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RESUMO

MONTEATH, Silvana Amadeu Ferreira Alves Monteath. Estudo Fitofar macoldgico de
Ixora coccinea Linn (Rubiaceae). Seropédica: UFRRJ, 2005. (Dissertacdo, Mestrado em
Quimica Orgénica, com Area de concentragdo em Fitoquimica).

A Ixora coccinea Linn é uma planta de origem oriental utilizada na medicina popular das
indias Orientais. O extrato metandlico das flores desta planta mostrou através da andlise de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM), para as frages de
baixa polaridade uma mistura de hidrocarbonetos funcionalizados ou ndo, e uma mistura
esteroidal. O triterpeno bioativo &cido ursolico também foi isolado pelo método fitoquimico
usual (gel de silica impregnado com eluentes em gradiente de polaridade), e por
metodologia epecifica para a obtencdo de acidos (gel de silica impregnado com base).
Ademais, 0 aglcar manitol, também foi isolado do extrato metandlico das flores. O extrato
hexanico das folhas de Ixora apresentou através de CG- EM, misturas de hidrocarbonetos,
sesquiterpenos, ésteres de &cidos graxos, esterdides e alcoois, além de uma mistura de
triterpenos que tiveram suas estruturas confirmadas através de dados espectroscopicos de
RMN de *H, BC, DEPT e HMQC. Para 0 extrato cloroférmico das folhas desta espécie foi
isolado um triterpeno da classe dos hopanos, bem como a presenca do aglcar manitol nas
fracdes mais polares. Foi realizado um estudo analitico de prospeccdo dos constituintes
micromoleculares presentes nos extratos hidroal coolicos das flores, folhas, gahos e raizes.
Os extratos hidroalcdolicos das flores, folhas, galhos e raizes foram submetidos a ensaios
farmacol 6gicos para a investigacdo da atividade antinociceptiva. Os galhos evidenciaram
maior atividade antinociceptiva, envolvendo, a principio, atividade antiinflamatéria. Os
resultados obtidos permitiram uma contribui¢do ao conhecimento do género Ixora e espécie
cocccinea,

Palavr as chaves: Ixora coccinea Linn, &cido ursolico, atividade antinoiceptiva



ABSTRACT

MONTEATH, Silvana Amadeu Ferreira Alves Monteath.. Phytofar macological Study of
Ixora coccinea Linn (Rubiaceae). Seropedica: UFRRJ, 2005. (Dissertation, Master
Science in Organic Chemistry,with Concentration Area of Phytochemistry).

Ixora coccinea Linn is a oriental species which has been used in the popular medicine of
the west Indies. The methanolic extract of its flowers was submitted to analisies by gas
chromatography accopled with a mass spectrometer (CG-MS), for the low polarity fractions
a mixture of both hydrocarbons and functionalized hydrocarbons, and also, a steroidal
mixture. The bioactive triterpene ursolic acid also was isolated by the usual phytochemical
method (silica gel impregnated with eluents in gradienty of polarity), and by specific
methodology for acids obtainment (silica gel impregnated with basis). Besides, the
mannitol sugar, also obtained from metanolic extract of flowers was isolated. The hexanic
extract showed from the hexanic extract of Ixora coccinea leaves by CG-MS, a mixture of
hydrocarbons, sesquiterpenes, fatty acids esters, steroids and acohols, beyond a mixture of
triterpenes that had its structures confirmed by NMR spectroscopic data of 'H, 3C, DEPT
and HMQC. For the chloroformic extract of this specimen leaves, a hopane class of
triterpene was isolated, as well as from the flowers the presence of the sugar mannitol in
more polar fractions. Analytical study by prospection of the micromoleculares components
presents were realized in its extracts hidroalcoholics of flowers, leaves, branches and roots.
The extracts hidroalcoholics of flowers, leaves branches and roots were submitted a
pharmacological essays for the research antinociceptive activity. The branches revealed a
larger antinociceptive activity envolving, at firdt, anti-inflammatory activity. The results
obtained to permit a contribution at the knowledge of the genus Ixora and specimen
coccinea.

Key words: Ixora coccinea Linn, ursolic acid, antinoceptive activity
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1. INTRODUCAO

1.1. Produtos Naturais: Da Teosofia a Biotecnologia

O conhecimento e a utilizacdo das plantas transmitiu-se através dos séculos pelos
grandes povos da antiguidade, tanto na Asia, Africa, Europa, Oceania como na América,
(BOCCHETTI et al, 2004), através de um conjunto de ensinamentos e préticas milenares que
foram sendo passadas até os dias de hoje no mundo todo. A utilizacdo de plantas, rituais e
elementos béasicos da natureza como: &gua, fogo, cristais, etc., tem-se apresentado com a
finalidade da cura do corpo fisico, emocional, mental e espiritual.

As observacoes |6gicas e cientificas dos fendbmenos naturais conduziram o homem ao
conhecimento com os olhos espirituais em primeiro plano, e ndo com os olhos fisicos,
conceituando os conhecimertos como milagres numa concepcao teosofica.

Com a consciéncia emancipada as observagdes com os olhos fisicos foram pouco a
pouco ao longo dos séculos se tornando uma ciéncia oficial menos ocultista, como: a
medicina, a alquimia, aquimica, a astronomia, etc. E assim, a teosofia termina onde a ciéncia
oficial comeca até os dias de hoje.

Segundo Gottlieb (SEIDL et al, 1999), é necessario uma visdo holistica para se
entender e solucionar os grandes enigmas da natureza em beneficio do povo brasileiro. O
conhecimento a respeito de produtos naturais ainda é t&o fragmentario quanto no inicio do
seculo passado. Por incrivel que pareca, apesar de ter grande importancia pelos males que as
substancias quimicas possam vir adiviar, ainda ndo se sabe por que essas substancias existem
nas plantas. A descoberta de uma Unica substancia, encontrada entre outras 50, de uma dada
espécie pode ser mais importante do que a descoberta de uma galaxia. Se esta substéncia
pudesse ter se tornado um medicamento, o dinheiro gasto nesta pesquisa seria minimo, dado o
bem que representou para a humanidade. Se descobrirmos uma Unica substancia — por
exemplo, contra o virus HIV, toda a verba investida em quimica de produtos naturais tera sido
recompensada.

De acordo com Santarém (2004), a producdo de substancias naturais de interesse
farmacéutico e industrial, representa hoje, uma realidade capaz de melhorar a vida de milhares
de pessoas, por meio da disponibilidade de produtos naturais em quantidade e qualidade que
até alguns anos ndo poderiam ser obtidas. Nesse contexto, a biotecnologia vegetal permite
vislumbrar um futuro com plantas que seriam verdadeiras biofébricas de substancias que
possam ser utilizadas no tratamento de diversas doencas. Além disso, as inUmeras
possibilidades de utilizacdo das técnicas de manipulacdo genética dos vegetais utilizados
como aimento permitiram a maior disponibilidade. A biotecnologia permite 0 acesso as
fontes de substancias naturais, independentemente das variagbes sazonais, localizacéo
geogréfica e problemas de reprodutibilidade, além de possibilitar a promocgdo da sintese de
substancias bioativas nas plantas.

1.2. Historico

Segundo os relatos de Curtis (1791) a Ixora coccinea foi introduzida na Gra Bretanha
por Bentick em 1690 pela primeira vez fora do seu habitat natural. Esta planta cresce em
estado selvagem por vérias partes da india em arbustos ou arvores com flores t3o brilhantes
gue parecem carvao incandescente, especiamente numa floresta de madeira escura, dai 0 seu
nome origina Flamma Sylvarum. Esta espécie floresce em setembro e outubro, produzindo
uma fruta negra, do tamanho de pequenas cergjas, com as quais supostamente se alimentavam
os pavdes, originando também o nome de Cerafa pavonina. Os chineses a chamavam de
Santanhoa, produzindo flores e frutos durante o ano inteiro. As flores sdo muito veneradas e
utilizadas por eles nos sacrificios feitos ao seu idolo Ixora, de onde Linnaeus tirou o home
aplicado por ele ao género utilizado até a atualidade. A palavralxora origina-se do sanscrito e
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significa: mestre ou principe (www.geocities.com/tatico-2000). A raiz € dita possuir algum
amargor e é utilizada pel os nativos da India para curar dores de dentes.

A Ixora coccinea de origem das indias Orientais, foi introduzida no Brasil em 1809,
através de D. Jodo VI que, neste ano, durarte a invasdo da Guiana Francesa ganhou a posse
do Jardim de Aclimacdo da Guiana chamado La Gabrielle. Isto facilitou bastante o
desenvolvimento do horto botdnico do Pard (DICIONARIO HISTORICO-
BIOGEOGRAFICO DAS CIENCIAS DA SAUDE NO BRASIL, 2004), pois se podiam
adquirir plantas exoticas a qualquer instante, sem mais precisar agir na clandestinidade.

O primeiro envio de espécies para Belém foi realizado no final de 1809, por Joseph
Martin, administrador de La Grabrielle, que assinou a lista de plantas e as instrugdes para o
plantio. No total, 82 espécies de vérias plantas foram embarcadas em seis caixas.

