropium e Tournefortia)” Pés-graduagdo em Quimica Aplicada,
Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Maringa.

RESUMO

Palavras-chave: Boraginaceae; Heliotropium transalpinum var. transalpinum Vell;
Heliotropium procumbens Mill; Tournefortia paniculata Cham; alcaloides pirrolizidinicos
saturados; atividade antiedematogénica, atividade antiproliferativa.

Heliotropium transalpinum var. transalpinum Vell, conhecida popularmente por
“Borragem-branca”, Heliotropium procumbens Mill, “Borragem-cinzenta” e Tournefortia
paniculata Cham, “Marmelinho”, sdo espécies vegetais pertencentes a familia Boraginaceae e
nativas da mata ciliar do Rio Parana, no estado do Parani — Brasil. Nessa regido, as folhas da
planta H. transalpinum var. transalpnum sio utilizadas topicamente como cicatrizante de feridas
e a decocgdo das folhas de T. paniculata como antiinflamatério renal e contra diarréia. Nao
foram encontrados relatos sobre o isolamento de constituintes e sobre a avaliacdo das atividades
farmacologicas de H. transalpinum var. transalpinum e H. procumbens. Neste contexto, foi
realizado o estudo fitoquimico de H. transalpinum var. transalpinum e H. procumbens, onde da
primeira espécie foram isolados e identificados os triterpenos [-sitosterol e o-D-
glucopyranosyl-sitosterol e quatro alcaldides pirrolizidinicos saturados: 1B-2B-epoxi-lo-
hidroximetil-8a-pirrolizidina (1) (subulacina), la-2o-epoxi-1p-hidroximetil-8a-pirrolizidina
(47), N-o6xido de 1B-2B-epoxi-1o-hidroximetil-8a-pirrolizidina (48) (subulacina N-o6xido), 1pB-
2B-dihidroxi-1a-hidroximetil-8o-pirrolizidina (49). Destes alcaloides, 48 e 49 sao inéditos. Do
alcaléide 1 ja esta relatado na literatura pelo isolamento de outra espécie do género
Heliotropium e, o alcaldide 47 encontra-se descrito na literatura como resultado de sintese
organica juntamente com 1. Também foi caracterizada, por experimentos de CG-EM, uma série
de ésteres graxos metilicos. Do estudo de H. procumbens identificou-se os triterpernos, [3-
sitosterol e estigmasterol, e caracterizou-se, por CG-EM, duas séries de ésteres graxos, uma
delas aminada. Uma comparagdo dos componentes da espécie T. paniculata foi feita com os de
H. transalpinum var. transalpinum por experimentos CG-EM. Os extratos e fragdes foram
submetidos a ensaios biologicos para avaliacdo das atividades: a) antiinflamatoria — modelo
pleurisia em ratos, b) antiinflamatoria — edematogénica em orelhas de camundongos, c¢) antiviral
— virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), d) antiproliferativa — células de céncer colo retal
humano (HCT-116), e) letalidade frente a Artemia salina Leach. Os alcaldides isolados foram
submetidos as avaliacdes: antiviral — (HSV-1) e antiproliferativa — (HCT-116). O resultado da
avaliag@o da atividade antiinflamatéria — modelo pleurisia e antiviral contra HSV-1 nao foram
significativos. Os extratos brutos de H. transalpinum var. transalpinum e de H. procumbens
apresentaram atividade antiproliferativa significativa mas os alcaldides isolados ndo. O
resultado do teste de letalidade frente a Artemia salina foi significativo para todos os extratos e
das fragdes de H. transalpinum var. transalpinum os mais letais foram as fra¢des de hexano e
acetato de etila, resultado que pode ser associado a uma avaliagdo antibacteriana realizada em
estudo anterior que também demonstrou maior atividade bacteriostatica nestas fragcdes. Nos
extratos etandlico e alcaloidico de H. transalpinum var. transalpinum e no extrato etanélico de
H. procumbens o efeito inibitorio de edema foi significativo, com respectivamente 31%, 41% e
24% de inibigdo. Em todas as fragdes obtidas por parti¢do de H. transalpinum var. transalpinum
houve inibigdo significativa de edema mas os resultados foram menos significativos que no
extrato bruto, indicando que ha sinergismo entre os componentes das fragcdes. O resultado da
atividade antiedematogénica, modelo para atividade antiinflamatoéria topica, e da atividade
antibacteriana demonstrou importancia etnofarmacoldgica, justificando o uso destas espécies na
medicina popular para o tratamento de feridas.



Medina, J.C.M., 2006. Tese: “Estudo Quimico e Biologico de Espécies Vegetais da Familia
Boraginaceae (géneros Heliotropium e Tournefortia)” Pés-graduagdo em Quimica Aplicada,
Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Maringa.

ABSTRACT

Keywords: Boraginaceae; Heliotropium transalpinum var. transalpinum Vell; Heliotropium
procumbens Mill; Tournefortia paniculata Cham; pyrrolizidine alkaloids; anti-inflammatory,
and antiproliferative activity.

Heliotropium transalpinum var. transalpinum Vell, popularly known as “Borragem-
branca”, Heliotropium procumbens Mill, “Borragem-cinzenta” e Tournefortia paniculata Cham,
“Marmelinho”, are plants species belonging to Boraginaceae family and native from Parand’s
river bordering forest, Parand state — Brazil. In this section, the H. transalpinum var.
transalpnum leaves are topically employed as wound healing and the leaf tea of T. paniculata is
used on folk medicine as kidney anti-inflammatory and against diarrhea. There was no report
about components isolation and the evaluation of biological or pharmacological activities of H.
transalpinum var. transalpinum and H. procumbens. In this context, we had made the
phytochemical investigation of H. transalpinum var. transalpinum and H. procumbens, which
on the first species the triterpenes [-sitosterol and a-D-glucopiranosyl-sitosterol was separated
and identified and six saturated pyrrolizidine alkaloids: 1B-2p-epoxy-1a-hydroximethyl-8a-
pyrrolizidine (1) (subulacine), la-2a-epoxy-1pB-hydroximethyl-8a-pyrrolizidine (47), 1B-2p-
epoxy-la-hydroximethyl-8a-pyrrolizidine N-oxide (48) (subulacine N-oxide) e 1B-2pB-
dihydroxi-1a-hydroximethyl-8o-pyrrolizidine (49). About the alkaloids, 48 and 49 are
unpublished. The alkaloid 1 have the isolation already been reported from other specie of
Heliotropium genus and alkaloid 47 is reported like product of organic synthesis along with 1.
We also describe with CG-MS experiments a methylic fatty esters series. From H. procumbens
was separated a triterpene compound, identified like 3-sitosterol and stigmasterol, and two fatty
esters series was characterized by CG-MS one of them holding within amine groups. A
comparison by CG-MS of the T. paniculata components had been made with those known in H.
transalpinum var. transalpinum. The biological activities evaluated was: a) anti-inflammatory —
pleurisy model in Wistar rats, b) anti-inflammatory — croton oil-induced ear edema in Swiss
mice, ¢) antiviral screening — virus Herpes simplex type 1 (HSI-1), d) antiproliferative for colo-
rectal human cancer (HCT-116) and e) Artemia salina Leach. lethality assays. The results of
anti-inflammatory, on pleurisy model, and antiviral (HSV-1) evaluations did not exhibit
expressive values. The H. transalpinum var. transalpinum and H. procumnbens crude extracts
showed significant antiproliferative activity but the isolated alkaloids did not. Artemia salina
lethality assays were expressive for all H. transalpinum var. transalpinum extracts and fractions.
The hexanic and ethyl acetate fractions showed the best lethality and these could be associated a
bactericidal evaluation made previously that exhibited better bactericidal activities and bacterial
inhibition on these fractions. On the ethanolic and alkaloidal extract of H. transalpinum var.
transalpinum and on the ethanolic extract of H. procumbens the edema inhibitory effect had
significative values, respectively 31%, 41% e 24%. All the H. transalpinum var. transalpinum
fractions showed expressive edema inhibitory effect but these results were less significant than
those presented to crude extract, indicating there were synergic effects within fraction
components. The edema inhibitory effect, topical anti-inflammatory activity model, and anti-
bacterial activity proved ethnopharmacology importance and support the local utilization of the
species as wound healing.
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Capitulo 1

CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Considerac0es gerais

O estudo dos constituintes quimicos e das atividades biologicas de espécies
vegetais, ha tempos ocupa espago relevante em pesquisas cientificas. Seja pelo simples
conhecimento das estruturas das substancias envolvidas na a¢do medicamentosa das
plantas, seja para fazer modificagdes nas estruturas com intencao de adequar as atividades

bioldgicas aos interesses da pesquisa.

A utilizagdo de plantas na cura das enfermidades tem existido desde as origens da
humanidade e foi associado a praticas rituais ou magicas, das quais se reconhecem vestigios
até hoje. O desuso da fitoterapia nos séculos XVIII e XIX deu-se paralelamente ao
progresso da medicina e da quimica. As plantas que perduraram até hoje sdao aquelas para

as quais nao se encontraram ainda substitutos sintéticos.

A fitoterapia que temos hoje tem a caracteristica de “retorno ao natural” e ao
ecologicamente correto que se infiltraram nas areas de medicina, farmacia, nutricdo e
cosmética com auxilio da midia. De maneira indireta este tipo de cultura desperta o
interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, por exemplo, a
botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a

inesgotavel fonte de medicina natural: a flora mundial.
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Estima-se que medicamentos fitoterapicos movimentam cerca de US$ 260
milhdes por ano no nosso Pais ° e dados de literatura indicam que, em 1980, os
consumidores dos Estados Unidos gastaram mais de 8 bilhdes de doélares em prescrigdes
com produtos naturais ativos. Em relacdo ao mercado mundial aproximadamente 80% das

e . 3
pessoas utilizam plantas para curar enfermidades.

A selecdo etnofarmacologica, que ¢ a escolha da planta de acordo com o uso
terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico, favorece com maior
probabilidade a descoberta das substancias bioativas. O estudo do historico da planta como
um recurso terapéutico eficaz para tratamento e cura de doengas de determinado grupo
étnico se traduz em economia de tempo e dinheiro, dois dos fatores mais perseguidos pelas

. . .1
economias ocidentais.

A avalia¢do do potencial terapéutico das plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavondides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos,
lignanas etc., tem sido objeto de estudos, que comprovaram suas acdes farmacoldgicas
através de testes pré-clinicos com animais. Muitas destas plantas t€ém grande possibilidade

. . .. 3
de virem a ser aproveitadas como agente medicinal.

Para o uso correto das plantas como medicamento fitoterapico, se faz necessario o
conhecimento das estruturas dos compostos envolvidos na(s) atividade(s) que elas possuem
e o descobrimento da(s) substancia(s) bioativa(s) que podem levar ao substituto sintético.
Ainda, merecem destaque, neste tipo de pesquisa, as modificagdes estruturais que podem
ser feitas nas substincias isoladas para a quantificagdo e melhoramento dessa(s)

atividade(s).

Heliotropium transalpinum var. transalpinum Vell, Heliotropium procumbens
Mill e Tournefortia paniculata Cham sdo plantas pertencentes a familia Boraginaceae e

com poucos relatos de estudos fitoquimicos e biologicos reportados em literatura.

Para a realizagdo do presente estudo, as espécies foram selecionadas
correlacionando sua ocorréncia na planicie de inundagdo do alto rio Parana, area de
preservagdo ecoldgica do estado do Parana. Este trabalho, portanto, faz parte de um estudo
maior, multidisciplinar, de pesquisadores das areas de biologia, quimica, farmacia e

geografia da Universidade Estadual de Maringa.
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A familia Boraginaceae, se caracteriza quimicamente pela presenca de alcaldides
do tipo pirrolizidinico, considerados marcadores quimiotaxonomicos de determinados
géneros. Uma das espécies de maior distribui¢do na regido ¢ a espécie H. transalpinum var.
transalpinum Vell, conhecida por boragem branca, ¢ muito utilizada pela populagdo local

como cicatrizante.

A espécie H. procumbens Mill, conhecida por boragem cinzenta, aparece
esporadicamente na regido, geralmente depois de enchentes, e ndo existem relatos de

estudos quimicos desta espécie na literatura.

Tournefortia paniculata Cham., conhecida vulgarmente por marmelinho, ¢
conhecida e utilizada por sua atividade antiinflamatoria sistémica, fitoterapicos desta em
associacdes com outras plantas ja sdo conhecidas, mas, pouco estudo fitoquimico foi

apresentado até o momento.

O estudo destas espécies foi feito com intuito de complementar e enriquecer os
estudos fitoquimicos e farmacoldgicos investigando os usos na medicina popular
(etnobotanica), bem como realizando o isolamento, purificagdo e identificagdo dos
constituintes potencialmente bioativos. Tem-se também o interesse no estudo
quimiotaxondmico, isto €, isolar e identificar compostos considerados marcadores e que

ajudam a classificar as espécies nas familias, géneros, subgéneros, etc.
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1.2. Dados encontrados na literatura

1.2.1. Dados botanicos e quimiotaxondmicos das espécies vegetais

A familia Boraginaceae possui mais de 100 géneros, estes com mais de 2000
espécies que se encontram distribuidas por todo mundo e, sdo especialmente bem
desenvolvidas na regido mediterranea, no oeste da América do Norte e no oeste da Asia. Os
géneros Heliotropium e Tournefortia, juntamente com o género Cordia, sdo os mais
numerosos €, cada um deles compreende mais de 200 espécies distribuidas em regides

tropicais e temperadas do globo. *

As boraginaceas se caracterizam morfologicamente como ervas ou arbustos,

, . ~ . 5
raramente arvores, que possuem grande parte da sua superficie coberta de pélos (tricomas).
As espécies do género Tournefortia tém caracteristica subarbustiva e do género
Heliotropium s3o ervas perenes ou anuais. No Brasil, estes tltimos, possuem area de
dispersao que compreende o sul da Bahia ao Rio Grande do Sul, sendo encontrada também

na Bolivia, Paraguai e Argentina. ®



Capitulo 1

Tabela1.1: Classificagio botdnica das espécies estudadas, segundo Cronquist.*
Heliotropium H. transalpinum var.  Tournefortia paniculata
procumbens Mill transalpinum Vell Cham
Divisdo Magnoliophyta Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida Magnoliopsida Magnoliopsida
Subclasse Asteridae Asteridae Asteridae
Ordem Hamiales Hamiales Hamiales
Familia Boraginaceae Boraginaceae Boraginaceae
Subfamilia Heliotropiaceae Heliotropiaceae Heliotropiaceae
Género Heliotropium Heliotropium Tournefortia
Espécie H. procumbens H. transalpinum T. paniculata
Variedade - H. transalpinum var. -
transalpinum
Tabela1.2: Classificagio botdnica das espécies estudadas, segundo Joly.”
Heliotropium H. transalpinum var. ~ Tournefortia paniculata
procumbens Mill transalpinum Vell Cham
Divisao Magnoliophyta Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Dicotiledoeae Dicotiledoeae Dicotiledoeae
Subclasse Sympetalae Sympetalae Sympetalae
(Gamopetalae) (Gamopetalae) (Gamopetalae)
Ordem Tubiflorae Tubiflorae Tubiflorae
Familia Boraginaceae Boraginaceae Boraginaceae
Subfamilia Heliotropiaceae Heliotropiaceae Heliotropiaceae
Género Heliotropium Heliotropium Tournefortia
Espécie H. procumbens H. transalpinum T. paniculata
Variedade - H. transalpinum var. -

transalpinum
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Os estudos quimicos ¢ quimiotaxonomicos com espécies do género Heliotropium
evidenciam alcaloides pirrolizidinicos como principais constituintes. ¢ Nas espécies do
género Tournefortia estudos quimicos reportam em sua maioria relatos de isolamento de

compostos fenolicos. 2

Alcaldides pirrolizidinicos (APs) sdo metabodlitos secundarios produzidos por
muitas espécies de plantas e, sdo considerados como marcadores quimiotaxonomicos de
quase todos os géneros da familia Boraginaceae (Heliotropium, Shymphytum e outros), em
alguns géneros da familia Asteraceae (Senecio, Eupatorium), esporadicamente nas familias
Convolvulaceae, Orchidaceae, Poaceae e Apocinaceae, isoladamente no género Crotalaria
e na subtribo Fabaceae da familia Leguminosae. ° *°

Pesquisas fitoquimicas e de atividades biologicas e farmacologicas com espécies de
Boraginaceas mostram além dos APs outras classes de compostos como flavondides,
terpenos, benzenoides e outras. As atividades mais comuns testadas destas espécies foram
as atividades: antiinflamatoria, antimicrobiana, antiviral, antioxidante e, recentemente, estes

A . . . 11
tém sido usados em pesquisas antitumorais com sucesso.

Algumas espécies vegetais da familia Boraginaceae sao tidas como ervas daninhas e
sao conhecidas por casos de intoxicagdo de animais em pastagens. Alguns autores
relacionam os efeitos toxicos destas plantas, que na maioria das vezes causa danos ao
figado por efeitos carcinogénicos e mutagénicos com os APs 1,2-insaturados presente
nessas espécies. 12132

Espécies do género Heliotropium e Tournefortia e seus alcaldides pirrolizinicos
(APs) estdo envolvidos com estratégias de defesa de varios insetos. Entre eles algumas
espécies de insetos (geralmente borboletas) dos géneros Danaid, Arctiid, Itomiine, Utheisa
¢ Lepidopterans foram estudadas e verificou-se que durante o estagio de larva estes se
alimentam das boraginaceas dos géneros: Heliotropium, Tournefortia, Messerschmidia,

Myasotis, Bothriospermum, Echium e Trichodesma. Os APs ficam retidos nos insetos por
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todo tempo de metamorfose até o estdgio de adulto. Esses alcaldides acumulados servem de
14,15

repelente para os predadores destes insetos.

Estudos recentes também relatam a presenca de APs no mel, contaminados por
abelhas que usam néctar de flores de boraginiceas, onde Heliotropium, Echium e
Eucryphia sdo os géneros mais comuns. ‘® Também existem relatos da presenca de APs
oriundos de plantas no leite, uma vez que estas plantas sdo comumente encontradas em
pastagens.'® Com base em estudos toxicoldgicos, paises como a Alemanha (pela German
Federal health Bureau), Holanda, Australia e Nova Zelandia (pela Food Standards Australia
New Zealand — FSANZ) estabeleceram para estes alimentos o limite de exposig¢ao de 1ug

de APs/Kg peso/dia. !’

