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RESUMO

Lippia thymoides, conhecida popularmente como alecrim-do-campo ou alecrim-do-mato,
pertence a familia Verbenaceae. E encontrada nos estados de Minas Gerais e Bahia, sendo
utilizada como medicinal pela populacdo em problemas do sistema respiratdrio. Esse trabalho
objetivou isolar, identificar e investigar a acdo espasmolitica in vitro de compostos da fracao
em diclorometano das folhas de L. thymoides. As folhas foram coletadas em Feira de Santana
(Bahia) e ap6s moagem foram submetidas a maceragdo em metanol. O fracionamento do
extrato bruto (LTB) foi realizado por particdo liquido-liquido para obtencao das fracdes em
hexano, diclorometano (LTD) e acetato de etila. A fragdo em diclorometano foi subfracionada
por cromatografia em coluna. As substancias isoladas (um triterpeno, a mistura de dois
fitoesterois e seis flavonoides) foram analisadas por RMN de 'H e de '*C e comparadas com a
literatura para elucidagdo. LTB, LTD e as substancias isoladas foram testadas em traqueia
isolada de Cavia porcellus. Foram isolados a 3,5-di-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona; 7,4’-
dimetilaromadendrina; rhamnocitrina; eupalitina; mistura de hispidulina e jaceosidina; a-
amirina; e a mistura de B-sitosterol e estigmasterol. A mistura de flavonas [(CEsp = 15,19
pg/mL (12,86 — 17,93)] foi a mais efetiva na atividade espasmolitica, alcancando o Emsx de
100% na concentracao de 81 pg/mL. Os resultados demonstraram que a espécie é promissora
para a obtencdo de compostos com potente a¢do relaxante sobre o musculo liso de traqueia
isolada de cobaia.

Palavras-chave: Fitoquimica. Flavonoides. Triterpenos. Fitoesterois. Musculo liso.



ABSTRACT

Lippia thymoides, commonly known as “alecrim-do-campo” or “alecrim-do-mato”, belongs to
the Verbenaceae family. This specie is found in the states of Bahia and Minas Gerais being
used in folk medicine by their population. The aim of this work was to isolate and identify
compounds of dichloromethane fraction from L. thymoides leaves and to evaluate their in
vitro spasmolytic activity. The leaves were collected at the Feira de Santana (Bahia), grinded
and extracted with methanol. The crude extract (LTB) fractionation was performed using
liquid-liquid partition to obtain the hexane, dichloromethane (LTD) and ethyl acetate fractions.
Dichloromethane fraction was sub fractioned by column chromatography. Isolated
compounds (one triterpene, a mix of two phytosterols and six flavonoids) were analyzed by
'H and '3C RMN and compared with literature data for structure elucidation. 3,5-dihydroxy-
7,4'-methoxyflavolol; 7,4 -dimitylaromadendrin; rhamnocitrin; eupalitin; mixture of
hispidulin and jaceosidin; a-amirin; and the mixture of B-sitosterol and stigmasterol were
isolated. The spasmolytic activity of LTB, LTD and isolated compounds was tested in Cavia
porcellus removed trachea. The mix of flavones [(CEso = 15,19 pg/mL (12,86 — 17,93)]
showed the highest spasmolytic activity reaching the Emax of 100% at a concentration of 81
pg/mL. The results demonstrate that L. thymoides is a potential source of bioactive
compounds with strong action relaxing on the smooth muscle of trachea isolated from guinea

p1g.

Keywords: Phytochemicals. Flavonoids. Triterpenes. Phytosterols. Smooth muscle.
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1. INTRODUCAO

A flora brasileira possui a maior biodiversidade do planeta, que pode auxiliar no
tratamento e preveng¢do de vérias doencas. Se no passado contava-se apenas com O
conhecimento empirico, hoje, a populaciao dispde de pesquisas cientificas que comprovam as
propriedades medicinais de vdrias plantas, atestando, por vezes, sua eficiéncia (BRASIL,
2006).

A grande biodiversidade e o alto grau de endemismo observado no bioma caatinga
justificam o enorme potencial dessa vegetacdo no isolamento de novos compostos
terapéuticos. A importancia de utilizar este patrimOnio natural deve ser enfatizada na
comunidade cientifica, pois menos de 10% dos extratos biologicamente ativos tém sido
quimicamente investigados (MARQUES et al., 2016).

No Brasil, as plantas do género Lippia (Verbenaceae) sdo empregadas na medicina
tradicional no tratamento de enfermidades diversas, como acdo sedativa, antiespasmddica,
estomdquica, anti-inflamatdria, antipirética, efeito antisséptico, no combate a sarna € no
tratamento da tosse e bronquite (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011). Em estudos
farmacoldgicos foram comprovadas as atividades antimaldrica, antiviral e citostatica de
algumas espécies (PASCUAL et al., 2001).

A investigacdo de compostos ativos com atividade sobre a musculatura lisa reside no
fato de que substancias espasmoliticas possuem uma vasta aplicacdo em varios processos
fisiopatoldgicos, tais como: asma, arritmias cardiacas, angina do peito, disfuncdo erétil,
diarreias, espasmos tanto renais como intestinais e uterinos (CORREIA, 2013).

Ha relatos de que a espécie Lippia thymoides € utilizada em feridas, no tratamento de
bronquite, reumatismo e febre (FUNCH et al., 2004). Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos
in vitro de L. thymoides foram realizados por Silva (2012), testando tanto os 6leos essenciais
quanto os extratos e fragdes das folhas e caule, sobre diversos tipos de musculos lisos. Dentre
as amostras analisadas, a fracdo em diclorometano oriunda do extrato metandlico da folha foi
a que apresentou um maior potencial espasmolitico.

Nesse sentido, €é notdria a necessidade de isolar e identificar os possiveis constituintes
ativos da fracdo diclorometano do extrato metandlico das folhas, a qual foi a mais ativa para a
acdo testada, em estudos anteriores (SILVA, 2012). Em sintese, o objetivo desse trabalho foi
isolar e identificar compostos obtidos da fracdo diclorometano das folhas de L. thymoides, a

fim de avaliar sua provavel acao espasmolitica in vitro.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. PLANTAS MEDICINAIS COMO FONTE DE MEDICAMENTOS

O Brasil € um pais com a maior biodiversidade do planeta, com uma biota estimada
20% do ndmero total de espécies da Terra eleva o Brasil ao posto de principal nagdo entre os
17 paises megadiversos (BRASIL, 2018). Porém, pouco dessa biodiversidade foi devidamente
conhecida quanto a composi¢do quimica e aplicabilidade, portanto, € de suma importancia a
realizacdo de estudos cientificos, para que ocorra uma ampliacdo dos conhecimentos a
respeito das propriedades farmacoldgicas, terapéuticas e cosméticas de sua flora (GUERRA;
NODARI, 2001).

Muitos farmacos sdao obtidos diretamente de produtos naturais, por meio de processos
extrativos, em geral a partir do cultivo de plantas que os originaram, como, por exemplo
artemisinina, cafeina, morfina, digoxina, atropina, entre outros (PINTO et al., 2002). Além
disso, os produtos vegetais também contribuem na busca e identificagdo de protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos.

Assim, partindo do pressuposto de que a forma farmacéutica é desenvolvida por um ou
mais elementos/ingredientes ativos, autores pela atividade farmacoldgica, e por adjuvantes,
substancias que possibilitam a obtenc¢do, a administracdo e a manutenc¢do do atributo ao
medicamento, deve-se considerar a colabora¢do dos produtos naturais como provedores de
insumos para essas categorias de matérias-primas farmacéuticas (VIEGAS JR; BOLZANII;

BARREIRO, 2006).

2.2. FAMILIA VERBENACEAE (GENERO LIPPIA)

Abrangendo aproximadamente 31 géneros e 920 espécies, com 16 géneros
encontrados no Brasil, a familia Verbenaceae se distribui sobretudo na Africa, América do Sul
tropical e subtropical, com centro de origem na Asia Central, Japao, Ilhas Indianas, assim
como, em menor propor¢io na Asia Menor, Europa e América do Norte (BERRY, 2018).

O maior género da familia € o Verbena, com cerca de 250 espécies, seguido de Lippia
com 200 espécies (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011). O género Lippia encontra-se

principalmente na Africa, América Central, América do Norte, América do Sul e Austrélia
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(Figura 1), mas sdo o México e o Brasil que possuem a maior diversidade de espécies

(PASCUAL et al., 2001).

Figura 1: Distribuicdo do género Lippia no mundo
Fonte: DISCOVER LIFE, 2018

Os principais constituintes presentes nos 6leos essenciais da familia Verbenaceae,
de plantas sul-americanas, sio mono e sesquiterpenos, como timol, B-cariofileno, citral,
1,8-cineol, carvona e limoneno. Tais componentes podem explicar a acdo antimicrobiana e
seu efeito sinérgico com antibidticos, pois esses compostos aumentam a permeabilidade
das membranas bacterianas, provocando-lhes lise celular (ZAMORA; TORRES; NUNEZ,
2018).

No Brasil, ha registro de 82 espécies de Lippia, distribuidas em todas as regides do
pais. Porém, a maioria estd localizada nos estados de Goids, Bahia e Minas Gerais,
principalmente no Cerrado e na Caatinga (FLORA DO BRASIL, 2018).

Segundo Gomes e seus colaboradores (2011) as espécies de Lippia sdo largamente
utilizadas pela medicina popular: contra bronquite, tosse, resfriados e relaxante muscular.
Dentre as espécies estudadas, a L. alba (Mill.) é a que possui o maior nimero de citagdes
(SANTOS et al., 2015).

A espécie L. salicifolia Andersson, endémica da ilha de Floreana, nativa do Equador
(Galdpagos), € a tinica do género que se encontra na Lista Vermelha da Unido Internacional
para a Conservacdo da Natureza (IUCN Red List), descrita como espécie vulneravel
(MAUCHAMP et al., 1998). Porém, quatro espécies do género Lippia (L. duartei Moldenke,
L. gardneriana Schauer, L. grandiflora Mart. & Schauer, L. macedoi Moldenke) foram
reunidas na Lista Vermelha da Flora do Brasil/Plantas raras do Cerrado, todas endémicas do
Brasil, encontram-se ameagadas devido a intensa urbaniza¢cdo em expansao (MARTINELLI;

MESSINA; SANTOS FILHO, 2014).
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Existem poucos estudos em relagdo a composi¢do quimica dos extratos obtidos das
espécies de Lippia, ja com relacdo aos seus Oleos essenciais, € descrita, frequentemente, a
presenca de monoterpenos como limoneno, p-cimeno, linalol, canfora e o sesquiterpeno,
cariofileno. O dleo essencial da L. dulcis demonstrou atividades anticolinérgicas e anti-
histaminérgicas, confirmando o uso tradicional da planta no tratamento de broncoespasmo, na
América Central e na Europa (GORNEMANN et al., 2008). Ensaios demonstraram que o 6leo
essencial de L. sidoides possui atividade antimicrobiana frente a microrganismos presentes na
gengiva e placas dentdrias, bem como atividade antifingica do seu extrato etandlico bruto
contra cepas resistentes de Candida spp. isoladas de secrecoes vaginais (FARIAS et al., 2012;
PEREIRA et al., 2013). Uma formulacdo de gel combinado também demonstrou que
Myracrodruon urundeuva (5%) e L. sidoides (0,5%) possui atividade protetora do 0sso
alveolar na periodontite induzida em ratos (FREIRES et al., 2018). Os componentes
terpenicos comumente encontrados podem explicar a a¢do antimicrobiana comumente
descrita para este género (PINTO et al., 2013) e seu efeito sinérgico com antibidticos,
como na modulagdo da resisténcia bacteriana pelo 6leo essencial de L. gracilis (BITU et al.,
2014), pois esses metabdlitos aumentam a permeabilidade das membranas bacterianas,
provocando-lhes lise celular (ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018).

Os compostos fendlicos sdo a segunda classe de metabdlitos mais citada para este
género, mas ainda com poucos estudos em comparacdo aos Oleos essenciais. Relatos de
isolamento de flavonoides, em especial de flavonas, iridoides e naftoquinonas sdo os mais
frequentes, e tais compostos sdo geralmente relacionados com atividade antimicrobiana,
repelente e larvicida (PASCUAL et al., 2001; GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011).

Conhecida popularmente como orégano mexicano, a L. graveolens H.B.K ¢ uma
espécie utilizada como especiaria nos Estados Unidos e México. Do extrato metandlico das
suas folhas foram isolados 10 iridoides e derivados: loganina, secologanina, secoxiloganina,
dimetilsecologanosideo, dcido loganico, dcido 8-epi-loganico, carioptosideo, carioptosidico,
lippiosida I e II (RASTRELLI et al., 1998). Flavonoides foram também identificados bos
extratos por LC/DAD/ESI/MS, tais como: luteolina-7-O-glicosideo, apigenina 7-O-
glicosideo, floridzina, taxifolina, eriodictiol, escutelareina, luteolina, quercetina, naringenina,
pinocembrina, galangina, 6-hidroxiluteolina, dois 6-O-glicosideos de 6-hidroxiluteolina, trés
hexosideos de penta-hidroxiflavanona, 7-O-hexosideo de escutelareina, 3-hidroxifloretina
hexosideo e trés flavonas (LIN et al., 2007).

A partir das partes aéreas de L. triphylla (L’Her) O. Kuntze, espécie bastante utilizada

no Peru como especiaria, foram extraidos 25 compostos, sendo trés fenilpropanoides
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glicosilados, sete flavonoides, cinco feniletanoides glicosilados, cinco lignanas, dois
sesquiterpenos e trés triterpenos (ONO et al., 2007).

Das raizes de L. lupulina Cham, foram isolados e identificados triterpenos (4cido
oleandnico e acido oleandlico); quinonas (estenocarpoquinona e avicequinona E), cromonas
(prim-O-glicosilcimifigina), flavonoides (7-O-[B-apiofuranosil-(1—15)-B-apiofuranosil-
(1—6)-B-glicopiranosil]-biochanina A), o estilbeno piceide e o iridoide glicosilado [-
dihidroastatosideo (FURANI, 2010). J& no extrato etandlico de folhas da espécie L.
salviaefolia Cham., por exemplo, sao os flavonoides de diferentes subclasses que se
destacaram, como a naringenina; asebogenina; sacuranetina; 6-hidroxi-7-0-B-glicopiranosil
luteolina; eriodictiol-7-O-B-glicosilpiranosideo; aromadendrina; floretina; (2S) e (2R)-
3'.4',5,6-tetraidroxi-7-O-B-glicopiranosil-flavanona; (25) e (2R)-3',4',5,8- tetraidroxi-7-O-f-
glicosilpiranosil-flavanona (FURANI, 2010).

Em L. alba, L. origanoides, L. micromera, L. americana, L. graveolens e L. citriodora
a presenca de acido carndsico, dcido ursélico, éacido cafeico, acido p-cumdrico, 4cido
rosmarinico, apigenina, luteolina, quercetina, kaempferol, naringenina e pinocembrina foi
relatada e quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/DAD)
(STASHENKO et al., 2013).

Existe uma escassez de trabalhos publicados ou detalhados de suas atividades
farmacoldgicas, associados a identificacio ou isolamento quimico. A investigacdo
fitoquimica de L. javanica levou ao isolamento e identificacdo de oito compostos (4-
etilnonacosano, epoéxido de (E)-2(3)-tagetenona, mircenona, piperitenona, apigenina,
cirsimaritina, 6-metoxiluteolina 4’-metil éter e 6-metoxiluteolina 3°,4’,7- trimetil éter). Essas
substancias apresentaram atividade frente a Mycobacterium tuberculosis e inibicdo da
transcriptase reversa do HIV-1 (MUJOVO et al., 2008).

Substancias foram isoladas em processos de fracionamento guiados por testes
antioxidantes do extrato etandlico de ramos da espécie L. salviaefolia Cham, sendo
identificadas: flavanonas glicosiladas, os fenilpropanoides forsitosideo B, alissonosideo e
verbascosideo e a epoxilignana laricirresinol 4'-O-B-glicopiranosil (FURANI, 2010).

Estudos fitoquimicos, monitorados por testes de atividade antioxidante, foram também
realizados para isolar substancias do extrato etandlico das partes aéreas de L. salviaefolia
Cham., resultando em quinze compostos isolados e identificados: quatro flavanonas
glicosiladas, oito flavonoides e trés fenilpropanoides glicosilados. Além disso, os extratos
brutos, suas fracdes ativas e os compostos isolados, inibiram o crescimento de células

cancerigenas (FUNARI et al., 2011).
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Da espécie L. sidoides, foi relatado o isolamento e a identificacdo de seis substancias:
flavonoide naringenina; a mistura de flavonoides 3’°,4°,5,7-tetra-hidroxiflavanona e 4°,5,7-tri-
hidroxi-6-metoxiflavona; mistura de di-hidrochalconas 2’-O-B-D-glicopiranosil-3,4,4°,6’-
tetra-hidroxi-di-hidrochalcona e 2’-O-B-D-glicopiranosil-4,4’,6’-tri-hidroxi-di-hidrochalcona;
a naftoquinona tecomaquinona; o monoterpeno carvacrol e o esteroide B-sitosterol. Devido a
presenca de flavonoides e outros constituintes no extrato, foi descrita uma atividade
antioxidante por sequestro de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (ALMEIDA et al., 2010).
O extrato etandlico bruto de L. sidoides também demonstrou atividade contra quatro
linhagens de fungos patogénicos em humanos, sendo a espécie utilizada popularmente com
finalidade anti-séptica (FURANI, 2010).

O extrato bruto e fragdes das partes aéreas de L. nodiflora apresentaram uma
expressiva atividade antioxidante, dessa maneira, a fracdo mais ativa passou por purificacao,
resultando na identificacdo de uma flavona, a 5-hidroxi-3’4’7-trimetoxiflavona (SUDHA;

SRINIVASA, 2014).