Com acriagéo do Real Horto, em 1808, no Rio de Janeiro, e ainstalagdo, em 1811, do
Horto em Olinda, corsolidouse a rota de remessas de plantas que eram enviadas de Caiena
para o0 Parg, e dai para os demais hortos da América Portuguesa. Essas remessas de plantas
eram bens econdmicos extremamente valiosos, tendo em vista sua cotagdo no mercado. A
Ixora coccinea foi uma das varias espécies de plantas cultivadas pelos franceses em Caiena,
gue veio para o0 Brasil. Esta planta rapidamente se adaptou e passou a ocupar lugar de
destaque nos jardins, em razdo de permanecer florida por quase a metade do ano (BARROSO
et al, 1991).

1.3. Cultivo

O género Ixora apresenta-se como arbustos lenhosos, eretos, pouco ramificados que
atingem 1,5 a 2,5 m de atura, com ramagem densa e florescimento vistoso (LORENZI et al,
1995). Possuem folhas coriaceas e verdes claras; inflorescéncias terminais longas, eretas,
grandes com numerosas flores e cores variadas. A espécie Ixora coccinea apresenta flores
alaranjadas na variedade mais antiga. As flores formamse durante a primavera-veréo, séo
muito duréveis e visitadas por beija-flores e borbol etas (Figura 1).

Figura 1: Ixora coccinea sendo visitada por uma borboleta
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Esta planta adapta- se bem as regides de clima subtropical e meia-sombra nas regides
mais quentes, ja que é sensivel a geadas e ao frio intenso. Nos invernos rigorosos, chegam a
perder as folhas.

O genéro Ixora pode ser cultivado isoladamente, em grupos ou renques (Figura 2), a
pleno sol e em terra fértil. Sua multiplicacéo € feita por estacas enraizadas em ambiente
protegido e Umido.

O solo ideal deve receber drenagem e uma boa dose de composto organico ou esterco
curtido por ocasido do plantio. Uma adubacdo com farinha de 0sso, por volta do més de
setembro, guda num bom florescimento, principal mente nas mudas mais antigas.

Face a0 porte esguio e longa duracdo das flores, as espécies do género Ixora sdo ideais
para a formacdo de cercas vivas ornamentais. Sua propagacdo € feita através de estacas
obtidas durante a poda. As estacas sdo dificeis de enraizar, devendo-se empregar horménio
enraizador para aumentar as chances de sucesso.

O enraizamento é feito a sombra, em recipiente com areia e recoberto com plastico
transparente. Este género € facilmente infestado por cochonilhas, um tipo de inseto que ataca
ramos e dorsos das folhas. O surgimento deste inseto é controlado com aplicacfes semanais
de calda de fumo com sab&o de coco.

nE

L]

Figura 2: Renque de Ixora coccinea Linn.

1.4. Consider agdes Botanicas

A Ixora coccinea, vulgarmente conhecida como ixora, ixora-coral, equisdsea, geranio
selvagem, fogo selvagem ou louro de jardim é um arbusto que atinge até 2,5 m de altura,
nativa das Indias Orientais, pertence a familia Rubiaceae e possui 0s sinbnimos Ixora
bandhuca Roxbg e Ixora grandiflora Ker-Gawl (LORENZI et al, 1995).

Segundo a classificagdo de Robbrecht JOLY et al, 2002), a Ixora coccinea Linn
possui como taxonomia a seguinte linhagem:

Eucariota
Reino: Viridiplantae
Divisdo: Estreptophyta
Grupos. Charophyta
Embriophyta
Filo: Embriophyta [faner6gama (6rgéos reprodutivos evidentes), angiosperma
(sementes contidas no fruto)]
Classes: Tragueophyta
Eufilophyta
Espermatophyta

Magnoliatae (eudicoledonea, core eudicotes)
Subclasse:  Asteridae (euasteridios 1)
Ordem: Gentiales



Familia: Rubiaceae
Subfamilia:  Ixoroideae
Tribo: Paveteae
Género: Ixora

Espécie: coccinea-Linn

A subclasse Asteridae € a mais derivada das dicotiledoneas, a qual contém 11 ordens,
49 familias e 60.000 espécies.

Muitos membros desta subclasse sdo farmacologicamente importantes. Plantas da
familia Apocinacea, por exemplo, forneceram os compostos vimblastina e vincristing, dois
potentes agentes quimioterapicos contra o cancer. Doencas cardiacas sdo tratadas com
glicosideos extraidos de Digitalis (Scrophulariaceae), estes compostos fazem o musculo bater
mais devagar e com maior for¢ca, melhorando a circulagdo. Ja o género Cinchona (Rubiaceag)
contém quinino, que € uma substancia que atua como agente antimal érico.

A familia Rubiaceae compreende cerca de 500 géneros e aproximadamente 7.000
espécies, sendo, portanto, uma das maiores familias de angiospermas. Estéo distribuidas em
todo o mundo, ocorrendo tanto nas regides frias como nas zonas temperadas e tropicais. S0
plantas de hébito muito variado, v8o desde ervas, arbustos, subarbustos, arvores até
trepadeiras, com folhas opostas ou verticiladas, sempre com estipulas interpeciolares muito
caracteristicas e inteiras.

Exemplo comum desta familia é aGenipa, 0 género do conhecido jenipapo com frutos
do tamanho de uma laranja com polpa comestivel, comum na regido Nordeste do Brasil.
Outro exemplo é Coffea, género nativo da Africa, com uma espécie extensamente cultivada
entre nos. Dentre as flores destacam se a gardénia (Gardenia), jasmim-do-cabo e ixora, com
suas inflorescéncias arredondadas de cores variadas e vistosas, e freqlientemente encontradas
nos jardins (BREMER et al, 2000).

Bremer e Andreasen (2000) em seu estudo filogenético da subfamilia Ixoroideae
propuseram uma mudanca na classificacgo taxondmica de Robbrecht, onde o g Ixora deveria
ser excluido da tribo Pavetae e incluido na tribo Ixoreae. A proposta da mudanca na
classificagdo foi baseada nos dados obtidos, pelas pesquisadoras, a partir da morfologia,
mapeamento de restricdo do cpDNA (DNA do cloroplasto), e o sequénciamento do gene rbclL
e datranscricdo do DNA ribossomal.

1.5. Consider agbes Quimicas e Far macol 6gicas

A literatura mostra inlmeros trabalhos envolvendo o género Ixora no que diz respeito
a propagacdo do género (FRANCIS, 2003; JAIN, 1981; KWACK, 1980; LA KSHMAMAN,
1997; NEEL,; DOLSELMAN, 1978; RAUCH, 1980; SALGARE, 1997; SING, 1979; TJA,
1988), controle de pragas (CABRERA, 2001; DEVI, 1991; NEEL, 1976, 1978, 1979;
UMAPATHI, 1979), investigacbes nas aeas de quimica inorganica (TIKKU, 1990) e
fisiologia vegetal (DAVE, 1991; REDDY 1979, 1980, 1981). Por outro lado, existem estudos
fitoquimicos, que mostraram a presenca de terpendides (REENA, 1994; TAKEDA, 1975),
flavon6ides (CHAUHAN, 1982, 1984, 1996; VIMALA, 1997) e alcaldides (CANNON, 1980;
SIRIRUGSA, 1980; SMOLENSKI, 1975), como principais classes de compostos bioativos
presentes em plantas do género Ixora. As andlises bioldgicas feitas, até o momento, com
extratos das diversas partes das plantas dessa espécie ndo mencionam a quais principios ativos
estariam relacionadas as atividades biol 6gicas estudadas.

Os relatos na literatura indicam as atividades: antimicrobiana (JOHN, 1984),
anticarcinogénica oral (PANIKKAR, 1986), antitumoral (LATHA, 1998) e quimioprotetora
(LATHA, 2001), para o extrato hexanico das flores da Ixora coccinea Linn (coletadas em
Thiruvanathapuram-india). A atividade antimicrobiana também foi detectada nos extratos
metandlico e etér-etilico das folhas desta espécie na india (ANNAPURNA, 2003).
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Os trabalhos fitoquimicos relatados para a Ixora coccinea Linn, mostraram a
presenca de aclcares nas flores (ROWLEY, 1976), do triterpeno lupeol nas folhas (REENA,
1994) e do &cido D° - octadecadiendico e manitol nas raizes(KARTHA, 1943).

A importancia do lupeol encontra-se amplamente descrita na literatura por suas
atividades antiinflamatéria (FERNANDEZ, M.A.; De La Heras, B., 2001; FERNANDEZ,
M.A.; ALVAREZ, A., 2001; GEETHA, 2001; NIKIEMA, 2001), antitumoral (LEE, 1980;
SALEEM, 2001), antimicrobiana (HERNANDEZ, 1994) e anti-artrite (GEETHA, 1999).

1.6. Compilagdo dos Dados Etnofar macoldgicos para o Género Ixora

Embora o cultivo do género Ixora sgia praticado no Brasil ha 2 séculos, com uso
estritamente ornamental principamente nos estados de clima quente, os povos orientais
utilizam-no por muito mais tempo com fins medicinais de uso popular.

O levantamento bibliogréfico realizado através do programa Natural Products ALERT
(NAPRALERT, 2001), permitiu uma sistematizacdo das indicagdes etnofarmacoldgicas,
sendo que as flores da espécie Ixora coccinea sdo utilizadas na India para o combate aos
piolhos e suas raizes para as dermatites. No Sri Lanka as flores desta espécie sdo utilizadas no
tratamento de desinteria, problemas estomacais e estado catarral.