Figura 1.1: Foto da espécie vegetal H. transalpinum var. transalpinum Vell. e desenho
da espécie de 1965 (arquivo herbario HUM).
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Figura 1.2: Fotos da espécie vegetal H. procumbens Mill

Figura 1.3: Foto da espécie vegetal Tournefortia paniculata Cham
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1.2.2. Estudos bioldgicos e quimicos de espécies do género Heliotropium

A atividade cicatrizante do extrato alcodlico de Heliotropium indicum em feridas de
ratos juntamente com outras espécies, também consideradas cicatrizantes, Acalypha indica
¢ Plumbago zeylanicum foi descrita na literatura. A aplicacgdo topica de 10% peso/volume
de H. indicum aumentou a porcentagem de contragdo da ferida e completou a cicatrizagdo
em 14 dias indicando rapida epitelizagdo e colagenizagdo. As outras duas espécies também
apresentaram atividade cicatrizante, entretanto, a espécie H. indicum mostrou maior

. . . ~ 1
potencial de cicatrizagdo. *°

A atividade antituberculose de 6leos volateis de H. indicum foi testada. Das partes
aéreas de H. indicum foi isolado um 6leo de coloragdo marrom claro, cuja analise em CG-
FID e CG-EM mostrou que este ¢ constituido de fitol (49,1 %), 1-dodecanol (6,4 %) e -
linalol (3,0 %). Este oOleo apresentou significante atividade antituberculose contra

Mycobacterium tuberculosis H37Ra, na concentracio minima inibitoria de 20,8 ug/mL. *°

A atividade antimicrobiana de Heliotropium ramosissimum foi avaliada por
diferentes métodos de extragdo da planta. O extrato alcaloidico, obtido por metodologia de
extragdo acido-base demonstrou melhor atividade de inibi¢ao contra Staphylococcus aureus
NCTC 8532, Bacillus subtiles ATCC 6633e Proteus vulgaris NCTC 4177 que os extratos

~ 71 . ;. ;. , . 2
ndo alcaloidicos obtidos de um tnico liquido extrator (etanol, cloroférmio e hexano).”’

As atividades antimicrobianas de sete triterpenoides isolados de H. ellipticum foram
avaliadas frente as bactérias: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
thuringiensis, Klebsiella pneumoniae, e aos fungos: Aspergillus niger, A. flavus,
Rhizoctonia phaseoli, Penicillium chrysogenum. Os triterpenos isolados, identificados e
testados foram: [-sitosterol, estigmasterol, P-amirina, friedelan-B-ol (epifriedelenol),
cicloartenone, acetato de B-amirina e friedelina. O triterpeno cicloartenona e friedelina

possuem alto nivel de atividade antimicrobiana e amplo espectro quando comparados com
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antibidticos de referéncia. O triterpeno [-amirina demonstrou melhor atividade

. . .. . . . 21
antibacteriana enquanto o acetato de f-amirina foi mais ativo para fungos.

As atividades antimicrobianas do extrato etandlico e de alcaldides isolados de H.
ellipticum avaliadas frente as bactérias E. coli, E. cloacae, S. aureus ¢ S. faecalis, e aos
fungos A. flavus, Curvularia lunata, Drechslera tetramera, Fusarium moniliforme e
Candida albicans. Os alcaldides testados foram: europina, heliotridina, lasiocarpina ¢ N-
oxido de lasiocarpina. O alcaldide europina mostrou atividade inibitdria significativa contra
E. coli e, lasiocarpina inibiu F. moniliforme os demais alcal6ides ndo foram ativos frente
aos microorganismos testados. 2

As atividades antimicrobianas dos extratos de cloroféormio (bruto), de metanol
(bruto), do extrato alcaloidico e de alcaldides isolados de H. bursiferum foram avaliadas
frente a bactéria: Bacillus subtiles, e aos fungos: Aspergillus niger e Candida tropicalis. Os
alcaloides testados foram N-Oxido de 9-angeloil retronecina, supinina, heliotrina e
lasiocarpina. O alcaldide N-6xido de 9-angeloil retronecina inibiu significativamente B.
subtiles e lasiocarpina inibiu significativamente todos os microorganismos testados.
Inesperadamente, o extrato alcaloidico foi mais ativo que os demais componentes contra B.
subtiles. Desta maneira o autor conclui que esta atividade deve ser associada a efeitos de
sinergismo dos alcaldides presente neste extrato e/ou outro alcaldide ainda nao identificado
do extrato do extrato alcaloidico. %

Em estudo anterior com a espécie H. transalpinum var. transalpinum Vell fez-se a
avaliagdo das atividades antimicrobianas frente a B. subtiles ATCC 6623, E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC dos extratos ¢ fragdes
desta espécie. Todas as fragdes incluindo o extrato bruto apresentaram atividade inibitoria
significativa contra B. subtiles, sendo que a fragdo de acetato de etila apresentou também
atividade bactericida para B. subtiles e S. aureus na concentra¢do minima bactericida
(CMB) de 500 pug/ mL. A atividade antifungica frente a Aspergillus niger e Candida

tropicalis também foi avaliada, mas ndo houve resultado significativo. **

10
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As atividades antiviral contra Poliomyelitis, Coxsackie, Semliki forest, Vesicular
estomatitis, Herpes simples, Measles, antiproliferativa contra Sarcoma 180 e, citotdxica
contra células V79 de hamster chinés foram avaliadas para o extrato bruto etandlico e
hexanico, e fracdo de diclorometano da espécie H. subulatum e, também para os alcaloides
isolados desta espécie: subulacina (1), heliotrina, 7-angeloil heliotrina, retronecina, e N-
oxido de subulacina. Os extratos etandlico e hexanico foram significativamente ativos
contra os virus Poliomyelitis ¢ Measles na concentragdo de 500 e 100 pg/ mL, enquanto os
alcaldides heliotrina e 7-angeloil heliotrina foram ativos contra os virus Poliomyelitis e

Vesicular estomatitis na concentracdo de 10 pg/ mL. %

OH

H

)

O interesse na toxicologia destas espécies ¢ alta devido a presenca de APs, e
técnicas analiticas tém sido reportadas para quantificar a porcentagem de hidrolise de APs
pela enzima carboxilesterase (GPH-1) e determinar a meia-vida aquosa dos metabdlitos

pirrélicos, quando APs sdo administrados em animais de laboratério. *2

Em relatos de literaturas verifica-se que sdao atribuidas aos alcaldides
pirrolizidinicos 1,2-insaturados as atividades hepatotoxica, pneumotodxica, hemolitica,

R A A . A, 26
antimitotica, teratogenica, mutagenica € carcinogenica.

Estudos realizados com o género Heliotropium na Argentina relacionam os
alcalodides pirrolizidinicos isolados com as atividades: genotoxica, sedativa e
.o y . r 2 ]
antiinflamatoria, sendo empregados no tratamento de doencas venéreas. ° A espécie H.

curassavicum tem amplo espectro terapéutico, o qual inclui gota, reumatismo, neuralgia,

11
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desordens arterioscleroticas, renais, hepaticas, osteoarticulares e circulatorias, entre outras

.. 2
atividades.

Desde 1954, de quando data o primeiro estudo de espécie do género Heliotropium,
H. europaeum, no qual foi reportado o isolamento do alcaléide pirrolizidinico europina (2),

2" intmeros outros APs foram isolados e identificados a partir de espécies do género

Heliotropium.

O OMe

Me

Me/J)\Me
H

(2)

O estudo quimico de duas espécies H. mais-murtui e H. rotundifolium (1978)

. L. , . . 28
resultou no isolamento de um mesmo alcaldéide N-6xido de europina (3).

O OMe

<
o;llum-
T
3
=

(3)
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Do estudo quimico da espécie H. ramosissimum, em 1980, foi reportado o

isolamento e a identificagdo de um novo alcaldide: N-6xido de heliotrina (4). 29

O Me
0) & Me
OH HO
MeO  Me

(4)

Dois estudos quimicos da espécie H. curassavicum estdo reportados na literatura.
No primeiro deles, datado de 1982, cita-se o isolamento e identificacdo dos alcaloides:
heliocurassavina (5), heliocoromandelina (6), heliocurassavicina (7), curassavina (8),

coromandelina (9) e heliovicina (10). ¥

0
R,
0 ::-' (5) Rl = CH2CH3 R2 = CH(OH)CH3
HO Ri (6) R;=CH; R, = CH(OH)CH;

(7) R1 = CH3 R2 = CH(CH3)OH

13
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O
R,
0 s (8) R1 = CH2CH3 R2 = CH(OH)CH3

HO Ry (9) R;=CH; R, =CH(OH)CH;

(10) R1 = CH3 R2 = CH(CH3)OH
O

O outro estudo quimico desta espécie, realizado em 1988, cita o isolamento e

identificacdo dos alcaldides retronecina 9-(3’-isovaleril)viridifloril (11) e acetil indicina
(12). %

o)
Me
o I
Me
O s"‘ Me
Me Me
N (11)
OYMe
0] 0]
OMe
O
OH HO
Me Me
N (12)

De uma nova espécie, H. keralense, encontrada no sul de Kerala (india) em 1990,

foi isolado e identificado um novo éster-alcaldide pirrolizidinico: iso-licopsamina (13),



Capitulo 1

juntamente com outros alcaldides ja conhecidos: indicina (14), acetil indicina (12),

intermedina (15) e retronecina (16). *

OH

N (13)

O
R,
0 (14) R; = CH(OH)CHj3
Me

OH
OH

N (16)

A espécie H. hirsutissimum foi pesquisada quimicamente ¢ trés novos alcaldides, N-
oxido de acetil lasiocarpina (17), N-6xido de acetil heliosupina (18) e N-6xido de heleurina

(19), juntamente com outro ja conhecido: N-6xido de lasiocarpina (20) foram isolados. *
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O OR
Q OH|
0O . Me (17) Rl = CH3 R2 =Ac
Q é (18) Rl =Ac R2 =H
H MG/I\MC (20) R] = CH3 R2 =H
OR,

0 OMe
A
O : Me
M Me
N +
|
0 (19)

Dois estudos quimicos realizados com a planta H. bracteatum citam o isolamento e

identificagao de trés novos alcaldides. Em 1994 foi isolado o alcaldide pirrolizidinico

helibractinecina (21) * ¢ em 1995, foram isolados e identificados helibracteatinina (22) e
helibracteatina (23).*

(21) (22)
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Da espécie H. scabrum, em 1995, foi isolado e identificado um novo alcaldide, a

heliscabina (24).%
Me

OHH OH (0)
g “"."ll“./ Me

(24)

A espécie H. bovei, foi estudada quimicamente em 1995, resultando no isolamento e

OMe

lasiocarpina (25) e do novo alcaloide, 7-acetil europina (26). >’
0 O
A,

M«,/I\ Me
OH

identificacdo dos alcaldides pirrolizinicos: europina (2), N-o0xido de lasiocarpina (20),

(25)

(26)

Da espécie vegetal H. esfandiari, em 1996, foram isolados ¢ identificados os
alcaléides europina (2) e N-6xido de europina (3). *
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A espécie H. floridum foi estudada quimica e biologicamente em 1997, resultando
no isolamento de cinco alcaldides saturados, sdo eles: 3’-acetil traquelantamidina (27),
floridina (28), floridinina (29), floridimina (30), heliovicina (31). * O alcaloide floridina
apresentou atividade repelente de insetos e os alcaldides heliovicina e floridinina possui

significante atividade antifangica. *°

Me
_~R; o \/Me \LMe

o (27) R, = \“>>\T/ Q&RIQ\ﬁ>\\f’Me
N 6 Me

ollllm

(29)R,=O

L
(30) I{1 — O% Me (31) Rl =0,

De H. crassifolium, em 2000, foram isolados dois alcaldides conhecidos, europina

(2) e N-0xido de europina (3) e dois inéditos, ilamina (32) e seu N-6xido (33).%°

(33) N—oxido
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Um novo alcaldéide denominado helindicina (34), e o conhecido licopsamina (35)
foram isolados das raizes de H. indicum, sendo este o primeiro relato da presenga de um
alcaloide pirrolizidinico contendo um anel lacténico no género Heliotropium. Estes

e o . [ 41
alcaldides apresentaram moderada atividade antioxidante.

Me
Me\/ OH O
Me ™,
Me* 0
g O OH
(34) N (35)

Muitos outros compostos ja foram isolados a partir de estudos quimicos com plantas
do género Heliotropium. Flavonoides e quinonas sdo compostos comumente isolados, além

dos alcal6ides pirrolizidinicos.

O primeiro relato do isolamento de flavondides data de 1968 quando, do extrato

metanolico de H. tenellum, foi isolada a luteolina 7-glucosideo (36). *?

(36)

Do exudato resinoso das espécies chilenas Heliotropium sthenophyllum, H.

filifolium e H. chenopodiaceum, foram isoladas e identificadas algumas substancias
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polifendlicas, tais como 7-3’-dimetileridictiol (37), ajanina (38), sakuranetina (39),

rhamnocitrina (40), kumatakenina (41), 3-metilgalangina (42) e galangina (43). ***

R,

CH,0, o) O
O (37) Ry = CH3

OH 0 (38)R;=H

OH

(39) R1:R2:CH3, R3=OH, R4:OCH3
(40) R1=R2=CH3, R3=H, R4=OH
(41) R1=R2=CH3, R3=H, R4=OH
(42) R1=R3=H, R2=CH3, R4=H

(43) R1:R3: R2: R4:H

Em 2001, foi reportado a partir do estudo quimico de Heliotropium ovalifolium, o
isolamento e caracteriza¢do de substancias pertencentes a outra classe de compostos, neste

caso quinonas, denominadas de heliotropinona A (44) ¢ B (45). ©°

MeQ MeQO

MeO MeO
0 (44) O (45)
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Em nossas pesquisas com a espécie Heliotropium transalpinum var. transalpinum
Vell, foi caracterizado, a partir da extragdo 4cido-base, o alcaldide 1pB,23-epdxi-la-

hidroximetil-8a-pirrolizidina (1), isolado anteriormente de Crotalaria trifoliastrum Willd.

46, 47 48, 49

(Leguminoseae)™ "'e de Heliotropium subulatum Hochst. (Boraginaceae).

No presente estudo foram isolados e identificados da espécie H. transalpinum var.
transalpinum Vell os alcaldides, subulacina (1), la,2a-epoxi-1B-hidroximetil-8a-
pirrolizidina (47), obtido de sintese organica, e mais dois alcaldides pirrolizidinicos (48),

(49).

OH

O

H (a7) 0~ (48)
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1.2.3. Estudos biol6gicos e quimicos de espécies do género Tournefortia

Estudos recentes com espécies do género Tournefortia relatam a atividade dos
extratos brutos contra infec¢des intestinais e diarréias, sendo que ja se tem no mercado do

Meéxico um fitoterapico desta em associagdes com outras plantas.

A atividade contra infecgdes intestinais de extratos de oito plantas medicinais
utilizadas na medicina popular para este fim foi testada com os parasitos Entamoeba
histolica e Giardia lamblia. O extrato bruto de Tournefortia densiflora foi mais potente que
os das espécies Alternanthera repens, Boerhavia coccinea Flaveria trinervia, Leucaena
esculenta, e Vitex mollis, que também apresentaram atividades antiprotozodrias. »°

O extrato organico de Tournefortia densiflora, juntamente com os de outras cinco
plantas, que sdo utilizadas na medicina tradicional mexicana para tratamento de diarréia
foram avaliados para atividades antiespasmodica e antimicrobianas frente as bactérias:
Escherichia coli R166, 25922 ¢ R170, Salmonella typhi R1234 ¢ R1330, Enterobacter
cloacae R819 e ACTT, Proteus mirabilis 43071, Salmonella typhimurium 14028 ¢
Shiguella sonnei 11060. O extrato integral de T. densiflora possui alto nivel de atividade

antimicrobiana (MIC < 2 mg/ mL) e pouca atividade antiespasmodica.>

Outros relatos de atividades bioldgicas do género Tournefortia incluem o estudo
do efeito anti-hiperglicémico das espécies T. hirsutissima e T. hartwegiana usadas no
controle da diabétes. °* >3
A espécie T. sarmentosa foi estudada quimicamente, o que resultou no isolamento

¢ identifica¢@o de compostos pertencentes a classe dos benzendides: tournefolal (50), acido

tournefolico A (51), 4cido tournefolico B (52) e acido salvindlico (53).2

22



Capitulo 1

R
0
O OH
HO
(50) R = CHO

(51) R = C,H,COOH

HO (52)

OH

COOH OH (53)
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1.3. Objetivos

O presente trabalho tem por objetivos:

A) o estudo quimico de espécies da familia Boraginaceae, visando separacdo e
identifica¢dao dos principais componentes das espécies vegetais em estudo, fracionando-os
por métodos cromatograficos até a obtengcdo de compostos puros ou quase puros para

aplicacdo de técnicas analiticas;

B) a identificacdo das estruturas dos constituintes isolados através do uso de

técnicas espectroscopicas e calculos tedricos;

C) as avaliagdes biologicas e farmacoldgicas, atividades antiinflamatoria (modelo
pleurisia em ratos e edema de orelha em camundongos), antiviral (virus herpes simples tipo
1 — HSV-1), antiproliferativa (c€lulas de cancer colorretal humano — HCT-116) e letalidade
frente a Artemia salina Leach. de extratos, fragcdes e dos compostos isolados das espécies

vegetais em estudo;

D) caracterizagdo de perfil cromatografico de Tournefortia paniculata Cham.,
visando uma comparagdo com o0s componentes isolados das espécies do género

Heliotropium.
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CAPITULO 2

PARTE EXPERIMENTAL

2.1.  Materiais e métodos utilizados no estudo quimico das espécies

vegetais

Os espectros de RMN de 'H e de "°C e técnicas bidimensionais foram registrados
em espectrometro Varian modelos Gemini 2000 BB e Mercury plus BB (300,06 MHz para
'H e 75,45 MHz para °C). Os deslocamentos quimicos foram apresentados em ppm, tendo
como referéncia interna o TMS (6 = 0.0). Os solventes deuterados utilizados foram DMSO,

metanol, piridina, acetona e cloroférmio, da marca Aldrich e/ou Isotec.

Os espectros de massas de baixa resolugdo foram obtidos em um equipamento

CG/MS Shimadzu a 70 eV, modelo QP 2000A, com sonda para solidos.

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em colunas de vidro,
utilizando silica gel (0,063 — 0,020 mm) da Merck, silica para cromatografia flash (0,035 -
0,070 mm) ou alumina neutra. As dimensdes das colunas variaram de acordo com a
quantidade de material empregado. Para acompanhamento e analise das fragdes obtidas das

cromatografias em coluna utilizou-se cromatografia de camada delgada — CCD. >*.