2.2.1 Lippia thymoides

Lippia thymoides € nativa e endémica do Brasil, sua ocorréncia foi confirmada no
sudeste (Minas Gerais) e nordeste (Bahia), sobretudo nas dreas de vegetacdo da Caatinga e
Cerrado do Brasil (SALIMENA; MULGURA, 2018). E um arbusto de 0,5 a 1,5 m de altura
(Figura 2), conhecida popularmente como alecrim-do-campo ou alecrim-do-mato, a qual é
utilizada pela populagdo contra gripe, tosse, cansaco, nariz entupido, febre, reumatismo,
digestivo, assim como nos banhos e no candomblé (SILVA; OLIVEIRA; SILVA, 2010;
ALMEIDA, 2011; GOMES; BANDEIRA, 2012).
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Figura 2: Lippia thymoides. A — Detalhe das flores, B — Detalhe dos ramos e C — Arbusto na Unidade
Experimental Horto Florestal (UEFS)

A L. thymoides apresenta quatro sindnimos botanicos descritos na literatura: L.
micromera var. tonsilis Moldenke, L. satureiaefolia Mart. & Schauer, L. thymoides var.
mucronulata Moldenke; L. thymoides var. tonsilis Moldenke (SALIMENA; MULGURA,
2018).

O estudo da composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de L. thymoides,
coletadas numa populacdo presente no campus da Universidade Estadual de Feira de Santana
- Bahia, apresentou o sesquiterpeno [-cariofileno (17,22-26,27%) como constituinte
majoritério, seguido por borneol (4,45-7,36%), canfora (3,22-8,61%), canfeno (2,64-5,66%) e
germacreno D (4,72-6,18%). Ensaios in vitro, demonstraram a atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e fungos, acdo antinociceptiva, além de relaxamento da aorta
e musculatura uterina de cobaias (SILVA et al., 2015a). Entretanto, no que se refere a outros
metabdlitos, apenas o isolamento de um iridoide glicosilado (theviridosideo) foi relatado para
L. thymoides (POSER et al., 1997).

Com relagdo a ensaios bioldgicos, os extratos metandlicos do caule e folhas e suas
respectivas fragdes (hexano, diclorometano e acetato de etila) apresentaram atividade frente a
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos, sendo que a fracdo que apresentou um
maior espectro de atividade foi a em diclorometano, oriunda do extrato metanodlico das folhas
(SILVA et al., 2015b). Atividade antipirética e espasmolitica também foram relatadas para
esses extratos e fragdes, com destaque para o efeito espasmolitico em traqueia de cobaias da
fracdo em diclorometano das folhas (SILVA, 2012).

A atividade in vitro espasmolitica e antidiarreicas in vivo do O6leo essencial

demonstraram que o efeito antidiarreico provavelmente estd relacionado a inibicdo da
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contracdo do musculo liso, podendo haver correlacio com a concentragdo do composto -

cariofileno (MENEZES et al., 2018).

2.3. METABOLITOS VEGETAIS COMO FONTE DE NOVOS MEDICAMENTOS

O metabolismo de plantas € caracterizado por uma rede de reacdes, coordenada por
enzimas e co-enzimas responsaveis pelos processos de sintese e degradacdo das substancias
que se distribuem nas diversas espécies do Reino Vegetal. Os metabdlitos sdo entao
produzidos em resposta a fatores externos como: competicio por nutrientes, presenga de
predadores, atracdo de polinizadores e dispersores de sementes, além de alteragGes
edafoclimaticas (ATANASOV et al., 2015).

Assim, tem-se os metabdlitos primarios, os quais sdo considerados essenciais ao
desenvolvimento estrutural da planta a exemplo dos carboidratos, proteinas e lipideos e os
metabolitos secunddrios ou especiais, que apresentam vérias fun¢des ecoldgicas na planta e ao
longo dos anos, se apresentraram como uma fonte valiosa no tratamento ou na prevencao de
doencas (SIMOES et al., 2017).

Os fitoesterdis (esteroides de plantas) de ocorréncia comum nos vegetais podem ser
encontrados na maioria das espécies, principalmente nas plantas superiores. Nos vegetais
participa da composi¢do das membranas celulares e no transporte intracelular, além disso,
apresenta atividades farmacoldgicas, destacando-se as agdes: antiviral, anti-inflamatéria, na
diminui¢cdo do colesterol total e na arteriosclerose (EPINDOLA, 2006; DROZDOVA, 2007;
CUI, 2008). O B-sitosterol é um tipo de fitoesterol que apresenta diversas propriedades
bioldgicas, a exemplo do potencial alelopético. Do ponto de vista farmacoldgico destacam-se
as acoes antiviral e anti-inflamatdria e a atividade contra alguns tipos de células cancerigenas
(MISHARIN, 2008).

Um dos grupos de metabdlitos secundarios sdo os flavonoides, que se apresentam
como uma classe de compostos polifendlicos de ampla distribui¢do e encontrados nas plantas,
principalmente, na forma de glicosideos. Diversas fung¢des sao atribuidas a esses constituintes,
dentre elas podem-se citar: protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de
polinizadores; protecdo contra a radiacdo ultravioleta devido as suas propriedades

antioxidantes e agentes aleopdticos (MUSCHIETTI; MARTINO, 2014).
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Muitas plantas com propriedades medicinais sdo ricas em flavonoides, assim como os
mesmos estdo presentes em medicamentos utilizados em todo o mundo. Assim, apresentam
importincia no tratamento de distirbios circulatérios, como antiedematosos, como
hipolipidémicos, em casos de acidente vascular cerebral e, em especial, como antioxidantes
(SIMOES, 2017).

Outros compostos com importantes atividades biolégica e farmacoldgica sdo os
triterpenoides, os quais se caracterizam pela presenca de uma estrutura constituida por seis
unidades isoprénicas, apresentando estrutura do tipo Cszp, policiclica, e em sua maioria
hidroxilados na posi¢do C-3, podendo ser divididos em trés grupos: o e B-amirina e lupeol.
Apresentam diversas fungdes nos vegetais a exemplo da defesa contra patégenos e predadores,
assim como comprovada atividade anti-inflamatdria, antibacteriana, antifiingica, antiviral,
analgésica, cardiovascular, antitumoral e anti-HIV (DEWICK, 2002; VECHIA, 2009).

A partir de uma avaliagdo das drogas regulamentadas pela Food and Drug
Administration (FDA) entre os anos de 1981 e 2010 constatou-se que 34% das substancias
aprovadas pela organizacio nesse periodo foram obtidas diretamente de produtos naturais ou
de seus derivados (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; NEWMAN; CRAGG, 2012). Diante
do exposto, é evidente que os metabdlitos vegetais a exemplo dos fitosteroides, flavonoides e
triterpenos sdo uma importante fonte para a descoberta de novos medicamentos, sendo de
extrema importancia a obtencdo de informagdes sobre a sua composicdo quimica, assim como

a avaliacao das suas atividades farmacolégicas (HARVEY et al., 2015).

2.4. MUSCULO LISO E ATIVIDADE ESPASMOLITICA

A importancia em investigar atividade sobre o musculo liso da-se ao fato de que
compostos que possuem atividade espasmolitica, tem uma vasta aplicabilidade terapéutica,
pois diversas doencas como asma, dispepsia, cdlicas intestinais e uterina, diarreia e disfuncdo
erétil estdo correlacionadas ao musculo liso (KIM et al., 2008).

O musculo liso encontra-se nas paredes de vdrios 6rgdos ocos do corpo, dentre eles: 0s
vasos sanguineos, intestinos, estdmago, vias aéreas, bexiga e utero (PAULUHN; MOHR,
2005).

Diferentemente do musculo cardiaco e esquelético, as células musculares lisas ndao

possuem o padrdao de bandas estriadas. Elas recebem inervagdo neural do sistema nervoso
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autdénomo (WEBB, 2003). E contrololada por hormonios, mediadores autcrinos e paracrinos
e outros sinais quimicos (KARAKI et al., 1997).

Os agonistas mais estudados que provocam contragdo do miusculo liso quando
possuem receptores excitatérios sdo a ocitocina, norepinefrina, acetilcolina, angiotensina,
serotonina, endotelina, epinefrina, vasopressina e histamina (MELO; PALHARES;
FERREIRA, 2007).

A contracdo e relaxamento do musculo liso € inerente, respectivamente, com aumento
e diminui¢do da concentracdo de fons calcio (Ca®*) no citoplasma, esse célcio é oriundo tanto
do meio intracelular quanto do meio extracelular (PAIVA; FARIAS, 2006). Para que o fluxo
aconteca € necessario a transmissao do estimulo originado na membrana plasmadtica para os
receptores que proporcionam a contracdo do musculo liso, ou seja, o acoplamento excitacdo—
contragdos que pode ocorrer por dois principais mecanismos: eletromecanico (potencial
transmembrana) e farmacomecanico (agonistas se liga aos receptores) (ANDRADE et al.,
2016).

O mecanismo eletromecanico se inicia quando ocorre a entrada de ions (Na*, K*, CI")
na membrana plasmdtica alterando o gradiente eletroquimico, desencadeando uma
despolarizagdo, ativando canais de cdlcio dependentes de voltagem. Assim permite a difusdo
de célcio extracelular para o interior da célula, obedecendo o gradiente de concentracdo
(PAIVA; FARIAS, 2006).

O mecanismo farmacomecanico nao necessita que ocorra despolarizacdo celular,
porém requer uma interacdo de agonistas com seus receptores acoplados a proteina G da
membrana (Figura 3). As proteinas G é composta por trés subunidades (a, B, d), quando
ativada a subunidade a € deslocada e ativa as fosfolipases celulares. Estas enzimas hidrolizam
o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato presente na membrana, liberando o inositol 1,4,5 trisfosfato
(IP3) e o diacilglicerol (DAG), que agem em diferentes sitios (SANDERSON et al., 2008). O
IP3 se liga ao receptor IPsR no RS liberando Ca?* dos estoques intracelulares dando inicio a
contracio. O DAG ativa a proteina cinase C (PKC), responsdvel pelo aumento da
despolarizacdo dos canais transmembranais de cdlcio e de potdssio (PAIVA; FARIAS, 2006).
O aumento de [Ca?*]. aumenta a afinidade pela calmodulina (CaM) formando o complexo 4
Ca?* - CaM essa combinagdo ativa a cinase da cadeia leve de miosina (MLCK) que fosforila a
cadeia leve de miosina (MLC), obtendo a capacidade de se fixar ao filamento de actina e
promover a contragdo muscular (PAIVA; FARIAS, 2006; ALVES; QUEIROZ; MEDEIROS,
2012).
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Reticulo
Sarcoplasmatico

Figura 3: Mecanismo da contra¢do muscular lisa. Em: 1- O agonista se liga ao receptor do tipo acoplado a
proteina G (GPCR) presente na membrana plasmatica; 2- As proteinas Gy troca difosfato de guanisina (GDP)
por trifostato de guanasina (GTP) na sua subunidade a (ndo aparece na figura); 3- A subunidade aq/11-GTP ativa

a enzima fosfolipase C (PLCB1); 4- A PLCB: cliva o lipidio de membrana 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol

(PIPy em 1,4,5- trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG); 5- O IP3 migra pelo citoplasma e ativa o IP3R
presente na membrana do Reticulo Sarcoplasmatico, liberando o Ca®* dos estoques; 6- O Ca?* que foi liberado
ativa o RyR, fazendo com que mais Ca?* seja liberado para o citoplasma; 7- O Ca®* € liberado juntamente com o
DAG e ativam a protefna quinase C (PKC); 8- A PKC ativada fosforila os Cay1 promovendo o influxo de Ca
através dos mesmos; 9- O aumento da [Ca®*]c aumenta a afinidade pela calmadolina (CaM) formando o
complexo 4 Ca?* - CaM e ativando a cinase de cadeia leve de miosina (MLCK); 10- A MLCK ativada fosforila a
cadeia leve de miosina (MLC) e esta, se torna ativa e interage com os filamentos de actina, desencadeando a
contragc@o do musculo liso
Fonte: CORREIA, 2013

Por conseguinte, a redu¢do da concentragio de Ca’?* inibiria a unido
calcio/calmodulina, assim como a ativacdo da fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP),
que desfosforila a MLC. Esta reacdo € lenta, por isso as contragdes do musculo liso sdo mais
sustentadas e se dissipam mais lentamente em relacdo ao musculo estriado (PAIVA; FARIAS,
2006; ALVES; QUEIROZ; MEDEIROS, 2012).

A reducdo do Ca®* citosélico pode acontecer por diversos mecanismos de remogio
diretamente da membrana do citoplasma e a do RS (Figura 4). Assim o agonista se liga ao seu
receptor acoplado a proteina presente na membrana plasmatica, tranformando GDP em GTP,
presente na sua subunidade o, tornando-a ativa. A subunidade as-GTP ativa a AC (ciclase de
adenilil) convertendo o ATP em AMPc (monofosfato ciclico de adenosina). O NO (6xido
nitrico) concebido dos nervos e células musculares lisas, ativam a GCs (ciclase guanil

soluvel). A GCs converte o GTP em GMPc (monofosfato ciclico de guanosina) que junto com
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AMPc ativam suas respectivas proteinas cinases, PKA e PKG que iram fosforilar diversos
substratos : canais de K*, inibem os Cay, inibe a RhoA (pequena proteina G ligante de GTP),
aumentam a atividade da SERCA e da PMCA (Ca*’-ATPase da membrana plasmatica),
ativam do trocador de Na*/Ca*? e fosforilam o IPsR. Todos esses processos diminuem a
[Ca*?]c fazendo com que ocorra a inibicao a MLCK, dimnuindo a afinidade pelo [(Ca*?) 4-
CaM]. Além de ativar a MYPTI (subunidade 1 condutora da fosfatase de miosina) e o teokin
que ativa a MLCP que consequentemente faz com que aconteca o relaxamento do musculo
liso (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; HIROTA; HELLI; JANSSEN, 2007; CORREIA,
2013).

Reticulo
Sarcoplasmatico

Figura 4: 1- O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR (receptor acoplado a proteina G) na
membrana plasmitica; 2- A proteina Gs troca GDP po GTP (trifosfato de guanosina) na sua subunidade o (ndo
mostra na figura) tornando-se ativa; 3- A subunidade as-GTP ativa a AC; 4- A AC (ciclase de adenilil) converte
0 ATP em AMPc (monofosfato ciclico de adenosina); 5- O NO (6xido nitrico) gerado tanto dos nervos como das
células musculares lisas, estimula a atividade da GCs (ciclase guanil soldvel); 6- A GCs converte o GTP em
GMPc; 7- Os nucleotideos ciclicos, AMPc e GMPc (monofosfato ciclico de guanosina) ativam suas respectivas
proteinas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteinas cinases fosforilam varios substratos; 8- Ativam os canais de
K*; 9- Inibem os Cav; 10- Aumentam a atividade da SERCA e da PMCA (Ca*>-ATPase da membrana
plasmatica); 11- Ativam do trocador de Na*/Ca*?; 12- Fosforilazacdo do IP3R (receptor IP3) pela PKG (proteina
cinase dependene de GMPc), mas ndo pela PKA (proteina cinase dependene de AMPc); 13- Inibem a MLCK
(cinase da cadeia leve de miosina) reduzindo sua afinidade pelo [(Ca*?) 4-CaM]; 14- Inibe a RhoA (pequena
proteina G ligante de GTP);15- Ativam a MYPT1 (subunidade 1 condutora da fosfatase de miosina); 16- Ativam
o teokin; 17- O telokin ativa a MLCP (fosfatase da cadeia leve de miosina)
Fonte: CORREIA, 2013



32

Diversas espécies vegetais sdo conhecidas por apresentar efeito relaxante em
musculo liso traqueal, dentre elas, destacam-se: Achillea wilhelmsii K.Koch; Achillea
millefolium L; Adhatoda vasica Nees; Bacopa monnieri (L.) Wettst, Bunium persicum
(Boiss.); Capparis spinosa L.; Carum copticom L.; Crocus sativus L.; Cuminum cyminum
L.; Ephedra sinica Stapf.; Ferula assa-foetida L.; Foeniculum vulgare Mill.; Hydrastis
canadensis L.; Limonia acidissima Groff.; Nigella sativa L.; Ocimum basilicum L.;
Pimpinella anisum L.; Portulaca oleracea L.; Rosa damascena Herrm.; Rosmarinus
officinalis L.; Sarcococca saligna Mull.Arg.; Satureja hortensis L.; Syzygium cumini (L.)
Skeels.; Thymus vulgaris L. e Zataria multiflora Boiss (SHAKERI; BOSKABADY, 2015).

Algumas espécies de Lippia também apresentaram eficicia em relaxar distintos
musculos lisos. Como o 6leo essencial de L. dulcis que induziu o relaxamento em segmentos
bronquicos de suinos, dotados de receptores muscarinicos M3 e histaminicos H;
(GORNEMANN et al., 2008). L. graveolens demonstrou um efeito antiespasmodico, usando
modelos in vivo (transito gastrointestinal de ratos) e in vitro (ileo isolado de cobaia)
(RIVERO-CRUZ et al., 2011). L. alba induziu vasorelaxamento na artéria mesentérica de
ratos (MAYNARD et al., 2011). Atividades espasmolitica e antitussigena em traqueia isolada
de cobaia foram atribuidas ao 6leo essencial de L. origanoides (MENEZES, 2017). Para a L.
thymoides, ha relatos de que seu Oleo essencial apresentou atividade espasmolitica e
antidiarreica in vivo em cobaia. Foi demonstrado também que o efeito antidiarreico estaria

relacionado com a inibicao da contracao do musculo liso (MENEZES et al., 2018).

2.4.1 Potencial espasmolitico de substincias isoladas de plantas

Uma variedade de substancias isoladas de plantas medicinais vem manifestando
importante atividade espasmolitica, com destaque, principalmente, para aquelas oriundas
das classes dos terpenos e flavonoides, além de alcaloides, lignanas e esteroides.

Dentre os monoterpenos (Figura 5), o a-terpineol se destacou por suas propriedades
relaxantes no musculo liso. Em um estudo realizado por Silva e colaboradores (2016), foram
avaliados os efeitos dessa substincia na motilidade intestinal de ratos, a dose de 50 mg/kg da
substancia isolada foi administrada por gavagem (v.0.), e possibilitou o retardo no
esvaziamento gastrico. Os autores detectaram a propriedade do a-terpineol em reduzir as

contracOes induzidas pela carbamilcolina (agonista muscarinico), de maneira dose
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dependente. Tal efeito relaxante ndo foi afetado pela presenca de substancias como a atropina
(antagonista muscarinico).