As indicacles etnofarmacoldgicas, para este género, encontradas na literatura estdo
relacionadas na Tabela 1l e na pagina 13 encontram-se listados a correlagdo entre a numeracao
citada e as respectivas referéncias bibliogréficas.

1.7. Sistematizagdo das Atividades Bioldgicas Detectadas nos Extratos do Género Ixora

Diversas espécies do género Ixora sdo amplamente utilizadas na medicina popular,
fato este que motivou o interesse de pesquisadores farmacéuticos e bidlogos que vem
ampliando o conhecimento deste género, tendo um destaque maior a acdo farmacol dgica das
partes aéreas das plantas que foram investigadas. (Tabelas 2, 3 e 4).

O uso das sementes, das plantas deste género, parece ser comum no Oriente. No
entanto, observou-se num estudo de 6 anos de duracdo, que as sementes da espécie coccinea,
no campus da Universidade Rural, sdo dificies de ocorrer.

As Tabelas 2 a 4 mostram diversas atividades farmacol dgicas que foram encontradas
principalmente através do programa Natural Products ALERT (NAPRALERT, 2001), em
diferentes espécies do género Ixora. Dentre elas pode-se destacar as atividades antibacteriana,
antiviral e antitumoral.

1.8. Compilacéo Literéria dos Metabdlitos Detectados no Género Ixora

Embora 0 género Ixora seja rico em estudos etnofarmacoldgicos e detenha relatos de
comprovada acdo biologica de extratos de diversas partes da planta, poucos sdo 0s relatos
fitoquimicos das espécies deste género. O levantamento bibliografico dos metabdlitos
encontrados, segundo uma sistematizagdo do NAPRALERT (2001), estéo listados na Tabela
5. Apesar da literatura mostrar esses diversos estudos para alxora coccinea, poucos sdo 0S
relatos de investigacdo fitoquimica realizada com esta espécie, incluindo um levantamento
bibliogréfico ro periodo de 1791-2004.



Tabela 1- Indicagdes etnofarmacol 6gicas dos extratos de espécies do género Ixora.

ESPECIE ORIGEM PARTES EXTRATO UsosS

Em concomitanciacom
coccineat India Floressécas | Saracaindica ou Nigella Piolhos
sativa, H,O quente

Catarro, desinteriae

. 2 . A
coccinea Sri Lanka Flores sécas H,O quente estomago
Pasta em concomitancia
g <o com Ixora rubia :
coccinea India Raizes sécas cordiflolia e 6leo de dermatites
€OoCo
parviflora® india Flores sécas H,O quente Dor de dentes
arviflora® india Frutossécos | - Diurético e anti-
P helmintico comestivel
) Ciclo menstrual
acuminata® India Flores efolhas H,O quente irregular e purificagéo
do sangue
subsessilis® india Flores folhase |\ Tempero culindrio
galhos
) Doengas bucais,
arborea® India Folhas suco usado pararinsar a
cavidade bucal
N&o declarado, sendo
cibdela® Talandia Folhas sécas que as raizes ndo séo leproses

usadas

Comido no principio
grandifolia’ Malasia folhas | = - do trabalho de parto
paraabrevia-lo

alba® Filipinas Galhos H,O quente Desinteriaediarréia
Ingerido durante e
lobbil” Malésia Raizes H,O quente depoisque acrianca
nasce
.9 . Parar o sangramento
species Bangladesh Raizes frescas suco pos-natal

Ingerido por criangas

. . 7 o -
chinensis Madéasia Raizes H,O quente recémnascidas
chinensis® China Plantainteira H,O quente emenagogo

finlaysoniana™ Talandia Plantainteira H,O quente Fortificante,

energético medicinal




Tabela 2- Atividades biologicas apresentadas pelos extratos hidro-alcoolicos (1:1) de

espécies do género Ixora.

ATIVIDADESBIOLOGICAS

FONTESBIBLIOGRAFICAS

Analgesia(in vivo)

12,13, 14

Antibacteriana (in vitro) Bacillus subtilis

12, 15, 16, 17, 18, 19

Antibacteriana (in vitro) Escherichia coli

12, 15, 16, 17, 18, 19

Antibacteriana (in vitro) Salmonella typhosa

12, 17, 18

Antibacteriana (in vitro) Staphylococcus albus

12,17, 18

Antibacteriana (in vitro) Staphylococcus aureous

12, 14, 16, 17, 18, 19

Antibacteriana (in vitro) Agrobacterium tumefaciens 12
Antibacteriana (in vitro) Pseudomonas aeruginosa 18
Antibacteriana (in vitro) Proteus species 18
Antibacteriana (in vitro) Shigella dysenteriae 17, 18
Anticonvulsiva(in vivo) 12, 14
Antifangica (in vitro) Microsporum canis 12
Antifangica (in vitro) Trichophyton mentagrophytes 12
Antifungica (in vitro) Aspergillus niger 12
Antiinflamatéria (in vivo) Inducdo com carrageenin 12
Antiespasmadica (in vivo) Inducéo com histamina 12, 16, 19
Antifermentativa (in vitro) Candida albicans 12, 17
Antifermentativa (in vitro) Cryptococcus neoformans 12, 17
Antiviral (invitro) Virusvaccinia 12, 16, 19
Cicatrizante 16
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Tabela 3- Continuagéo das dividades bioldgicas detectadas nos extratos hidro-alcdolicos
(1:1) de espécies do género Ixora.

ATIVIDADESBIOLOGICAS FONTESBIBLIOGRAFICAS
Antimutagénica (in  vitro) Samonella 20
typhimurium TA98
A_nti pro_tozoério (in vitro) Entamoeba 14
histolytica
Antitranspirante (humano) 21
Antitumora (in vivo) Sarcoma 180(ASC) 22,23
Antitumoral (in vivo) CA-Ehrlich-ascites 22,23
Antitumoral (in vivo) Lymphoma-Dalton’s 22,23
Antitumoral (in vivo) LEUK-P388 24
Antitranspirante (in vivo em humanos) 21
Antiviral (invitro) Virus-ranikhet 14, 19
Antivira (in vitro) Virus vaccinia 14, 19
Barbiturica (in vivo) 12, 16, 19
Citotoxica (in vitro) CA-9KB 14, 19, 24, 25
Citotoxica (in vitro) Sarcoma-180 19, 26
Citotéxica (in vitro) LEUK -K562 22,23, 26
Citotoxica (in vitro) Lymphoma-Dalton’s 22,23, 26
Citotoxica (in vitro) CA-Ehrlich-ascites 22,23, 26
Citotoxica (in vitro)Lymphocytes 22,23
Citotoxica (in vitro) CA-nasopharyngeal 14
Coagulagéo de semem (humano) 12,16, 19
Diurética (in vivo) 12,14
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Tabela 4- Continuagéo das dividades bioldgicas detectadas nos extratos hidro-alcdolicos
(1:1) de espécies do género Ixora.

ATIVIDADESBIOLOGICAS BIBL::((J)é\II-?rAEIEICAS

Efeito da estabilizagdo da membrana lisossomica (in vivo) 27
Efeito abortificante (in vivo) 28
Efeito antiimplantagéo (in vivo) 28
Efeito estrogénico (in vivo) 28
Efeito antiestrogénico (in vivo) 28
Efeito inotrdpico positivo (in vivo) 29
Espermicida (in vivo) 12,16, 19
Espasmolitica (in vivo) 14
Hipoglicémica (in vivo) 12
Hipotérmica (in vivo) 12, 14
Inibicdo da sintese de DNA (in vitro) Lymphoma-Dalton’s 22,23
Inibic&o carcinogénica (in vivo) indugdo com benzeno 22,23
Inibicdo carcinogénica (in vivo) Indugdo com metilcolantreno 22,23
Inibicdo da enzima &cido fosfatase (in vivo) 12,16, 27
Inibicéo do glutamato- oxal oacetato-transaminase (in vivo) 12, 16, 27
Inibicéo do glutamato- piruvato-transaminase (in vivo) 12, 16, 27
Inibi¢éo da sintese de proteinas (in vivo) 12,16
Inseticida (humano) 30
Nemaltelmintia (in vitro) 31
Quimioprotetora (in vivo) Inducéo com cisplatina 32
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Tabela 5- Metabdlitos especiais identificados de vérias espécies do género Ixora.