As eluigdes das colunas cromatograficas foram realizadas com solventes
organicos puros ou em misturas € em ordem crescente de polaridade, exceto nas colunas
em Sephadex LH-20 (Sigma) onde foram utilizados sistemas isocraticos ou em ordem
decrescente de polaridade. As fragdes reunidas conforme critérios de semelhanca foram

concentradas em evaporador rotativo.

25



Capitulo 2

As placas para cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP) foram feitas utilizando-se silica gel GF,s4 (Fluka),
suspensa em agua destilada e distribuida em camada de 0,25 mm e 1,00 mm de espessura

sobre as placas de vidro de 20x5 e 20x20 cm, respectivamente.

A visualizacdo dos compostos em CCD foi realizada utilizando reveladores como
o reagente de Dragendorft, % sulfato de ferro 2%, sulfato de cério 0,5%, anisaldeido 1%, %

cuba com iodo ou H,SO4/ MeOH (1:1) seguido de aquecimento.

As eluigdes das colunas cromatograficas (CC) foram realizadas com solventes e

reagentes tratados segundo metodologias tradicionais e descritas em literatura. *’

2.2. Procedimentos comuns para o estudo das espécies vegetais H.

transalpinum var. transalpinum, H. procumbens e T. paniculata

A espécie H. transalpinum var. transalpinum Vell. - Boragem branca — (Figura
1.1) foi coletada no Horto Didatico de Plantas Medicinais Professora Irenice Silva em maio
de 2001 e em abril de 2003 (duas coletas). Uma amostra encontra-se depositada no
herbario da Universidade Estadual de Maringd sob nimero HUM 3022. Esta espécie
vegetal foi coletada no municipio de Maringa e também faz parte da flora natural da regido

da planicie de inunda¢ao do Rio Parana. %8

As espécies Heliotropium procumbens Mill. - Boragem cinzenta — (Figura 1.2) e
Tournefortia paniculata Cham. — Marmelinho — (Figura 1.3) foram coletadas na planicie
de inundag¢do do Rio Parand, no Municipio de Porto Rico — PR em abril de 2003. As
exsicatas de referéncias encontram-se no herbario da Universidade Estadual de Maringa

sob registro nimero HUM 9981 e HUM 12341, respectivamente.

As plantas coletadas foram desidratadas em estufa de ar circulante (35° C) em
seguida moidas. Os componentes foram extraidos, seguindo metodologia de maceragdo e
percolagdo combinadas, primeiramente com hexano e depois com etanol ou somente com

etanol. Os extratos liquidos combinados tiveram seu volume reduzido em evaporador
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rotativo e a agua residual retirada em liofilizador. Obtiveram-se, desta forma, os extratos

secos de hexano e de etanol para cada espécie de planta.

Os extratos obtidos das plantas (hexanicos, etandlicos e alcaloidicos) foram
submetidos a sucessivos fracionamentos até a obtencdo das substancias puras. Os
procedimentos cromatograficos, coluna cromatografica (CC) e cromatografia de camada
delgada (CCD) foram realizados usando, geralmente, silica gel como suporte e sistema de

eluicdo com solventes puros ou em misturas em polaridade crescente.

2.3. Estudo quimico de Heliotropium transalpinum var. transalpinum
Vell.

Foram coletadas: folhas, flores e galhos pequenos em duas datas distintas: 1%.) em
maio de 2001, onde a planta desidratada e moida foi primeiramente submetida a extragdo
com hexano (Ht-H) seguido da extragao com etanol (Ht-E). 2%.) em abril de 2003, onde a

planta seca e moida foi submetida a extracdo com etanol (Ht-ET).

2.3.1. Fracionamento do extrato hexanico (Ht-H)

O extrato hexanico Ht-H (1 coleta) foi submetido a coluna cromatografica em
silica gel com os solventes CH,Cl, e MeOH, puros ou em misturas em ordem crescente de

polaridade. Este procedimento resultou em 12 fragdes denominadas Ht-H-1 a Ht-H-12.

A fragdo Ht-H-2 foi cromatografada em silica gel com misturas de CH,Cl, e
MeOH em ordem crescente de polaridade como eluente, o que resultou na separagdao de um

composto na forma de 6leo (HT-I) que foi submetido a CG-EM e experimentos de RMN.
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A fracdo Ht-H-7 foi submetida a sucessivas CCs em silica gel utilizando como
eluente misturas de CH,Cl, e MeOH em ordem crescente de polaridade e, apos
experimentos de CCD, verificou-se apenas uma mancha na placa cromatogréfica,
indicativo de substincia pura. Este composto, codificado como HT-II, foi submetido a

ensaios de RMN de 'H e de "C.

O procedimento experimental geral empregado para o isolamento das
substancias dos extratos hexanicos e etanolicos de H. transalpinum var. transalpinum Vell

pode ser visualizado no Esquema 2.1.

Heliotropium transalpinum var. transalpinum

(1@ coleta)
1) Extra¢do com hexano
2) Extragdo com EtOH
v
Extrato Hexanico — Ht-H Extrato Etandlico - Ht-E
(11g (50 g)
CC (CH,C1,/MeOH) CC (hexano/CH,C1,/AcOEt)
FlaF12 FlaF18
A\ 4 \4
\ 4 \ 4
A i F3 F13
CG-EM Recristalizagdo CH,C, /I\Eec(:)]ig
NH,OH aq

Esquema 2.1.: Esquema do procedimento experimental geral empregado para o
isolamento de substincias dos extratos hexadnico e etanolico de H.

transalpinum var. transalpinum Vell (1* coleta).
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2.3.2. Fracionamento do extrato etanolico (Ht-E)

O extrato etandlico Ht-E (1% coleta) foi submetido a CC em silica gel com
hexano, CHCl; e MeOH, puros ou em misturas, seguindo uma ordem crescente de

polaridade Foram obtidas 18 fra¢cdes denominadas Ht-E-1 a Ht-E-18.

A fracdo Ht-E-3 apresentou uma unica mancha na analise cromatografica por
CCD, indicativo de substancia pura. A fragdo Ht-E-13 foi recromatografada em Sephadex
LH-20, resultando em 7 subfragdes denominadas Ht-E-13-A a Ht-E-13-G. Na subfracao
Ht-E-13-G, apos andlises por CCD, verificou-se apenas uma mancha na placa

cromatografica e, esta entdo codificada de HT-X e foi submetida a ensaios de RMN.

2.3.3. Fracionamento do extrato bruto etanoélico (Ht-ET)

Com o extrato bruto etandlico Ht-ET foi realizado dois procedimentos
distintos: 1°.) extra¢do de alcaldides por metodologia de extragdo acido-base, como
descrito no item 2.3.3.1 e Esquema 2.2., sendo obtido os extratos Ht-A, Ht-B-1 ¢ Ht-B-2
e; 2°.) particdo em sistema de solventes em seqiiéncia crescente de polaridade, onde foram
obtidas as fra¢gdes Ht-Hex, Ht-CH3Cl; Ht-AcOEt, Ht-BuOH ¢ Ht-H,O, como descrito no
item 2.3.3.2 ¢ Esquema 2.3.
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2.3.3.1 Extracédo acido-base (Ht-A e Ht-B)

O isolamento de alcaldides foi realizado através da extragdo acido-base do
extrato bruto etanodlico — Ht-ET (2* coleta) e, resultou em um extrato acido (Ht-A) e dois
extratos basicos (alcaloidicos): extrato diclorometanico (Ht-B-1) e o extrato de acetato de

etila (Ht-B-2).

A fragdo Ht-B-1 foi submetida a cromatografia em coluna de alimina neutra
eluida com CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH (misturas) e MeOH em ordem crescente de polaridade,
obtendo-se 3 fracdes (Ht-B-1-A, Ht-B-1-B e Ht-B-1-C). A fracdo Ht-B-1-A, apods
realizacdo de CCDP em CH,Cl,/MeOH/NH4OH (85:14:1), apresentou mancha unica em
Rf: 0,35 (HT-111, 30 mg). Esta foi submetida a ensaios de RMN de 'H e de "°C.

A fragdo Ht-B-2 foi submetida &8 CC em aliumina neutra (25 g) com o sistema de
eluicdo em ordem crescente de polaridade: CHCl;, CHCIl3/AcOEt (misturas), AcOEt,
AcOEt/MeOH (misturas) e MeOH. As fragdes resultantes foram reunidas por critério de
semelhanca de perfil cromatografico e denominadas de Ht-B-2-A a Ht-B-2-E. Da fragao
Ht-B-2-B foi isolada uma substancia (HT-1V) que foi submetida as anélises de RMN de 'H
e de "°C.

Foram submetidas a outros procedimentos de separagdo as fragcdes Ht-B-2-C,
Ht-B-2-D e Ht-B-2-E por cromatografia flash com sistemas de AcOEt/MeOH/hidroxido de
amonio 30% e/ou MeOH/hidroxido de amonio 30% (isocraticos ou misturas de polaridade

crescente).

A partir de CC de Ht-B-2-C foi isolada uma mistura que foi submetida a novas
cromatografias flash com AcOEt/MeOH/hidroxido de amonio 30% (sistema isocratico)
onde foram separadas duas substancias HT-V e HT-VI. Ambas foram submetidas as

analises de RMN de 'H e de "C.
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A fragdo Ht-B-2-D foi inicialmente submetida a CC flash com
AcOEt/MeOH/hidroxido de aménio 30% (sistema isocratico) e a seguir a outra CC flash
com MeOH e MeOH/hidroxido de amdnio 30% (misturas), obtendo-se o isolamento de
mais duas substancias (HT-VII e HT-VIII) que foram submetidas as analises de RMN de
'He de °C.

A fragdo Ht-A foi previamente fracionada por CC em CH,Cl, e AcOEt puros
ou em misturas em ordem crescente de polaridade. As fracdes reunidas desta foram
denominadas Ht-A-1 a Ht-A-6. De Ht-AC-1 e Ht-AC-2 foi obtido como um precipitado,
insolivel em MeOH, e que foi lavado varias vezes com este solvente, separando desta

forma a mistura (HT-1X).

O esquema de isolamento das substancias isoladas a partir do extrato Ht-ET de

Heliotropium transalpinum var. transalpinum esta apresentado a seguir no Esquema 2.2.
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Heliotropium transalpinum var. transalpinum
(22 coleta)
Extragdo EtOH
Extrato Bruto Etandlico
Ht-ET 70g)
1) Dissolugdo HCI 5%
2) Extragdo CH,Cl,
[ ,,
Fragao
Ht-A Aquosa
CH,C], acida (19 g) )
1) Neutralizagdo NH,OHaq
cC 2) Extragdo CH,Cl,
(CH,CL,/AcOEL) 3) Extragdo AcOEt
Fl aF6 + l
HT-IX F1 s Ht-B-2
CH,CL, basica 3 g AcOEt bésica (0,9 g)
CC (alumina) .

CH,Cl/ MeOH CC (alumina)

FlaF3 CHC,/AcOEt/MeOH/

FlaF5

A\ 4
- | | '
F2 F3 F4
CCDP cc
CH,Cl,/MeOH/NH,0H aq AcOEtYMeOH/

CcC
NH,OH aq MeOH/NH,OH aq

Esquema 2.2.: Esquema do procedimento experimental geral de extracdo acido-base

empregado no isolamento

de substancias de H.
transalpinum Vell (2% coleta).

transalpinum var.
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2.3.3.2. Particdo de Ht-ET

O extrato bruto (2% coleta) foi submetido a particdo em solventes. A ordem de
particdo foi: 1°.) hexano (Ht-Hex), 2°.) cloroférmio (Ht-CHCIs), 3°.) acetato de etila (Ht-
AcOEt), 4°.) n-butanol (Ht-BuOH), restando a fracdo aquosa (Ht-H,O). Cada fracdo foi

devidamente evaporada e liofilizada.

Heliotropium transalpinum var. transalpinum
(22 coleta)

Extragdo com EtOH

A
Extrato Bruto Etandlico
(10 g)
1) Solubilizagdo em H,0/MeOH 9:1;

2) Extragdes sucssivas com hexano, CHCl,, AcOEt, n-BuOH;
3) Evaporagéo dos solventes e liofizagao.

i l A 4 ¢ ¢

Hexano CHCI, ACOET n-BuOH H,0
Ht-Hex (2,3 g) Ht-CHCl; (0,8 g) Ht-AcOEt (2,7 g) Ht-BuOH (3,0 ) Ht-H,0 (0,9 g)
Esquema 2.3.: Esquema geral da particdlo em solventes de Heliotropium

transalpinum var. transalpinum Vell (2° coleta)

2.4.  Estudo quimico de Heliotropium procumbens Mill.

2.4.1. Fracionamento do extrato hexanico (Hp-H)

O extrato hexanico (Hp-H) foi submetido a coluna cromatografica em silica gel

com hexano, CH,Cl,, MeOH puros ou em misturas eluidas em ordem crescente de
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polaridade. Este procedimento resultou em 5 subfragdes denominadas Hp-H-1 a Hp-H-5. A
subfracdo Ht-H-4, apds experimentos de CCD verificou-se apenas uma mancha na placa
cromatografica, indicativo de substancia pura, HP-I11. Esta entdo foi submetida a ensaios
de RMN de 'H e de "C. Um esquema ilustrando esse procedimento estd descrito no

Esquema 2.4.

Heliotropium procumbens Mill
(200 g)

1) Extragdes sucssivas com hexano ¢ MeOH,;
2) Umectagdo com NH,OHaq seguido extracdo EtOH;
3) Evaporagdo dos solventes e liofizaco.

l A 4 \ 4

Hexano Etanol EtOH basica
Hp-H (0,8 g) Hp-E (2,0 g) Hp-B (7,0 )
cc cc
(CH,CL,/MeOH) (CH,C1,/MeOH)
FlaF5 F1aF10
F4 ¢__¢
F2 F3

Recristalizagdo
CG-EM CG-EM

SN CORCD

Esquema 2.4.: Esquema do procedimento experimental geral empregado para o
1solamento de substancias dos extratos hexanico, etandlico e basico de H.

procumbens Mill.
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2.4.2. Fracionamento do extrato etandlico (Hp-E)

A partir de coluna cromatografica (CC) inicial do extrato etandlico (Hp-E),
utilizando como solventes CH,Cl, e MeOH puros ou em misturas em polaridades
crescente, foram obtidas 10 fracdes denominadas Hp-E-1 a Hp-E-10. As fra¢des Hp-E-2,
Hp-E-3, Hp-E-6, e Hp-E-10 foram recromatografadas como descrito a seguir. As demais

fracdes ndo foram estudadas devido a complexidade de seus perfis cromatograficos.

A fragdo Hp-E-2 foi submetida CC em silica gel utilizando, como solvente,
misturas de hexano, CH,Cl, e MeOH em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 5
fracdes denominadas: Hp-E-2-A ... E. A fracdo Hp-E-2-C, denominada de HP-I, foi

submetida a ensaios em CG-EM.

A Fragcdo Hp-E-3 foi submetida a CC em silica gel utilizando misturas de
hexano, CH,Cl, e MeOH, em ordem crescente de polaridade, onde foram conseguidas 7
fragdes denominadas: Hp-E-3-A ... G. A fragdo Hp-E-3-A, codificada como HP-II, foi
submetida a ensaios de RMN e CG-EM.

Na fracdo Hp-E-6 foi realizada uma CC em silica gel utilizando como eluente
misturas de CH,Cl, ¢ MeOH em ordem crescente de polaridade. As fragdes foram
denominadas Hp-E-6-A ... M e as cinco ultimas fragdes foram recromatografadas por

CCDP.

A fracdo Hp-E-10 foi recromatografada em silica gel, usando como eluente
misturas de AcOEt e MeOH em ordem crescente de polaridade, o que resultou em 13

subfracdoes denominadas Hp-E-10-A a Hp-E-10-M.
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2.4.3.  Fracionamento do extrato basico (Hp-B)

Apobs a extragdo com etanol, o material vegetal foi basificado e submetido
novamente a extragio, >> na qual o material seco foi umectado com solu¢do de amodnia 15%
e extraido com etanol. O extrato foi denominado Hp-B e a coluna cromatografica a que
Hp-B foi submetido, com os solventes CH,Cl, ¢ MeOH puros ou em misturas de
polaridade crescente, resultou em 26 fragoes (Hp-B-1 ... 26). As fracdes Hp-B-3 a Hp-B-6
e, Hp-B-10 foram submetidas a novos ensaios. As demais ndo foram estudadas por

apresentarem grande quantidade de clorofilas que dificultavam as analises por CCD.

As fragoes Hp-B-3, Hp-B-4, Hp-B-5 e Hp-B-6 foram submetidas
separadamente a sucessivas CCs em silica gel e CCDPs, resultando no isolamento de 13

compostos de natureza graxa. Foram todos caracterizados por ensaios de RMN e CG-EM.

A fragdo Hp-B-10 foi recromatografada em silica gel utilizando misturas de
acetato de etila e metanol como eluente. Esta CC produziu 10 fragdes, denominadas de Hp-
B-10-A ... J. Nas subfracdes de Hp-B muitos procedimentos cromatograficos (CC e CCDP)

foram realizados mas ndo foi possivel o isolamento de compostos.

O esquema de isolamento de substancias dos extratos de H. procumbens Mill

esta apresentado no Esquema 2.4.

2.5.  Estudo quimico de Tournefortia paniculata Cham.

A planta foi coletada no municipio de Porto Rico, as margens do rio Sao Pedro,
em abril de 2004. O material vegetal coletado foi desidratado em estufa de ar circulante

(35° C) e moido em moinho de facas.
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O material vegetal moido foi submetido a extragdo com solventes (hexano e
etanol) utilizando metodologia de percolacdo e maceragdo combinadas. Os extratos

resultantes foram evaporados, separadamente, a vacuo e desumidificados em liofilizador.

2.6. Materiais e métodos utilizados nos estudos de atividades

bioldgicas das espécies vegetais

Os materiais e as metodologias utilizadas nos ensaios bioldgicos se encontram
descritas para os seguintes testes de atividades: antiinflamatéria (pleurisia e edema de

orelha), toxicidade geral frente a Artemia salina Leach., antiproliferativo e antiviral.