Em um experimento in vitro utilizando a por¢ao distal do célon humano pré contraido
com atropina, o mentol (0,1 a 30 mM), de forma dose dependente, foi capaz de inibir a
contratilidade do misculo liso gastrointestinal através do bloqueio do influxo de Ca?*.
Apoés ensaios de mecanismo de agdo, os autores concluiram que esse monoterpeno atua
frente aos canais voltagem-dependentes, uma vez que a administracdo de nifedipina na
dose de 3 nM reduziu a ag¢do inibitéria do mentol (AMATO; LIOTTA; MULE, 2014).

O L-mentol a 0,8%, administrado intraluminalmente, preveniu o espasmo clénico
durante o exame colonoscopico em humanos (YOSHIDA et al., 2014); ja4 a carvona foi
capaz de reduzir significativamente as contragdes induzidas tanto por carbacol quanto pela
histamina, em {leo de cobaia, sendo cem vezes mais potente do que o verapamil, um
reconhecido bloqueador dos canais de Ca?* (SOUZA et al., 2013).

Ainda com relacdo a atividade espasmolitica dos monoterpenos, a carvona € o
limoneno demonstraram agdo expressiva em traqueia de cobaias e no musculo liso da aorta
de ratos (SOUSA et al., 2015); o carvacrol (BOSKABADY et al., 2012) e o B-citronelol
(VASCONCELOS et al., 2016) atuaram inbindo os espagos dos anéis traqueais ao agirem
nos receptores de histamina. O citral, nas doses entre 0,061 e 15,6 mM, reduziram as
contragdes ileiais espontaneas induzidas, previamente, por acetilcolina e cloreto de potdssio
(KCI); os autores atribuiram tal atividade espasmolitica a a¢do antagdnica aos fons célcio

(DEVI; SIM; ISMAIL, 2011).
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Figura 5: Monoterpenos com agdo espasmolitica

Os sesquiterpenos (Figura 6) caracterizam-se pela presenca de quinze atomos de
carbono, sdo comuns em Oleos essenciais e apresentam uma gama ampla de atividades
farmacoldgicas. A zerumbona, por exemplo, isolada do rizoma de Zingiber zerumbet Sm.,
exibiu atividade vasorelaxante in vitro em anéis de aorta de ratos previamente contraidos pela
fenilefrina (FUSI et al., 2015). O B-eudesmol, isolado de Atractylodes lancea, foi testado em
concentracdoes que variaram de 25 a 100 mg/Kg aumentando o esvaziamento gastrico e
inibindo a motilidade gastrointestinal em camundongos tratados com dopamina, atropina e
pela 5-HT (KIMURA; SUMIYOSHI, 2012). O B-cariofileno produziu relaxamento dose
dependente no musculo liso do ileo de ratos, a pré-contragdo foi feita com KCl, acetilcolina,

CaCl: e bdrio, tal efeito foi semelhante a acdo do verapamil (LEONHARDT et al., 2010).
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Figura 6: Sesquiterpenos com acéo espasmolitica

Entre os diterpenos (Figura 7) destaca-se o dcido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-
tetradeca-hidro-1,4a-dimetilfenantreno-7,8a-carbolactona-1-carboxilico (TCCA), isolado de
Croton argirophylloides, por sua acdo antiespasmddica em preparagdes traqueiais de ratos
submetidas a contragdo por prévia estimulacao elétrica ou pela a¢do de ions K* e acetilcolina.
A atividade espasmolitica se deu através de vdrios mecanismos, a exemplo do bloqueio de
VOCCs ou ROCCs e bloqueio da liberagio de Ca*™ induzida por IP; do reticulo
sarcoplasmatico (AGUIAR et al., 2012).

Outros diterpenos com acao antiespasmddica sdao o acido ent-7a-acetoxiltraciloban-18-
oico (traquilobano-360) e o 4cido ent-7a-hidroxitra-quilobob-18-oico (traquilobano-318),
ambos obtidos de Xylopia langsdorfiana, que foram capazes de induzir a atividade
espasmolitica em {leo de cobaia pré-contraido com carbacol, histamina e KCI, sendo a
segunda substancia quinze vezes mais potente do que a primeira (SANTOS et al., 2012b).

J4 no estudo realizado por Estrada e colaboradores (2011) com o triterpeno éacido
pomodlico, isolado de Licania pittieri, foi observada a atividade vasorelaxante em anéis de
aorta de ratos submetidos a contragdo prévia por noradrenalina, os autores atribuiram sua acao
hipotensora a ativagdo direta dos receptores purinérgicos endoteliais através da via de

sinalizacdo NO-GMPc.
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Figura 7: Di e triterpenos com agdo espasmolitica

Os flavonoides (Figura 8) também tém demonstrado diferentes padrdes de resposta em
musculo liso, como a quercetina (1 a 10 pg/mL) e a rutina (100 a 1000 ug/mL) isoladas da
Tagetes erecta L., as quais demonstraram efeito relaxante dose dependente nos tecidos de
cobaia pré-contraidos com KCIl, sendo a primeira mais potente do que a segunda
(VENTURA-MARTINEZ et al., 2018). A naringenina, quercetina, apigenina e a genisteina,
administradas nas concentracdes de 10 a 300 umol/L, foram capazes de inibir o peristaltismo
em intestinos de cobaia in vitro de forma dose dependente (GHARZOULI; HOLZER, 2004).

As substincias, 2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxi-3’-metilchalcona; 2’,4’-di-hidroxi-6’-
metoxi-3’,5’-dimetilchalcona; 2’,4’-di-hidroxi-6’-metoxi-3’-metilchalcona e 7-hidroxi-5-
metoxi-6,8-dimetilflavanona, isoladas do extrato hexano de Syzygium samarangense e
administradas nas doses de 1 a 1000 pug/mL apresentaram atividade espasmolitica dose
dependente no jejuno de coelhos e os autores destacaram que ndo houve diferenca

significativa entre esses flavonoides e o padrdo espasmolitico verapamil (AMOR et al., 2005).
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Da Haematoxylum campechianum foram isoladas duas chalconas conhecidas como
sappanchalcona e 3-desoxisappanchalcona que demonstraram atividade espasmolitica in vitro
em fileo de cobaia previamente contraido por estimulacdo elétrica. Os resultados revelaram
que a substancias exibiram ac¢do semelhante a do padrdo papaverina (ESCOBAR-RAMOS et
al., 2017); as chalconas dihidrospinochalcona-A e isocordoina, isoladas de Lonchocarpus xuul,
suscitou um efeito relaxante em aorta isolada de ratos pré-contraida com noradrenalina, sua
acdo vasorelaxante se deu através da abertura dos canais de potassio AVILA-VILLARREAL
et al., 2013).

A isoliquiritigenina, isolada de Glycyrrhiza glabra, apresentou efeito espasmogénico
dependente da concentracdo e sensivel a atropina em fundo de estdmago isolado de ratos;
além de um efeito espasmolitico em jejuno isolado de coelhos, ileo de cobaias e em fundo de
estbmago de rato atropinizado. Os autores concluiram que esse flavonoide foi capaz de
desempenhar acdes tanto espasmogénica (através da ativacdo de receptores muscarinicos)
quanto espasmolitica (pelo bloqueio dos canais de Ca®*) na regulacdo da motilidade
gastrointestinal (CHEN et al., 2009).

Shi e seus colaboradores (2012), estudando a mesma substancia (0,5 a 1000 uM)
também isolada de G. glabra, detectaram uma reduc@o na contracdo de tteros isolados de
ratas; foram usados no experimento ocitocina, acetilcolina e KCl como agonistas, os
resultados indicaram que a atividade relaxante da musculatura se deu pelo bloqueio dos canais
de Ca®* tipo L voltagem dependente, e que a dose de 1 mM da isoliquiritigenina se mostrou

mais potente do que o padrao verapamil.
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Outras classes (Figura 9) de metabdlitos secunddrios também sdo detentoras de
agentes com acdo espasmolitica, a exemplo de alcaloides indd6licos como o N-
desmetilglitpetelotina e a gliteletelotina, isolados das folhas de Glycosmis petelotii, os quais
exibiram atividade vasorelaxante em anéis da aorta de ratos previamente contraidos por
fenilefrina, os resultados apontaram que o relaxamento se deu pela inibi¢do da liberacdo de
ions Ca* (CUONG et al., 2014). De forma semelhante, a lignana schisandrina, isolada de
Schisandra chinensis e testada nas dose de 0,5 a 10 uM provocou relaxamento em cd6lon
isolado de ratos. Ensaios realizados para elucidar o mecanismo de agdo indicaram que a
schisandrina atua por intermédio de transmissores inibitérios nao adrenérgicos e nao
colinérgicos (YANG et al., 2011); e esteroide natural como o dehidroeffusol (nas doses de 30
a 90 uM), isolado de Juncus effusus, foi capaz de antagonizar a atividade espasmogénica em
jejuno isolado de rato, submetido a prévia contracao por pilocarpina, histamina ou KCI (DI et

al., 2014).



40

OCHj s
R1
HaCO \N
o)
\\\\\\\
H,CO
H3CO 'z,,
//////
OH N
H3CO R;: H= N-desmetilglitpelotina
R,: CH;=gliteletelotina
OH
schisandrina

OH

HO

dehidroeftusol

Figura 9: Lignana, alcaloides e esteroide com agdo esspasmolitica

Diante do exposto nota-se a importincia das plantas medicinais frente a acdo
espasmolitica, e em se tratando de L. thymoides, cujos resultados anteriores se mostrou
promissor, porém nenhum estudo foi feito com substancias isoladas dessa espécie. Sendo
assim, isolar e identificar substancias com acao relaxante no musculo liso € de grande interesse

farmacéutico, ja que sdo potenciais candidatas a protétipo para tornarem-se novos farmacos.
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3. METODOLOGIA

3.1 EQUIPAMENTOS, REAGENTES E OUTROS MATERIAIS UTILIZADOS

Os equipamentos listados a seguir foram utilizados na execuc¢do e andlise dos
experimentos:
- Amplificador (EFF-321A Insight®)
- Balanga analitica (ALC-210.4 Acculab®)
- Balanga analitica (Shimadzu® Modelo AY220)
- Banho de aquecimento (Fisatom® Modelo 550)
- Banho de 6rgdos (EFF-321 Insight®)
- Banho de refrigera¢ao (Quimis® Modelo Q-214U2)
- Banho maria (Biopar® Modelo BMAO1)
- Banho Maria (NT236 Novatecnica®)
- Capela de exaustao (Engetherm)
- Computador (HP Compaq Pro 6305 SFF®)
- Cuba de ultrassom (Crist6foli®)
- Destilador de dgua (Tecnal® Modelo TE-1782)
- Espectrofotdmetro (UV-1800 Shimadzu®)
- Espectrometro de ressonincia magnética nuclear (Bruker® Avance DRX 400)
- Estufa com circulac@o de ar (Marconi® Modelo MA 035)
- Lavadora ultrassonica (Ultronique® Modelo Q13/37A)
- Lavadora ultrassénica (Unique® Modelo USC-3300)
- Moinho de facas (Marconi® Modelo 340)
- Rotaevaporador (Buchi® Modelo Syncore)
- Softwares Windaq 32® (DATAQ Instruments, Inc., Akron, Ohio, EUA)
- Software UV PROB 2.43
- Transdutor de for¢a isométrico (TRI201 Panlab®)
- Vortex (Biomixer® QL-901)

Foram utilizados os seguintes reagentes, solu¢des e substancias de referéncia no
desenvolvimento deste trabalho:

- Acetato de etila (Neon® e Synth®)



- Acetona (Neon®)

- Acido acético (QM®)

- Acido ascérbico (Vetec®)

- Acido ascérbico P.A. (Vetec®- Sigma-Aldrich)
- Acido gélico (Sigma®)

- AICI3 (Synth®)

- Anisaldeido (Vetec®)

- Bicarbonato de sédio (Merck®)

- Bicarbonato de sédio (NaHCO?3) (Isofar®)

- Carbacol (Sigma-Aldrich®)

- Cloreto de célcio (CaCl2.2H20) (Isofar®)

- Cloreto de potassio (KCl) (DinAmica®)

- Cloreto de sodio (NaCl) 0,9% estéril (Kabipac®)
- Cloreto férrico P.A. (Reagen®)

- Cremophor EL (Fluka-Biochemika®)

- Diclorometano (Synth®)

- Diclorometano (Vetec®)

- Diphenylboryloxyethylamina (Aldrich®)

- DMSO-d6 (Isotec®)

- DPPH (Sigma®)

- Fosfato de s6dio (NaH2PO4.1H20) (Isofar®)
- Glicose (C6H1206) (Synth®)

- Hexano (Vetec®)

- Hidroxido de sédio (NaOH) (Proquimios®)

- Metanol (Dinamica® e Nox®)

- Metanol grau espectroscopico (Vetec®)

- Mistura Carbogénica (White Martins®)

- NaxCOs (Vetec®)

- Poliethylenoglicol Etanolico (Bio Basic INC®)
- Quercetina tri-hidratada (Aldrich®)

- Reagente Follin-Ciocalteau (Dinidmica®)

- Sephadex (Sigma-Adrich®)

- Silica gel 0,060-0,200 mm (ACROS®)

- Silica preparativa (Merck®)

42
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- Sulfato de magnésio (MgS04.7H20) (Proquimios®)
- TLC silica gel Fass (Merck®)
- Trolox (Aldrich®)

3.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de L. thymoides foram coletadas no més de novembro de 2015, na Unidade
Experimental Horto Florestal (UNEHF), que se encontra a uma latitude de 12°16°07" Sul;
longitude de 38°56°21" QOeste, elevacdo de 234 metros, na regido do semidrido em Feira de
Santana-BA.

O material fértil foi herborizado para a confecc¢do da exsicata e em seguida, depositado
no Herbario do Departamento de Biologia da Universidade Estadual de Feira de Santana
(HUEFES), sob nimero de registro 241404 (Figura 10). A identificacio taxonomica foi

realizada pela Prof* Dr* Tania Regina dos Santos Silva.

gl Camaio s e | 241404

Brasil, Bahia, Feira de Santana: Horto Floresta da Universidade Estadual
i deFeirade Santana. 12°167"S 38°5621'W

R s st £ 5ot VERBENACEAE
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Det:
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Magalhses, A.O. 1 26/4/2018

Figura 10: Exsicata e ficha de identificacao de Lippia thymoides
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3.3 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO EXTRATO BRUTO

Para a obten¢do do extrato metandlico bruto (LTB) de L. thymoides, as folhas foram
secas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, para estabilizacio do material, sendo
posteriormente pulverizadas em moinho de facas. O material pulverizado (2.936,4 g) foi
submetido a extracdo, cinco vezes consecutivas, por maceracdo assistida por ultrassom com
metanol, em recipientes de vidro. Os extratos brutos foram concentrados em evaporador
rotatdrio, sob pressdo reduzida, em temperaturas entre 40 e 45°C. O residuo de solvente foi

retirado por evaporacdo em capela de exaustdo conforme ilustrado na Figura 11.

Figura 11: Processo para obtengo do extrato metandlico bruto das folhas de L. thymoides. 1 - material vegetal
triturado, 2- primeira adicdo do solvente (metanol), 3- filtragdo do liquido extrativo, 4 - concentracio do extrato

3.4 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DAS FRACOES

A primeira etapa para o isolamento dos metabdlitos especiais consiste no fracionamento
por parti¢do, o qual visa separar os compostos considerando sua solubilidade e seu coeficiente
de particdo em diferentes solventes. Para esse procedimento a escolha dos solventes ocorreu
baseada no grau de polaridade de cada um (hexano, diclorometano e acetato de etila)
(SIMOES et al., 2017). Assim o extrato metanélico foi ressuspenso em metanol/dgua (8:2) e
submetido, sucessivamente, a particio por hexano (metanol/dgua (8:2)), diclorometano

(metanol/dgua (7:3)) e acetato de etila (metanol/dgua (6:4)). As fracdes obtidas foram
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concentradas em evaporador rotatdrio, sob pressdo reduzida, em temperaturas entre 40 e 45°C.
O residuo de solvente foi retirado por evaporacdo em capela de exaustdo. A massa bruta das
fracdes em hexano (LTH), diclorometano (LTD) e acetato de etila (LTA), foram calculadas

em relacdo ao LTB inicial.

3.5 PURIFICACAO CROMATOGRAFICA DA FRACAO EM DICLOROMETANO

Antes de passar pelo processo de purificacdo, realizou-se uma andlise em
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em silica (TLC silica gel 60 Fass, Merck®), com
diferentes sistemas de solventes (acetona, diclorometano e hexano/acetona (8:2 e 2:8)) a fim
de predizer quais sistemas de eluentes serviriam para obter uma melhor separacdo das
substancias, sendo que o sistema hexano/acetona (8:2) foi o mais eficiente na separagdo das

substancias (Figura 12).

&2 9

Figura 12: Perfil cromatografico em CCD da fracdo Diclorometano das folhas de L. thymoides eluidas
em 1-Acetona, 2-Diclorometano, 3-Hexano/Acetona 8:2 e 4-Hexano/Acetona 2:8

Ap0s a selecdo do sistema de eluentes em CCD, a fracdo diclorometanica (LTD) (20 g)
foi submetida a primeira Cromatografia em Coluna (CC), utilizando silica gel 60 (<0,063 nm)
como fase estaciondria, na propor¢do 1:10 (amostra/adsorvente) e eluentes (fase movel) de
polaridade crescente (hexano/acetona), além de metanol, como demonstrado na Tabela 1.
Foram obtidas 97 fracdes de 100 mL cada, sendo essas concentradas em evaporador rotatdrio,

sob pressdo reduzida, em temperaturas entre 40 e 45°C.
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Nas fragdes 28-36, enquanto estava sendo evaporado o solvente, notou-se a presenga
de um precipitado amarelo claro, assim, eles foram cuidadosamente separados das fracdes e
analisados em CCD, sendo posteriormente, nomeada de LT1-C4. Depois de secar as fragdes
49-52, formaram-se cristais em formato de agulhas, que foram lavados com solvente hexano,
obtendo-se agulhas amarelas, posteriormente denominadas LT1-C12.

Depois de terem sido analisadas por CCD, utilizando como reveladores anisaldeido,
NP/PEG e luz ultravioleta foram reunidas em 10 grupos (Tabela 2). O método de escolha para
dar continuidade a purificacdo dos grupos das fracdes foi de acordo com anélise em CCD, as
fracdes que possibilitassem uma melhor separacdo e que obtivessem uma quantidade razoavel
de massa foram selecionadas. Assim os grupos F2, F5 e F8 foram os utilizados para a
continuidade do processo de purificacdo. A representacdo esquemadtica do processo de

isolamento e purifica¢do das substancias estdo descritos na Figura 13.