, PARTE
ESPECIE | ORIGEM USADA METABOLITOS ENCONTRADOS
coccinea Filipinas flores Glicose, frutose, sacarose e maltose
coccinea® india folhas L upeol
coccinea® india raizes frescas Acido D**!-octadecadiencico e manitol
chinensis® China folhas + Acido geniposidio, ixorosidio e ixosidio
sementes
chinensis®’ China | sementes- dleo Acido crepenico e &cido ixdrico
finlaysoniana® | Filipinas flores Glicose, frutose e sacarose
. : . N&o Apigenin-4'-O-b-D-glucopiranocsidio
38 y
finlaysoniana India especificado 11-hidroxi-5-en-dodeca-2-ona
. . o3 . Acido cafeico, &cido ferulico,
javanica® India flores . ) .
acido pirocatechuico
brachiata®® india flores L uteolin-4’-O-neohesperidosidio
dolichophylla®® | Tailandia | folhas e galhos Alcal6ides: prospeccao
chinensis® | Filipinas flores Glicose, frutose, sacarose e maltose
alba® Filipinas gaho Estigmaterol
40-41 e . Apigenin-5-O-beta- D- Gal actopiranose
arborea India galho e chrisin-5-O-beta-D-xilopiranosidio
arborea™ india partes aereas Taninos
Acido arachidico, &cido behenico, acido
parviflora® india sementes caprico, acido laurico, acido linoleico, acido
miristico, &cido oleico, acido palmitico e
&cido estedrico
. a4 - Acido aspartico,cisteina, glicina, prolinae
parvifiora Paquistao sementes sering, acool cerilico, beta-sitosterol
parviflora® | Paguistdo | partesaereas Scoparone
nigricans® india sementes Acidos graxos
nigricans*? india partes agreas Tanino
bauchiensis’®® | Congo raizes Saponinas e taninos; prospeccao
species?’ EUA raizes Alcal6ides: prospeccao
undulata*® india raizes Flavondides e taninos: prospeccdo
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2. OBJETIVOS

Contribuir para o conhecimento fitoquimico da Ixora coccinea Linn, através do
isolamento, identificacdo e caracterizagdo de componentes majoritarios e minoritérios
provenientes do extrato metandlico das flores.

Obter por metodologia especifica o acido carboxilico do extrato metandlico das flores
desta espécie.

Isolar e identificar os componentes magjoritérios e minoritérios oriundos dos extratos
hexanico e cloroférmico das folhas de Ixora coccinea.

Analisar por prospeccao os constituintes micromoleculares dos extratos hidroal codlicos
das flores, folhas, gahos e raizes de Ixora coccinea, objetivando um conhecimento
analitico dos possivels metabdlitos existentes nestas partes da planta.

Avdiar as atividades antiinflamatorias, analgésicas e antinociceptivas dos extratos
hidroal codlicos dos galhos, raizes, folhas e flores de Ixora coccinea Linn.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentos Utilizados
3.1.1. Moinho elétrico

O moinho elétrico utilizado neste trabalho possui duas facas em hélice com laminas
opostas, sentido horério e peneira com granulometria de 4 mm, marca Vencedora— Maquinas
Agricolas Ltda— MOD.V.611 N° 60482 série VF 1A02.

3.1.2. Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram obtidos em um bloco Kofler
(Reichert — Austria— Nr 334317), constituido de uma placa aquecedora de Reicherd, acoplada
a um microscopio, possuindo um termdémetro aferido de -5° a 360°C, e os resultados obtidos
nao foram corrigidos.

3.1.3. Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG - EM)

As fragdes apolares foram analisadas por cromatografia gasosa de alta resolucédo
(CGAR) acoplada a espectrometria de massas (CGAR-EM). Os compostos foram
identificados através da comparacdo de seus espectros de massas (obtidos por impacto de
eletrons) com espectros de padrdes e com a espectroteca da Wiley. Foi utilizado um
cromatégrafo a gas HP-5890, com coluna capilar de silica fundida e fase DB-5 (com L = 15
m, D = 0,25 mm, Dr = 0,25 mm). As andlises de espectrometria de massas foram realizadas
em aparelho HP5897A, conectados a um cromatografo a gas HP5880, utilizando analisador
guadrupolo, 70eV (varredura de 40 a 600 u.m.a.), por impacto de elétrons e a mesma coluna.
Temperaturas do injetor e do cetector: 270°C e 300°C, respectivamente. Injecdo em modo
“splitless’. O gas de arraste do cromatografo: H, a 2mL/min e He a 0,5 mL/min (no EM). O
forno do cromatografo utilizou a seguinte programacao: 80°C a 290°C a uma taxa de 8°C/min
seguida de isoterma a 290°C por 30 min.

Foi utilizado também um cromatégrafo a gas HP-5890, com coluna capilar de silica
fundida e fase PONA (com L= 25 m, D= 0,20 mm, d= 0,50 nm). As analises de
espectrometria de massas foram realizadas em aparelho SATURN 2000, utilizando analisador
ON TRAP, 70eV (varredura de 40 a 600 u.m.a.), por impacto de elétrons e coluna CP-
SIL8CB (L= 30m, D= 0,25 mm, d= 0,25 mm). Temperaturas do injetor e do detector: 270°C
e 290°C (190°C/min — 10°C/min — 290°C/20min), respectivamente. Injecdo em nodo “split”.
O forno do cromatografo utilizou a seguinte programacado: 60°C a 220°C.

3.1.4. Espectrometria de Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram registrados em um
espectrofotébmetro Perkin-Elmer, modelo 1605 série 1600 FT-IR com transformada de
Fourier, em pastilhas de brometo de potéssio.

3.1.5. Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises por espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
de H) e de carbono (RMN de *3C) foram registrados em espectrémetros Varian Gemini-300
(300 MH2z), Bruker AC-400 (400MHz) e Bruker AC-200 (200MHz). Os solventes utilizados
foram cloroférmio deuterado (CDCk), metanol deuterado (CDsOD) e &gua deuterada (D,O),
utilizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (d)
sdo indicados em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

3.1.6. Cromatografia de camada fina (CCF)

As cromatografias em camada finaou analitica, foram realizadas em silica gel PF2s4 da
Merck, sobre suporte de vidro ou aluminio (espessura de 0,25 mm). A deteccdo dos
compostos foi feita por irradiagdo com lampada ultravioleta (254 e 356 nm), e utilizando
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como reveladores:. vapores de iodo, solugdo de vanilina, é&cido sulfarico-metanol (5:5),
reagente Dragendorff e solugcdo de cloreto férrico.

3.2. Metodologias Gerais
3.2.1. Reconhecimento botanico

A espécie foi coletada por Tatiane Rocha Pereira, aluna do Curso de Agronomia, no
Jardim Boténico da UFRRJ, e identificada pela professora Maria Mercedes Rosa, do
Departamento de Botanicada UFRRJ (1.B.). Uma excicata de i’ 4243 encontra-se depositada
no herbario do 1.B da UFRRJ.

3.2.2. Coleta e moagem

O materia vegetal utilizado reste trabalho, foi coletado no Jardim Boténico da UFRRJ
no horério de 8 s 12 horas. As flores foram colhidas em 14 de dezembro de 1998, e as folhas
galhos e raizes em 05 de julho de 2000.

As flores foram usadas in natura e picadas com tesoura comum, obtendo-se 315g de
material vegetal.

As folhas, galhos e raizes foram secas previamente para desidratacdo em local
sombreado, arejado e isento de umidade. Posteriormente foram moidos em moinho elétrico,
obtendo-se como material vegetal seco e triturado: 8659 de folhas; 731,279 de gahos e
452,929 de raizes.

3.2.3. Obtencao de extrato bruto (EB) por técnica de maceracéao

Os materiais vegetais da Ixora foram submetidos a extragcdo via maceracdo utilizando-
se um unico solvente de ata polaridade, como o0 metanol, ou solventes em gradiente de
polaridade, como hexano, cloroférmio e metanol, um por vez, afim de que estes extraissem o
méaximo das substancias contidas na planta, como mostrado no esquema 1.

Nas extracOes efetuadas utilizou-se um bal&o de fundo chato de 6L, onde se adicionou
primeiro o material vegetal em seguida 1,5L do solvente eleito; na seqiiéncia dos processos de
filtraco e concentragdo do solvente & véacuo, mais solvente foi sendo adicionado.

ApGs 24 horas da adi¢do dos primeiros 1,5L do solvente iniciou-se a primeira filtragdo
do processo de maceracao.

O sistema nontado para a filtracdo consistiu em um suporte onde, a este se acoplou
uma mufa que sustentava um funil de solido. A parte inferior do funil foi vedada com
algoddo, com a finalidade de ndo deixar passar gréo do material vegetal, evitando assm, uma
contaminacdo do material filtrado. Para o recolhimento do material filtrado utilizou-se Becher
de 500mL. Repetiu-se 0 mesmo procedimento em intervalos de 24 em 24h, até que o filtrado
ndo apresentasse coloracdo forte. O materia filtrado neste periodo foi submetido a vérias
evaporacdes a pressdo reduzida fornecendo o extrato bruto do solvente utilizado (EB-solvente
utilizado). O extrato foi transferido do bal&o para um Becher, coberto com gaze, para evitar
gue algum corpo estranho se deposité se, e posto para secar em temperatura ambiente ou em
capela. Recomenda-se 0 armazenamento por um periodo longo deste extrato em geladeira,
paraevitar a proliferacdo de fungos.



15
Esguema 1. Quadro geral das quantidades de extratos e seus respectivos percentuais para
cada parte da planta.

| xora coccinea Linn I

FLORES FOLHAS
3159 8659
|J | |
Maceracéo Maceragao
com com
MeOH Hexano |
E.B. - Hex
38,36 g
Rendimento
E.B. - MeOH 4.4%
= 2%_34 gt Maceracéo
endimento
8.4% com CHCl;
E.B. - CHCl;
16,80¢g
Rendimento
1,9%

3.2.4. Preparo da pastilha

Apbs a obtencdo de cada extrato bruto seco e pesado o préximo passo foi a confeccéo
de padtilhas para serem utilizadas em um sistema cromatogréfico. A pastilha foi preparada
adicionando-se um pouco de hexano, por exemplo, ao extrato bruto do material vegetal, que
sendo um solvente de baixa polaridade, dissolveu parte do extrato. Em seguida adicionouse a
silica (de mesma granulometria a ser utilizada no sistema cromatogréfico), aos poucos até a
obtencdo de graos ligeiramente Umidos e com aspecto “esfarelado”.