2.6.1. Teste de toxicidade geral frente a Artemia salina Leach.

Um teste de toxicidade frente a Artemia salina Leach., um microcrustaceo
marinho, foi realizado com o extrato bruto etandlico (Ht-ET) da espécie vegetal
Heliotropium transalpinum var. transalpinum Vell, com as parti¢oes deste (Ht-Hex, Ht-
CH;Cl; Ht-AcOEt, Ht-BuOH e Ht-H,0) e com as fragdes Ht-B-1 e Ht-B-2 da extracdo de
alcaldides. Também foram testados os extratos Hp-E e Hp-B-A de Heliotropium

procumbens Mill.

O bioensaio de letalidade frente a Artemia salina foi realizado conforme
descrito na literatura.®® Os teste foram realizados em triplicata, juntamente com o teste
branco ¢ com 10 individuos em cada amostra. As amostras foram submetidas as mesmas
condicdes de luz, temperatura e meio (agua marinha — 33 g NaCl/1L de agua) necessaria

anteriormente para eclosdo dos ovos em naupilos.
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As amostras das parti¢des foram testadas utilizando-se as concentragdes de
1000, 100 e 10 pg/mL em volume de 5 mL, e o extrato etanolico nas concentragdes de
1000, 500, 250, 100, 50 e 10 pg/mL em volume de 5 mL. A contagem dos sobreviventes

apos 24 horas foi realizada com auxilio de uma lupa.

A dose letal para 10, 50 e 90% da populagao (DL,o, DLsy € DLgg) foi determinada
a partir do ajuste dos pontos (regressdo linear) da porcentagem de animais mortos contra o

logaritmo da concentragao testada.

2.6.2. Teste de atividade antiinflamatoria por inducéo de pleurisia em rato

O protocolo como descrito a seguir e ilustrado no Esquema 2.5. para estes
experimentos foi aprovado pelo comité de Etica em Experimenta¢io Animal da UEM e foi
realizado no Departamento de Farmacia e Farmacologia, sob coordenacdo da Professora
Dra. Ciomar A. Bersani Amado. A técnica utilizada foi a indu¢do de inflamacao na pleura

(membrana que recobre o pulmdo) — modelo de inflamagao sistémica.

O ensaio foi realizado utilizando ratos machos da linhagem Wistar pesando entre
180 e 220 gramas. Os animais sdo mantidos sob temperatura controlada (22°C) e ciclo

claro/escuro de 12 horas e alimento (ragdo) e a4gua a vontade.

Os ratos utilizados no experimento foram mantidos sem alimentagdo por um

periodo de 18 horas antecedentes a pleurisia.

A pleurisia foi induzida pela injecdo de 0,25 mL de uma suspensdo de
carregenina (200 pg) na cavidade intrapleural, na regido do mediastino direito, entre a 3" e
a 4" costela, 30 minutos apds a administragdo por via oral (gavagem) dos extratos
etanolicos de H. transalpinum var. transalpinum Vell. (HT-ET) e H. procumbens (HP-E)

. : . 60
de acordo com a técnica descrita por Vinegar e colaboradores.
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A carragenina foi diluida em salina tamponada com fosfato (PBS — pH = 7,4) na
4% hora apés a indugdo da pleurisia, os animais foram anestesiados com éter etilico P.A. e

sacrificados, para a coleta do exudato inflamatorio intrapleural.

O material coletado por aspiracdo foi transferido para tubos conicos de
centrifuga. O volume total do exudato foi medido e uma aliquota de 50 pL usada para

determinar o nimero de leucocitos em camara de Neubauer.

Os animais com os quais foi realizado o teste controle receberam o veiculo (dgua
ou solu¢do de DMSO 16%) por via oral (gavagem) trinta minutos antes da indugdo da

pleurisia.
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istracao via
oral da amostra

(garage

gente lesivo na cavidade pleural
(carragenina/ 200

4 hs apos coleta do
exsudato pleural

olume do exsudato pleural (pL) e contagem
global e diferencial dos leucdcitos

Esquema 2.5. Esquema da seqiiéncia utilizada na avaliacdo de atividade antiinflamatéria —

pleurisia
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2.6.3. Teste de atividade antiinflamatoria por inducédo de edema de orelha

O protocolo como descrito a seguir para estes experimentos e ilustrado no
Esquema 2.6. também ¢ aprovado pelo comité de Etica em Experimentagdo Animal da
UEM e foi realizado no Departamento de Farmécia e Farmacologia, sob coordenagdo da
Professora Dra. Ciomar A. Bersani Amado. A técnica aplicada foi a que utiliza edema de

orelha — modelo de inflamagao topica. o1

O edema foi induzido através da aplicagdo de um composto irritante: o 6leo de
Croton, em uma quantidade de 20 pL na concentracdo de 200 pg/orelha, diluido em
solugdo de acetona/agua 7:3. A aplicacdo ¢ feita em ambas as faces internas das orelhas
dos camundongos. A concentracdo de 200 pg de oleo de Croton por orelha ¢ a
concentragdo maxima ideal a ser testada, pois provoca a inflamacdo necessaria e nao

degenera os tecidos da orelha.

A seguir foi administrada a orelha previamente tratada com 6leo de Créton, 20
uL da solucdo de acetona/agua 7:3 contendo o extrato bruto etandlico de Heliotropium
transalpinum var. transalpinum Vell (HT-ET) que foi testado nas doses de 7,5; 5,0; 2,5 ¢
1,25 mg/orelha. E as fragoes (Ht-Hex, Ht-CH3Cl; Ht-AcOEt, Ht-BuOH e Ht-H,0)

solubilizadas no mesmo veiculo do extrato bruto foram testadas na dose de 2,5 mg/orelha.

O extrato bruto etanolico de Heliotropium procumbens Mill (HP-E) foi testado

na dose de 1,25 mg/orelha em solucdo de acetona/agua 7:3.

Outro grupo de camundongos recebeu apenas 20 pg do veiculo (acetona/agua

7:3) em cada orelha ap6s o agente irritante, 6leo de Croton.

Apo6s 6 horas os animais foram sacrificados com éter etilico e, as orelhas foram
seccionadas com um vazador de metal em forma de disco de 6 mm de didmetro. Essas
seccoes sdo entdo pesadas em balanga analitica e é calculada a porcentagem de inibigdo

através da formula:
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% de 1inibi¢do = (OC-OA/OC) X 100

Onde:

OA = peso da secc¢do circular da orelha + amostra

OC = peso da seccdo circular da orelha sem amostra com o 6leo de Croton

cao topica
o 0leo de Croton

(200 pg/20p

cacao topica
da amos
ﬁ 6 hs apés

a orellha com amostra em
relacao ao peso da orelha com o édleo
Croton (% inibica

Esquema 2.6. Esquema da seqiiéncia utilizada na avaliacdo de atividade antiinflamatéria —

edema de orelha
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2.6.4. Teste de atividade antiproliferativa

A linhagem celular utilizada foi a de HCT-116 (células de cancer colorretal
humano) proveniente do Instituto Nacional do Cancer — RJ. Os ensaios foram realizados
junto ao Laboratério de Microbiologia Aplicada aos Produtos Naturais e Sintéticos do
Departamento de Analises Clinicas (Centro de Ciéncias da Satide — UEM), sob a

responsabilidade da Prof. Dr. Celso Vataro Nakamura.

A avaliagdo da atividade antiproliferativa foi verificada pelo método
colorimétrico da sulforodamida B (SRB) no extrato bruto etandlico (Ht-ET), nos extratos
alcaloidicos, Ht-B-1 e Ht-B-2 de H. transalpinum var. transalpinum Vell, nos alcaldides
isolados destes, HT-111 (subulacina), HT-1V (sal de subulacina), Ht-B-2-F3 (subulacina +
la-2a-epoxi-1B-hidroximetil-8a-pirrolizidina), HT-VIII (1B-2B-hidroxi-1a-hidroximetil-

8a-pirrolizidina) e no extrato etanolico de H. procumbens Mill (Hp-E).

Uma suspensao de células HCT-116 (células de cancer colorretal humano), em
DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e 50 ug/ml de gentamicina foi
distribuida em microplaca de 96 pogos (TPP) na concentracdo de 2,5 x 10* células / poco.
As células foram incubadas por 24 h em estufa imida a 37°C com tensdo de 5 % de CO;
até subconfluéncia. As drogas testadas foram preparadas dissolvendo 10 mg dos extratos,
fragdes e substancias purificadas em 100 pl de DMSO e depois completando o volume
com 900 ul de DMEM. Foram feitas dilui¢cdes sucessivas em DMEM acrescido de 10% de
SFB, sendo que a concentracdo maxima de DMSO nos pogos foi de 1%. O meio antigo foi
retirado e 100 pl das varias concentragdes (1000, 500 e 100 pg/ml) dos extratos, fragdes, e
dos alcalodides isolados foram adicionados. As células foram incubadas por mais 48 h nas

condigdes descritas acima. Controle de células (sem a adicdo de compostos) foi realizado.

Passado este periodo, as células mortas foram retiradas e as células vidveis fixadas
com 50 pl de acido tricloroacético (Synth) 10% a 4°C por 1 h. A placa foi lavada 5 vezes
em agua corrente € 50 pul do corante sulforodamida B 4% (Sigma) foi adicionado. Apos
incubagao de 30 min a 4°C ao abrigo da luz, a placa foi lavada 4 vezes com acido acético

1%. O corante ligado as células vidveis foi dissolvido em 150 pl de solugdo Trisbase 10
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mM e a absorbancia determinada em leitor de ELISA (Bio-Tek, modelo Power Wave XS)

em 530 nm.

Os experimentos foram realizados em triplicata e em dois momentos diferentes. Os
resultados foram comparados com o controle de células e a concentragao citotoxica capaz

de destruir 50% da monocamada (CCsy) foi determinada.

2.6.5. Teste de atividade antiviral

A atividade antiviral foi avaliada com o virus Herpes simplex tipol (HSV-1) e o
método utilizado foi o da sulforodamida B (SRB), uma técnica colorimétrica onde se faz a

leitura usando o pigmento (SRB) que cora as proteinas das paredes das células. ®

O protocolo como descrito a seguuir foi realizado junto ao Laboratorio de
Microbiologia Aplicada aos Produtos Naturais e Sintéticos do Departamento de Analises
Clinicas (Centro de Ciéncias da Saude — UEM), sob a responsabilidade da Profa. Dra.

Tania Nakamura.

A avaliagdo da atividade antiviral foi realizada no extrato bruto etandlico (Ht-
ET), nos extratos alcaloidicos, Ht-B-1 ¢ Ht-B-2 de H. transalpinum var. transalpinum
Vell e nos alcaldides isolados destes, HT-I11 (subulacina), HT-1V (sal de subulacina), Ht-
B-2-F3 (subulacina + la-20-epdxi-1p-hidréximetil-8a-pirrolizidina), HT-VII (1B-2B-
hidréxi-1a-hidroximetil-8a-pirrolizidina) e no extrato etandlico de H. procumbens Mill
(Hp-E).

A linhagem celular utilizada foi de células VERO (células de rim de macaco
verde africano) cultivadas em meio de cultura DMEM (Gibco) suplementado com 10% de

soro fetal bovino (SBF) e gentamicina a 37°C com tensio de 5% de CO,.
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A suspensdo viral TCIDgy (Tissue Culture Infectious Dosis), que ¢ a
concentragdo viral experimentalmente pré-determinada para infectar 80% das células, foi
distribuida sobre as monocamadas de células VERO em placas de 96 pogos e incubados a
37°C durante 1 hora. As varias concentra¢des dos extratos e dos alcaldides isolados foram
preparadas em DMEM, distribuidas nos pogos e incubadas a 37°C com tensdo de 5% de
CO; durante 48 horas. Apos esse periodo foi feita a lavagem retirando-se as células que
foram destruidas pela ac¢do do virus e descolaram do tapete de células. Desta maneira ficam
aderidas ao recipiente somente as células onde o virus ndo penetrou pela agcdo de prote¢ao
da amostra (que determina por este método a atividade antiviral). A seguir foi realizada a

leitura em equipamento ELISA (Bio-Tek FL-600) em densidade optica (DO) de 530 nm.

As amostras foram solubilizadas em meio DMEM com até 5% de DMSO
quando necessario. Os extratos foram testados nas concentracdes de 100; 50; 25 ng/ mL e
os alcaldides foram testados nas concentragdes de 50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,13 e 1,56 ng/

mL. Cada concentragdo dos extratos e dos alcaldides foi testada em triplicata.

Testes controles foram realizados nas células VERO sem os extratos e sem os
alcaldides isolados e com o medicamento antiviral apropriado para o virus HSV-1,

Aciclovir.
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados ¢ discussao incluem a elucidagdo estrutural e/ou a caracterizacao
dos componentes isolados de cada espécie vegetal em estudo e as analises das avaliagdes
das atividades biologicas realizadas com os extratos, particdes e com 0s compostos

isolados destas.

3.1.  Andlise estrutural dos compostos isolados de Heliotropium

transalpinum var. transalpinum Vell,

A analise estrutural dos componentes isolados inclui os resultados do estudo
quimico e a discussdo sobre a elucidagdo estrutural dos compostos isolados de H.

transalpinum var. transalpinum Vell.

O estudo quimico desta planta revelou a presenca de uma série de ésteres de
cadeia longa, codificada como HT-I, de triterpenos como HT-11 e HT-1X e, de quatro
alcaldides pirrolizidinicos insaturados, codificados de HT-11l, HT-VI, HT-VII e, HT-
VIII.
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3.1.1. Analise cromatogréafica de HT-I

A série de ésteres metilicos de cadeia longa, codificada como HT-I foi obtida a
partir do fracionamento do extrato hexanico (Ht-H) de H. transalpinum var. transalpinum

Vell (1%. Coleta) como descrito no Esquema 2.1. (capitulo 2).

CH3—-[CHj]»—CH=CH—[CH;],—COOCH;

(HT-I)

. . . 1 . .
Em uma primeira analise, por CCD e RMN de H inferiu-se que se tratava de
uma Unica substancia, mas quando submetido a analise por CG-EM verificou-se que se

tratava de uma série de ésteres metilicos, como ilustra a Tabela 3.1.

As estruturas de HT-1 foram caracterizadas através da analise dos espectros de
massas, CG-EM (Tabela 3.1) e com auxilio de RMN de 'H, "°C, DEPT e COSY (Figuras
3.1e 3.2, pag. 49 ¢ 50).

Tabela 3.1.: Esteres metilicos caracterizados através de dados extraidos da cromatografia

de HT-I por CG-EM

Tempo de Ester metilico Pico Base Massa

Retenc&o (min) [m/z — 100%)] M"]
11,01 8-oxo0-octanoato de metila 43 172
14,58 nonacenoato de metila 74 170
15,30 decenoato de metila 55 216
15,56 hexadecenoato de metila 43 286
17,43 eicosenoato de metila 43 340
19,46 tetracosenoato de metila 43 380

Coluna Apolar/ Solvente CHCls.
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3.1.2. Determinacéo estrutural de HT-II

O triterpeno glicosilado HT-I1 foi isolado a partir do fracionamento do extrato
hexanico (Ht-H) de H. transalpinum var. transalpinum Vell (1%. Coleta) como descrito no

Esquema 2.1. (capitulo 2).

Me

Me, Me

Me
Me

Glu(B)O

(HT-11)

A identificacdo foi realizada a partir dos espectros de RMN de 'H (Figura 3.3,
pag 51). Os valores de deslocamentos de RMN de "°C apresentaram-se idénticos aos do

triterpeno 3-B-O-B-D-glucopiranosil-sitosterol (Tabela 3.2, pag 52). ®
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Tabela 3.2.: Dados de RMN de "*C de HT-I1 e de sitosterol glicosilado *

No. C HT-1I 3B-Op-D-glicopiranosil sitosterol *
1 37,24 37,2
2 29,26 29,7
3 78,51 80,0
4 39,15 38,9
5 140,91 140,3
6 121,90 122,1
7 31,86 31,8
8 31,98 31,9
9 50,17 50,1
10 36,74 36,7
11 21,07 21,0
12 39,76 39,7
13 42,30 423
14 56,67 56,7
15 24,30 243
16 28,34 28,2
17 56,09 56,0
18 11,75 11,8
19 19,20 19,3
20 36,21 36,1
21 18,79 18,8
22 34,01 33,9
23 26,18 26,0
24 45,86 45,8
25 30,07 29,5
26 18,99 19,0
27 19,76 19,8
28 23,18 23,0
29 11,93 11,9
1’ 102,52 102,2
2’ 75,25 75,0
3’ 77,98 77,0
4 71,58 71,3
5 78,40 78,1
6’ 62,71 62,5

Os espectros de HT-11 e de 33-OB-D-glicopiranosil sitosterol foram obtidos em CDClI;.
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3.1.3. Andlise estrutural de HT-111

A substancia HT-111 foi isolada da fracdo alcaloidica obtida da extracao acido-
base ralizada com o extrato bruto etandlico, da 2* coleta de H. transalpinum var.
transalpinum (Ht-ET). Os extratos alcaloidicos Ht-B-1, extrato diclorometanico ¢ Ht-B-2,
extrato de acetato de etila foram fracionados por CC e CCDP até obtengdo de compostos
consideravelmente puros. O alcaléide HT-111 foi isolado do fracionamento de Ht-B-1 onde
se obteve depois de seco um solido amorfo alaranjado, como descrito no capitulo 2

(Esquema 2.1).

(HT-111)

A estrutura de HT-111 foi elucidada com base na analise dos espectros de RMN
de 1H, 13C, DEPT, COSY, HMBC, HMQC, NOESY e por comparacao destes com 0s
dados descritos na literatura para subulacina (1PB,2p-epoxi-1a-hidroximetil-8o-
pirrolizidina) ja isolada anteriormente de Heliotropium transalpinum var. transalpinum
Vell., ** de Crotalaria trifoliastrum Wild. (Leguminoseae) e, > *' de Heliotropium

subulatum Hochst. (Boraginaceae). *®

Dados de HT-111:

RMN de 'H, 300,06 MHz/CDCls, 8 ppm (Figura 3.4, pag 60) e RMN de "°C,
DEPT, 75,5 MHz/CDCl; (Figura 3.5, pag 61), 6 ppm, estdo descritos na Tabela 3.3.
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RMN 2D de 'H (COSY), 300,06 MHz/CDCls, § ppm, (Figura 3.6, pag 62),

com os dados descritos na Tabela 3.4

RMN 2D de 'H e *C (HMQC), 75,5 MHz/CDCls, & ppm, (Figura 3.7, pag 63),

e dados relacionando hidrogénios e carbonos descritos na Tabela 3.3

RMN 2D de 'H ¢ "*C (HMBC), 75,5 MHz/CDCls, & ppm, (Figura 3.8, pag 64)

e dados relacionando hidrogénios e carbonos descritos na Tabela 3.4.