Tabela 1: Gradiente de eluicdo aplicado a fragdo diclorometano das folhas de L. thymoides na cromatografia

liquida
Eluentes (%) Fracoes Volume Eluente (%) Fracoes Volume
eluido (mL) eluido (mL)

Hexano (100) 1-6 500 Hexano:Acetona (75:25) 46-50 200
Hexano:Acetona (99:1) 7-8 200 Hexano:Acetona (70:30) 51-54 500
Hexano:Acetona (98:2) 9-11 200 Hexano:Acetona (65:35) 55-57 300
Hexano:Acetona (97:3) 12-15 300 Hexano:Acetona (60:40) 58 100
Hexano:Acetona (96:4) 16-19 400 Hexano:Acetona (55:45) 59-62 300
Hexano:Acetona (95:5) 20-26 800 Hexano:Acetona (1:1) 63-65 300
Hexano:Acetona (94:6) 27-29 300 Hexano:Acetona (40:60) 66-68 300
Hexano:Acetona (93:7) 30-32 300 Hexano:Acetona (30:70) 69-70 200
Hexano:Acetona (92:8) 33-35 300 Hexano:Acetona (20:80) 71-73 200
Hexano:Acetona (91:9) 36 100 Hexano:Acetona (10:90) 74-77 300
Hexano:Acetona 37-41 300 Acetona (100) 78-84 600

(90:10)
Hexano:Acetona 42-43 200 Metanol (100) 85-97 900

(85:15)
Hexano:Acetona 44-45 2000 e e -—-

(80:20)

Tabela 2: Fragdes reunidas (CC), ap6s andlise em CCD, obtidas por cromatografia em silica gel 60 a partir da
fracdo diclorometanica

Grupos das fracoes Fracoes Massa (g)
F1 1-20 0,515
F2 21-25 2,450
F3 26-27 0,534
F4 28-30 0,586
F5 31-38 0,811
Fé6 39-52 2,080
F7 53-57 1,304
F8 58-63 3,702
F9 64-71 1,908

F10 72-95 6,040
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Figura 13: Representacdo esquematica do processo de isolamento e purificacdo de substéncias a partir do
extrato metabolico bruto (LTB) da folha de L. thymoides, sendo: LTH — Fracdo Hexénica; LTD- Fragao
Diclorometano; LTA- Fracdo Acetato de etila; F-grupos de fracdes; CC- Cromatografia em Coluna; CCD-
Cromatografia em Camada Delgada e as substincias isoladas/misturas - LT5-C6; LT5-C5; LT5-C9; LT1-C4,
LT1-C12, LT6-C15 e S3-C3
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Com o objetivo de isolar substancias presentes em F2 (2,34 g), esse grupo foi

submetido a um novo fracionamento em CC de silica gel (<0,063 nm), na propor¢ao 1:60

(amostra:adsorvente). Foi utilizada eluicao gradiente com hexano/acetona com polaridade

crescente, seguido de metanol, resultando na obtencdo de 42 fracdes com 100 mL cada

(Tabela 3). Estas foram concentradas em evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, em

temperaturas entre 40 e 45°C. Apds secas notou-se a presenca de um sélido branco nas

fracdes 19-21, as quais foram lavadas com acetona, para uma melhor purificagdo. Tal

substancia, apds ser analisada por CCD, foi nomeada de LT-C15. As demais fracdes foram

reunidas, ap6s comparacao por CCD, em 14 grupos, denominados F2-1 a F2-14 (Tabela 4).

Tabela 3: Gradiente de elui¢@o aplicado a G2 na cromatografia liquida

Eluentes (%) Fracoes Volume Eluentes (%) Fracoes Volume
eluido (mL) eluido (mL)
Hexano (100) -——- 690 Hexano: Acetona (80:20) 34 100
Hexano: Acetona (99:1) 1-12 1.600 Hexano: Acetona (70:30) 35 100
Hexano: Acetona (98:2) 13-15 200 Hexano: Acetona (60:40) 36 100
Hexano: Acetona (97:3) 16-17 200 Hexano: Acetona (50:50) 37 100
Hexano: Acetona (96:4) 18-25 700 Hexano: Acetona (40:60) 38 100
Hexano: Acetona (95:5) 26-29 300 Hexano: Acetona (20:80) 39 100
Hexano: Acetona (90:10)  30-31 200 Acetona (100) 40 100
Hexano: Acetona (85:15)  32-33 200 Metanol (100) 41-42 250
Tabela 4: Grupos de fra¢des reunidas de F2
Grupos Fracoes Massa (g)

F2-1 1-6 0,010

F2-2 7-11 0,895

F2-3 12-15 0,139

F2-4 16-18 0,087

F2-5 19-21 0,126

F2-6 22-24 0,247

F2-7 25-27 0,399

F2-8 28-31 0,051

F2-9 32-33 0,029

F2-10 34 0,038

F2-11 35 0,033

F2-12 36 0,029

F2-13 37-38 0,110

F2-14 39-42 0,066

3.5.2 Fracionamento Cromatografico de F5

O grupo F5 (0,811 g) foi submetido a um novo fracionamento em Cromatografia por

exclusdo (Sephadex LH-20, diclorometano), resultando na obten¢do de 47 fracdes de 20 mL
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cada (Tabela 5). A fracdo F5-3 apresentou um sélido branco, sendo este, lavado com metanol.

A substancia obtida, ap6s andlise em CCD, foi nomeada de S3-C3.

Tabela 5: Grupos de fragdes reunidas de F5

Grupos Fracoes Massa (g)
F5-1 1 0,004
F5-2 2 0,103
F5-3 3 0,073
F5-4 4 0,018
F5-5 5-10 0,051
F5-6 11-14 0,005
F5-7 15-24 0,011
F5-8 25-34 0,004
F5-9 35-45 0,006

F5-10 46-47 0,019

3.5.3 Fracionamento Cromatografico de F8

Com o objetivo de isolar substincias presentes em F8 (3,702 g), esse grupo foi
submetido a um novo fracionamento em CC de silica gel (<0,063 nm), na propor¢ao 1:60
(amostra:adsorvente). Foi utilizada eluicao gradiente com hexano/acetona com polaridade

crescente, seguido de metanol, resultando na obten¢do de 128 fracdes. (Tabela 6).

Tabela 6: Gradiente de eluicdo aplicado a F8 na cromatografia liquida

Eluente (%) Fracoes Volume Eluente (%) Fracoes Volume
eluido (mL) eluido (mL)
Hexano (100) -—-- 200 Hexano:Acetona (70:30) 66-74 600
Hexano:Acetona (99:1) --- 200 Hexano:Acetona (68:32) 75-77 300
Hexano:Acetona (98:2) -——- 200 Hexano:Acetona (65:35) 78-90 1100
Hexano:Acetona (97:3) 1-10 1200 Hexano:Acetona (60:40) 91-96 400
Hexano:Acetona (96:4) 11 100 Hexano:Acetona (55:45)  97-100 400
Hexano:Acetona (95:5) 12-13 200 Hexano:Acetona (50:50) 101-108 600
Hexano:Acetona (92:8) 14-15 200 Hexano:Acetona (45-65) 109-110 200
Hexano:Acetona (90:10) 16-18 300 Hexano:Acetona (40:60) 111-113 300
Hexano:Acetona (87:13) 19-21 300 Hexano:Acetona (35:65) 114-115 300
Hexano:Acetona (85:15) 22-31 1000 Hexano:Acetona (30:70) 116-118 200
Hexano:Acetona (80:20) 32-43 900 Hexano:Acetona (20:80) 119-120 300
Hexano:Acetona (78:22) 44-49 500 Hexano:Acetona (10:90) 121-122 300
Hexano:Acetona (75:25) 50-61 1200 Acetona (100) 123-124 200
Hexano:Acetona (73:27) 62-65 300 Metanol (100) 125-128 300
Hexano:Acetona (70:30) 66-74 600 - -——- -——-

As 128 fracdes foram concentradas em evaporador rotatério sob pressdo reduzida, em

temperaturas entre 40 e 45°C. Notou-se a presenca de s6lido com coloracdo amarelo nas
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fracdes 51-69 e 71-75, os quais foram lavados com acetona para uma melhor purificagdo.
Ap6s andlise em CCD, notou-se que o Fator de Retencdo (Rf) eram distintos. Assim,
reuniram-se as substancias das fragdes 51-54, 55-69 e 71-75, em separado, sendo essas,
nomeadas de LT5-C5, LT5-C6 e LT5-C9, respectivamente. As demais fracdes, apds secas,
foram analisadas em CCD possibilitando a reunido em 27 grupos de fra¢des, denominados

F8-1 a F8-27 (Tabela 7).

Tabela 7: Grupos de fragdes reunidas de F8

Grupos Fracoes Massa (g)
F8-1 1-8 0,021
F8-2 9-13 0,020
F8-3 14-22 0,040
F8-4 23-28 0,048
F8-5 29-35 0,036
F8-6 36-37 0,003
F8-7 38-42 0,034
F8-8 43-45 0,037
F8-9 46-48 0,122

F8-10 49-51 0,157
F8-11 52-54 0,238
F8-12 55-69 0,945
F8-13 70-76 0,315
F8-14 77-80 0,107
F8-15 81-83 0,074
F8-16 84-89 0,093
F8-17 90-94 0,037
F8-18 95-98 0,028
F8-19 99-102 0,054
F8-20 103-107 0,089
F8-21 108-110 0,050
F8-22 111-113 0,030
F8-23 114-121 0,125
F8-24 122-124 0,058
F8-25 125-126 0,179
F8-26 127 0,066
F8-27 128 0,001

3.6 CARACTERIZACAO E ELUCIDACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Para a elucidagdo estrutural das substancias isoladas foi utilizada a técnica
espectroscopica de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de *C, uni e

bidimensional, além da comparagdo dos dados com a literatura.
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As andlises por RMN foram realizadas em parceria com a Prof®. Dr®. Edigénia
Cavalcante da Cruz Araujo, da Universidade Federal do Vale Sao Francisco (Univasf), sendo
que os espectros de RMN de 'H, de '*C COSY, DEPT, HMBC e HMQC foram registrados
em espectrometro de RMN Bruker (Avance, DRX 400), operando 400 MHz para RMN de 'H
e 100 MHz para RMN de '3C.

As substancias LT5-C5e LT5-C9 foram solubilizadas com DMSO-d6 (procedéncia
Isotech) e as substancias LT1-C4, LT5-C6, LT5-C7, LT1-C12, LT6-C15 e S3-C3 foram
dissolvidas com CDCls.

3.7 ATIVIDADE ESPASMOLITICA

3.7.1 Animais

O trabalho foi previamente submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
UNIVASF (CEUA-UNIVASF), obtendo parecer favoravel (APENDICE A). Para o ensaio de
avaliacdo atividade espasmolitica in vitro em traqueia isolada, foram utilizadas cobaias
(Caviaporcellus) de ambos os sexos com 400 a 500 g. Todos os animais foram providos pelo
Biotério Central da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, acomodados em caixas

apropriadas, com ciclo claro escuro de 12 horas, dgua e ragdo ad libitum.

3.7.2 Avaliacao da atividade espasmolitica em traqueia isolada de cobaia

O LTB, LTD e as substincias isoladas e misturas (LT5-C5; LT5-C6; LT5-C9; LT1-C4,
LTI1-C12, LT6-C15 e S3-C3) das folhas de L. Thymoides foram dissolvidas em Cremophor
EL 3% em agua destilada, na concentracdo de 10 mg/mL. O agonista carbacol (CCh) utilizado
foi dissolvido em conformidade com a orientacdo do fabricante e conservado em solugdes
estoque a — 20 °C, sendo realizada, a dilui¢do necessdria, em 4gua destilada no instante do
experimento.

As cobaias foram eutanasiadas por deslocamento cervical, sendo o térax aberto para a
remocdo da traqueia. Logo apds a retirada, a traqueia foi acomodada em uma placa de Petri

com solucao nutritiva de Krebs (NaCl 118,0 mM; KCI 4,55 mM; MgS04.7H,0 5,70 mM;



52

KH>PO4+.H,O 1,10 mM; CaCl,.2H,0 2,52 mM; NaHCO3 25,0 mM e Glicose 11,00 mM)
aerada com mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO»), para a remocao de todo o tecido
conjuntivo e adiposo. Deste modo, fracionou-se a traqueia em fragmentos com 3-4 anéis
cartilaginosos, nos quais, foram inseridos com auxilio de hastes de aco inoxiddvel a
transdutores de forca modelo TRI201 (Panlabs.l.u., Barcelona, Espanha), por meio de linhas
de algodao, sendo suspensos individualmente em cubas de vidro contendo 10 mL de solugdo
de Krebs no banho de 6rgaos (Figura 14) modelo EFF-321 (INSIGTH®, Ribeirdo Preto, Sdo
Paulo, Brasil).

Os tecidos ficaram em repouso por 60 minutos, para sua estabiliza¢do, sob uma tensao
de 1 g a 37 °C e aeragdo ininterrupta com mistura carbogénica (95% CO2 e 5% O), fazendo
troca da solucdo de Krebs a cada 15 minutos. A seguir, realizou-se a primeira contracao
incitada pela adicdo a cuba de 1 uM de CCh, com propdsito de verificar a viabilidade do
tecido. Apds atingir a contragdo maxima, a solu¢do nutritiva foi substituida e o tecido foi
estabilizado por mais 30 minutos, com a troca da solucdo feita a cada 15 minutos. As
contragdes isométricas foram registradas através de transdutores de for¢a conectados a um
amplificador (Insight®) interface 4 canais, que por sua vez estavam conectados a uma placa
conversora analdgico/digital instalada em um microcomputador executando o programa
WinDaq (DATAQ Instruments, Inc., Akron, Ohio, EUA).

Apos a estabilizacdo do tecido, realizou-se uma segunda contragdo com 1 uM de CCh
e no decorrer do componente tonico dessa, foram adicionados individualmente o LTB, LTD e
as substancias isoladas de L. thymoides, de maneira cumulativa em concentracdes crescentes
(1 a 729 pg/mL). Os relaxamentos foram expressos como a percentagem reversa da tensao
maxima alcancada pela adi¢do de CCh a cuba, onde o relaxamento maximo foi alcangado
quando a tensao registrada foi reduzida aos niveis basais.

Para cada protocolo experimental, foram empregados um n de 5 animais e os dados
obtidos dos registros foram convertidos em curvas concentracdo-resposta e estas ajustadas por
regressdo ndo-linear no software Prism 5 for Windows (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, EUA), para obten¢do do valor de CEso (concentracdo da amostra que € capaz de causar
50% de seu efeito maximo) tendo como parametro de poténcia relativa de uma amostra, e o
Emax (valor médio, em percentagem, do efeito maximo obtido pela amostra em relagdo ao
maior valor possivel num dado tecido) servindo como parametro de eficicia relativa de duas
amostras. Os dados foram expressos como média da CEso e intervalo de confianca de 95% e

média do Enax  erro padrao da média (SEM).
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Figura 14: Esquema simplificado do equipamento e dos aparelhos utilizados nos experimentos de
contratilidade in vitro. 1) transdutor de for¢a 2) Haste fixa na qual se acopla o triangulo metdlico com a traqueia
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DO EXTRATO BRUTO E FRACOES

Ap6s ser concentrado em evaporador rotatério e seco em capela de exaustdo, foram
obtidas 354,54 g de extrato metandlico bruto, correspondendo a 12,07% de rendimento. As
massas brutas em gramas e os rendimentos de cada uma das fragdes estdo reunidos na Tabela

8.

Tabela 8: Rendimento das fragdes obtidas por parti¢do liquido-liquido do extrato metandlico bruto (LTB) das
folhas de L. thymoides

Fracoes Massa Bruta (g) Rendimento (%)
Hexano (LTH) 17,84 5,4
Diclorometano (LTD) 50 15,1
Acetato de Etila (LTA) 97,83 29,56

4.2 SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Lippia thymoides

4.2.1 Elucidacao Estrutural da substancia LT1-C4

As fracdes F3 e F4 apresentaram um precipitado com coloracdo verde. Apoés
recristalizacdo com hexano, foi obtido um pé de coloragao amarela solivel em acetona, que
foi denominado de LT1-C4 (30,5 mg) (Figura 15). Este sélido foi analisado em CCD,
revelado com o reagente NP-PEG e lido a 35 nm, composto apresentando-se como uma
mancha de coloracdo verde fluorescente, caracteristico da classe dos flavonoides.

OCHj

H3;CO @)

OH

OH 0]

Figura 15: Estrutura da substancia LT1-C4 (3,5-dihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona) isolada da fracao LTD
obtida a partir das folhas de L. thymoides
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No espectro de RMN de 'H (Figura 16) foi possivel verificar a presenca de sinais de
hidrogénios aromadticos: dois dupletos em 6 8,18 (2H) e & 7,04 (2H), com constante de
acoplamento caracteristica de sistemas com relacdo orto (J = 9,0 Hz) e dois dupletos em &
6,38 (1H) e o6 6,50 (1H), com constante de acoplamento (J = 2,2 Hz) que evidenciou um
padrao de substitui¢do meta. Em flavonoides, os hidrogénios do anel B aparecem como sinais
na regido entre 6,7 e 7,9 ppm, sendo mais desblindados que os hidrogénios do anel A. Se o
anel B é para dissubstituido com oxigena¢do em C-4’, um padrdo tipico de dois dubletos é
observado, e os hidrogénios em C-3’ e 5’ aparecem em campo mais alto do que os em C-2’ e
6’. Em caso de um padrao de oxigenagdo nas posicdes 5 e 7 do anel A, os hidrogénios dos
carbonos 6 e 8 aparecem como dupletos na regido de 6-6,5 ppm e o sinal correspondente a H-
6 ¢ mais protegido que o de H-8 (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970;
SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009). Dessa forma, os sinais em 6 8,18 (2H) e 6 7,04
(2H) sao caracteristicos do anel B e foram atribuidos aos pares de hidrogénio H-2’/H-6 e H-
3’/H-5’, bem como os sinais em 6 6,38 (1H) e 6 6,50 (1H) aos hidrogénios H-6 e H-8 no anel
A. O espectro ainda apresentou dois simpletos em o 3,90 e 6 3,89, que integraram para seis
hidrogénios sugerindo a presenca de duas metoxilas, além de um simpleto em o 6,60 (1H). O
sinal em 6 11,74 € tipico de um hidroxila quelada indicando a presenca de uma hidroxila na

posicdo 5.
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Figura 16: Espectro de RMN de 'H da amostra LT1-C4 [400 MHz, CDCl3, § (ppm)]
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O espectro de RMN de '*C (Figura 17) mostrou a presenca de 15 sinais, sendo que
dois mais intensos em 6 135,85 e 6 123,77, correspondendo cada um a dois carbonos,
totalizando assim 17 carbonos, dos quais 15 correspondendo ao nicleo flavonoidico e dois
aos carbonos metoxilicos. Os sinais referentes aos carbonos das metoxilas apareceram em o
56,07 e & 55,65, indicando que se tratavam de metoxilas localizadas em posi¢des sem
substituintes em orto, compativel com as posi¢des 4°, 5 ou 7. Para metoxilas estericamente
impedidas, como na posi¢ao 3, espera-se que o sinal apareca mais desblindado, em torno de &
60 (SILVA, 2009). O valor de deslocamento da carbonila em 6 175,36 indicou a presenca de
um flavonol, pois esta classe de flavonoides, em geral, apresenta carbonilas na regido de 6
172,026 177,0 MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).