O Becher contendo a pastilha foi tampado com gaze para evitar que algum corpo
estranho 0 contaminasse, na sequéncia, deixouse que o solvente utilizado no preparo da
pastilha fosse evaporado (24h de repouso). Posteriormente, preparouse 0 Sistema
cromatogréfico adequado.

3.2.5. Montagem do sistema cromatografico de coluna aberta por empacotamento iumido

Apbs a obtencdo da pastilha, preparouse a coluna cromatografica em sistema aberto,
obedecendo a seguinte ordem: com o auxilio de um bastdo de vidro colocou-se um algodéo no
fundo da coluna umedecido com solvente, (geramente um bem pouco polar, ou 0 primeiro
eluente eleito no sistema de eluicao), em seguida adicionou-Se aos PoUCOS uma SuUSPensao
(uma papa) feita com o solvente eleito e silica A granulometria da silica foi a mesma
utilizada no preparo da pastilha. A suspenséo foi adicionada na coluna através de um funil de
solido. Este processo foi repetido até que a silica chegasse a menos da metade da altura da
coluna
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Depois, adiciorou-se mais solvente, a tornera da coluna foi aberta para que o

eluente corresse através da silica deixando-a homogénea. Colocouse a pastilha feita do
extrato bruto, e um algoddo em cima da pastilha. Completou-se a coluna com solvente. O
procedimento acima descrito € o que se designa como empacotamento Umido, pois a silica é
posta dentro coluna como uma papa, caso contrério seria um empacotamento seco. O solvente
utilizado foi reaproveitado no processo de alimentacdo da cromatografia de coluna por
gravidade ou aberta.

3.2.6. Montagem do sistema cromatografico de coluna aberta por empacotamento Umido
com anéis de carvao ativado

A técnica de empacotamento Umido com anéis de carvao ativado foi a mesma que a
descrita no empacotamento Umido (item 3.2.3), a utilizacdo do carvao ativo permite que se
retenha um pouco a quantidade de clorofila e impurezas contidas na pastilha, no entanto, sua
guantidade deve ser minima, para que nao retenha também metabdlitos de maiores pesos
moleculares. | nicialmente adicionou-se cerca de um tergo da suspenséo de silica, em seguida
alguns miligramas de carvéo ativo, abriu-se a torneira da coluna e deixou-se que o hexano
corresse bastante para que o and ficasse bem assentado sobre a silica. A operacdo foi repetida
até que se formassem os dois ou trés anéis, terminando com uma camada de suspenséo de gel
de silica, conforme mostra a Figura 3.

pastilha
, Silica
~.

anéis de carvao ativo

algodéo

-\

g

Figura 3. Esguema de montagem da coluna cromatografica em sistema aberto utilizando
empacotamento Umido com anéis de carvéo ativado.

3.2.7. Obtencao de derivados
3.2.7.1. Esterificacdo com diazometano

Para metilar um metabdlito qualquer com o diazometano, inicia-se preparando
uma solucdo de hidréxido de potéssio alcodlico (0,4 g de hidréxido de potassio dissolvidos
em 10 mL de etanol. Coloca-se um baldo em banho de gelo com 2,14 g de Diazald (N-nitroso-
toluol-4-sulfometilamida) e adiciona-se 30mL de éter etilico. Apdsa solubilizagdo adiciona-se
lentamente a solugdo de potassa alcodlica. Tampa-se 0 baldo e deixa-se homogeinizar. Logo
em seguida o baldo é acoplado num sistema de condensacéo em banho- maria a 50°C, que faz
parte do Kit (apropriado) Diazald e recolhe-se 0 destilado amarelo de diazometano
condensado em banho de gelo.

Para metilar a amostra solubiliza-se primeiro em metanol, e entdo se adiciona o
diazometano lentamente até que ndo borbulhe mais e a cor amarela do diazometano persista.
Deixa-se em repouso a temperatura do ambiente até que todo o solvente tenha evaporado. Se
aamostra estiver pura pode-se envié-la para testes espectroscopicos, se ndo se utiliza métodos
de purificacéo, como recristalizacao.
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3.2.7.2- Acetilacdo com anidrido acético e piridina
Com a amostra seca adiona-se 1 mL de anidrido acético e 1 mL de piridina em um
bal&o. Deixa-se agitando por 30 minutos. Apos isto, a mistura fica em repouso a temperatura
ambiente por 24 horas. Na sequéncia o baldo é posto em banho de gelo e adiona-se 1 mL de
agua destilada. Ocorrendo precipitacdo, filtra-se e lava-se 0 material sdlido com porcdes de 5
mL de &gua destilada para retirar a piridina. N&o ocorrendo precipitagdo, adiciona-se mais 2
mL de &gua destilada. Extrai-se o derivado acetilado em funil de separacdo com clorofrmio
(trés porcdes de 10 a 20 mL, cada vez). Retira-se 0 excesso de piridina da fase organica
adicionardo-se HCI 1N (trés porgdes de 5mL de cada ve?), separando a fase organica. Ajusta-
se 0 pH da fase orgénica (que deve ficar abaixo de sete), adicionando-se tres porc¢oes de 10
mL de &gua destilada. Para garantir a neutralizacdo do meio, retirando o excesso de acido,
adiciona-se na fase organica uma porc¢do de 20 mL de bicarbonato de sodio a cinco por cento.
Separa-se a fase organica e adiciona-se 20 mL de &gua destilada. Separa-se hovamente a fase
organica e adiciona-se sulfato de sddio anidro como secante e deixa-se repousar por uma hora.
Filtra-se e 0 materia acetilado que esta pronto para ser enviado para ensai0s espectroscopi cos.

3.3. Parte Experimental de Flores delxora coccinea
3.3.1. Fracionamento cromatografico, isolamento e purificacdo

O extrato bruto metandlico das flores de Ixora coccinea (26,34g) foi submetido a
cromatografia de coluna aberta, utilizando-se como adsorvente gel de silica (35-70 Mesh) na
fase fixa e para afase movel, foram utilizados como eluentes: hexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol, constituindo um gradiente de polaridade para a obtencéo das diferentes
fracOes, perfazendo um total de 46 fragbes de 400mL cada. A andlise preliminar das fragdes
foi efetuada por cromatografia de camada fina (CCF) e permitiu que as 46 fragdes fossem
reunidas em quatro grupos. Cada grupo, separadamente, foi submetido a procedimentos de
purificagdo, conforme est&o descritos abaixo e mostrado no Esquema 2.

O grupo de fragdes Fi.19 foi reunido, evaporado e o produto obtido foi recristalizado
em cloroférmio, a temperatura ambiente, obtendo-se 340mg de um solido amorfo.
Posteriormente o materia purificado foi analisado por IV e metilado para andlise de CG-MS.
Fornecendo as substanciasM -1, M -2, M-3 eM -4.

Os grupos de fragdes Fooz, Fszse © Fapqs foram submetidos a procedimento
cromatografico em silica gd (70-230 Mesh), utilizando: hexano, cloroférmio, acetato de etila,
metanol e &gua em gradiente de polaridade. Os grupos de fractes F2o.3 € Fz3.39 forneceram 35
fragbes de 15 mL e 30 fragbes de 50 mL cada, respectivamente. Os grupos de fragdes foram
submetidos isoladamente a processos de recristalizacdo em mistura de cloroférmio e acetona
(5:5). Ap6s andlise comparativa por CCF dos dois grupos de fragbes observouse que
mostraram-se ricas no metabdlito S-1. As fragdes ricas neste metabdlito bram reunidas e
forneceram 470 mg e 100 mg para os grupos de fragdes F,o.32 € F33.39. Obtendo-se, entdo, um
total de 570 mg de uma substancia de baixa polaridade, que apds analise espectroscopica
mostrou ser um &cido triterpénico (S-1). O materia purificado foi analisado por IV, CG-EM,
RMN de 'H ede *°C.

O grupo de fragdes Fap46 também foi submetido a procedimento cromatografico
fornecendo 10 fragbes de 200 mL cada fornecendo 143 mg de uma substéncia de alta
polaridade, postriormente recristalizado em acetona que apds andlise espectroscopica mostrou
ser um agucar (S-2).
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Esguema 2- Esguema do fracionamento cromatogréfico, isolamento e purificacdo do E.B.-
MeOH das flores de Ixora coccinea Linn.