RMN 2D de 'H (NOESY), 300,06 MHz/CDCls, § ppm, (Figura 3.9, pag 65),

com os dados descritos na Tabela 3.5.

EM nv/z (int. rel. %): 155 (11,2) [M™]; 124 (8,9); 122 (8,1); 96 (9,4); 71 (6,9);
70 (100,0); 68 (7,9); 55 (49,5); 54 (9,2); 43 (15,1); 42 (20,8); 41 (31,0) e 39 (13,1).

O espectro de RMN de "*C/ DEPT de HT-111 apresentou sinais concordantes
com os de alcaloide pirrolizidinico, mostrando deslocamentos correspondentes ao
esqueleto pirrolizidinico em & 53,9 (C-3) e 56,6 (C-5), que sdo os carbonos metilénicos
vizinhos do 4tomo de nitrogénio. Os sinais em 0 27,2 e 25,5 relativos aos carbonos
metilénicos C-6 e C-7, respectivamente, confirmam que um dos anéis do sistema
pirrolizidinico ndo possui substituintes. O deslocamento em 6 59,6 (C-9) sugere um grupo

hidroximetilénico em um dos anéis.

1 13 A 1
Os deslocamentos de H e de °C da substdncia em andlise apresentaram-se

46, 47, 49

idénticos aos de subulacina (1), que possui além do esqueleto pirrolizidinico um

anel epoxido nos carbonos C-1 e C-2, caracterizados pelos sinais em & 72,2 (C) e 64,7

(CH).

Além da coincidéncia dos valores de deslocamentos de RMN de 'H e de "°C
com os da literatura, evidencia-se pelo mapa de contorno de RMN de 'H (COSY) a
correlacdo de hidrogénios metilénicos geminais oy 3,00 com &y 3,15 (H-3B e 3a), on 2,60
com Oy 3,03 (H-5a e 5b), oy 1,82 com oy 1,95 (H-6a e 6b), oy 1,76 com oy 1,90 (H-7a e
7b) e oy 3,85 com Oy 3,95 (H-9a e 9b).
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Tabela 3.3.: Dados de deslocamentos de RMN de 'H e de 3C de HT-111 e de 1 °

HT-111

N° H/C § B¢

1 72,2
2 64,7
3 53,9
5 56,6
6 27,2
7 25,5
8 63,9
9 59,6

8'H (J em Hz)

3,68 sl
3,15dd (13,8 ¢ 0,6)
3,00 d (13,8)
2,60 m
3,03 sobreposto
1,82 m
1,95 m
1,76 m
1,90 m
3,57dd (6 e7,5)
3,85d(12,9)
3,95d(12,9)

s Bc
72,0
64,4
53,7
56,3
26,9

25,3

63,7
59,7

3,63
3,09
2,95
2,54
3,00
1,68
1,95

3,51
3,85

Espectros e mapas de contorno de HT-111 e 1 foram obtidos utilizando como solvente CDCl;.
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Tabela 3.4: Correlagdes homonucleares de RMN 2D (COSY) e heteronucleares (HMBC)

de HT-I111
H COSY HMBC
& multiplicidade posicdo posicdo
N°H (J em Hz) (J em Hz) ()
1
2 3,68 sl H-3a (0,6) C-3(53.,9)
H-3pB
30 3,15dd (13,8 ¢ 0,6) H-33 (13,8)
H-2 (0,6)
3B 3,00d (13,8) H-3a (13,8) C-1(72,2); C-5 (56,6);
H-2 C-8 (63.9)
Sa 2,60 m H-5b (sobreposto)
H-6a / H-6b
5b 3,03 sobreposto H-5a
H-6a / H-6b
6a 1,82 m H-6b
H-7a/H-7b
6b 1,95 m H-6a
H-7a/H-7b
7a 1,76 m H-7b
H-8 (6 ou 7,5)
H-6a / H-6b
7b 1,90 m H-7a
H-8 (6 ou 7,5)
H-6a / H-6b
8 3,57dd (6 e7,5) H-7a (6 ou 7,5)
H-7b (6 ou 7,5)
9a 3,85d(12,9) H-9b (12,9) C-1(72,2); C-2 (64,7);
C-8 (63.9)
9b 3,95d(12,9) H-9a (12,9) C-1(72,2); C-2 (64,7);
C-8 (63.9)
Espectros e mapas de contornos de HT-I11 foram obtidos utilizando como solvente CDCl;.

A correlagio a trés ligagdes no mapa de contorno de 'H (COSY) ¢ verificada
para os sinais em oy 3,57 com oy 1,76/ 1,90, relativas as correlagcdes de H-8 com H-7a e
7b; Oy 3,68 com Oy 3,15, sendo H-2 com um dos hidrogénios da posi¢ao 3 (H-3a); oy
1,82/1,95 com &y 3,03 € oy 2,60, sendo H-6a/6b com H-5a e com H-5b €, &y 1,76/1,90 com
on 1,82/1,95, sendo H-7a/7b com H-6a/6b.
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Verifica-se também no mapa de contorno de 'H (COSY) o acoplamento de H-2
Oy 3,68) com os hidrogénios H-9, oy 3,85 e oy 3,95 (H-9a e H-9b), sugerindo

possivelmente um acoplamento em “W”.

No mapa de contorno de HMBC observam-se as correlagdes dos hidrogénios
H-9 (6y 3,85 € 3,95) com o carbono C-1 a duas ligagdes (3¢ 72,2) e com os carbonos C-2 e
C-8 a trés ligagdes (O¢c 64,7 ¢ O¢ 63,9, respectivamente). Ainda pode-se observar as
correlacdes do hidrogénio H-3p (8i 3,00) com os carbonos C-1, C-5 e C-8 a trés ligagdes
(O¢c 72,2, 8¢ 56,6 € d¢ 63,9, respectivamente) e do hidrogénio H-2 (0 3,68) com o carbono
C-3 (8¢ 53.9), a duas ligagdes.

Outras correlagdes de menor intensidade sejam por duas ou por trés ligagdes
sdo vistas no mapa de contorno de HMBC que também sdo concordantes com a estrutura

proposta para HT-111.

No mapa de contorno de NOESY de HT-I11 (Figura 3.9), observa-se, além da
vizinhanga fisica entre hidrogénios geminais, a vizinhanca fisica entre os hidrogénios H-5
(0 2,60 e oy 3,03) com os H-6 (0 1,82 e 0y 1,95) e, um dos hidrogénios de H-7 (dy 1,90)
com o H-8 (6 3,57).

Observa-se também, um sinal pequeno no espectro de NOESY, sugerindo
interagdo entre os hidrogénios H-2 (6 3,68) e H-8 (0y 3,57), indicando que estes dois
hidrogénios estariam na posi¢do o. Assim confirma-se a estereoquimica de HT-I111 como

1B,2B-epoxi-1a-hidroximetil-8a-H-pirrolizidina (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5.: Correlagdes do mapa de contorno de 'H (NOESY) de HT-I11

'H NOESY
d multiplicidade d multiplicidade
No.H (J em Hz) (posicao)
1
2 3,68 sl 3,57 (H-8)
3a 3,00d (13,8)
3b 3,15dd (13,8 € 0,6)
Sa 2,60 m 3,03 (H-5b)
1,82 (H-6a) / 1,95 (H-6b)
5b 3,03 sobreposto 2,60 (H-5a)
1,82 (H-6a) / 1,95 (H-6b)
6a 1,82 m 1,95 (H-6b)
6b 1,95 m 1,82 (H-6a)
7a 1,76 m 1,90 (H-7b)
1,82 (H-6a) / 1,95 (H-6b)
3,57 (H-8)
7b 1,90 m 1,76 (H-7a)
3,57 (H-8)
8 3,57dd (6e7,5) 1,90 (H-7b)
3,68 (H-2)1
9a 3,85d(12,9) 3,95 (H-9b)
9b 3,95d(12,9) 3,85 (H-9a)
A andlise dos dados acima exposta confirmou que HT-IIl ¢ o alcaloide

pirrolizidinico conhecido como subulacina ou 1,23-epdxi-1a-hidroximetil-pirrolizidina e
os dados da literatura existentes para esta substincia confirmaram a estrutura e

estereoquimica proposta.

Verificou-se que a elucidacdo estrutural publicada para este alcaldéide encontra-
se com dados de RMN de 'H incompletos ou mesmo com alguns equivocos em
elucidacdes por alguns pesquisadores. 46,47, 48,49 Como pode ser observado na Tabela 3.3
concluimos as atribui¢des dos hidrogénios H-7a, H-7b e H-9b que se encontravam

. . I ,. . 48, 49
incompletos nas atribui¢des do alcaloide subulacina.
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A seguir apresentamos a conformagdo mais estdvel adotada para subulacina
através de calculos que empregam o método ab initio HF (Hatree Fock) para otimizagdo da

geometria da molécula e o conjunto de bases 6-31G*, programa Gaussian 98.

J J

llustracdo 3.1.: Representagdo da conformag¢do de mais baixa energia adotada pela

molécula do alcaloide subulacina.

A andlise dos dados obtidos dos espectros e mapas de contorno de RMN
unidimensional e bidimensional de 'H e de *C de HT-1II, do espectro de massas e dos
dados publicados sobre o alcaldide subulacina ou 1B3,2p-epdxi-1a-hidroximetil-8o-

pirrolizidina (1) confirmaram a estrutura de HT-II1.
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3.1.4. Andlise estrutural de HT-1V

A substancia HT-1V foi isolada na forma de s6lido amorfo marrom amarelado,
do extrato de alcaldides obtido da extracdo acido-base realizada com o extrato bruto
etandlico (Ht-ET). O alcaldéide HT-1V foi isolado do fracionamento de Ht-B-2 (extrato
alcaloidico de acetato de etila) e apresentou diferencas de Rfs consideraveis quando

cromatografada junto com a substancia subulacina. (HT-111).

A analise dos dados de RMN de HT-1V mostrou muita semelhanga destes com

os do alcaldide subulacina (1p,2B-epoxi-1a-hidroximetil-pirrolizidina) *" 49

, anteriormente
isolado, mas com dois sinais de carbono a mais no espectro de RMN de ’C, sugerindo
pelos valores de o¢c 176,2 e 22,4 um grupamento acetil. Isto nos levou a propor,
inicialmente, a estrutura de HT-1V como sendo de um derivado acetilado de subulacina

(1), com um grupo acetdxi-metilénico ligado ao C-1.

No entanto, como os valores de deslocamento para H-9 ¢ C-9 mostraram-se
praticamente idénticos aos da subulacina (1), descartamos essa hipdtese, uma vez que no
composto acetilado estes hidrogénios e carbono deveriam ser desblindados, tendo entdo
maiores valores de deslocamento quimico. Desta forma, propds-se que estes sinais seriam
de um sal de acetato que estaria como contra ion do alcaldide subulacina, explicando desta

maneira as diferencas de Rfs.

O espectro de massas de HT-1V apresentou o [M™*] em m/z 215 (155 +
CH3COO™ + H"), referentes as massas do alcaldide subulacina (m/z 155) formando um sal
com o acido acético (m/z 60) e, também, outras massas idénticas aquelas encontradas no

espectro de massas de subulacina (HT-111), mostrando o mesmo padrdo de fragmentacao.
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3.1.1.5. Anélise estrutural de HT-V

O composto HT-V foi isolado como um sélido amorfo alaranjado do
fracionamento de Ht-B-2 (extrato alcaloidico de acetato de etila) como organizado no

Esquema 2.2 (capitulo 2).

Os dados de RMN de HT-V foram idénticos aos verificados para HT-I1I, o

alcaldide 1B-2B-epoxi-1a-hidroximetil-pirrolizidina (subulacina). *"+#

3.1.6. Analise estrutural de HT-VI

A realizagdo de varias CC flash de Ht-B-2 (extrato alcaloidico de acetato de
etila, como ilustrado no Esquema 2.2) levou ao isolamento de HT-VI, que foi obtido na
forma de cristais so6lidos amarelados. Os dados dos experimentos de RMN e de EM de HT-

V1 estdo relacionados a seguir:

RMN de 'H de HT-VI, 300,06 MHz/ CD;0D, & ppm (Figura 3.10, pag. 76) e
RMN de C, DEPT, 75,5 MHz/ CD;OD (Figura 3.11, pag. 77), & ppm, os valores de

deslocamentos estio descritos na Tabela 3.6.

Dados de RMN 2D de 'H (COSY) de HT-VI, 300,06 MHz/ CD;0D, & ppm,
(Figura 3.12, pag. 78) estdo descritos na Tabela 3.7.

Dados de RMN 2D "°C e '"H (HMQC) de HT-VI, 75,5 MHz/ CD;OD, & ppm,

(Figura 3.13, pag. 79) relacionando hidrogénios e carbonos estio descritos na Tabela 3.6.

Dados de RMN 2D "*C ¢ 'H (HMBC) de HT-VI, 75,5 MHz/ CD;OD, & ppm,

(Figura 3.14, pag. 80) relacionando hidrogénios e carbonos estdo descritos na Tabela 3.7.

RMN de 'H (diferencas de NOE) de HT-VI, 300,06 MHz/ CD;0D, & ppm,

pode ser visualizado na Figura 3.15, pag. 81.
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EM m/z (int. rel. %): 155 (3,6) [M"']; 138 (3,0); 124 (3,9); 112 (2,6); 96 (5,7);
83 (13,5; 71 (6,2); 70 (100,0); 68 (5,7); 55 (16,3); 43 (10,8); 42 (12,3); 41 (19,1) € 39 (7,0).

Os dados espectroscopicos de RMN de HT-VI (Figuras 3.10 a 3.15 e Tabelas
3.6 e 3.7) levaram a sugestdo da estrutura 47, na qual, ao invés do anel epoxido 1P, 23

como em (1) sugere-se um anel epoxido la, 2a.

Tabela 3.6.: Dados de deslocamentos de RMN de 'H e de °C de HT-VI (47) ¢

da subulacina (1)

(47) (1)
HT-VI Subulacina
N° H/C §BC 8'H (J em Hz) 8"°C 8'H (J em Hz)
1 83,7 70,9
2 65,2 4,59d (3,6) 63,4 3,95 sobreposto
3 62,3 3,81dd (3,6 ¢ 12,9) 54,0 3,38 d (13,8)
3,89d (12,9) 3,79dd (13,8 ¢ 1,2)
5 56,2 3,23 m(11,4) 58,4 2,97m (5.,4)
3,50m (11,4 € 6,3) 3,62m
6 27,9 2,08 m 27,1 1,96 m
2,23 m 2,24 m
7 25,0 2,00 m 26,2 2,19 m
2,30 m 2,26 m
8 72,1 4,31dd (4,2¢8,7) 67,9 4,45 dd (6,3 ¢ 8,1)
9 64,0 3,69d (11,4) 60,2 3,97 d (12,9)
3,93d(11,4) 3,78 d (12,9)

Espectros e mapas de contorno de HT-VI (47) e da Subulacina (1) foram obtidos utilizando como solvente o
CD;OD.
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O alcaléide (47) foi obtido através de sintese por Culvenor e colaboradores
(1967), e teve sua estereoquimica definida pela comparacio dos dados de RMN de 'H com
os de subulacina (1). *’ Os autores basearam seus estudos no efeito do grupo epoxido (1o,

2aem 47 e 1B, 23 em 1) sobre o deslocamento quimico de H-3 e H-8.

(47) (1)

Em nosso trabalho foram utilizadas dados de experimentos de RMN 2D de
COSY e de HMBC (Tabela 3.7), de diferencas de NOE ,de RMN de °C e também ,
comparagdo com os dados da subulacina (1), para a determinagdo da estereoquimica de

HT-VI (47).

No experimento de RMN de COSY HT-VI ndo se verifica o acoplamento em
“W” dos hidrogénios H-2 com os H-9a e H-9b, como observado no caso da subulacina (1).
Isto indica que este hidrogénio H-2 (0 4,59; dubleto) se encontra em posi¢ao 3, onde se
pode verificar no desenho de otimizacdo da molécula (llustragdo 3.2) que este

acoplamento em “W” nao mais existiria.

No espectro de RMN de diferengas de NOE de HT-VI (Figura 3.15) nao foi
verificada interacdo dos hidrogénios H-2 (0y 4,59) com o H-8 (0y 4,31). Desta forma,
sugere-se que estes estejam de lados opostos do esqueleto pirrolizidinico do alcaldéide HT-

VI como se propde na estrutura (47).
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Tabela 3.7: Correlagdes homonucleares de RMN 2D de COSY e heteronucleares de RMN
2D de HMBC de HT-VI

i COSY HMBC
& multiplicidade posicdo posicdo
N°H (J em Hz) (J em Hz) 6”0
1
2 4,59 d (3,6) H-30 (3,6) C-3 (62.,3)
H-3p
30 3,81dd (12,9 ¢ 3,6) H-3B (12,9)
H-2 (3,6)
3B 3,89.d (12,9) H-30 (12,9) C-1(83,7); C-5 (56,2);
H-2 C-8 (72,1)
5a 323 m(11,4) H-5b (11,4)
H-6a / H-6b (6,3)
5 3,50m(11,4¢6,3) H-5a (11,4)
H-6a / H-6b
6a 2,08 m H-6b
H-7a/ H-7b
6b 2,23 m H-6a
H-7a/ H-7b
Ta 2,00 m H-7b
H-8 (4,2 ou 8,7)
H-6a / H-6b
7b 2,30 m H-7a
H-8 (4,2 ou 8,7)
H-6a / H-6b
8 4,31 dd (6 ¢7,5) H-7a (4,2 ou 8,7)
H-7b (4,2 ou 8,7)
9 3,69 d (11,4) H-9b (11,4) C-1(83,7); C-2 (65,2);
C-8(72,1)
9b 3,93 d (11,4) H-9a (11,4) C-1(83,7); C-2 (65,2);
C-8 (72,1)

A comparacdo dos deslocamentos de BC com os dos compostos (54) e (55)
relatados na literatura (Tabela 3.8) foi também utilizada para a proposi¢do da
estereoquimica de HT-VI. Observa-se que os valores de deslocamento quimico de HT-VI

sd0 mais coerentes com os do composto (55) com relagdo aos C-1, C-3 e C-5.

Os deslocamentos quimicos de C-1, C-3 e C-5 foram confirmados pelas

correlagdes, observadas no HMBC (Tabela 3.7), entre os sinais oy 4,59 (H-2) com &¢ 62,3
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(C-3); ou 3,81 (H-3) com &¢ 83,7 (C-1); d¢ 56,2 (C-5) e com 72,1 (C-8), além daqueles
entre H-9a/H-9b com C-1, C-2 e C-8.