No espectro de HSQC (Figuras 18 e 19) foi possivel identificar cinco sinais e assinalar
as correlacdes dos hidrogénios diretamente ligados aos carbonos do anel A e do anel B: CH-6
(0H/6C 6,3/98,11); CH-8 (3H/3C 6,42/92,40), CH-3’,5" (8H/8C 7,05/114,39), CH-2’,6°
(0H/3C 8,18/129,60). A posicdo das metoxilas nos carbonos 7 e 4’ foi confirmada pelas
correlacdes a duas e trés ligagdes do espectro de HMBC (Figuras 20 e 21): MeO-7/C-7, 3J
(8H/8C 3,89/165,88); H-8/C-7, 2J (8H/SC 6,43/165,88) e H-6/C-7, 2J (8H/3C 6,31/165,38);
MeO-4’/C-4’, 3] (8H/3C 3,90/161,32); H-3",5’/C-4’, 2J (3H/SC 7,04/161,31) e H-2°,6°/C-4", 3]
(0H/3C 8,18/161,31). Nesta mesma expansdao de HMBC também foi observada as correlagdes
a longa distancia da hidroxila da posicdo 3, confirmando sua atribui¢do: 3-OH/C4 (6H/6C
6,60/175,36); 3-OH/C2 (6H/5C 6,60/145,91); 3-OH/C3 (6H/56C 6,60/135,85).
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Figura 17: Espectro de RMN de '*C da amostra LT1-C4 [100 MHz, CDCls, § (ppm)]
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Figura 18: Espectro de HSQC do composto LT1-C4
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Figura 19: Expansao do espectro de HSQC do composto LT1-C4
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Figura 21: Expansao da regido de ¢ 8,5 a 5,9 do espectro de HMBC do composto LT1-C4 e correlagdes
assinaladas

Considerando os dados espectrométricos e a comparagdo com a literatura (ROSSI;
YOSHIDA; MAIA, 1997) a substancia pode ser identificada como 3,5-di-hidroxi-7,4’-
dimetoxiflavona e os dados de atribuicio por RMN de 'H e RMN de '3C, bem como da
literatura, estdo reunidos na Tabela 9. Esta substincia foi anteriormente isolada de Betula
exilis (POKHILO; DENISENKO; UVAROVA, 1985); Aniba sp. (ROSSI; YOSHIDA; MAIA,
1997); Alpinia flabellata (KIKUZAKI et al., 2001); Wendita calysina (PICCINELLI et al.,
2004); Polygala japonica (LI et al., 2006); Zingiber mekongense (CHAREONKLA et al.,
2011); Betula pendula (VEDERNIKOV; ROSHCHIN, 2012); Dodonaea angustifolia
(OMOSA et al, 2014) e Artemisia sphaerocephala (SUN et al., 2016). Porém nenhum relado
no género Lippia.

Andlises in silico realizadas por Goettert e seus colaboradores (2010) verificaram que
o 3,5-di-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona € um potente inibidor de p38a, um regulador de
proteinas cinases ativadas por mitégeno (MAPKs) que controlam importantes fungdes
celulares, como expressao génica e apoptose (ZHANG; SHEN; LIN, 2007). Também foi
relatada atividade anti-HIV-1 (CHAREONKLA et al., 2011).

Tabela 9: Dados de RMN de 'H e de 13C de LT1-C4 [400, MHz ('H) e 100 MHz (C), CDCls, § (ppm), J (Hz)]
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Posicdo d (ppm) RMN 'H d (ppm) RMN 'H S (ppm) d (ppm)
(lit.)! RMN 3C | RMN

13C (lit.)!
2 - - 145,91 1457
3 - - 135,85 135,6
4 - - 175,36 175,1
5 - - 160,97 160,8
6 6,38 (1H,d,J=22Hz) | 635(,J=2,1Hz) | 9811 97,9
7 - - 165,88 165,7
8 6,50 (1H,d,J=22Hz) | 646(d,J=2,1Hz) | 92,40 92,2
9 - - 157,01 156,8
10 - - 104,13 103,9
r - - 123,37 123,1
> 8,18 (2H, d,J=9,0Hz) | 8,14(d,J=9,0Hz) | 129,60 128.8
3 7,04 (2H, d, J=9,0 Hz) 7,0 (d,J=9,0 Hz) 114,79 114,0
4 - - 161,31 161,1
5 7,04 (2H, d, J=9,0 Hz)) 7,0 (d,J=9,0 Hz) 114,79 114,0
6’ 8,18 (2H,d,J=9,0Hz) | 8,14 (QJ=9.0Hz) 129,60 128,8
7-OCH3 3,89 (3H, s) 3,87 (s) 55,65% 55,4
4-OCHj 3,90 (3H, s) 3,87 (s) 56,07% 55.8

3-OH 6,60 (1H, s) 6,58 (s) - -
5.0H 11,74 (1H, 5) 11,7 (s) - :

*Dados podem estar trocados. nd = ndo detectado. Lit = literatura. ' ROSSIT; YOSHIDA; MAIA, 1997

4.2.2 Elucidacao Estrutural da substancia LT5-C5

A fracao F8-11 apresentou um precipitado com coloracdo verde. Apds uma
recristalizacdo com acetona foi obtido um sélido de coloragdo amarela pouco solivel em
metanol, que foi denominado de LT5-C5 (17 mg) (Figura 22). Ap6s CCD e revelagdo com o
reagente NP-PEG e leitura a 365 nm, esta substincia apresentou-se como uma mancha de

coloracgdo verde fluorescente, sugerindo ser um flavonoide.
OH

H;CO (@)

OH
OH O

Figura 22: Estrutura da substancia LT5-CS (rhamnocitrina) isolada da fracdo LTD obtida a partir das
folhas de L. thymoides
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Os espectros de RMN de 'H e de '°C de LT5-C5 apresentaram um padrdo semelhante
aos obtidos para LT1-C4. O espectro de RMN'H (Figura 23) exibiu quatro sinais de
hidrogénios aromdticos, com dois dupletos em 6 6,36 (1H, J =2,2 Hz) e 6 6,75 (1H, ] = 2,2
Hz), evidenciando o padrdo de substituicdo meta no anel A de flavonoides, correspondendo
aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, pois em geral o sinal de H-6 aparece em campo
mais alto que o de H-8 em flavonoides 35,7-dissubstituidos no anel A (SILVA;
CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009). Os outros dois dupletos mais desblindados, em & 8,09
(2H, J = 8,9 Hz) e 6 6,94 (2H, J = 8,9 Hz) sdo caracteristicos de sistema aromadtico para
dissubstituido, com interacdo spin-spin em orto, relativos aos hidrogénios H-2°’/H-6’ e H-
3’/H-5" do anel B. O espectro ainda apresentou um simpleto em 6 3,75 (3H), relativo a uma
metoxila, e dois simpletos alargados, tipicos de hidrogénios de hidroxilas, em & 10,17 (1H) e

9,55 (1H).
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Figura 23: Espectro de RMN de 'H da amostra LT5-C5 [400 MHz, DMSO, & (ppm)]

No espectro de RMN de '3C (Figura 24) foi possivel observar 14 sinais (dois mais
intensos), que correspondem a 15 carbonos do nicleo flavonoidico e a um carbono de
metoxila em o 55,88. Este valor indica que ndo ha substituintes em orfo a esta metoxila

(SILVA, 2009), sugerindo assim sua localizacdo na posicdo 4°, 5 ou 7. O valor de
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deslocamento da carbonila em & 175,89 € tipico de flavonois que, em geral, apresentam

carbonilas na regido de 6 172,0 a 8 177,0 (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).

175.8779
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Figura 24: Espectro de RMN de '*C da amostra LT5-C5 [100,62 MHz, DMSO, & (ppm)]

Através do espectro de HSQC (Figura 25) foi possivel correlacionar os hidrogénios
diretamente ligados aos carbonos do anel A e do anel B: CH-6 (6H/6C 6,36/97,32); CH-8
(6H/6C 6,75/93,32), CH-3°,5" (6H/6C 6,94/115,31), CH-2’,6" (8H/3C 8,09/129,43), bem
como do carbono da metoxila (6H/3C 3,73/55,88). A posicao desta metoxila no carbono 7 foi
confirmada pelas correlagdes a duas e trés ligagdes do espectro de HMBC (Figuras 26 e 27):
MeO-7/C-7, 3J (8H/SC 3,75/164,73); H-8/C-7, 2J (8H/8C 6,75/164,73) e H-6/C-7, *J (8H/5C
6,36/164,73). Outras correlacdes a duas e trés ligagdes no espectro de HMBC possibilitaram a
atribuicdo dos valores de deslocamento dos carbonos C-1°, C-4’, C-2, C-5, C-9 e C-10, tais
como: H-3",5’/C-4’, 2J (8H/6C 6,94/159,17); H-2’,6’/C-4°, 3] (8H/3C 8,09/159,17) e H-
2°,6’/C-6, C-2, °J (8H/3C 8,09/147,07).

Considerando os dados espectrométricos e a comparacao com a literatura, a substancia
pode ser identificada como 3,5,4’-tri-hidroxi-7-metoxiflavona. Esta substancia € também
conhecida como 7-O-metil-kaempferol ou rhamnocitrina e os dados de atribui¢do por RMN
de '"H e RMN de '3C estdo reunidos na Tabela 10. Esse composto foi previamente isolado na
Ammi visnaga (HARBORNE; KING, 1976), Syzygium aromaticum (CAI, WU, 1996),
Polygonum stagninum (DATTA et al., 2002), Alomia myriadenia (SCIO et al., 2003),
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Combretum erythrophyllum (MARTINI; KATERERE; ELOFF, 2004), Populus davidiana
(ZHANG et al., 2006), Phyllanthus urinaria (FANG et al., 2008), Oxytropis falcata JIANG
et al., 2009), Nervilia fordii (ZHOU et al., 2009), Oxytropis ochrocephala (LI et al., 2012),
Astragalus chinensis (HU et al., 2017), Tamarix balansae (BENMERACHE et al., 2017) e
Eucalyptus citriodora (TU et al., 2007; LEE; HUNG; CHEN, 2017). Existe apenas um relato
de isolamento da rhamnocitrina em Lippia, para a espécie L. rigida (OLIVEIRA et al., 2013)
e uma identificacdo por CLAE em L. origanoides (LEITAO et al., 2017).
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Figura 25: Expansdo do espectro de HSQC do composto LT5-CS

Estudos com rhamnocitrina revelaram sua atividade antibacteriana (JIANG et al,
2009), prevengao de aterosclerose (TU et al., 2007), acdes contra células tumorais (HU et al.,
2017), efeito protetor no dano oxidativo no feocromocitoma em ratos (HONG et al., 2009),
antioxidante e anti-inflamatério (MARTINI; KATERERE; ELOFF, 2004; ZHANG et al.,
2006; FANG et al., 2008).
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Tabela 10: Dados de RMN de 'H e de *C de LT5-C5 [400 MHz (‘H) e 100 MHz (3C), DMSO-ds, 8 (ppm), J

(Hz)]
Posi¢io 8 (ppm) RMN 'H d (ppm) RMN 'H S (ppm) | & (ppm)
(it.)! RMN | RMN
13C 13C (lit.)!
2 - - 147,07 147,2
3 - - 135,84 136,2
4 - - 175,89 176,0
5 - - 160,20 160,4
6 6,36 (1H,d,J=2,2Hz) | 6,25(1H,d,J=2,0Hz) | 97,32 974
7 - - 164,73 164,7
8 6,75 (1H,d,J=2,2Hz) | 6,60 (1H,d,J=2,0Hz) | 91,86 92,0
9 - - 155,93 156,2
10 - - 103,88 104,0
| - - 121,42 121,6
2 8,09 (2H,d, J=89 Hz) | 8,05(2H,d,J=8.8Hz) | 12943 | 129.6
3 6,94 (2H,d,J=89Hz) | 6.92(2H,d,J=8.8Hz) | 11531 | 1155
4 - 10,18 (1H, s) 159,17 | 1593
5 6,94 (2H,d,J=89Hz) | 6.92(2H,d,J=8.8Hz) | 11531 | 1155
6 8,09 (2H, d, J=89 Hz) | 8,05(2H,d,J=8.8 Hz) | 12943 | 129.6
7-OCHj 3,75 (3H, s) 3,80 (3H, 5) 55,88 56,0
4’-OH 10,15 (1 H, sl) 10,18 (1H, s) - -
3-OH 9,55(1 H, s1) 9,45 (1H, s) ; ;
5.0H -nd 12,43 (1H, s) ; ;

nd = ndo detectado; Lit = literatura. ' TU et al., 2007

4.2.3 Elucidacao Estrutural da substancia LT5-C6

A fracdo F8-12 apresentou um precipitado com coloragdo verde, que foi recristalizado

em acetona. Apds este processo, foi obtido um sélido de coloragdo amarela pouco solivel em

metanol, codificado como LT5-C6 (178 mg) (Figura 28). Esta amostra foi analisada por

cromatografia em camada delgada, e ap6s revelagdo com o reagente NP-PEG e leitura a 365

nm, deu origem a uma mancha de coloracdo amarelo fluorescente, indicando a presenca de

flavonoides.

HO

HsCO

OH

OCHs

0]

OCH;

Figura 28: Estrutura da substincia LT5-C6 (5,7-diidroxi-6,3’,4’-trimetoxiflavona) isolada da fracdo

LTD obtida a partir das folhas de L. thymoides
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No espectro de RMN de 'H (Figura 29 e 30) foi possivel verificar a presenca de sinais
de hidrogénios ligados a anel aromadtico na regido de & 7,52 a 8 6,58. O duplo dupleto em d
7,52 (1H, J =2,2 e 8,5 Hz) e um dupleto em o 7,34 (1H, J = 2,1 Hz) em meta, através de suas
constantes de acoplamento, foram associados a hidrogénios com relacdo orfo e meta, € o
dupleto em & 6,98 (1H, J = 8,5 Hz) a hidrogénio com relagdo orto. O espectro COSY também
confirma estes acoplamentos (Figura 29) e estes sinais foram relacionados aos hidrogénios do
anel B de flavonoides, sugerindo assim um padrdo de oxigenacdo nas posicdes 3’ e 4’
(MABRY MARKHAM; THOMAS, 1970; SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009). Os
dois simpletos em campo mais alto, 6 6,61 (1H) e 6 6,58 (1H), podem estar relacionados a
hidrogénios do anel A ou C. Foram também observados trés simpletos em regido de metilas
ligadas a oxigénio em 6 4,05 (3H), 6 3,98 (3H) e 6 3,97 (3H). O sinal em 6 13,07 corresponde

a uma hidroxila fendlica quelada, que foi posicionada no carbono 5 do anel
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Figura 31: Expansdo da regido de 3 6,4 a § 7,6 do espectro COSY LT5-C6 [400 MHz, CDCls, & (ppm)]

W

O espectro de RMN de '*C (Figura 32) mostrou a presenca de 18 sinais, dos quais 15
correspondendo ao nticleo flavonoidico e trés aos carbonos metoxilicos (8 61,12; 6 56,31 e o
56,27). O valor de deslocamento da carbonila em 6 183,12 indica a presenga de uma flavona,
pois esta classe de flavonoides, em geral, apresenta carbonilas na regido de 6 176,3 a 6 184,0

(MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). Sao também observados valores de deslocamento
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nas regides de 6 160,5-165,0 (& 164,28) e 6 103,0-111,8 (8 104,27), caracteristicos de
carbonos 2 € 3 do anel C de flavonas. O valor de uma metoxila em & 61,12 € indicativo de

dois substituintes em orto a esta metoxila (SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009).
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Figura 32: Espectro de RMN de '*C da amostra LT5-C6 [100 MHz, CDCls, § (ppm)]

No espectro de HSQC (Figura 33) foi possivel identificar sete sinais e assinalar as
correlagdes dos hidrogénios diretamente ligados aos carbonos do anel B: CH-2" (8H/6C
7,34/108,86), CH-5" (8H/8C 6,98/111,31) e CH-6’ (6H/6C 7,52/120,31). A posi¢do das
metoxilas nos carbonos 6, 3’ e 4’ foi confirmada pelas correlagdes a duas, trés e quatro
ligagdes no espectro de HMBC (figuras 32-34): MeO-6/C-6, *J (8H/8C 4,05/130,51); H-8/C-6,
3J (8H/6C 6,61/130,51) e H-8/C-4, “J (SH/3C 6,54/183,10); MeO-3/C-3°, 3] (8H/8C
3,93/149,47); H-2’/C-3°, 2] (8H/8C 7,26/149,47) e MeO-4’/C-4’ (8H/5C 3,97/152,45); H-
5°/C-4°, 2] (8H/8C 6,98/152,45), H-6’/C-4°, 3] (8H/8C 7,52/152,45). A atribuicdo de H-3
também pode ser confirmada pelas correlagdes nesta mesma expansio, em especial de: H-
3/C-4, %] (8H/8C 6,58/183,10) e H-3/C-2, 2J (8H/5C 6,58/164,28) e H-3/C-1°, 3J (8H/6C
6,58/123,32).
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Figura 36: Expansao do espectro de HMBC do composto LT5-C6 e correlacdes assinaladas
A elucidagdo estrutural da LT5-C6 foi realizada levando em considera¢do os dados
espectrométricos, dessa forma a referida substincia foi identificada como 5,7-dihidroxi-

6,3’,4’-trimetoxiflavona, também conhecida como eupatilina. Os dados de atribui¢do por
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RMN de 'H e RMN de '*C, bem como da literatura (NAKASUGI et al., 2000) estdo reunidos
na Tabela 11.