E.B.MeOH
26,349

cC
FE: gel desilica
FM: Hex: CH,Cl,. AcOEt: MeOH
(10:0:0:0- 0:0:0:10)
Cristalizagdo 340 mg
[ r | comoHC M-1, M-2, M-3 e M-4
cc
FE: gel desilica R
| Fow | FM:Hex: CH,Cl. AcOEt: MeOH | 1=  Cristalizagio | — 40 mg
(10:0:0:0 — 0:0:0:10) CHCl3: Me,CO S-1
cc
FE: gel desilica P
[ Fw | FM:CH.Cly ACOEL: MeOH 1 Cristdizagido |— | 100mMg
(8:2:0— 0:0:10) CHCl;: Me,CO S1
cC
FE: gel desilica Fro
J_ FM: ACOEt: MeOH: H,0 L| Cristalizaggo | =y | 13Mg
~—  Faos (9:1:0- 0:9:1) Me,CO S-2

3.3.2. Metodologia alternativa para a obtencao de acidos carboxilicos

Para a extracdo do &cido triterpénico S-1 utilizou-se um sistema de coluna aberta com
o tratamento prévio da silica gd (230-400 Mesh) com KOH 10% (p/v), com posterior
secagem em estufaa+ 110°C por 8 horas (PINTO et al, 2000 e JUNIOR et al, 2002).

Nesta metodologia, utilizou-se 200g de flores in natura da Ixora coccinea, obtendo-se
11,89 g de extrato bruto por maceragdo com metanol. O extrato foi fracionado utilizando-se
como eluentes. hexano e metanol, obtendo-se nove fragdes de 300mL cada sendo duas
hexanicas e sete metandlicas. As fragdes obtidas foram submetidas a evaporacdo a pressao
reduzida e acidificadas com HCI 10% (v/v) até pH 4.

Das 9 fracOes obtidas, somente a fragdo F3 apresentou pouca impureza, entéo esta
fracdo sofreu purificagdo, por recristalizacdo, com cloroférmio e forneceu 150mg de um
solido branco amorfo.

O grupo das fragles F4.o foi reunido, fornecendo 1,01g de um materia solido, que foi
submetido a um refracionamento cromatogréfico com silica gel (230-400 Mesh) sem estar
impregnada com KOH 10% (p/v), fornecendo 14 fracGes de 50 mL.

Procedeuse a andlise comparativa das fragdes obtidas por cromatografia em camada
fina (CCF) mm o material de partida (triterpeno acido ursolico), previamente obtido das
fraghes F»p-39 da primeira metodologia, conforme descrito no item 3.3.1. Obtendo-se um total
de 130 mg para este grupo de fracfes, de um solido branco amorfo insolivel em cloroférmio,
igualmente a fragdo F3, perfazendo um total de 280 mg o triterpeno acido S-1, conforme
descrito no Esgquema 3.
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Esguema 3- Esguema do fracionamento cromatogréfico, isolamento e purificacdo do E.B.-
MeOH das flores de Ixora coccinea com silicaimpregnada com KOH 10% (p/v).

FLORES
2009

E.B.MeOH
11,899 -
5,95%

cC
FE: gel de silicaimpregnada com KOH
FM: Hex e MeOH

FracGes Hexanicas Fracdo Metandlica Fracdes Metandlicas
Fio Fs Fa-g
Cristalizagdo CcC
CHCI; FE: gel desilica
FM: Hex: AcOEt
[ (9:1-5:5)
s-1 [
150 mg Cristalizacio
CHCl3: Me,CO
S-1
130 mg

3.4. Parte Experimental de Folhas delxora coccinea
3.4.1. Fracionamento cromatografico, isolamento e purificacio

Os extratos brutos das folhas de Ixora coccinea foram obtidos via maceracéo,
utilizando-se dois solventes em gradiente crescente de polaridade (hexano e cloroformio),
respectivamente um por vez sobre 0 mesmo material vegetal, conforme descrito no Esquema
1. Posteriormente, os extratos brutos foram utilizados num sistema cromatogréfico de coluna
aberta por empacotamento Umido separadamente.

Os 38,36 g de extrato hexanico e 16,80 g de extrato cloroférmico foram submetidos a
cromatografia em coluna aberta, utilizando gel de silica (35-70 Mesh) na fase fixa, e na fase
movel escolheurse como eluentes: hexano, acetato de etila e metanol, constituindo um
gradiente de polaridade na obtencéo de 47 fragbes de 500 mL e 90 fragdes de 500 mL cada,
respectivamente. Enquanto que para as 9,11 g do extrato bruto metandlico, utilizou-se gel de
silica 230-400 Mesh com dois anéis de carvéo ativado na fase fixa, e nafase méve utilizou-se
um gradiente de polaridade com os solventes. cloroformio, acetato de etila e metanol,
obtendo-se 22 fracfes de 300 mL. As fragcdes obtidas pelo fracionamento cromatografico dos
extratos hexanico e clorofrmico, apds andlise preliminar por CCF, permitiram a reunido por
grupos. Cada grupo, separadamente, foi submetido a processos de purificagdo, com base na
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guantidade de material contido e na complexidade da mistura das fragoes, estabelecendo-se
assim, a ordem de prioridade para prosseguir a analise dos grupos de fragoes.

A metodologia empregada envolveu sucessivas analises cromatograficas em coluna
(CC), cromatografia em camada fina (CCF), cristalizaco e cromatografia gasosa acoplada ao
espectro de massa (CG-MS) e encontra-se especificadas nos Esquemas 4 e 5.

ESQUEMA 4: Fracionamento cromatografico, isolamento e purificaco do E.B.Hex. das
folhas de Ixora coccinea Linn

E.B.Hex
38,36 g

CC
FE: gel desilica
FM: Hex: AcOEt: MeOH

(9,5:0,5:0— 0:0:10)

. Fis - 2,36 g de gordura branca
M-5
CcC -
— F35 -| FE:gel desilica . 15 329
FM: Hex: CHCls: ACOEt Tl Cristalizag80: | ==e{ §le0 amarelo
(10:0:0- 0:8:2) Me,CO M-6
F CcC Fi.26
- 6-10 FE: gel desilica Cristalizaco:
1 —
FM: Hex: AcOEt MeOH: MeCO; | L 15379
(9,7:0,3: - 7:3) Me,CO: CHCI; (5:5) )
CcC -
. Fuu FE: gel desilica 1-41
" EM: Hex: AcOEt L Cristalizagdo: |———y | 840mg
(9,7:0,3: - 5:5) MeOH M-8
CcC
FE: gel desilica P
— Fiszr | FM: Hex: AcOEt L Cristalizaggo: 50 mg
(9,5: 0,5: - 5:5) Me,CO M-9
CcC
178 FE: gel desilica R
— Fom | 79 1T FM:Hex: AcoEt | = Cristalizagao: 130 mg
acetilagéo (0:10— 8:2) AcOEt; Me,CO M-10
CcC
—  Fazaz 4 | FE: gel desilica Fi.21

FM: AcOEt: MeOH 1|  Cristalizagdo: —
(10:0- 0:10) Me,CO; MeOH M-11
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ESQUEMA 5: Fracionamento cromatogréafico, isolamento e purificacéo do E.B.CHCk. das

folhas de Ixora coccinea Linn

CcC
FE: gel desilica

FM: Hex: AcOET: MeOH
(95:05:0-0: 0: 10)

E.B.CHCI;
16,80 g

CcC

FE: gel desilicacom carvéo ativo
FM: Hex: AcOET: MeOH
(95:0,5:0-0: 0: 10)

Fis2
Cristalizag&o:
CHCl3: MeOH (5:5) e Me,CO

Fso-20
CcC
FE: gel desilica
FM: Hex: AcCOET: MeOH
(5:5:0-0: 0: 10
Fis
Cristalizag&o:
Me,CO:MeOH (5:5)

866 mg
S3

180 mg
S2

3.5. Prospeccao analitica dos constituintes micromoleculares (MATOS e col., 1972) dos
extratos hidroalcoolicos de flores, folhas, galhos e raizes de | xora coccinea

a) Acidos or ganicos

Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em 3 mL de &gua destilada. Filtrar se
necessario. Se descorar gotas do reativo de Paskova € indicativo de reacdo positiva.

Aqui foi utilizado o &cido acético no teste em branco para comparacdo com 0s demais
resultados, 0 qual pode-se observar que a coloracdo azul anil causada pelo reativo passa a

amarelo.

b) Aclcares redutores

1) Dissolver aguns miligramas do extrato bruto em 3 mL de &gua destilada. Filtrar se
necessario. Adicionar 2 mL do reativo de Fehling A e 2 mL de reativo de Fehling B.
Aquecer em banho-maria até ebulicdo por 5 minutos. Formacdo de um precipitado
vermelho-tijolo indica reagdo positiva. No caso de reacdo negativa executar o teste 2.

2)

Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em 3 mL de &gua destilada. Adicionar 1

mL de HCI concentrado e ferver em banho-maria por 10 minutos. Esfriar, neutralizar
com NaOH 20%. Filtrar se necess&rio. Adicionar 2 mL do reativo de Fehling A e 2
mL do reativo de Fehling B. Aquecer em banho-maria por 5 minutos em ebuli¢do. A
formacao de um precipitado vermelho-tijolo indica reacéo positiva.



2
c) Alcal6ides
Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em 4 mL de HCl 1%. Filtrar se
necessario. Separar duas porcdes de 2 mL para tubos de ensaio diferentes e adicionar 5 gotas
dos reagentes abaixo. No caso de precipitacdo indica reacéo positiva.
A) Dragendorff — precipitado vermelho tijolo
B) Mayer - precipitado Esbranquicado
Neste ensaio foi utilizado para o teste positivo o alcal6ide solasodina.

d) Antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Em 3 tubos de ensaio dissolva o extrato bruto com metanol. Acidule o primeiro com
HCI até pH 3. Alcalinize o segundo tubo de ensaio com NaOH até pH 8,5 e o terceiro tubo de
ensaio alcalinize até pH 11. Observe qualquer mudanca de coloragdo do material. A presenca
de um constituinte pode mascarar a cor indicativa de outro.