Tabela 3.8.: Dados de deslocamentos de RMN de '*C de HT-VI, 54 ® ¢ 55 ®°

No. C HT-VI (8"°C) 54 (5"°C) 55 (5"°C)
1 83,7 80,2 82,5
2 65,2 38,9 33,3
3 62,3 55,7 64,1
5 56,2 53,8 60,0
6 27,9 25,1 25,1
7 25,6 27,7 28,5
8 72,1 70,9 70,9
9 64,0 67,8 65,6

Os valores de deslocamentos de RMN de 'H e de "°C e correlacdes observadas
pelo uso das técnicas de HMQC, HMBC, COSY e do espectro de massas apresentaram-se

coerentes com a estrutura proposta.

Para confirmag¢do desta estrutura foram realizados caculos computacionais
empregando-se o método ab initio HF (Hatree Fock) na otimiza¢do da geometria da
molécula. Com o conjunto de bases 6-31G*, programa Gaussian 98 obteve-se a
conformac¢ao mais estavel. A conformacdo de mais baixa energia adotada pela molécula

esta representada na llustragéo 3.2.
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llustragdo 3.2.: Representacdo da conformac¢do de mais baixa energia adotada pela

molécula do alcaloide 1a,2a-epoxi-1p-hidroximetil-8a-pirrolizidina.

Alguns valores de deslocamentos de RMN de 'H e também de °C das estruturas
47 e 1 sdo semelhantes outros variam bastante (ver Tabela 3.6). O valor de deslocamento
de °C de C-1 de HT-VI se encontra em 8¢ 83,7 enquanto que, na subulacina este valor (C-
1) se encontra em d¢ 70,9, isto se deve a diferengas na polarizagdo da molécula quando o
grupo epoxido estd em o ou em 3. Os valores de deslocamentos de C/H-2 em HT-VI em
d¢ 65,2/ dy 4,59 em comparac¢do com os de subulacina (CD;0D) na Tabela 3.6 (3¢ 63,4/

On 3,95) parece que ndo foram tao afetados.

Com intuito de explicar algumas destas diferencas espectrais dos dois isomeros,
calculos tedricos foram realizados com o Programa Gaussian 03. ° Para localizar a
estrutura mais estavel o grupo hidroxi-metilénico foi girado de 10 em 10 graus e a estrutura
pré-otimizada em cada uma das etapas. As geometrias mais estaveis dos compostos foram
otimizadas utilizando o nivel de teoria B3LYP/cc-pvdz. Estas estruturas apresentam
(Hustragdo 3.3) o grupo OH orientado em direcdo ao epoxido formando ligacdo de

hidrogénio com o mesmo.
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O arquivo de saida dos calculos de otimizacao apresentam além de todos os dados
estruturais do composto os valores de momento de dipolo apresentados na Tabela 3.9.
Estes valores estdo de acordo com o observado experimentalmente durante o isolamento
dos compostos, onde a subulacina apresentou um menor tempo de retengdo em relagdo ao

la,2a-epoxi-1B-hidroximetil-8a-pirrolizidina.

De acordo com a Tabela 3.6 observa-se para a subulacina, um dubleto de
dubletos (13,8 e 1,2 Hz) apenas para H-3a.. No caso do composto alfa, um dubleto de
dubletos (12,9 e 3,6 Hz) ¢ observado apenas para o H-3p. Estes acoplamentos estdo de
acordo com os valores dos angulos diedros formados entre estes hidrogénios e o H-2. Na
subulacina o diedro H2-C2-C3-H3 e no composto alfa o diedro H2-C2-C3-H3a estao

muito proximos de 90°, ndo se observando, portanto o acoplamento entre estes hidrogénios.

llustracdo 3.3.:  Estruturas otimizadas (B3LYP/cc-pvdz) para os alcaloides subulacina e

la,2a-epoxi-1B-hidroximetil-8a-pirrolizidina

Tabela 3.9.: Dados estruturais e momento de dipolo para os alcaldides

Subulacina la,20-epoxi-1B-hidroximetil-8a.-
pirrolizidina
1 (D) 0,8226 2,5586
~ C2-C3-N (°) 106,3 104,6
¢ H2-C2-C3-H3a (°) 139,7 108,1
¢ H2-C2-C3-H3B (°) 78,0 46,8
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Embora a diferenca principal com respeito a estrutura dos dois compostos seja
apenas a posi¢do alfa ou beta do epdxido, foram observados diferencas significativas na

blindagem de alguns 4tomos de carbono.

Para investigar estes efeitos de blindagem observados, foram realizados calculos
de interagdes de orbitais utilizando a teoria dos orbitais naturais de ligacdo (NBO). %" Estas
interagdes podem refletir a transferéncia eletronica (efeito hiperconjugativo) entre os
orbitais localizados nestes atomos, de forma que podemos determinar a diferenga entre as
energias de transferéncia eletronica envolvida na doacao e recep¢do. Em outras palavras, ¢

possivel avaliar variacao da densidade eletronica sobre o &tomo em questao.

Considerando o exposto, foram analisadas todas as interacdes entre orbitais
doadores e aceptores envolvendo C-1 e C-8 para ambos os compostos. Os somatérios
dessas energias estdo apresentados na Tabela 3.10. Através dos dados obtidos, pode-se
notar que o C-1 na subulacina recebe uma maior densidade eletronica que no alcaldide
la,2a-epoxi-1B-hidroximetil-8a-pirrolizidina, sendo, portanto este carbono mais blindado.
Da mesma forma, observa-se que o C-8 na subulacina doa menos densidade eletronica
através da hiperconjuga¢do, ocasionando desse modo, uma maior blindagem sobre este

atomo.

Tabela 3.10.: Energia de interacdo (kcal/mol) entre orbitais doadores e aceptores obtidas

pela anélise de NBO.
Subulacina 1o, 2a-epOxi-1p-hidroximetil-8a-
pirrolizidina
C-1 C-8 C-1 C-8
NBO doador 48,45 37,14 49,30 36,75
NBO aceptor 60,39 30,72 57,29 27,54
Diferenca’ -11,94 6,42 -7,99 6,40

"Diferenca = NBO doador — NBO aceptor

No caso do C-3 os resultados obtidos através dos calculos de NBO foram

contrarios ao esperado, desse modo, ndo sdo as interagdes hiperconjugativas que
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determinam a blindagem deste atomo. Optou-se por investigar a influéncia dos fatores
estéricos envolvidos em cada um dos compostos. Considerando que a diferenga principal
entre os compostos ¢ a orientacdo do epdxido optou-se por gerar, a partir da analise de
NBO, os orbitais dos pares de elétrons livres do nitrogénio e do oxigénio do epdxido, para

visualizar as interagdes repulsivas entre os mesmos (llustracéo 3.3).

llustracéo 3.4: Interagdo repulsiva entre os pares de életrons livre do nitrogénio e do
oxigénio para subulacina e la,2a-epoxi-1B-hidroximetil-8ai-

pirrolizidina.

Pode-se notar que na subulacina, tanto o par de elétrons livre do nitrogénio
quanto do oxigénio (epoxido) exercem uma compressao estérica sobre o H-3a e H-3f,
respectivamente, ocasionando a blindagem no C-3. No caso de la,2a-epoxi-183-
hidroximetil-8a-pirrolizidina, a interacdo repulsiva entre os pares de elétrons livres do
nitrogénio e do oxigénio, faz com que eles se afastem um do outro, provocando uma
diminuicao nesta compressdo estérica. Para confirmar estas intera¢des repulsivas, os
angulos de ligagao C-2/C-3/N foram comparados para os dois compostos (Tabela 3.9). No
composto 1a,2a-epdxi-1B-hidroximetil-8a-pirrolizidina, o angulo de ligagdo ¢ menor
(104,6°) do que na subulacina (106,3°) de modo a diminuir a interacdo repulsiva entre os

pares de elétrons livres.
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3.1.7. Andlise estrutural de HT-VII

A substancia HT-VII foi isolada como um sélido amorfo marron amarelado, do
fracionamento de Ht-B-2. A analise dos espectros ¢ mapas de contorno de RMN de 'H e
de "C uni e bidimensionais, sugerem para esta substincia um esqueleto de alcaléide

pirrolizidinico como os alcaldides anteriormente identificados.

Dados de RMN de 'H de HT-VII, 300,06 MHz/ CD;OD, & ppm (Figura 3.16,
pag 85) e RMN de "°C, DEPT, 75,5 MHz/ CD;OD (Figura 3.17, pag 86), & ppm, estio

com os valores de deslocamentos descritos na Tabela 3.11.

Dados de RMN 2D de 'H (COSY) de HT-VII, 300,06 MHz/ CD;OD, & ppm,
(Figura 3.18, pag 87) estdo descritos na Tabela 3.12.

Dados de RMN 2D de "*C e de 'H (HMQC) de HT-VII, 75,5 MHz/ CD;0D, §
ppm, (Figura 3.19, pag 88) relacionando hidrogénios e carbonos estao descritos na Tabela
3.11.

Dados de RMN 2D "°C ¢ de 'H (HMBC) de HT-VII, 75,5 MHz/ CD;OD, & ppm,

podem ser visualizados na Figura 3.20, pag 89.

A substancia proposta para HT-VII ¢ a N-oxido de 13,2B-epdxi-1oa-hidroximetil-

pirrolizidina ou N-6xido de subulacina (48).

Os mapas de contorno COSY e de HMBC de HT-VII mostraram as mesmas
correlacdes entre os hidrogénios e carbonos que aquelas verificadas nos experimentos com

a subulacina (HT-111).

Os espectros de RMN de 'H e de "°C de HT-VII apresentam os mesmos nimeros
de sinais e multiplicidades que os de subulacina (1). No entanto, os carbonos C-3 (6¢ 70,1);
C-5 (8¢ 72,9) e C-8 (8¢ 84,1) e os hidrogénios destas posi¢des (Tabela 3.11) apresentam-se
bem mais desprotegidos que os do alcaléide subulacina (1), *" * desta forma sugeriu-se

que o nitrogénio deste alcaldide se encontra quaternarizado, na forma de N-o6xido.
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Tabela 3.11: Dados de deslocamentos de RMN de 'H e de °C de HT-VII e de 1% %

1)
N° 8 °C 8 °C §'H
1 68,5 70,9
2 61,1 3,94 d (1,5) 63,4 3,95 sobreposto
3 70,1 3,78 m (13,8) 54,0 3,38 d (13,8)
4,23 m (13,8) 3,79dd (13,8 ¢ 1,2)
5 72,9 3,35m 58,4 2,97 m (5,4)
3,46 m 3,62 m
6 25,0 2,37 m 27,1 1,96 m
1,94 m 2,24 m
7 25,7 2,08 m 26,2 2,19 m
2,08 m 2,26 m
8 84,1 4,21 sobreposto 67,9 4,45 dd (6,3 ¢8,1)
9 60,6 3,75d (13,2) 60,2 3,78 d (12,9)
3,90d (13,2) 3,97d (12,9)

Espectros e mapas de contorno de HT-VII e HT-V (1) foram obtidos utilizando como solvente CD;0D.

O alcaléide N-6xido de subulacina se encontra erroneamente descrito na
literatura como alcaldide majoritario isolado de Heliotropium subulatum por Malik e
Rahman (1988). *® Winkler ¢ Heckendorn esclareceram que tal atribuigdo se encontrava
equivocada, e que na realidade se tratava de 1f,2p-epoxi-la-hidroximetil-pirrolizidina
(subulacina).*” * Desta forma, até o momento ndo se tem relatado na literatura o

1solamento e a identifica¢ao de N-o6xido de subulacina.
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Os valores de deslocamento de RMN de °C e de 'H da substancia tida como
subulacina N-6xido por Malik ¢ Rahman, *® tém os valores de deslocamento de RMN de

46, 47 . i’
mas considerados para o alcaldide

'H descritos por Culvenor e colaboradores,
subulacina, isto &, HT-111 ¢ HT-V, do nosso estudo. Entretanto, os deslocamentos de *C
de C-3, C-5 e C-8, vizinhos do nitrogénio quaternario da subulacina N-6xido agora isolada

sdo bem diferentes da subulacina (1). *°

Tabela 3.12: Correlagdes homonucleares de RMN 2D de COSY ¢ de HMBC de HT-VII

H CcosY HMBC
& multiplicidade Posicao Posigao
N°H (J em Hz) (J em HZ) (8)

1

2 3,94d(1,5) H-3a; H-3b C-3(70,1)

3a 3,78 m (13,8) H-3b (13,8); H-2 C-1 (68.,5); C-5(72,9);
C-8 (84,1)

3b 4,23 m (13,8) H-3a (13,8); H-2 C-1 (68.,5); C-5(72,9),
C-8 (84,1)

Sa 3,35m H-5b; H-6a / H-6b

5b 3,46 m H-5a; H-6a / H-6b

6a 2,37 m H-6b; H-7a / H-7b

6b 1,94 m H-6a; H-7a / H-7b

7a 2,08 m H-7b; H-8; H-6a / H-6b

7b 2,08 m H-7a; H-8; H-6a / H-6b

8 4,21 sobreposto H-7a; H-7b

9a 3,75d(13,2) H-9b (13,2) C-1 (68,5); C-2 (61,1);
C-8 (84,1)

9b 3,90d (13,2) H-9a (13,2) C-1 (68,5); C-2 (61,1);
C-8 (84,1)

Espectros e mapas de contornos de HT-VII foram obtidos utilizando como solvente CD;0D.

A estrutura proposta para o alcaldide N-o6xido de 183,2B-epoxi-1a-hidroximetil-
pirrolizidina ou N-6xido de subulacina (HT-VII) foi confirmada pela analise dos dados
espectroscopicos de RMN de 'H e de °C e das técnicas bidimensionais de HMQC,
(Tabela 3.11) e de COSY ¢ HMBC (Tabela 3.12) e também por comparagao dos valores

de deslocamento deste com os do alcaldide subulacina.
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3.1.8. Andlise estrutural de HT-VIII

O alcaléide HT-VIIlI foi isolado como cristal amarelado a partir do
fracionamento por CC de Ht-B-2 e com a andlise dos espectros das técnicas uni e
bidimensionais de RMN de 'H e de *C (Figuras 3.21 a 3.26) construiu-se as Tabelas 3.13
e 3.14.

Dados de HT-VIII:

RMN de 'H de HT-VI111, 300,06 MHz/ CD;0D, & ppm (Figura 3.21, pag. 93) e
RMN de 13C, DEPT, 75,5 MHz/ CD;0D (Figura 3.22, pag. 94), d ppm, estdo descritos na
Tabela 3.13.

RMN 2D de 'H (COSY) de HT-VIII, 300,06 MHz/ CD;0D, 6 ppm, podem ser
visualizados na Figura 3.23 (pag. 95), estdo descritos na Tabela 3.14.

RMN 2D de C e de '"H (HMQC) de HT-VIII, 75,5 MHz/ CD;OD, & ppm,
podem ser visualizados na Figura 3.24 (pag. 96) e, relacionando hidrogénios ¢ carbonos

elaborou-se a Tabela 3.13.

RMN 2D de "°C e de '"H (HMBC) de HT-VIII, 75,5 MHz/ CD;OD, & ppm,
podem ser visualizados na Figura 3.25 (pag. 97).

RMN de '"H (NOE diferencial) de HT-VIII, 300,06 MHz/ CD;OD, & ppm,
podem ser visualizados na Figura 3.26 (pag. 98): Espectros de diferengas de NOE.

EM m/z (int. rel. %): 173 (3,4) [M"']; 98 (24,6); 84 (13,4); 83 (100,0); 82
(26,9); 83 (13,5; 71 (8,1); 70 (44,0); 69 (11,0); 55 (47,0); 44 (27.,2); 43 (28.9) e 41 (29,5).

O espectro de RMN de 'H de HT-VIII apresentou sinais em regides proximas
as dos alcaldides anteriormente discutidos, sendo entdo caracteristicos do nucleo
pirrolizidinico. Os dubletos em &y 3,90 e 3,61, com constante de acoplamento J = 12,3 Hz

indicaram a presenca do grupo hidroxi-metilénico.
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Os valores dos deslocamentos de RMN de °C sugerem um sistema heterociclico
pirrolizidinico como os dos compostos anteriomente isolados e identificados, sendo 5
(CHy), 2 (CH) e 1 (C). A inexisténcia de sinais de RMN de C com valores de
deslocamentos correspondentes ao grupo 1,2-epoxido em d¢ 70 a 72 (C-1) e d¢ 64 a 65 (C-
2) sugerem que este alcaléide ndo possua o grupo epoéxido. No lugar destes sinais acima
citados, tem-se outros mais desprotegidos em d¢c 82,3 e ¢ 84,4 correspondentes a um

carbono ndo ligado a hidrogénios (C) e a um CH, respectivamente.

No espectro de HMBC observa-se a correlagao do sinal em 6¢ 82,3 com o H-7
(0 2,16) e do sinal em &¢ 84,4 com os dos hidrogénios H-8 (6 3,99) e H-9a/ H-9b (6 3,90 ¢
3,61).

Estes dados sugeriram a estrutura de um alcaldéide 1,2-di-hidroxi-1-

hidroximetil-pirrolizidina para HT-VIII.

A Tabela 3.13 mostra uma comparac¢éo dos dados de RMN de HT-VIII com os
de um alcaléide pirrolizidinico descrito na literatura, a currassanecina (54), isolada da

espécie Heliotropium currassavicum. ® e que contém um grupo hidréxi em C-1.

A principal diferenca ¢ no carbono C-2, pois onde em HT-VIII observa-se o
valor de o¢ 84,4, em 54 verifica-se o valor de d¢ 38,9, o que € coerente com o efeito de
desprotecdo causado pela introdu¢do de um grupo hidroxila no C-2 em HT-VIII. Os
carbonos adjacentes a C-2, no caso C-1 (8¢ 82,3) e C-2 (8¢ 59,2) também apresentam uma
desprotecdo em relacdo aos mesmos carbonos de 54, devido ao efeito-f resultante da

introducao do grupo hidroxila no C-2.
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Tabela 3.13.: Dados de deslocamentos de RMN de 'H e de '°C de HT-VIII e (54) ®.

OH

/

OH

" T
L

.