A eupatilina foi anteriormente isolada principalmente no genéro da Artemisia, como
na A. asidtica (PARK et al., 2015), A. selengensis (KIM et al., 2015a), A. campestris L.
(METOUI et al., 2017), e A. argyi (HUANG et al., 2017), porém também foi encontrada na
Flos Chrysanthemi Indici (TANG, GAO, YAO, 2009), Centaurea arenaria (CSAPI et al.,
2010), Tanacetum chiliophyllum var. (POLATOGLU et al., 2013), Gnaphalium affine (LIN et
al., 2014), Crossostephium chinense (UEHARA et al., 2014), Chrysanthemum morifolium
(WEI et al., 2015), Tanacetum vulgare var. (UEHARA; AKIYAMA; IWASHINA, 2015),
Stachys glutinosa (RUIU et al., 2015), Centaurea diluta Ait. (ZATER et al., 2016), dentre
outras. Em relacao ao género Lippia ndo ha nenhum relato de isolamento da eupatilina.

Esta substancia demonstrou distintas atividades farmacoldgicas, dentre elas, pode-se
destacar o melhoramento da fun¢@o de ilhotas pancredtica isoladas de camundongos (KIM et
al., 2015b). Efeito anti-adipogénico, reduzindo o acumulo lipidico intracelular e suprimindo o
nivel de expressdo dos principais reguladores adipogénicos em adipdcitos de maneira
dependente da concentragdo. Estes resultados sugere que a eupatilina tem potencial como uma
nova terapia anti-obesidade (KIM et al., 2018).

Kim e colaboraores (2015c) investigaram o efeito anti-artritico da eupatilina em
camundongos com artrite induzida por coldgeno. Os autores chegaram a resultados
significantes na diminui¢do da expressdao de citocinas inflamatérias e diferenciacdo de
osteoclastos, logo, sugeriram que essa substancia € uma forte candidata como um agente anti-
inflamatério. Este efeito anti-artritico também foi utilizada no tratamento de gota (LIN et al.,
2014).

Estudos apresentaram acdo pretetora em diversos o6rgdos, como atividade
neuroprotetora em camundongos com isquemia cerebral focal transitéria (SAPKOTA et al.,
2017); acao cardioprotetora contra lesdo miocardica (QIAO; XU; YANG, 2017) e manifestou
efeito renoprotetor (JEONG et al., 2015; PARK et al., 2015).

Virios relatos t€ém mostrado a importancia da eupalitina em tratamentos contra o
cancer, como por exemplo, estudos que apontaram a prevengcdo da apoptose em células
epiteliais pigmentares em retina humana (DU; CHEN; XING, 2017); quimiopreventivo em
cancer de pele (LI et al., 2016) e inibi¢do do crescimento em distintas células cancerigenas
(CHO et al., 2011; LI et al., 2015; WANG et al., 2016; ZHONG et al., 2016; WANG et al.,

2018). Relacionado a tratamentos dérmicos, a eupalitina se mostrou promissora em terapias
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de dermatite atdpica e prevencdo no envelhecimento da pele (JUNG et al., 2017; LEE et
al.,2017; JUNG et al., 2018).

Além do exposto, este composto possui propriedadaes antioxidante, anti-inflamatéria,
anti-superdxido-dismutase, anti-xantina-oxidase, citotoxica, osteoporose (JOO et al., 2015;
YU et al., 2015; SONG et al., 2018; WEI et al., 2015; ZATER et al., 2016; METOUI et al.,

2017; KIM et al., 2015) dentre outras.
Tabela 11: Dados de RMN de 'H e de '3C de LT5-C6 [400, MHz (‘H) ¢ 100 MHz (3C), CDCls, § (ppm), J (Hz)]

Posicio 8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm)
RMN 'H RMN 'H (lit.)! RMN BBC RMN B3C

(lit.)!

2 - - 164,28 163,2

3 6,58 (1H, s) 6,72 (s) 104,27 103,3

4 - - 183,10 182,0

5 - - 153,31 152,6

6 - - 130,51 131,3

7 - - 155,18 157,3

8 6,61 (1H, s) 7,01 (s) 93,57 94,3

9 - - 152,31% 152,3

10 - - 105,51 104,0

1’ - - 123,92 122,9

2 7,34 (1H,d,J=2,1Hz) 7,64 (d,J =225 108,87 109,5

Hz)

3’ - - 149,47 149.0

4 - - 152,45# 152,1

5 6,98 (1H, d, J = 8,5 Hz) 7,11 (d,J=8,5Hz) 111,31 111,7

6’ 7,52 (1H, dd, J = 8,5, 2,1 Hz) 7,76 (dd,J=8,5¢ 120,31 1199

2,25 Hz)

3’-OCH3 3,98 (3H, s)* 3,94 (s) 56,31%* 55,8%

4’-OCHj3 3,97 (3H, s)* 3,85 (s) 56,27 55,7%*
5-OH 13,07 (1H, s) 12,95 (s) -
6-OCHj3 4,05 (3H, s) 3,97 (s) -

7-OH Nd nd 61,12 59,8
8-OH Nd nd -

"Espectros obtidos em DMSO-ds (NAKASUGI et al, 2000) , nd = néo detectado. *,*Dados podem estar
trocados

4.2.4 Elucidacao Estrutural da substancia LT5-C9

A fracdo F8-13 apresentou um sélido com coloracdo verde, que foi purificado por
recristalizacdo com acetona. A partir desse processo, foi obtido um sélido amorfo de amarelo
pouco solivel em metanol, que foi denominado de LT5-C9 (87 mg) (Figura 37). Apds ser
eluido em cromatografia em camada delgada, borrifado com o reagente NP-PEG e lido a 365
nm, este solido revelou como uma mancha de coloracdo verde fluorescente, indicando a

presenca de flavonoide.
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Figura 37: Estrutura das duas flavonas presentes em LT5-C9 isolada da fracdo LTD obtida a partir das
folhas de L. thymoides. I- hispidulina e II-jaceosidina

Entretanto pelos seus espectros de RMN identificou-se que se trata de uma mistura de
duas flavonas, como evidenciado pelo espectro de RMN de ’C, com dois sinais
correspondentes a carbonilas em 6 182,02 e 6 182,08, com intensidades diferentes (Figuras 38
e 39). Foram também observados valores de deslocamento nas regides de 6 160,5-165,0 (&
163,68 e & 163,62) tipicos de carbonos 2 do anel C de flavonas, além de sinais entre 6 103,0-
111,8 (8 102,27 e 6 102,65) que podem ser atribuidos ao carbono 3 do mesmo anel. A grande
maioria dos carbonos encontrou-se em valores proximos de deslocamento (Figuras 40 e 41),
identificando-se 30 dtomos de carbono, dos quais 15 mais intensos (6 182,02; 163,68; 161,07;
157,19; 152,69; 152,29; 131,23; 128,36 (2C); 121,11; 115,85 (2C); 103,97; 102,27 e 94,14),
confirmando a presenca de dois nicleos flavonoidicos distintos. Os sinais em 6 59,87, & 59,86
e 8 55,84 indicaram a presenca de metoxilas, as duas primeiras estericamente impedidas. Pelo
espectro de DEPT 135 (Figura 42) identificaram-se os carbonos ligados a hidrogénio de cada
substancia, sendo que para a flavona I (FI) os seguintes valores de 6 foram verificados: 128,36;
115, 85; 102,27 e 94,14, dos quais os dois primeiros de maior intensidade. J& para a flavona Il
(FII), com sinais menos intensos, observou-se uma variagdo maior nestes valores (120,23;
115,64; 110,02; 102,65 e 94,22), sugerindo assim um padrdo de substitui¢do distinto da

flavona I, em um dos anéis.
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Figura 38: Espectro de RMN de '*C da amostra LT5-C9 [100 MHz, DMSO-ds, & (ppm)]
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Figura 40: Expansdo do espectro de RMN de *C na regido entre 8 146 € § 165 da amostra LT5-C9 [100 MHz,
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Figura 42: Espectro de DEPT 135 da amostra LT5-C9 [100 MHz, DMSO-ds, 3 (ppm)]

Pelo espectro de RMN de 'H (Figura 43) verificaram-se sinais distintos na regido
correspondente ao anel B indicando um padrdo de oxigenacgdo diferenciado entre as flavonas I
e II. A flavona I apresentou dois duplos dupletos que acoplam entre si com J = 2,1 e 8,8 Hz,
em o 7,93 (2H) e 6 6,92, caracteristico de anel B p-dissubstituido, e este acoplamento pode ser
confirmado pelas correlagcdes no espectro de COSY (Figura 44), indicado assim que se
referem a H-2’/H-6" e H-3’/H-5’, respectivamente. O simpleto em o 6,78 (1H) foi associado
ao hidrogénio da posi¢do 3, valor tipico para flavonas, que pode variar entre 8 6,0 e o 8,0
(AGRAWAL; BANSAL, 1989). As correlagdes entre carbono e hidrogénio no HSQC (Figura
44) permitiram atribuir os carbonos metinicos dos aneis C e B: CH-3 (6H/3C 6,78/102,27),
CH-2",6" (6H/6C 7,93/128,36), CH-3",5" (8H/6C 6,92/115,85), confirmando a presenca de um
substituinte em 4’. Pela andlise da regido de carbonos ligados a oxigénios nos espectros de
HSQC e HMBC verificou-se também a presenca de metoxilas, e suas correlagdes a uma
ligacdo (6H/6C 3,90/55,84 e dH/6C 3,75/59,86) e a trés ligagdes (0H/0C 3,90/131,23 e dH/6C
3,76/147,91), as quais permitiram a identificacdo dos carbonos ligados a estes oxigénios. Os
sinais referentes a H-2’/H-6" no HMBC sugeriram que o substituinte em C-4’ ndo se trata de
metoxila, pela auséncia dos valores de 6 131,23 e 6 147,91 nas correlagdes a longa distancia
observadas: 6H-2",H-6’/6C-4" 7,93/163,68; dH-2’,H-6°/6C-3",5" 7,93/115,85 e H-2’,H-6’/5C-
6’,2” 7,93/128,36. O simpleto em & 6,59 (1H) indicou que ha apenas um hidrogénio no anel
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(0H/3C 6,59/94,14), bem como o simpleto em o6 13,08 (1H) sugeriu a presenca de uma
hidroxila quelada no carbono 5 do anel A. Estas observacdes somada ao fato de que a
metoxila estericamente impedida estd no anel B, levou a proposicdo de um padrio de
oxigenacao nos carbonos 5,6 e 7, com a metoxila em C-6. As correlagdes no HMBC de H-8 a
duas, trés e quatro ligagdes (6H/6C 6,59/182,4; dH/SC 6,59/131,23; dH/SC 6,59/157,19;
O0H/6C 6,59/152,60; 6H/0C 6,59/103,97) confirmaram a substituicdo sugerida. As demais
correlacdes a longa distancia, como de H-3 (6H-3/6C-4 6,78/182,02, 8H-3/6C-2 6,78/163,08,
O0H-3/6C-1" 6,78/121,11 e 6H-3/6C-10 6,78/103,97) e a comparacdo com dados de literatura
(Tabela 12) auxiliaram na identifica¢do da flavona I como a 4',5,7-trihidroxi-6-metoxiflavona,
também conhecida como 6-metoxiapigenina ou hispidulina.

A hispidulina ja foi isolada de uma variedade de espécies, tais como Scoparia dulcis
(OSEI-SAFO et al., 2009), Artemisia herba-alba (MOUFID; EDDOUKS, 2012), Salvia
plebeia (REN et al., 2014), Centipeda minina (CAQO; LI, 2014), Tanacetum vulgare var.
(UEHARA; AKIYAMA; IWASHINA, 2015) entre outras. No género Lippia foi descrita para
L. nodiflora (TOMAS—BARBERAN et. al, 1987), L. citriodora (VALENTAO et al., 1999); L.
triphylla (ONO et al, 2008), L. sidoides (ALMEIDA et al., 2010) e L. graveolens (BOWER et
al, 2014).

Estudos na tltima década revelaram que a hispidulina apresenta uma grande variedade
de acdo farmacoldgica, dentre elas, destaca-se seu efeito neuroprotetor, pois melhorou a
funcdo cognitiva e a memoria de pacientes idosos (HUANG; HUANG; NING, 2018) e foi
efetivo em desfechos neurolégicos, diminuindo o edema cerebral, mostrando ser ttil contra
lesdao de isquemia (AN et al., 2018).

Apresentou capacidade protetora em modelos de lesdes celular renal, induzida por
glicose alta, a hispidulina ativou a autofagia (processo de regeneracdo natural) e inibiu a
apoptose, mostrando ser promissora no tratamento de nefropatia diabética (WU et al., 2018).

Uma gama de ensaios demonstraram que a hispidulina é um poderoso agente que
exibe efeitos antitumorais em uma ampla variedade de células cancerigenas, por exemplo,
através da inibi¢do do crescimento, indu¢ao de apoptose e parada do ciclo celular (HAN et al.,
2018b; GAO et al., 2017; LIU et al., 2018). Devido sua baixa toxicidade em tecidos saudaveis,
estudos sugeriram que a hispidulina pode servir como um agente terapéutico seguro para
suprimir a metdstase do cancer (XIE et al., 2015). Dentre outros atividades terapéuticas, este

composto destacou-se também com a¢do antimicrobiana (ALGEIBY et al., 2018).
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Tabela 12: Dados de RMN de 'H e de '*C da flavona I de LT5-C9 [400, MHz ('H) e 100 MHz ('3C), DMSO-ds,
d (ppm), J (Hz)] e comparagdo com a literatura

Posi¢do S (ppm) S (ppm) ) )
RMN 'H RMN 'H (lit)! (ppm) (ppm)
RMN RMN
13C 13C
(lit.)!
2 - - 163,68 163,8
3 6,78 (1 H, s) 6,75 (1H, s) 102,27 102,4
4 - - 182,04 182,1
5 - - 152,69 152,8
6 - - 131,23 131,4
7 - - 157,19 157,3
8 6,59 (1 H, s) 6,57 (1H, s) 94,14 94,2
9 - - 152,29 152,4
10 - - 103,97 104,0
1 - - 121,11 121,2
2’ 7,93 7,90 (2H, d, J=8,8 128,36 128,4
(2H,dd,J=2,1¢8,8 Hz)
Hz)
3 6,92 6,90 (2H, d, J=8,8 115,85 1159
(2H,d,J=2,1¢8,8 Hz)
Hz)
4 - - 161,07 161,2
5 6,92 6,90 (2H, d, J=8,8 115,85 1159
(2H,d,J=2,1¢8,8 Hz)
Hz)
6’ 7,93 7,90 (2H, d, J=8,8 128,36 128,4
(2H,d,J=2,1¢8,8 Hz)
Hz)
5-OH 13,08 (1 H, s) 13,05 (1 H, s) - -
6-OCH3 3,75 (3H, s) 3,73 (3H, s) 59,86 59.9
7-OH Nd - -
4’-OH Nd - -

"Espectros obtidos em DMSO-ds (HASE et al, 1995)

Os sinais dos anéis A e C da flavona II (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9 ¢ C-10)
apresentaram uma similaridade aos da flavona I, indicando o mesmo padrido de substitui¢do
(Tabela 12). O dupleto em 6 6,95 (J = 6,2 Hz) foi identificado como hidrogénio com relagao
orto no anel B, sendo atribuido a posi¢do 5’, o dupleto em 6 7,56 (J = 2,1 Hz) e o duplo
dupleto em o 7,57 (J = 2,1 e 6,2 Hz) correspondem, respectivamente, a H-2’ e H-6’, indicando
que o anel B estd 3°,4’-dioxigenado. Pelo HSQC (Figura 46) foi possivel fazer a atribui¢ao
dos carbonos metinicos no anel B: C-2° (6H/6C 7,56/110,02), C-5" (6H/0C 6,95/115,06) e C-
6’ (0H/6C 7,57/120,23). Nos espectros de HMBC (Figuras 46, 47 e 48) os acoplamentos a
longa distancia de H-2" (2J dH/8C 7,56/147,90) e de H-5" (}J SH/8C 6,95/147,90) com o
carbono (6 147,91) ligado a metoxila desimpedida (6 147,91), localizaram esta metoxila no

anel B. Flavonoides com padrao de oxigenacdo 3’-OCHjs, 4’-OH apresentam deslocamentos
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médios em RMN de!3C para o anel B de § 120,9 (C1°); & 111,8 (C-2°); & 1474 (C-3°);
0149.8 (C-4’); 6115,7 (C-5°) e 0122,2 (C-6’), préximos aos observados, sugerindo o
posicionamento da metoxila no carbono 3’ (ROITMAN; JAMES, 1985). Assim pelos dados
espectrométricos e comparagdo com a literatura foi possivel sugerir que a flavona II
corresponde a 5,7,4’-tri-hidroxi-5,3’-dimetoxiflavona e sua atribuicdo estd apresentada na
Tabela 13.

Esta flavona também conhecida como jaceosidina, foi isolada anteriormente de
Artemisia princeps (MIN et al., 2009), Centaurea nicaeensis (HAMOUD et al., 2012),
Tanacetum chiliophyllum var. (POLATOGLU et al., 2013), Artemisia asiatica (HADJ(J et al.,
2014), Crossostephium chinense (UEHARA et al., 2014), Tanacetum vulgare var. (UEHARA;
AKIYAMA; IWASHINA, 2015) Centaurea diluta (ZATER et al, 2016), Artemisia argyi
(HUANG et al., 2017), entre outras espécies. No género Lippia, foi isolada na L. nodiflora
(TOMAS-BARBERAN et. al, 1987), L. citriodora (VALENTAO et al., 1999) e L. triphylla
(ONO et al, 2008).

A jaceosidina vem apresentando distintas aplicabilidade farmacoldgica na ultima
década, principalmente um grande potencial quimioterdpico, pois aumentou a apoptose e
inibiu o crescimento de diversas células tumorais e parada do ciclo celular (WOO; KWON,
2016; YUAN et al, 2016; HAN et al., 2018a);

Mostrou possuir um grande potencial em prevenir e/ou melhorar trombose, por
exemplo, estimulou a angiogese promovendo crescimento de vasos sanguineos (LEE et al.,
2014) e diminuiu significativamente a agregacao plaquetdria (RYU et al., 2013; MARSH et
al., 2017).