O aparecimento de cores diversas indica a presenca de varios constituintes, de acordo
com atabela seguinte:

Cor no meio
constituintes AGdO | Alcalino (pH 8,5) | Alcalino (pH 11)
(pH 3)
Antocianinas e antocianidinas Vermeho Lilds Azul-purpura

. Amarelo
Flavonas, Flavonondis e Xantonas

Chalconas e Auronas Vermelho Vermelho-purpura

Vermelho
Flavanonois Laranja

e) Catequinas

Dissolver aguns miligramas do extrato bruto em 3 mL de metanol. Filtrar se
necessario. Adicionar 1 mL de vanilina a 1% e 1 mL de HCI concentrado. O surgimento de
uma coloracdo vermelha intensa indica reacéo positiva.

f) Cumarinas

Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em 5 mL de éter etilico. Concentrar em
banho- maria até 0,5 mL. Em papel de filtro aplique gotas da solucéo etérea de modo a formar
duas manchas de 1 cm de didmetro cada. A uma destas manchas, juntar 1 gota de NaOH 1N.
Cubra metade da mancha com um anteparo escuro e exponha a luz ultravioleta. Descubra e
observe.

O desenvolvimento de fluorescéncia azulada, forte, bem visivel na metade néo
encoberta da mancha alcalinizada indica a presenga de cumarinas.

0) Egterdidesetriterpendides (Lieberman — Buchard)

Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em 3 mL de CHCk. Filtrar se necessario.
Juntar ao extrato cloroférmico 2 mL de anidrido acético. Agitar suavemente. Pelas paredes do
tubo adicionar lentamente 1 mL de H,SO,4 concentrado. No caso de reagcdo positiva observa-se
0 desenvolvimento rapido de cores:

i) Coloragdo azul esvanecente seguida de verde permanente € indicativa da presenca

de esteroides livres.

ii) Coloracdo parda até vermelha indica triterpendides pentaciclicos livres.

Para o teste positivo foi utilizado o &cido ursdlico.
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h) Fendis e taninos

Dissolver aguns miligramas do extrato bruto em metanol. Filtrar se necessério.
Adicionar 3 gotas de solucéo alcodlica de FeCk. Agite bem e observe qualquer variagéo de
cor ou formacgéao de precipitado abundante e escuro. Compare com um teste em branco, isto €,
usando apenas metanol e cloreto férrico.

Coloracéo variavel entre o azul e o vermelho é indicativa da presenca de fendis,
guando o teste em “branco” for negativo.

Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos flobafénicos (taninos condensados ou
catéquicos).

i) Flavonadides, flavonas, flavononais e xantonas

Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em metanol. Filtrar se necessario.
Adicionar 1 mL de HCl corcentrado. Deixar esta solucdo reagir com 1 cm de fita de
magnésio. Aguarda-se o término da reacdo pelo fim da efervescéncia

O surgimento de uma coloracdo résea a vermelha na solucéo € indicativo da presenca
de flavonais, flavonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

J) Glicosideos car diacos
Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em 4mL de MeOH. Filtrar se necessério.
Separar em duas porcdes de 2 mL cada e adicionar gotas dos reagentes abaixo:
1) Reativo de KEDDE. A formagéo de coloragdo azul ou violetaindica reagdo positiva.
2) Adicionar 3 gotas de solucdo recente a 5% de nitroprussiato de sodio em agua e 3
gotas de NaOH 2N. O desenvolvimento de coloracéo roxa intensa indica reacéo
positiva.

k) Saponinas

i) Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em CHCk. Filtra-se e descarta-se o
filtrado. Redissolve-se o residuo insolivel em cloroférmio com 510 mL de HO destilada e
filtra-se para um outro tubo de ensaio. Agita-se o tubo com a solugdo vigorosamente por 2-3
min. E observa-se se ha formagdo de espuma.

Espuma persistente e abundante, formando um tipo de colarinho, indica a presenca de
saponinas (heterosideos saponinicos).

ii) Adicione 2 mL de HCI concentrado ao conteido do tubo preparado no teste anterior
e deixe-o0 durante pelo menos uma hora imerso em banho-maria. Deixe-0 esfriar, neutralize-o
com NaOH e agite novamente.

O tratamento hidrolisa as saponinas, precipitando as agliconas, que podem ser
extraidas com CHCE e entdo submetidas ao teste de Lieberman — Burchard.

A presenca de precipitado e a ndo formacdo de espuma confirma a presenca de
saponinas.

I) Sesquiter penolactonas e outr as lactonas

Dissolver alguns miligramas do extrato bruto em 2 mL de metanol. Adicionar duas
gotas de cloridrato de hidroxilamina 10%, e duas gotas de solucdo metandlica de KOH a 10%.
Aquecer suavemente em banho- maria durante dois minutos. Em seguida esfriar e acidificar
com HCI 1N. Adicionar uma gota de FeCk 1%.

Coloragdo violeta indica reagdo positiva.
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3.6. Preparacéo dos Extratos Hidro-alcéolicos das Flores, Folhas, Galhos e Raizes de
I xora coccinea Linn (E.B.OH)

Foram pesados cerca de 50g de material vegetal para 500mL de solugdo hidro-
alcdolica (congtituindo uma mistura de 10% Vv/v de etanol:agua, e 40% p/v em relacdo ao
extrato). A mistura foi posta em frascos ambar, lacrados e colocados na completa auséncia de
luz por um periodo de 7 dias. Apés este periodo 0 material macerado foi filtrado e submetido
a pressao reduzida para a obtencdo dos extratos brutos. Devido a grande quantidade de agua,
0s extratos brutos tiveram foram colocados em estufa com temperatura controlada a 50°C para
acabar de secar.

Os extratos foram submetidos aos ensaios de prospeccao dos constituintes quimicos,
para algumas classes de metabdlitos especiais e enviados para testes farmacol 6gicos.

3.7. Ensaios Far macol 6gicos

Os ensaios farmacol 6gicos foram realizados no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
do Instituto de Biologia da UFRRJ, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Frederico Argollo
Vanderlinde.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Estudo Fitoquimico das Flores

O fracionamento cromatografico do extrato bruto metandlico da Ixora coccinea,
andlise qualitativa em CCF e os processos preliminares de purificacéo (Parte Experimental,
esquema 2), possibilitaram reunir as 46 fragfes obtidas deste fracionamento, em 4 grupos de
fragles: F1.19; F0.32; Fas-30; Fa046 -

Das fraghes F;.19 obteve-se 340 mg de sdlido amorfo parcialmente solivel em CHC,
deste montante 10 mg foram metilados com diazometano e analisados por CG-EM.

As fragbes Fpo3 € Fsza9 apresentaram por estudo comparativo em CCF uma Unica
mancha vermelha, (Rs = 0,6) sugerindo ser um terpeno (S-1). O solido amorfo obtido, (570
mg) mostrou-se insolivel em CHCL e apresentou ponto de fusdo 288°C (n&o corrigido),
correspondendo ao acido ursdlico (CHAPMAN e HALL, 1982, P.F. = 291°C), com
rendimento de 2,16% a partir do extrato bruto metandlico. Trinta miligramas de S-1 foram
metilados com diazometano e submetidos a andlise por IV, CG-EM e RMN de'H ede '3C. A
andise dos dados obtidos revelou que S-1 corresponde ao triterpeno acido ursdlico
(MAHATO et al, 1994).

O grupo de fragdes Fa.46 forneceu 143 mg de um solido branco granuloso com ponto
de fusdo 160°C, que foi submetido & analise espectrométricas por IV e RMN de 'H e de *3C,
correspondendo ao acucar manitol (S-2) (CHAPMAN e HALL, 1982, Pf= 166°C), soluvel em
MeOH:Me,CO (1:1), DMSO:MeOH (1:1) e, em HO.

4.1.1 I dentificacao das Misturas M-1, M-2, M-3 e M-4 presentes nas fracdes F1-19

A andlise por cromatografia gasosa e comparagdo com a biblioteca de espectros de
massas para o grupo de fragdes F1-19, apos metilacdo (Figura 24 e 26), revelou a presenca da
mistura de hidrocarbonetos (M-1) com 20 até 31 aomos de carbono, conforme mostra a
Figura 4, sendo que os hidrocarbonetos mais abundantes foram o heptacosano (100%) seguido
pel os pentacosano e nonacosano (50%).

Foi detectada ainda uma mistura de &cidos graxos (M -2, Figuras 25 e 26), através de
seus derivados metilados, com 14 a 28 domos de carbonos (Figura 5), sendo que 0s mais
abundantes foram hexadecanoato de metila, octadecanoato de metila, heptadecanoato de
metila, seguidos de docosanoato de metila e tetradecanoato de metila, conforme mostra a
Tabela 6.

Tabela 6: Acidos gaxos metilados mais abundantes detectados na mistura M -2 com seus
respectivos percentuais de abundanciarelativa.