HT-VIII (54)
N° §BC 8'H (J em Hz) s BC 8'H (J em Hz)
1 82,3 80,2
2 84,4 4,81d(3,3) 38,9 2,30 dt
2,22 dt
3 59,2 3,86 d (12,0) 55,7 3,35m
3,38 dd (12,0 e 3,3) 3,00 m
5 55,9 3,06 dt (10,8 € 6,6) 53,8 3,11m
3,36 sobreposto 2,78 m
6 28,0 1,95 m 25,1 1,79 m
2,16 m
7 24,6 1,88 m 27,7 2,39 m
2,26 m 2,03 m
8 72,3 3,99 dd (4,8 e 8,7) 70,9 3,36 t
9 63,9 3,61d(12,3) 67,8 3,98 s
3,90d (12,3) d

Espectros e mapas de contorno de HT-VII1 ¢ (54) foram obtidos utilizando como solvente CD;0D.

A estereoquimica foi determinada por diferengas de NOE, onde irradiando-se o
sinal em oy 3,99 (H-8) houve um aumento do sinal em 6y 3,90 e 3,61 (H-9a/H-9b) e em oy
1,88 (H-7a), mostrando que o H-8 e o grupo hidroxi-metilénico no C-1 encontram-se do
mesmo lado da molécula.

A irradiagdo de H-2 (0 4,81) resultou no aumento de sinal de H-3a (651 3,38) e

do H-9a (0n 3, 61) e H-9b (dn 3,90), desta maneira, confirmou-se a posi¢ao-fB para os

grupos hidroxi ligados ao C-1 e C-2.

A andlise dos dados espectroscopicos confirmou que HT-VIII ¢ o alcaloide

pirrolizidinico di-hidroxilado: 1a-hidréxi-metil-13, 2B-hidroxi-8aH-pirrolizidinico (49)

cujo isolamento e identificagdo nao foram encontrados na literatura.
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Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz/ CD;OD) de HT-VIII

Figura 3.21.:
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Mapa de contorno de RMN 2D de BC e de '"H (HMBC), 75,5 MHz/ CD;OD de HT-VIII

Figura 3.25.:
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3.1.9. Andlise estrutural de HT-1X

O composto HT-1X foi identificado como uma mistura, a partir dos espectros
de RMN de 'H e de "°C, que apresentaram sinais de deslocamento caracteristicos dos
compostos denominados, P-sitosterol e estigmasterol (Figuras 3.27 e 3.28, pag. 100 ¢
101). Com base na integragio dos sinais de deslocamento de 'H verificou-se que o

composto majoritario ¢ o -sitosterol.

Mew, A Me
Me 22

HO

B-sitosterol: 21, 23 — dihidro

Estigmasterol ~ A*!
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3.2.  Andlise das fracdes obtidas do fracionamento dos extratos de Heliotropium
procumbens Mill.

O extrato bruto etanélico - Hp-E (7 g) foi fracionado em coluna cromatografica
com 7 g do extrato etanolico. Deste fracionamento foram estudadas as subfragdes Hp-E-2
(220,6 mg), Hp-E-3 (658,6 mg), Hp-E-6 (1,2 g) e Hp-E-10 (0,9 g) que apresentaram menor
complexidade de constituintes quando analisadas por CCD. De Hp-E-2 foi isolado HP-I ¢
de Hp-E-3 foi isolado HP-II.

Da coluna cromatografica com 8 g do extrato basico (Hp-B) as fragdes Hp-B-3 a
Hp-B-6 e, Hp-B-10 foram as que apresentaram massa para se prosseguir o estudo quimico.
Dos procedimentos cromatograficos realizados com as fragdes de Hp-B, foram isolados

varios compostos caracterizados por experimentos de RMN como &cidos graxos.

O extrato hexanico de H. procumbens (0,8 g) foi submetido a CC em silica gel
fornecendo cinco fragdes Hp-H-1 a Hp-H-5. Na subfragdo Hp-H-5 foi isolado HP-I11 (4

mg) realizando sucessivas lavagens em metanol.

3.2.1. Analise cromatografica de HP-I

A fracdo HP-1 (120 mg) foi isolada da fracdo Hp-E-2 de CC realizada no extrato
bruto etandlico de H. procumbens (Hp-E), apresentou-se como um 6leo e foi analisada por
RMN e CG-EM. As Tabelas 3.14 e 3.15 relacionam os compostos caracterizados segundo

analise do tempo de retencdo e de espectro de masssas.
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Tabela 3.14.: Esters etilicos caracterizados através de CG-EM de HP-I
Tempo de Esters etilicos Pico Base Massa

Retencdo (min) [m/z — 100%] [M™]
13,63 Hexadecanoato de etila 88 284
14,58 Heptadecanoato de etila 88 298
15,30 Octadecenoato de etila 55 310
15,56 Octadecanoato de etila 88 312
17,43 Icosanoato de etila 88 340
19,46 Docosanoato de etila 88 368

Coluna Apolar/ Solvente CHCI;

Tabela 3.15.: Esteres aminados caracterizados através de CG-EM de HP-I
Tempo de Esters aminados Pico Base Massa
Retencdo (min) [m/z — 100%] [M™]
20,61 Docosanoato de etila (NH») 88 383
21,95 Tricosanoato de etila (NHp) 88 397
23,43 Tetracosanoato de etila (NH») 88 411
25,21 Pentacosanoato de etila (NHp) 88 425

Coluna Apolar/ Solvente CHCl;

3.2.2. Analise cromatografica de HP-11

A fracdo HP-I1 (20 mg) isolado de Hp-E-3, apresentou-se como um o6leo e foi
analisada por técnicas de RMN e por CG-EM. A Tabela 3.16 relaciona os dados obtidos
pela andlise de CG-EM e a caracterizagdo dos compostos feita com base do valor de sua

massa e compara¢do com o banco de dados do aparelho.
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Tabela 3.16.: Esteres etilicos caracterizados através de CG-EM de HP-I1

Tempo de Esters etilicos Pico Base Massa
Retencdo (min) [m/z — 100%] M"]
7,90 Octanoato de etila 88 172
9,01 Dodecanoato de etila 88 228

Coluna Apolar/ Solvente CHCI;

3.2.3. Andlise cromatografica das demais fraces de Hp-E

A CC realizada com a fragdo Hp-E-6 resultou em 13 subfra¢des denominadas
Hp-E-6A ... Hp-E-6M. Nas fracdes Hp-E-6E, 6G, 6H, 61 e 6M foram separados vérias
vezes 0os mesmos pigmentos (clorofilas) de dificil identificacdo e por esse motivo ndo foi

possivel o estudo destas fragdes.

Todas as subfracdes da CC de Hp-E-10 (0,9 g) foram analisadas por CCD com
sistemas: 1) n-butanol:acido acético:agua - BAW e 2) metanol 100% em cuba saturada de
vapor de amodnia, mas estes ndo demonstraram diferencas nos Rfs das substancias onde

fosse possivel a separa¢do da mistura por CCDP.

O estudo dessas fragdes isoladamente rendeu 13 compostos. Estes compostos
foram analisados por RMN de 'H e de "°C, verificando se tratar de compostos de natureza

graxa.

3.2.4. Andlise estrutural de HP-I11

A partir dos espectros de RMN de 'H e de '>C HP-111 foi verificada a presenga de
uma mistura de compostos que apresentaram sinais de deslocamento caracteristicos dos
compostos denominados, P-sitosterol e estigmasterol ja caracterizada anteriormente do

estudo de H. transalpinum var. transalpinum Vell.
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3.3.  Estudo quimico de Tournefortia paniculata Cham.

O extrato etanolico (Tp-E) de Tournefortia paniculata Cham. rendeu 215,8 g e o

extrato hexanico (Tp-H) rendeu 0,8 g.

Uma extragdo de alcaldides (extracdo acido-base) foi realizada com o extrato
etandlico, na mesma seqiiéncia € com os mesmos solventes descritos no Esquema 2.2
(cap. 2) para a espécie Heliotropium transalpinum var. transalpinum. Foram obtidos os
extratos alcaloidicos de diclorometano (Tp-B-1) e acetato de etila (Tp-B-2). O extrato Tp-
B-2 foi submetido a experimento de CG-EM, com o propdsito de se comparar os tempos
de retencdo/espectro de massas com os dos alcaldides obtidos de H. transalpinum var.

transalpinum Vell, cujas estruturas foram elucidadas em nosso estudo.

Considerando o anteriormente exposto, uma analise de cromatografia em camada
delgada - CCD em diversos solventes foi realizada juntamente com o extrato alcaloidico
(Ht-B-2) e nao foi verificada a coincidéncia de Rfs com os alcaloides isolados de H.

transalpinum var. transalpinum.

A analise de Tp-B-2 por CG-EM revelou substancias com massas entre m/z 250-
340 para [M"], diferentes dos alcalédides isolados de Heliotropium transalpinum var.

transalpinum, que apresentaram massas entre m/z 155 ¢ 200 para [M"].

O rendimento do extrato alcaloidico realizado com Tp-B-1 foi muito baixo ¢ o

estudo quimico do mesmo ndo pode ser viabilizado.
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3.4. Estudo das atividades biologicas

Os resultados e a discussdo das atividades biologicas compreendem as avaliagdes
de letalidade frente a Artemia salina Leach., as atividades antiinflamatorias
(antiedematogénica em orelha de camundongo e por inducdo de pleurisia em ratos),
atividade antiproliferativa em células de cancer colo retal humano (HCT-116) e antiviral

em virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1).

3.4.1. Estudo do teste de letalidade frente a Artemia salina Leach

A avaliacdo da toxicidade frente a esta espécie de microcrusticeo deve-se ao fato
de que dados da literatura relacionam esta atividade com as atividades antifungica,

antimicrobiana, antiviral, parasiticida, antiproliferativa e tripanocida. >

Os extratos Hp-E e Hp-B de Heliotropium procumbens Mill (Tabela 3.17) néo

demonstraram atividade letal com os microcristaceos nas concentragoes testadas.

Tabela 3.17: Dados de atividade frente a A. salina para os extratos de Heliotropium

procumbens Mill.

Extratos/Fragoes Atividade para A. salina (% de Mortalidade em 24hs)
DL1o (ug/mL) DLso (ug/mL) DLgo (ng/mL)

Hp-E 65,7+6,8 * >1000 >1000

Hp-B 210+ 153 * >1000 >1000

Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA). * P < 0,05 foi considerado como nivel de significancia. Cada valor
representa a média de 4 curvas de % de mortalidade/concentragdo £ EPM de 4 amostras com 10 individuos
cada. Um grupo de individuos foi submetido apenas a imersdo em agua salina + DMSO (Concentragéo 0,0).

Hp-E = extrato etandlico de H. procumbens; Hp-B = extrato basico de H. procumbens.
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O extrato bruto de H. transalpinum var. transalpinum, Ht-ET, as fragdes obtidas
pela parti¢ao deste, Ht-Hex, Ht-CHClI3, Ht-AcOEt, Ht-BuOH, ¢ Ht-H,O e os extratos
alcaloidicos Ht-B-1 e Ht-B-2 foram testados em diferentes concentragdes para a
determinag@o das concentragdes necessarias para mortalidade de 10% (DLg), 50% (DLs)

e 90% (DLyo) dos micro crustaceos. Estes dados estdo compilados na Tabela 3.18.

Pela andlise dos dados pode-se verificar que o extrato etandlico (Ht-ET) e as
fragdes de hexano (Ht-Hex) e acetato de etila (Ht-AcOEt) apresentaram melhores
resultados que as demais fragdes, com letalidade em menores concentragdes. A fragao Ht-
AcOEt foi a que apresentou melhor resultado com valores de DL de 1,9; 6,2 € 9,7 pg/mL
para DLy, DLs € DLgy.

Tabela 3.18.: Dados de atividade frente a A. salina para os extratos de Heliotropium

transalpinum var. transalpinum Vell

Extratos/Fragdes Atividade para A. salina (% de Mortalidade)

DLjp (ng/mL) DLso (ng/mL) DLgo (ng/mL)
Ht-ET 2,5+0,9%* 8,9 £3,0* 85,6 +27,8*
Ht-Hex 2,3+0,9* 9,3+ 1,6% 68,9 + 8,9*%
Ht-CHCl; 31,2 +5,8*% 153,7 £ 16,8* 540,1 + 63,3*
Ht-AcOEt 1,9 £0,8% 6,2 £2,7* 9,7+3,7*
Ht-BuOH 45,1 £4,2%* 98,4 +17,7* 659,3 £ 35,9*
Ht-H,O 1544 +12,3* 349,6 + 51,1* 768,3 £53,0*
Ht-B-1 67,9 £9,4*% >1000 >1000
Ht-B-2 4,7+0,8*% 40,7 £ 15,8* >1000

Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA). * P < 0,05 foi considerado como nivel de significancia. Cada valor
representa a média de 4 curvas de % de mortalidade/concentragdo £ EPM de 4 amostras com 10 individuos
cada. Um grupo de individuos foi submetido apenas a imersdo em agua salina + DMSO (Concentragéo 0,0).
Ht-ET = extrato etandlico de H. transalpinum; Ht-Hex = parti¢do de hexano de H. transalpinum; Ht-CHCl;
= parti¢do de cloroformio de H. transalpinum; Ht-AcOEt = parti¢do de acetato de etila de H. transalpinum;
Ht-BuOH = parti¢do de n-butanol de H. transalpinum; Ht-H,O = parti¢do aquosa de H. transalpinum; Ht-
B-1 = extrato alcaloidico de diclorometano de H. transalpinum; Ht-B-2 = extrato alcaloidico de acetato de

etila de H. transalpinum.
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Com as amostras testadas da espécie Heliotropium transalpinum var
transalpinum bons resultados, isto ¢, alta letalidade dos microcrustaceos, foi obtida para o

extrato etanolico (Ht-ET), fragdes de hexano (Ht-Hex) e de acetato de etila (Ht-AcOE).

Os testes realizados nas particdes do extrato etanolico e no extrato basico de
Heliotropium procumbens Mill. ndo apresentaram letalidade frente a Artemia salina
significativa como as amostras testadas da espécie H. transalpinum var. transalpinum
Vell..

3.4.2 Efeito dos extratos totais de Heliotropium transalpinum var. transalpinum

e H. procumbens sobre a pleurisia em ratos

A administracdo intrapleural de carragenina (Cg) em grupos de animais pré-
tratados, via oral com solucdo salina 0,9 % (Cg + salina) ou dimetil sulfoxido 16 % (Cg +
DMSO) induziu uma resposta inflamatéria aguda, caracterizada por um aumento no
volume de exsudato pleural e no nimero de leucdcitos migrados para a cavidade, quando
comparada com parametros basais (obtidos de animais normais que receberam inje¢do de

PBS na cavidade pleural).

Os ensaios de atividade antiinflamatoria, verificada pelo modelo de pleurisia
induzida em ratos, dos extratos de Heliotropium transalpinum var. transalpinum Vell ¢ H.
procumbens ndo mostraram efeito significativo para ambas as espécies. A redugdo do
volume de exsudato inflamatério e a diminui¢do do nimero de células representativas da
resposta inflamatoria - leucocitos (Tabela 3.19) que seria esperado em uma atividade

antiinflamatoria ndo foram observados.

Assim os dados indicam que os extratos brutos das duas espécies vegetais nao

apresentam atividade antiinflamatoria sist€émica neste modelo experimental.

Os resultados da avaliagdo da atividade antiinflamatéria dos extratos etandlicos
de H. transalpinum var. transalpinum e H. procumbens foram estatisticamente processados

e tabelados (Tabela 3.19). Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao da
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média (E.P.M.). Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), seguida

pelo teste de Tukey. P < 0,05 foi considerado como nivel de significancia.

Tabela 3.19.: Efeito dos extratos etanolicos de Heliotropium procumbens e H.
transalpinum var. transalpinum (volume de exsudato pleural ¢ migragdo de

leucdcitos) em pleurisia induzida por carragenina (Cg) em ratos

Grupos Volume (mL) de exsudato Numero de leucdcitos/
inflamatério mm?®
Basal 0,10 6 700 + 450
Cg + salina (n = 4) 0,85+ 0,10 62310+ 8979
Cg + indo (n = 4) 0,42 £ 0,07 60270+ 3910
Cg + Ht-E (n = 6) 1,10 £ 0,05* 70 380 + 2 410*
Cg + Hp-E (n=4) 1,23 0,07 7221045 133

Carragenina (200 pg) foi o agente indutor da pleurisia. A solugdo salina de extratos vegetais, Ht-E (extrato
etandlico de Heliotropium transalpinum var. transalpinum) e Hp-E (extrato etandlico de H. procumbens) foi
administrada em dose unica de 500 mg/Kg nos ratos Wistar (180 — 220 g). A indometacina (indo)
administrada por dose oral de 5 mg/Kg, foi utilizada como antiinflamatdrio de referéncia (controle positivo).
Um grupo de animais recebeu apenas a injegdo intrapleural de PBS (Basal). Os valores representam a média
+ E.P.M. de grupos de 4 a 6 ratos, 4 hs apos inje¢do de carragenina. *P < 0,01 quando comparados aos

grupos controles. ANOVA (teste de Tukey).

3.4.3. Efeito dos extratos de H. transalpinum var. transalpinum e H.

procumbens sobre o0 edema de orelha em camundongos

A iniciativa da avaliagdo da atividade antiinflamatoria deve-se ao fato de que a
familia Boraginaceae compreende espécies consagradas popularmente como cicatrizantes
de uso externo. Particularmente pode-se citar a espécie Symphytom officinale (conhecida

como confrei) que tem essa atividade.

A avaliacdo da atividade antiedematogénica, antiinflamatdria topica, seria entdo o

pardmetro de atividade topica com maior relagdo com as atividades cicatrizantes acima
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citadas. Assim fez-se esse estudo etnofarmacologico, uma vez que a espécie H.
transalpinum (conhecida por boragem) ¢ usada em nossa regido como cicatrizante de
feridas, onde se abstrai relatos de que as folhas aquecidas em vapor de agua sao colocadas
nas feridas como um curativo. Essa atividade também se encontra documentada em

literatura direcionada a populagao leiga. 68

3.4.3.1. Efeito do extrato total e de fracbes de H. transalpinum var.

transalpinum sobre o edema de orelha em camundongos

A agdo antiedematogénica foi avaliada a partir de uma reag¢do inflamatoria
provocada na orelha de camundongo usando como agente irritante o 6leo de Croton que

induziu uma resposta inflamatéria bastante clara 6 hs ap6s a aplicacgdo topica.