Suprimiu efetivamente os niveis de glicose no sangue, melhorou a tolerancia a glicose,
reduziu o peso corporal, reduziu o acimulo de lipidos, suprimiu a expressdo de genes
lipogénicos no figado e melhorou a lesdo hepatica em camundongos (ANAYA-EUGENIO et
al., 2014; OUYANG et al., 2017).

Diversos autores destacaram também que a jaceosidina é um potente agente
antimicrobiano (ZATER et al.,, 2016; KUMAR et al.,, 2016; ALLISON et al.,, 2017,
ALGEIBY et al., 2018), além de outras atividades neuroprotector (MARSH et al., 2017) e
atividade anti-neuroinflamatéria (NAM et al., 2013).

Cabe ressaltar que estas duas flavonas, hispidulina e jaceosidina, estdo presentes nesta
mistura em uma relagdo de 1,9:1 (FI: FII), conforme verificado pelas relacdes entre as

integracdes relativas referente aos hidrogénios H-2’/H-6" dos respectivos anéis.
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Tabela 13: Dados de RMN de 'H e de '3C da flavona II de LT5-C9 [400, MHz ('H) e 100 MHz ('3*C), DMSO-ds,

8 (ppm), J (Hz)]

Posicao 8 (ppm) 8 (ppm) d (ppm) RMN 8 (ppm)
RMN 'H RMN 'H 13C RMN BC

(lit)! (lit)!

2 - - 163,62 163,7

3 6,90 (1H, s) 6,94 (s) 102,65 102,7

4 - - 182,08 182,1

5 - - 152,67 152,6

6 - - 131,23 131,6

7 - - 157,17 1573

8 6,62 (1H,s) 6,60 (1 H, s) 94,14 94,2

9 - - 152,32 152,3

10 - - 103,99 104,0

I - - 121,45 121,5

2 7,56 (1H, d,J=2,1 7,63 (d,J = 110,02 110,3

Hz) 2,0 Hz)

3’ - - 147,91 148,0

4 - - 150,61 150,7

5 6,95 (1H,d,J =62 7,02(d,J = 115,06 115,7

Hz) 9,0 Hz)
6’ 7,57 (1H,dd, J=2,1e | 7,63 (dd,J = 120,23 120,3
6,2 Hz) 9,0e2,0 Hz)

5-OH 13,09 (1 H, s) 13,04 (s) - -

6-OCH; 3,75 (3H, s) 3,85 (s) 59,86 59,8
7-OH Nd nd - -

3’-OCH; 3,90 (3H, s) 3,98 (s) 55,84 55,9
4’-OH Nd nd - -

"Espectros obtidos em DMSO-ds (NAKASUGI et al, 2000)
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Figura 44: Expansio da regido de 6 6,4 a & 7,6 do espectro COSY de LT5-C9
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Figura 46: Espectro de HMBC de LT5-C9
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Figura 48: Expansio do espectro de HMBC da amostra LT5-C9 e correlagdes assinaladas

4.2.5 Elucidacao Estrutural da substancia LT1-C12

A fracdo F6 apresentou um sélido em formato de agulhas com coloragdo verde, que
foi purificado por recristalizagdo em metanol. A partir desse procedimento, foi obtida a

substancia LT1-C12 (38 mg) (Figura 49), que foi isolada como agulhas amarelas, sendo
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solivel em acetona. Apds andlise por cromatografia em camada delgada e revelacdo com o
reagente NP-PEG e leitura em 365 nm, apresentou-se como uma mancha de coloragdo verde
fluorescente, indicando um flavonoide.

OCHj3 OCHs

H,CO O H3CO @)

OH “oH
OH 9] OH (@]
A B

Figura 49: Estrutura da substancia LT1-C12 (7,4’ -dimetilaromadendrina) isolada da fracdo LTD obtida a partir
das folhas de L. thymoides.
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Figura 50: Espectro de RMN de 'H da amostra LT1-C12 [400 MHz, CDCls, 8 (ppm)].
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A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 50) demonstrou a presenga de sinais de
sistema aromadtico para dissubstituido, com dois dupletos (67,41 e 66,92) correspondendo,
respectivamente, aos dois pares de dtomos de hidrogénio H2’/H6’ e H3’/HS’ que acoplam
através de interacdo spin-spin em orto (J = 8,3 Hz), sugerindo assim o padrdo de substitui¢ado
no anel B. Também na regido aromadtica verificou-se a presenca de dois simpletos alargados

(05,99 e 6 6,05), que integram para um hidrogénio cada, indicando a presenca de substituintes
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no anel A nas posi¢des 5 e 7. Foram verificados sinais de hidrogénios alifaticos ligados a
oxigénio, com dupletos em 6 4,98 (H-2) e 6 4,51(H-3) que acoplam entre si (J = 12 Hz), que
indicaram um flavanonol, com relagcdo diaxial entre os substituintes dos carbonos C-2 e C-3.
Os acoplamentos entre os hidrogénios H2’/H6’ e H3’/H5’ do anel B, bem como entre os
hidrogénios H2 e H3 do anel C, foram corroborados pelo espectro de COSY (Figura 50). Os
simpletos em 6 3,75 (3H) e 6 3,77 (3H) sdo relativos a duas metoxilas, que podem estar nas

posicdes 3,5, 7 ou d’.
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Figura 51: Expansio do espectro de COSY da amostra LT1-C12 [400 MHz, CDCl3, 6 (ppm)].

O espectro de RMN de '*C (Figura 52) demonstrou a presenca de 17 carbonos, sendo
15 do esqueleto de flavonoides e dois carbonos das metilas ligadas a oxigénio. Os dois sinais
intensos em & 129,10 e & 114,42, relativos aos carbonos metinicos C-2’/C-6’ ¢ C-3’/C-5’
também confirmaram a substituicio em 4’ no anel B. Pelos valores de deslocamento dos
carbonos das metoxilas em 8 56,08 e 8 55,59 no espectro de '3C foi possivel afirmar que ndo
estdo localizadas na posi¢do 3, pois carbonos metoxilicos em sistemas aromdticos com
impedimento estérico aparecem proximos a 6 60 (SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO,
2009). O valor de deslocamento da carbonila em & 196,19 também é caracteristico de um
nucleo do tipo flavanona, que apresenta carbonilas na regidao de 6 188,6 a 6 194,6 (MABRY;
MARKHAM; THOMAS, 1970).
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Figura 52: Espectro de RMN de *C da amostra LT1-C12 [100,62 MHz, CDCls, § (ppm)]

Pelo mapa de contornos do espectro de HSQC (Figura 53) foi possivel fazer a
atribuicdo inequivoca dos carbonos metinicos: CH-2 (6H/6C 4,98/83,37), CH-3 (8H/6C
4,51/72,57), CH-6 (8H/6C 5,99/94,88), CH-8 (sH/8C 6,05/95,68), CH-3’/5" (8H/SC
6,92/114,42) e CH-2’/6’ (6H/3C 7,41/129,10), além dos metoxilicos: dH/SC 3,75/55,59 e
OH/0C 3,77/56,08. A posicdo destas metoxilas nos carbonos 7 e 4’ é confirmada pelas
correlagdes a duas e trés ligagdes do espectro de HMBC (Figura 54): MeO-7/C-7, *J (8H/8C
3,75/169,00); H-6/C-7, 2J (8H/3C 5,99/169,00); H-8/C-7, 2J (8H/3C 6,05/169,00) e MeO-
4/C-4°, 3] (3,77/160,59); H-3°,5°/C-4’, 2] (8H/8C 6,92/160,59); H-2’,6’/C-4°, 3J (8H/3C
7,41/160,59). Outras correlagdes observadas, como, por exemplo, do H-6 (6 5,99) através de
duas liga¢des (2J) com os carbonos C-5 (8 163,16) e C-7 (8 169,01) e de trés ligagdes (°J) com
C-8 (8 95,68) e C-10 (8C 101,03) corroboraram com a atribui¢cdo da Tabela 14.
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Tabela 14: Dados de RMN de 'H e de '3C de LT1-C12 [400,13 MHz ('H) e 100,62 MHz (3C), CDCls, § (ppm),

J (Hz)]
Posic¢do d (ppm) RMN 'H d (ppm) RMN 'H (lit.)! S (ppm) S (ppm)
RMN BC RMN BC
(lit.)?
2 498 (1H,d,J =12 Hz) | 5,07 (d,J =119 Hz) 83,37 83,0
3 451 (1H,d,J=12Hz) | 4,59(d,J=119Hz) 72,57 71,7
4 - - 196,19 198.,6
5 - - 163,16 163,2
6 5,99 (1H, sl) 6,08 (d, J = 1,8 Hz) 94,88 95,1
7 - - 169,00 167,7
8 6,05 (1H, sl) 6,15 (d, J = 2,3 Hz) 95,68 94,1
9 - - 163,79 162,0
10 - - 101,03 101,6
| - - 128,27 129,6
2’ 7,41 (2H, d, J=8,3 Hz) 7,51 (d,J=8,6Hz) 129,10 129,3
3 6,92 (2H, d, J=8,3 Hz) 7,02 (d,J=8,6Hz) 114,42 113,8
4 - - 160,59 159,7
5 6,92 (2H,d, J=83Hz) | 7.02(d,J =86 Hz) 114,42 113,8
6 741 (2H,d,J=83Hz) | 7,51(d,J=8,6Hz) 129,11 129,3
7-OCH3 3,75 (3H, s) 3,87 (s) 55,59 55,3
4-OCH3 3,773 H, s) 3,84 (s) 56,08 56,1
3-OH 3.41 (1H, s) 3,48 (s) ; i
5-OH nd 11,22 (s) - -

nd=ndo detectado. Lit=literatura. '"FAINI et al., 2011; 2ROSSI; YOSHIDA; MAIA, 1997

Os dados espectrométricos e confronto com a literatura (ROSSI; YOSHIDA; MAIA,

1997; FAINI et al., 2011) corroboraram que a LT1-C12 € a substancia 2,3-di-hidro-3,5-di-
hidroxi-4’,7-dimetoxiflavanona (7,4’-dimetilaromadendrina). A orientagdo do grupo fenilico
em C-2 € usualmente em a nas flavanonas (RAHMAN, 2002), o que levaria a uma orientagao
do grupo hidroxila em B devido a constante de acoplamento e representado pela estrutura A,
na Figura 48, entretanto esta configuracdo absoluta deve ser futuramente determinada.

A 7,4’ -dimetilaromadendrina foi anteriormente isolada de Cephalanthus spathelliferus
(LIMA, POLONSKY, 1973), (RIZVI, RAHMAN, 1974),
Cephalanthus glabratus (JORGE et al., 2006), Haplopappus remyanus (FAINI et al., 2011) e

Podocarpus  neriifolius

Aletris spicata (LI et al., 2014). Porém ndo foi encontrado nenhum relato no género Lippia.

4.2.6 Elucidacao Estrutural da substancia S3-C13

A fracdo F5-3 apresentou uma substancia s6lida com coloracdo verde. A andlise em

CCD revelou a existéncia de impurezas, assim, realizou-se uma recristalizacdo com metanol.
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A partir desse processo, foi obtido um p6 de coloragio branca e solivel em cloroférmio, que
posteriormente foi denominado de S3-C13 (35,6 mg) (Figura 55). Em andlise por CCD,
utilizando revelador quimico (anisaldeido), a substancias S3-C13 apresentou uma coloracao
laranja fluorescente lido em 254 nm e lilds na luz visivel, indicando ser da classe de terpenos

ou esteroides.

HO

Figura 55: Estruturas das substincias presentes em S3-C13 isoladas da fragdo LTD obtida a partir das folhas de
L. thymoides. A-estigmasterol; B- B-sitosterol

Ap6s a andlise dos espectros de RMN de 'H (Figura 56-58 ) e de '*C (Figura 59, 60),
além de comparacdo com a literatura (GOIS, 2010), apresentada nas Tabelas 15 e 16, foi
possivel sugerir que na mistura de compostos em S3-C13 estdo presentes: o -sitosterol (24a-
etil-colestan5-eno-3p-ol) e o estigmasterol (24a-etil-colestan5,22-dieno-3p3-o0l), entre outras
substancias.

O espectro de RMN de 'H (Figura 56-58) apresentou sinais em regido de hidrogénios
olefinicos, um dupleto em 65,28 (H-6), presente em estigmasterol e B-sitosterol, bem como
duplos dupletos em 6 4,94 (H-23) e 5,08 (H-22), do estigmasterol, (DEEKNANKUL;
POTDUANG, 2003; FORGO; KOVER, 2004). Um multipleto em 6 3,45 se refere ao
hidrogénio oximetinico (H-3) (Figura 57), pois como o C-3 encontra-se ligado a um oxigénio
o H-3 sofre um efeito de desblindagem. Foram verificados também uma série de sinais na
regido 6 0,50 a 2,3 que apontaram para a presenga de hidrogénios metilicos, metilénicos e

metinicos, caracteristicos de triterpenos e esteroides (Figura 58).
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O espectro de RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) apresentou mais de 30 carbonos
(Figura 59), uma caracteristica da combinagdo de substancias. Na regido mais desblindada (de
carbonos sp?) apareceram os sinais 8 129,44; 121,95; 138,45 e 140,95 (Figura 60) dasduas
ligacdes duplas entre o C-5 e C-6 (0 121,95 e 140,95), um atributo caracteristico do [-
sitosterol e do estigmasterol. Outros dois sinais detectados referentes a insaturagdo C-7 e C-8
(0 129,44 e 138,45) sao encontrado apenas no estigmasterol (DE-EKNANKUL, POTDUANG,
2003; FORGO, KOVER, 2004) Por esse motivo, os sinais 6 129,44 e ¢ 138,45 nos espectros
sd0 menos intensos em comparagdo aos em 0121,95; e 140,95 (DE-EKNANKUL;
POTDUANG, 2003). Foi constatado ainda um sinal em ¢ 72,03 atribuido ao carbono C-3.
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Figura 60: Expansio do espectro de RMN de *C da amostra $3-C13 [100 MHz, CDCl3, § (ppm)]

O percentual relativo de estigmasterol e B-sitosterol na mistura foi calculado através
dos valores da integracdo (intensidade relativa: 6,13) dos sinais olefinicos de H-6
(estigmasterol + [-sitosterol) e da integracdo (intensidade relativa: 3,32) de H-22/H-23
(estigmasterol) (GOULART et al., 1993). Metade do valor correspondente a H-22/H-23

(3,32/2 = 1,66) foi considerado como correspondente a um hidrogénio do estigmasterol e
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subtraido de 6,13. O resultado desta subtracdo (4,47) corresponde a um hidrogénio do [3-
sitosterol. A partir destes valores individuais em relacdo ao total da integracao de H-6 pode-se
calcular o percentual relativo B-sitosterol (73%) e estigmasterol (27%) na mistura.

Esses fitoesterois estdo distribuidos em todas as partes das plantas, e apresentam um
acréscimo da propor¢ao de estigmasterol em relacdo ao B-sitosterol a partir da raiz ao talo,
logo, a incidéncia de luz é determinante na bioconversdo do [B-sitosterol em estigmasterol
(GALOTTA; BOAVENTURA, 2005).

O B-sitosterol e estigmasterol foram anteriormente isolados em algumas espécies de
Lippia: L. nodiflora (FORESTIERI et al., 1996; SIDDIQUI et al., 2009) L. sidoides
(ALMEIDA et al., 2010) L. citriodora (SHARMA, 2018) e L. affinis gracilis (AKHATAR,
SWAMY, 2018).

Estudos na ultima década demonstraram que [-sitosterol e o estigmasterol foram
promissores no tratamento de pacientes com verrugas anogenitais (STEFANAKI et al., 2014),
diminufram a hiperglicemia em camundongos e humanos (OKAHARA et al, 2016),
apresentaram agdo anti-inflamatéria (GELMINI et al, 2016) e foram capazes de reduzir o

colesterol LDL, por inibi¢ao da absorcao intestinal do colesterol (RAS et al., 2016).



Tabela 15: Dados de RMN de '*C de S3-C13 [100,62 MHz (13C), CDCl3, § (ppm), J (Hz)].

C B-sitosterol Estigmasterol
S3-C13 #Lit. S3-C13 Lit.
S (ppm) RMN | & (ppm) RMN | 8 (ppm) RMN | & (ppm) RMN
13C 13C 13C 13C
1 37,44 37,47 37,44 37,47
2 32,09 32,13 32,09 32,13
3 72,03 72,04 72,03 72,04
4 42,49 42,50 42,49 42,50
5 140,95 140,97 140,95 140,97
6 121,95 121,95 121,95 121,95
7 32,09 32,13 32,09 32,13
8 32,09 32,13 32,09 32,13
9 50,31 50,34 50,31 50,34
10 36,35 36,36 36,71 36,36
11 20,04 20,04 20,04 20,14
12 39,97 39,89 39,97 39.9
13 42,49 42,50 42,49 42,50
14 56,96 57,08 56,96 57,08
15 24,51 24,58 24,51 24,58
16 28,46 28,47 29.32 29,14
17 56,23 56,26 56,23 56,26
18 12,07 12,08 12,19 12,19
19 19,61 19,62 19,61 19,62
20 36,35 36,36 39,97 40,72
21 18,99 18,99 20,04 20,04
22 34,13 34,15 138,45 138,54
23 26,22 26,27 129,44 129,49
24 46,01 46,04 50,31 50,34
25 29,32 29,35 29,32 32,13
26 19,61 19,62 20,04 20,04
27 19,23 19,24 19,23 19,24
28 23,25 2291 24,51 25,63
29 12,19 12,26 12,19 12,26
*GOIS, 2010

Tabela 16: Dados de RMN de 'H de $3-C13 [400,13 MHz (‘H), CDCls, 8 (ppm), J (Hz)].