O extrato etanolico de H. transalpinum wvar. transalpinum reduziu
significativamente a intensidade do edema nas doses de 2,5; 5,0 e 7.5 mg/ orelha
(lustracéo 3.5), onde foi observado porcentagem de inibi¢ao de edema semelhante para as
doses de Ht-E;5 =31 %, Ht-E5 = 31 % e Ht-E75 = 28 % e menor para a dose de Ht-E; 25
= 20 %, mostrando a uma diminui¢ao do efeito com a diminuicdo da dose (relagdo
dose/efeito). Desta forma, o extrato etanolico total de H. transalpinum var. transalpinum
tem efeito antiinflamatorio topico sobre edema em orelha de camundongo induzido por

6leo de Croton, e pode ser considerado como um antiinflamatorio para este modelo.

Os resultados da avaliagdo da atividade antiedematogéncia do extrato etanolico
de Heliotropinum transalpinum var. transalpinum foram expressados em termos de
porcentagem de inibigdo de edema (Tabela 3.20). No grafico de colunas apresentado na
llustracdo 3.5 pode-se comparar o resultado da avaliagdo da dose em relagdo a seu efeito

antiinflamatorio.
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llustragdo 3.5.: Grafico da avaliagdo da aplicagdo topica do extrato etanolico de H.

transalpinum var. transalpinum em edema de orelha

Seccéo da orelha

(mg)
20 5 .
1 Oleo de Croton
EEED 7 5 mg
15 4 o
EDBE . BT 5 mig
" —— A
09 o —1,25 mg
54 |
0 il

Oleo de Croton (200 pg/orelha). A solugdo do extrato etandlico de H. transalpinum var. transalpinum foi
administrada nas doses de 7,5; 5,0; 2,5; 1,25 mg/ orelha. Os valores representam a média + E.P.M. de 8

camundongos. "P<0,01 e P<0,05 quando comparado com controle. ANOVA (teste de Tukey).

Tabela 3.20.: Efeito da aplicagdo topica do extrato etandlico total de Heliotropinum
transalpinum var. transalpinum em edema de orelha induzida por 6leo de

Croton (porcentagem de inibi¢do de edema)

Tratamento (n) % Inibicéo
Oleo de Croton (n = 46) -
Ht-E75 (n=8)" 28
Ht-Eso (n=8)° 31
Ht-Ez5 (n=8)° 31
Ht-E1o5 (n=8)" 20

Oleo de Croton (200 pg/orelha). A solugdo do extrato etandlico de H. transalpinum var. transalpinum foi

administrada nas doses de 7,5; 5,0; 2,5; 1,25 mg/ orelha.
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Como complementagdo do estudo da atividade antiedematogénica de H.
transalpinum var. transalpinum foi conduzida a mesma avaliagdo nas fragdoes Ht-Hex, Ht-
CHCI3, Ht-AcOEt, Ht-BuOH, Ht-H,0 particionadas do extrato etandlico (descrito cap.
2) e, também das fragdes Ht-B-1 ¢ Ht-B-2 da extrac¢ao alcaloidica desta planta (Tabela
2.21).

Todas as fragdes, exceto Ht-B-1, foram solubilizadas ou suspendidas de forma
homogénea em acetona/dgua 7:3. A fracdo Ht-B-1 foi solubilizada em cloroféormio/agua
7:3 e para melhor analise uma aplicagdo com 6leo de Croton em cloroférmio/agua 7:3

também foi realizada (Tabela 3.22).

O resultado da atividade antiinflamatoria foi expresso em termos de porcentagem
de inibi¢do de edema como tabelado a seguir. Também no grafico de colunas apresentado
nas ilustracdes 3.6 ¢ 3.7 pode-se comparar o resultado da avaliagdo das fragdes em relagao

a seu efeito antiedematogénico.

Tabela 3.21.: Efeito da aplicagdo topica (porcentagem de inibigdo) das fracdes de
Heliotropinum transalpinum var. transalpinum em edema de orelha

induzida por 6leo de Croton (Acetona/agua 7:3)

Grupos % Inibicdo
Oleo de Croton (n = 18) -
Ht-Hex (n =8) 2,5
Ht-CHClz (n = 8) 14,9
Ht-AcOEt (n = 8)" 23,5
Ht-BuOH (n = 8)" 18,8
Ht-H,0 (n=8)" 16,1
Ht-B-2 (n=8)" 20,1

A solugdo de 6leo de Croton (200 pg/orelha) e das fragdes de H. transalpinum var. transalpinum, Ht-Hex =
fragdo de hexano, Ht-CHCI; = fra¢do de cloroférmio, Ht-AcOELt = fragdo de acetato de etila, Ht-BuOH =
fragdo de n-butanol, Ht-H,O = fra¢do aquosa e Ht-B-2 = fracdo alcaloidica de acetato de etila administradas

na dose de 2,5 mg/ orelha foram solubilizadas em acetona/dgua 7:3.
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llustracdo 3.6.:  Grafico da avaliagdo da aplicagdo topica das fragdes de H. transalpinum

var. transalpinum em edema de orelha

Secc¢do da orelha
(mg)
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A solugdo de 6leo de Croton (200 pg/orelha) e das fragdes de H. transalpinum var. transalpinum, Ht-Hex =
fracdo de hexano, Ht-CHCI; = fra¢do de cloroférmio, Ht-AcOEt = fragio de acetato de etila, Ht-BuOH =
fragdo de n-butanol, Ht-H,O = frag¢do aquosa ¢ Ht-B-2 = fragdo alcaloidica de acetato de etila administradas
na dose de 2,5 mg/ orelha foram solubilizadas em acetona/dgua 7:3. Os valores representam a média +
E.P.M. de 8 camundongos. P < 0,01 ¢ ~P < 0,05 quando comparado com controle. ANOVA (teste de
Tukey).

Tabela 3.22.: Efeito da aplicagdo topica (porcentagem de inibigdo) da fracdo Ht-B-1 de
Heliotropinum transalpinum var. transalpinum em edema de orelha

induzida por 6leo de Croton (cloroféormio/agua 7:3)

Grupos % Inibicdo
Oleo de Croton (n =4) -
Ht-B-1 (n=8)° 41,1

Oleo de Croton (200 pg/orelha) e a solugdo de Ht-B-1, extrato alcaloidico de diclorometano de H.
transalpinum wvar. transalpinum foram administrados na dose de 2,5 mg/ orelha suspendidos em

cloroférmio/agua 7:3.
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llustragdo 3.7.: Grafico da avaliagdo da aplicagdo topica da fragdo Ht-B-1 de H.
transalpinum var. transalpinum em edema de orelha induzida por 6leo

de Croton (cloroférmio/agua 7:3)

20 - .
T Oleo de Croton

Seccdo da orelha
(mg) il G Ht-B-1 (2,5 mg/Kg)

Oleo de Croton (200 pg/orelha) e a solugdo de Ht-B-1, extrato alcaloidico de diclorometano de H.
transalpinum wvar. transalpinum foram administrados na dose de 2,5 mg/ orelha suspendidos em
cloroformio/agua 7:3. ANOVA (teste de Tukey). P <0,01.

Com base nos resultados obtidos na avaliagdo da atividade antiedematogénica das
fracdes Ht-Hex (2,5 %), Ht-CHCl3 (14,9 %), Ht-AcOEt (20 %), Ht-BuOH (18,8 %), Ht-
H,O (16,1 %), observa-se uma menor porcentagem de inibi¢do em relagdo ao extrato
etandlico de H. transalpinum var. transalpinum (31%) (Tabelas 3.21 e 3.22). Esses dados
indicam que houve sinergismo entre os componentes do extrato total (Ht-E), consolidando

uma ac¢do antiedematogénica mais intensa que nas fragdes isoladamente.

Um dos componentes isolados do estudo quimico desta espécie foi o triterpeno,
B-sitosterol, cuja atividade antiinflamatoria por varios modelos experimentais t€ém sido
relatada. Sugere-se, entdo, que este triterpeno seja possivelmente um dos responsaveis pelo

efeito antiinflamatorio. *°
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3.4.3.2. Estudo da atividade antiedematogénica de H. procumbens

Os resultados da avaliagdo da atividade antiedematogéncia do extrato etandlico
de Heliotropinum transalpinum var. transalpinum foram estatisticamente processados e
tabelados (Tabela 3.23). Elaborou-se um grafico de colunas apresentado na llustracéo 3.8
compararando o resultado da avaliacdo da atividade antiedematogénica em relacdo a

reduc¢do da inflamagdo causada pelo 6leo de Croton.

Tabela 3.23.: Efeito da aplicacdo topica ( porcentagem de inibi¢ao) do extrato total de

Heliotropinum procumbens em edema de orelha (acetona/agua 7:3)

Grupos % Inibicao
Oleo de Croton (n = 8) -
Hp-E (n = 10)’ 243

Oleo de Croton (200 pg/orelha). A solugdo do extrato total de H. procumbens (Hp-E) foi administrada na

dose de 1,25 mg/ orelha. Os valores representam a média + E.P.M. de 8 camundongos.

llustracdo 3.8.: Grafico da avaliagdo da aplicagdo topica do extrato etanolico de H.

procumbens em edema de orelha induzida por 6leo de Croton.

Secc¢do da orelha
(mg)

184 .
Oleo de Croton

Hp-E (1,25 mg/Kg)

Oleo de Croton (200 pg/orelha). A solugdo do extrato total de H. procumbens (Hp-E) foi administrada na
dose de 1,25 mg/ orelha. Os valores representam a média + E.P.M. de 8 camundongos. P < 0,01 quando

comparado com controle. ANOVA (teste de Tukey).
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3.4.4. Estudo da atividade antiproliferativa

Os ensaios de atividade antiproliferativa, verificada em células de céancer colo
retal humano (HCT-116), dos extratos brutos de Heliotropium transalpinum var.
transalpinum Vell (Ht-ET) e de H. procumbens (Hp-E), dos extratos alcaloidicos (Ht-B-1
e Ht-B-2) ¢ dos alcaldides isolados de H transalpinum var. transalpinum mostraram efeito
significativo para os extratos brutos de ambas espécies e para o extrato alcaloidico Ht-B-1.
As porcentagens de inibi¢do do crescimento celular HCT-116 comparados com o controle
de células e a concentracgdo citotoxica capaz de destruir 50% da monocamada (CCsp) em

ng/mL foi determinada (Tabela 3.24).

Tabela 3.24.: Dados de atividade antiproliferativa verificada em células HCT-116.

Amostras CCoso (ng/mL)
Hp-E 305,4 + 106,0
Ht-ET 387,2 + 12,7*
Ht-B-1 935,5 £ 91,2*
Ht-B-2 >1000
HT-111 >1000
HT-1V >1000
HT-V >1000
HT-VIII >1000

Os resultados estdo apresentados como média da concentragdo citotoxica que destruiu 50% das células + erro
padrdo da média (EPM). Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA). * P < 0,05 foi
considerado como nivel de significancia. Hp-E = extrato etandlico de H. procumbens; Ht-ET = extrato
etandlico de H. transalpinum; Ht-B-1 = extrato alcaloidico de diclorometano de H. transalpinum; Ht-B-2 =
extrato alcaloidico de acetato de etila de H. transalpinum. HT-111 = subulacina; HT-1V = acetato de 1B-23-
epoxi-8a-pirrolizidinium; HT-V = subulacina + la-2o-epoxi-1p-hidroximetil-8a-pirrolizidina; HT-VIII =

1B-2B-dihidroxi-1a-hidroximetil-8a-pirrolizidina.
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A CCsp, concentracdo citotoxica capaz de destruir 50% da monocamada de
c¢lulas foi obtida a partir do grafico das concentracdes testadas pela porcentagem de
inibi¢do dada experimentalmente em cada uma delas. A porcentagem de inibicdo de
crescimento celular foi dose-dependente para os extratos que apresentaram atividade

significativa.

Os alcaldides pirrolizidinicos N-6xido sdo citados na literatura como possuidores
de atividades inibitorias de tumores, como foi investigado clinicamente para o alcaléide N-
oxido de indicina, que apresentou alta porcentagem de inibi¢do para varios tipos de células
tumorais e toxicidade limitada. ©° Wassel e colaboradores relatam a importancia da
triagem dos extratos de plantas da familia Boragindceae em busca de APs N-oxidos para

teste de atividades antitumorais. '*

Os extratos etandlicos totais Ht-ET e Hp-E, apresentaram atividade
antiproliferativa (Tabela 3.24), enquanto entre os alcaldides testados e o extrato Ht-B-1
nenhum deles apresentou atividade significativa. Vale ressaltar que nenhum deles era do

tipo N-o6xido.

O fato de a atividade ser mais expressiva nos extratos brutos que nos extratos
alcaloidicos pode-se sugerir que houve baixa extracdo dos APs N-oxido pela extragdo
acido-base realizada no extrato bruto, e que os alcaldides testados (nenhum deles N-6xido)

ndo apresentam atividade antiproliferativa significativa para as células HCT-116.

3.45. Estudo da atividade antiviral

O virus testado, Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) apresenta como genoma DNA de
fita dupla envolvido por um capsideo de simetria icosaédrica com envoltério. E um virus
humano e a infec¢do causa a doenga comumente denominada de herpes simples ou herpes
labial (lugar onde aparece com maior freqiiéncia), mas ele pode aparecer em qualquer lugar

da pele incluindo na regido genital. 2
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Os extratos testados, Ht-ET, Ht-B-1, Ht-B-2 de H. transalpinum var.
transalpinum Vell, Hp-E de H. procumbens Mill e os alcaloides isolados HT-I111, HT-1V,
HT-V e HT-VIII ndo apresentaram atividade expressiva frente ao virus Herpes simplex
tipo 1 (HSV-1).

Uma anélise preliminar com um outro virus, Pélio virus, foi realizada e verificou-
se que a maioria dos extratos e os alcaloides isolados apresentavam atividade antiviral, mas
problemas de ordem técnica com as células VERO deixaram a andlise inconclusiva, mas

ainda estdo em progresso.

O Polio virus tem outro tipo de estrutura, ¢ um virus RNA e sem o envoltdrio,
como possuia o virus Herpes simplex. Dados da literatura relatam atividade antiviral dos

APs para o modelo de estrutura viral do Pdlio virus. 2
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CONCLUSOES

Do estudo quimico de espécies vegetais da familia Boraginaceae

Do estudo quimico da espécie vegetal Heliotropium transalpinum var. transalpinum

Vell. foram isolados e identificados os alcaldides pirrolizidinicos:

a)

b)

d)

1B,2p-epoxi-la-hidroximetil-8aH-pirrolizidina  (subulacina), ja isolado
anteriormente em estudo com a mesma planta (HT-111 e HT-V);
la,2a-epoxi-1p-hidroxi-8aH-pirrolizidina, ja identificado como produto de
sintese organica, ainda sem relatos de isolamento como produto natural na
literatura (HT-VI);

N-6xido de 1B,2B-epdxi-la-hidroximetil-8aH-pirrolizidina (N-Oxido de
subulacina), cujo isolamento foi descrito por Malik e Rahman (1988) *® e
que foi comprovado por Winkler e Heckendorn (1988) *° que ndo se tratava
de N-Oxido de subulacina e sim de 1pB,2B-epoxi-lo-hidroximetil-
pirrolizidina (subulacina). Desta forma, talvez, esse seja o primeiro
isolamento e identificacdo de subulacina-N-6xido (HT-VII) e;
1B,2B-di-hidroxi-1a-hidroximetil-pirrolizidina (HT-VIII), que se trata de um

composto inédito.

Também foi isolado como mistura p-sitosterol e estigmasterol, 3-p-O-B-D-

glucopiranosil-sitosterol e foi caracterizada uma série de ésteres graxos.
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Da espécie vegetal Heliotropium procumbens Mill. foram analisadas e
caracterizadas por CG-EM duas fragdes HP-1 e HP-II fracionadas do extrato etanolico da
planta. O estudo do cromatograma mostrou picos referentes as substancias que diferem
apenas no nimero de carbonos (com aumento de um carbono na cadeia alifatica), Tratando-
se de uma série de ésteres etilicos de acidos graxos. Também foi caracterizada outra série

de ésteres graxos aminados e foi identificado o composto B-sitosterol.

Uma comparacdo dos cromatogramas dos alcaldides isolados de Heliotropium
transalpinum var. transalpinum foi realizada com o cromatograma do extrato alcaloidico de
Tournefortia paniculata onde ndo foi constatada nenhuma coincidéncia dos indices de

retengdo e nas massas dos mesmos. Conclui-se que se trata de alcaloides diferentes.

Do estudo bioldgico de espécies vegetais da familia Boraginaceae

O estudo de atividade frente a Artemia salina demonstrou que a espécie vegetal
Heliotropium transalpinum var. transalpinum Vell possui indicativo de ter outras
atividades bioldgicas, como foi comprovado pelas avaliaces das atividade antiinflamatoria
e antiproliferativa. Estas ainda foram mais significativas no extrato bruto do que nas
fracdes. Os componentes bioativos, segundo o ensaio da Artemia salina, deveriam estar em
maior quantidade na fracdo de hexano e de acetato de etila o que ndo foi correspondido pela
avaliacdo da atividade antiinflamatéria, mas apresentou coeréncia para atividade

antibacteriana testada em estudo anterior com a mesma espécie.

O estudo de letalidade frente a Artemia salina demonstrou que a espécie vegetal
Heliotropium procumbens Mill ndo apresentou boa atividade contra esta espécie de
microcrustaceo 0 que sugeriria pouca atividade antibacteriana, antifungica, tripanocida,
entre outras. Entretanto ndo foi observado na prética, pois 0 extrato bruto desta espécie

apresentou atividade antiedematogénica e antiproliferativa.
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A atividade antiinflamatoria sistémica avaliada pelo modelo de pleurisia induzida
por carragenina, ndo teve resultados significativos para o0s extratos totais de H.

transalpinum var. transalpinum e de H. procumbens.

A atividade antiinflamatéria topica avaliada pelo modelo de edema de orelha
induzida por dleo de Croton, apresentou resultados significativos de inibicdo de edema para
extratos totais de H. transalpinum var. transalpinum e H. procumbens e, também para
fracbes obtidas de particdo e de extracdo de alcaloides de H. transalpinum var.

transalpinum.

A atividade antiviral frente ao virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) foi avaliada
para o extrato bruto e alcaloidico de H. transalpinum var. transalpinum, para as substancias
isoladas deste e para 0 extrato bruto de H. procumbens. Para nenhumas destas amostras

testadas foi obtido resultado expressivo.

Os extratos brutos de Heliotropium transalpinum var. transalpinum e H.
procumbens Mill. apresentaram resultados significativos quando testados frente as células
HCT-116 (células de cancer colo retal humano). O resultado negativo da avaliacdo dos
alcaldides testados (HT-111, HT-1V e HT-VIII) revelam que eles ndo sdo os componentes

responsaveis pela atividade antiproliferativa do extrato bruto.
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