Estigmasterol B-sitosterol
#Lit. S3-C13 #Lit. S3-C13

C d (ppm) RMN 'H d (ppm) RMN 'H S (ppm) RMN | 6 (ppm) RMN
'H 'H

3 3,52 (m) 3,45 (m) 3,52 (m) 3,45 (m)

6 5,36 (d, ] =5,1 Hz) 5,29 (d, ] =5,6 Hz) 5,36 (d,J=5,1 5,29 (d,J +
Hz) 5,6 Hz)

2| 5,16(dd,J=8,6e 15,1 5,15(dd,J=8,4¢e 14,9 -

2 Hz) Hz)

2| 502(dd,J=8,6e151 | 499(dd,J=8,4¢e 14,9 -

3 Hz) Hz)

1 -

8

#*SANTOS, 2013
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4.2.7 Elucidacao Estrutural da substancia LT6-C15

A fracdo F2-5 apresentou um precipitado de coloragdo branca, sendo recristalizado
com acetona. Obteve-se um pé amorfo de coloracdo branca e solivel em hexano, sendo
denominado de LT6-C15 (42 mg) (Figura 61). Pela andlise em CCD, a substancia LT6-C15
ndo apresentou nenhuma colora¢do na luz visivel, nem na ultravioleta a 365 nm; somente ao
ser revelada com anisaldeido, a mesma apresentou uma coloragdo lilds, indicando ser um

terpeno ou esteroide.

OH

N
S
N
N
N

Figura 61: Estrutura da substancia LT6-C15 (a-amirina) isolada da fracdo LTD obtida a partir das folhas de L.
thymoides

Apés andlise dos espectros de RMN de 'H e de '’C e comparagéo com a literatura
(GUIMARAES; SIANI, 2007), pode-se sugerir que na LT6-C15 a a-amirina estava presente
como substancia majoritaria (Figura 61 a 63 e Tabela 17).

No espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) (Figura 62) pode ser observados na
regido mais blindada, entre & 0,60 a 2,3 (Figura 63), sinais de hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos de triterpernos pentaciclicos; o duplo dupleto na regido & 3,15 que
corresponde ao hidrogénio oximetinico (H-3) (Figura 64); o tripleto em & 5,06 (Figura 65),

correspondentes a ligacdo CH de olefinas (H-12).
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Figura 62
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Figura 63
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Figura 64: Expansdo do espectro de RMN de 'H da amostra LT6-C15 [400 MHz, CDCl3, 8 (ppm)]

Figura 65: Expansdo do espectro de RMN de 'H da amostra LT6-C15 [400 MHz, CDCls, § (ppm)]

Nos espectros de RMN de '*C (Figura 66-67) foram observados 30 sinais do esqueleto
carbdnico, dos quais destacam-se os do carbono sp? em 8124,6 e 139,9 referentes a ligagdo
dupla dos carbonos C-12 e C-13, tipico de uma substancia triterpénica de esqueleto ursen-12-

eno. O sinal em & 72,02 corresponde ao carbono oximetinico em C-3.



98

— 139.7806

— 124.6037
.2659
.2432
. 7143
.3630
.9029
.2704
7272
.1998
.8609

39,8082
.9765
.0922
.9606
.1233
1426
4582
.9184
.5835
.9637
.3308
.2960
4665
.8116
.5699
4743
.9143
6255
.6586
.5539
.6895
.0620
.8970
.8408
3549

r
s

T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -0 -20
ppm

Figura 66: Espectro de RMN de '3C da amostra LT6-C15 [100 MHz, CDCl3, & (ppm)]
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Figura 67: Espectro de DEPT 135 de LT6-C15

A o-amirina foi anteriormente isolada na familia Verbenaceae (Callicarpa farinosa)
(CHUNG, CHUNG, NAVARATNAM, 2014), porém nao ha relatos de isolamento no género
Lippia. Pesquisas nos ultimos anos apontam que a a-amirina tem sido estudada para
atividades gastro, hepatoprotetora, anti-inflamatéria, antipruriginosa, anti-deméncia,

antinociceptiva, ansiolitica e antidepressiva, hipoglicemiante e hipolipemiante (OTUKI et al.,
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2005; JUNIOR et al., 2007; MEDEIROS et al., 2007; MELO et al., 2011; OKOYE et al.,
2014; MATOS et al., 2013; CHERNG, 2014; BISKUP et al., 2012; SANTOS et al., 2012;
GELMIN et al., 2015).

Tabela 17: Dados de RMN de 'H e de *C de LT6-C15 [400,13 MHz (‘H) e 100,62 MHz ('3C), CDCls, § (ppm),
J (Hz)]

C #LIT. LT6-C15 #LIT. LT6-C15
3 (ppm) RMN 'H 3 (ppm) RMN 'H 3 (ppm) d (ppm)
RMN BC | RMN 3C
1 - - 38,7 374
2 - - 28,7 28,46
3 3,16 (1H,dd,J=11.2¢5,1 3,15(dd, J=11,0 e 5,4 79,6 72,02
Hz) Hz)
4 - - 38,7 39,96
5 0,67 (1H, d, J = 11,6 Hz) 0,65 (d,J=) 55,1 56,23
6 - - 18,4 18,99
7 - - 32,2 32,11
8 - . 40,0 42,49
9 - - 47,7 46,01
10 - - 36,9 36,7
11 - - 23,3 23,25
12 5,06 (1H, t, J = 3.2 Hz) 5,05 (1 H,t,J =3,8 Hz)) 1244 121,94
13 - - 139,5 140,94
14 - - 42,0 42,52
15 1,94 (1H, dt, ] = 13,5 ¢ 4,5 - 27,2 26,22
Hz)
16 1,76 (1H, dt, ] = 13,5 ¢ 5,0 - 26,6 24,51
Hz)
17 - - 33,7 34,12
18 - - 59,0 56,96
19 - - 39,6 39,96
20 - - 39,6 39,96
21 - - 31,2 31,86
22 1,85 (1H, dt, ] =7,0 e 3,0 Hz) - 41,5 42,52
23 0,93 (3H, s) - 28,1 29,32
24 - - 15,6 12,07
25 - - 15,6 12,19
26 0,89 (3H, s) 0,89 (s) 16,8 18,99
27 1,01 (3H, s) 1,0 (s) 232 23,25
28 0,94 (3H, s) 0,92 (d) 28,1 21,28
29 - - 17,4 19,23
30 0,73 (3H, d, ] = 7,0 Hz) 0,73 (d, J = 2,2 Hz) 21,4 20,04

“DIAZ et al., 2018
4.3 ATIVIDADE ESPASMOLITICA in vitro DE L. thymoides
Devido ao uso de L. thymoides na medicina popular para o tratamento de bronquite e

acatando a um dos objetivos pretendido, foram realizados experimentos de atividade

espamolitica in vitro em traqueia isolada de cobaia do extrato bruto, fracdo diclorometanica e
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das substancias isoladas e misturas da L. thymoides. Assim, foi possivel comparar o efeito
espasmolitico entre eles sobre as contragdes tonicas induzidas por CCh 1 uM em anéis de
traqueia isolados de cobaia.

O CCh foi escolhido por ser o agonista utilizado na contragao do musculo liso, pois ele
ativa os receptores M3 acoplados a proteina G4 encontrados nas fibras musculares lisas das
vias aéreas, que ativa a PLC para a geracdo de IP3, que, por sua vez, ativa os IP3R no reticulo
sarcoplasmatico e libera o Ca*? dos estoques intracelulares (MEURS et al., 1989; JANSSEN
et al., 2001).

A LTB, LTD e as substancias isoladas e misturas induziram o relaxamento do muasculo
liso traqueal, de maneira dependende da concentracdo (Figura 68). Confrontando os valores
de Emax (Tabela 18) nota-se que somente a fracdo LTD (CEso = 71,99 pg/mL (54,38-95,32)) e
a substancia LT5-C9 (CEso = 15,19 pg/mL (12,86-17,93) conseguiram reduzir a contra¢do
induzida por CCh aos valores basais. O Emsx na concentracao de 729 ug/mL, destacaram-se as
amostras LT5-C6 (95,42 + 4,58 %); LTB (68,04 + 4,307%); LT1-C12 (51,91 £ 12,03 %) e
LT5-C5 (41,25 £ 11,01%) no efeito relaxante. Vale ressaltar que apds a remog¢ao das amostras
da traqueia foi contraida novamente com CCh, para averiguar sua revessibilidade do efeito,

assim, o 6rgdo apresentou-se vidvel depois do uso de todas as amostras.

Tabela 18: Efeito espasmolitico do extrato e fracdes das folhas de L. thymoides sobre as contracdes tOnicas
induzidas com carbacol 1 pM em traqueia isolada de cobaia

GRUPOS CEsy (intervalo de confianca) Emix (média + e.p.m.)

pg/mL pg/mL

Extratos LTB 424,80 (314,50 - 574,00) 68,04 + 4,307
LTD 71,99 (54,38 — 95,32)° 100+ 0

LT1-C4 >729" 15,33 £5,759

LT5-C5 >729"%# 41,25+ 11,01

Substancias LT5-Co 81,11 (61,82 — 106,40)" 9542 + 4,58
Isoladas/Misturas LT5-C9 15,19 (12,86 — 17,93)% 100 + 0

LT1-C12 >729" 51,91 +£12,03

S3-C13 >729"%# 20,15+ 3,703

LT6-C15 >729"* 18,73 + 5,731

Os dados estdo apresentados como CEso (dose necessdria para produzir 50% da resposta maxima) e intervalo de
confianga (n = 5). LTB (extrato metandlico bruto); LTD (fragdo diclorometano) e as substancias
isoladas/misturas LT1-C4; LT5-CS5; LT5-C6; LT5-C9; LT1-C12, S3-C13 e LT6-C15 de L. thymoides. Diferenca
entre os grupos foram calculados com teste t-student néo pareado. (p<0,05 entre LTB e LTD); “(p<0,05 entre
LTD e substincias isoladas); #(p<0,05 entre LTB e substancias isoladas)
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Figura 68: Efeito relaxante de L. thymoides em miusculo liso traqueal em contragdes induzidas por carbacol. Os
dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 5). LTB (extrato metandlico bruto); LTD (fracao
diclorometano) e as substancias isoladas e mistura LT1-C4, LT5-C5, LT1-C12, S3-C13 e LT6-C15 (A) LT5-C6
(B) LT5-C9 (C) de L. thymoides

Por meio da andlise estatistica, observou-se que LTD foi mais potente do que LTB
(Tabela 19) a 5% de significancia. Esse resultado ja era esperado, pois estudos realizados por
Silva (2012) comparando o extrato metandlico bruto e fragdes de hexano, diclorometano e
acetato de etila, demonstraram que a fracdo diclorometano foi a inica que reduziu a contracao

induzida por CCh aos valores basais, alcangados também o Emsx de 100%.
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A LTD e LT5-C6 ndo diferiram estatisticamente entre si (Figura 68 (B)), apesar da
LTD relaxar 100% os anéis de traqueia pré-contraidos com CCh, na concentracdo de 729
pg/mL e a LT5-C6 alcangar apenas ~95% de relaxamento. A LT1-C12 (Figura 6 (A)) também
nao expressou diferenca significativa em relacao a LTB.

Dentre as amostras analisadas, a LT5-C9 foi a mais potente, devido a sua capacidade
em reduzir a contracdo induzida por CCh aos valores basais, alcangcando o Emix de 100% na
concentracdo de 81 pug/mL. Este resultado foi superior a LTD que s6 alcangou seu o Engx de
100% na concentracao de 729 pg/mL.

Nao foram encontrados relatos na literatura sobre acdo espasmolitica da jaceosidina,
no entanto a hispidulina vem demonstrando a¢do sobre diversos musculo liso. A hispidulina
(10 mM) apresentou um efeito relaxante leve (34,6 £ 7,4%) sobre o ileo de cobaia, pré-
contraido por histamina (SANDOR et al., 2018). Esta flavona foi retratada como principal
principio ativo do extrato bruto da Clerodendrum petasites na acao relaxante no musculo liso
traquial de cobaia (HAZEKAMP; VERPOORTE; PANTHONG, 2001).

Abdalla e seus colaboradores (1988) estudaram a agdo relaxante da hispidulina e
demontraram que essa flavona era capaz de induzir o relaxamento, dependente da
concentracdo, em traqueia, artéria e ileo, ambos isolados de cobaia. Além disso essa flavona
deslocou para a direita as curvas de concentracdo-resposta tanto da acetilcolina quanto do
CaClo. Foram analisadas também a possibilidade do efeito da hispidulina no influxo de Ca?*
em compartimento extracelular (utilizando uma solug¢do despolarizante livre de Ca’') e
intracelular (expostas a uma soluc@o livre de Ca®* contendo EGTA). Segundo os autores este
conjunto de experimentos sugeriram que a hispidulina inibe indiretamente tanto o influxo do
compartimento extracelular de Ca’** quanto a libera¢do intracelular. Isso, no entanto, ndo
governa a possibilidade de que hispidulina entre na célula e dispute com Ca®* para ligar-se a
proteina (i.e.calmodulina), inibindo assim o desenvolvimento da for¢a contratil.

A eupalitina (LT5-C6), também foi estudada por Choo e seus colaboradores (2017),
que avaliaram a implicac¢do dessa flavona frente ao corpo cavernoso de coelhos e os possiveis
mecanismos subjacentes de seu efeito em células do musculo liso do corpo cavernoso de
humano. O efeito relaxante foi avaliado pela adi¢do cumulativa (10 M ~ 3 x 10 * M) e o
agonista utilizado foi a fenilefrina. Esse composto relaxou efetivamente as tiras do corpo
cavernoso de coelho de um modo dependente da concentragdo. Nas células do corpo
cavernoso em humano a aplicagdo extracelular de eupatilina (10 *+ M) provocou o

relaxamento através de vias independentes do NO, ativacdo dos canais de potdssio
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dependentes do Ca?* (BKca) e inibi¢do da RhoA / Rho-quinase (ROK). Demonstrando que a
inibicdo da via da ROK ¢ um candidato para tratamento de disfunc¢ao erétil.

O flavonoide 3,6-dimetil galetina (Figura 69) demonstrou capacidade espasmolitica
em {ileo de cobaia, traqueia de cobaia e em aorta de ratos (MACEDO et al.,, 2011),
posteriormente, Vasconcelos e seus colaboradoes (2015) relataram que 3,6-dimetil galetina
produz um efeito relaxante em ileo de cobaia, cujo mecanismo de agdo envolve no
antagonismo pseudo-irreversivel ndo competitivo em receptores histaminérgicos, bem como a
modulag¢io positiva Kv e Katp, que leva a atenuagido do influxo de Ca>* e bloqueio de Cavl,
levando a uma redug¢do nos niveis de Ca**.

OH

HO O

H,CO OCH;

OH O
Figura 69: 3,6-dimetil galetina

Apesar de ndo conhecer o alvo, observando as estruturas elucidadas por RMN de 'H e
de 3C uni e bidimensional, nota-se que hd diferencas estruturais entre os flavonoides. Como
pode ser observado na Figura 70, as flavonas LT5-C6 e LT5-C9 foram as amostras que
apresentaram melhor atividade espasmolitica, diferindo das demais pela auséncia da hidroxila
na posicdo C-3, o que caracteriza a subclasse das flavonas, e a presenca de hidroxila na
posicdo C-7 e metoxila na posicdo C-6. A 3,6-dimetil galetina também possui uma estrutura
semelhante a LT5-C6 e LT5-C9 diferindo apenas pela presenca de uma metoxila na posi¢ao
C-3 se comparada a hispidulina. Sugerindo assim, que a relag¢do estrutura-atividade encontras-
se predominante da presenca de hidroxila na posi¢ao C-7 e metoxila na posi¢ao C-6, ja que a
3,6-dimetil galetina também possui um grande potencial espamolitico (MACEDO et al., 2011;
VASCONCELOS et al., 2015).

Faz-se necessdrio a separaracdo das substancias presentes em LT5-C9 para uma
melhor avaliacdo, assim como também realizar novos testes para identificar quais receptores
essas substancias atuam provocando o relaxamento do musculo liso, para s6 assim afirmar

uma real relagdo de estrutura atividade.
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LT1-C4 - R;: H; R,: OCH;; Ry:0H; Ry; H; R5:OCH; LTI-C12
LT5-C5 - Ry: H; R,:OH; R;:0OH; Ry; OH; R5:OCH;

LT5-Cé6 - Ry: OCHj3; R,:OCHj3; Ry:H; Ry; OCH5.Rs:OH

LT5-C9-1 - R;: H; Ry:OH; R5:H; Ry; OCH;. Rs:OH

LT5-C9-1I - R;: OCHjz; Ry:0H; R;5:H; Ry; OCHj3; R5:OH

HO

S3-C13-A -R: S3-C13-B- R:

ey, I///
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Figura 70: Compostos isolados da fracdo LTD obtida a partir das folhas de L. thymoides. LT1-C4 =
3,5-diidroxi-7,4’-dimetoxiflavona; LT5-C5 = rhamnocitrina; LT5-C6 = 5,7-diidroxi-6,3’,4’-trimetoxiflavona;
LT5-C9 = mistura de I- hispidulina e II-jaceosidina; LT1-C12 = 7,4’-dimetilaromadendrina; S3-C13 = mistura
de A-estigmasterol e B- B-sitosterol e LT6-C15 =a-amirina
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo contribuiu para um melhor conhecimento quimico e farmacolégico
da espécie Lippia thymoides Mart. & Schauer (Verbenaceae). O estudo fitoquimico da fracao
em diclorometano de L. thymoides levou ao isolamento de substincias de algumas classes:
flavonoides (3,5-di-hidroxi-7,4’-metoxiflavona; 7,4’-dimetilaromadendrina; rhamnocitrina;
eupalitina; além de uma mistura de jaceosidina e hispidulina), triterpeno (a-amirina) e dois
fitoesterois em mistura (B-sitosterol e estigmasterol). Dentre essas substincias, a eupatilina,
3,5-di-hidroxi-7,4’-metoxiflavona, 7,4’-dimetilaromadendrina e oa-amirina, nao foram
relatadas no género Lippia.

A avaliag@o do potencial espasmolitico do extrato bruto, fragdes e substancias isoladas
e/ou em misturas de L. thymoides em traqueia isolada de cobaia mostrou que LT5-C9 (mistura
de jaceosidina e hispidulina) foi a mais potente, alcangcando o Emsx de 100% na concentragao
de 81 pg/mL, indicando a necessidade da separacdo destas flavonas para testes futuros.

Diante destes resultados, nota-se que a L. thymoides é uma planta medicinal com
potencial farmacoldgico, sendo uma fonte de substincias bioativas candidatas a se tornarem

protétipos de novos farmacos.
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