CARBONOS | NOMENCLATURA | ABUNDANCIA RELATIVA %

C-16 Hexadecanoato de metila 100
C-18 Octadecanoato de metila 98
C-17 Heptadecanoato de metila 90
C-22 Docosanoato de metila 65

C-14 Tetradecanoato de metila 50
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Uma mistura de hidrocarbonetos funcionalizados (M -3, Figura 6) foi também
detectada pela andlise de CG-EM indicando o palmitato de metila (20%), tetradecanoato de
isopropila (16%), hexahidro-farnesil-acetona (13%) e o estearato de metila (10%). A andlise
do espectro de massas mostrou os fons moleculares (M™) em m/z 270,26 (11%) e 298,29
(13%) para o pamitato de metila e estearato de metila, respectivamente. Além desses
fragmentos foi possivel detectar o pico base em m/z 74, fragmento tipico de ésteres de acidos
carboxilicos para esses dois metabdlitos. No caso do tetratadecanoato de isopropila e
hexahidro-farnesil-acetona os ions moleculares ndo foram observados, sendo que ambos os
picos bases em m/z 43, correspondem ao fragmento cétion isopropila, também caracteristico
para esse tipo de edrutura (Figura27, 28 e 29).

E, para finalizar, de acordo com a espectroteca do CG-EM (Figuras 3, 31 e 32), e
comparagd com os dados da literatura (NACIONAL INSTITUTE OF ADVANCED
SCIENCE AND TECNOLOGY), foram detectados neste grupo de fracdes Fi-19, uma mistura
de esterdides (M -4, Figura 7), conforme mostraa Tabela 7.

Tabela 7. Tabela da mistura esteroidal (M-4) identificada no grupo de fracbes Fi.19 do
E.B.MeOH das flores de Ixora coccinea.

ESTEROIDE ION MOLECULAR ABUNDANCIA RELATIVA
m/z %
Ergosterol 396 20
Campesterol 400 53
Estigmasterol 412 42
Fucosterol 412 42
[3-sitosterol 414 58
Colesterol 414 58

O espectro de infravermelho confirmou a presenca dos esteréides através das
absorcBes (figura 33): 3424 cmi' (OH); 2931 e 2852cm’ (grupos CH, e CHa); 1463 e
1377cmi* (C-H alifético); 1638 e 959cni* (olefina).

% icosano % hexacosano
~XH7 >\ uneicosano %5 > heptacosano
58 > docosano 5 >\ octacosano
% tricosano /w\ nonacosano
T > letracosano B > triacontano
%, >\ pentacosano %7 >~ hentriacontan

Figura 4: Mistura de hidrocarbonetos (M -1) correspondentes ao grupo de fragoes Fi-19,
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Figura5: Mistura de écidos graxos metilados (M -2) presentes no grupo de fragoes Fi-19.
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tetradecanoato de isopropila
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hexahidro fanesil acetona

O

Wo/

palmitato de metila

@)
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estearato de metila

Figura 6: Mistura de hidrocarbonetos (M -3) correspondentes ao grupo de fraces F1-19.
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Fucosterol

HO I ﬁ Sitosterol

Figura 7: Mistura de esteréides (M -4) corregpondentes ao grupo de fragdes Fi-19.

HO Colesterol

4.1.2. | dentificacéo do acido ursdlico (S-1)

O produto natural isolado das fragdes Fro-30, denominado de S-1 foi identificado como
sendo o triterperno &cido ursolico, que teve sua estrutura confirmada através de dados
espectroscopicos de infravermelho, CG-EM e RMN de *H e de *3C do seu derivado metilado,
Figura8.

O espectro na regido do infravermelho apresentou absorgdes em 3380 cmit (grupo
hidroxila); 2944 e 2871 cmi* (grupos CH, e CHs) e 1726 cmi (carbonila de éster), (Figura 34)

Naandlise por CG-EM observouse o pico do ion molecular (m/z) 470 (1,8%), (Figura
35), correspondendo a formula molecular C31Hs0O3. A Figura 9 mostra uma proposta para o
esguema de fragmentacdo dos principais picos observados no espectro de massas do ursolato
de metila.

O espectro de RMN de *H (BILIA et al, 1996) apresentou absorcdes para hidrogénio
olefinicoem d 5,2 (tripleto); um gupo metoxilaem d 3,62 (singleto); hidrogénio carbindlico
em d 3,2 (multipleto); e na faixa entre d 1,07 e 0,72 singletos correspondentes a 7 grupos
metilicos (Figura 36 ).

No espectro de RMN de *C (MAHATO et al, 1994) observou-se carbonos olefinicos
em d 138,19 (C-13) e 125,62 (C-12); carbono carbindlico em d 79,11 (C-3); carbono
carbonilico de éster em d178,17; metoxilaem d51,54 e 7 grupos metilas nafaixa entre d 15,50
e 28,19 (Figura 37). Na Tabela 8 podem ser observadas as indicacdes para os deslocamentos
quimicos de RMN de *3C para o 4cido ursdlico e seu derivado metilado obtidos na literatura e
correspondentes para o éster metilico do acido ursolico obtido neste trabal ho.



Acido ursdlico

Ursolato de metila

Figura 8: Acido ursolico (S-1) e ursolato de metila, metabdlito obtido nas fragdes Fao.z0,

Tabela 8: Deslocamentos quimicos de RMN de 3C (d) para o derivado metilado do &cido
ursolico e os correspondentes da literatura (MAHATO et al, 1994).

Acido ursolico Ursolato de metila S1
C
d d d

1 38,9 38,8 38,66
2 23,5 27,3 27,27
3 78,3 78,8 79,11
4 37,3 38,8 39,10
5 55,7 55,4 55,26
6 18,7 18,4 18,37
7 33,3 33,0 33,02
8 39,3 39,6 39,53
9 46,7 47,5 47,61
10 37,2 37,0 37,03
11 23,8 23,3 23,35
12 125,5 125,5 125,62
13 139,2 138,0 138,19
14 42,0 42,0 42,05
15 28,4 28,2 28,08
16 22,7 24,3 24,28
17 47,9 48,1 48,15
18 53,4 52,8 52,93
19 39,3 39,1 38,92
20 39,8 38,8 38,80
21 30,9 30,7 30,71
22 37,3 36,7 36,70
23 28,6 28,2 28,19
24 16,5 15,5 15,50
25 15,6 15,7 15,60
26 16,5 16,9 17,10
27 23,5 23,6 23,67
28 179,8 177,7 178,17
29 17,3 16,9 16,97
30 21,3 21,2 21,26
31 - - 51,54
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Figura 9: Proposta de fragmentacéo de massas para 0 ursolato de metila.
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4.1.3. I dentificacéo do manitol (S-2)

Dareunido do grupo de fragBes F40-46 foi isolado um aclcar identificado como sendo o
manitol (S-2, Figura 10), que teve sua estrutura confirmada por dados espectroscopicos de
infravermelho e RMN de *H e de *C. O manitol foi isolado do extrato bruto metandlico em
0,54% de rendimento e apresentou ponto de fusdo de 160°C (CHAPMAN e HALL, 1982, P.
F. =166°C).

O espectro de infravermelho mostrou absor¢des em3383-3316 cmit, como banda larga
referente ao grupo hidroxila, e em 2939 cm*, devido aos grupos CH, e CHjz (Figura 38).

Nos espectros de RMN de *H observouse sinais na faixa entre d 3,75 e 3,50 relativos
a grupos CHy, valores similares aos correspondentes da literatura (BREITMAIER et al, 1989
e PAULA et al, 1998), ed 4,68 referente a grupos hidroxilicos (Figura 39).

A andlise do espectro de RMN de °C mostrou apenas trés sinais, sendo dois deles em
d 70,79 e 69,23, correspondentes a carbonos carbindlicos, e um sinal em d 63,21 atribuido aos
grupos CH, (Figura 40). A Tabela 9 mostra os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de
13C obtidos e os da literatura (BREITMAIER et al, 1989 e PAULA et al, 1998).

Tabela 9: Deslocamentos quimicos de RMN de *H ede *3C obtidos para S-2 e dados da
literatura.

dc dH
C Literatura S2 Literatura S2
1 64,6 63,2 4,32 3,71
2 72,2 70,8 4,42 3,75
3 70,7 69,2 4,12 3,67
4 70,7 69,2 3,54 3,55
5 72,2 70,8 3,45 3,50
6 64,6 63,2 337e3,61 3,64
CH,OH
HO——H
HO——H
H——0oH manitol
H——OH
CH,OH

Figura 10: Manitol (S-2), metabdlito correspondente ao grupo de fracdes Fo.4s.
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4.1.4. Metodologia alternativa para o isolamento do acido ursolico

Devido a abundéancia do acido ursolico nas flores (570 mg, Esquema 2)) e aos recentes
relatos na literatura sobre as bioatividades atribuidas a este metabdlito como antitumoral (LEE
et al, 1998 e 2001 e NOVOTY et al, 2001), antiinflamatorio (BARICEVIC et al, 2001;
DEEPAK et al, 2000; DIAZ et al, 2000; HONDA et al, 2000; ISMAILI et al, 2001,
POKROVSKII et al, 1999 e RYU et al, 2000), antidergénico (RYU et al, 2000),
antimicrobiano (CHATTOPADHYAY et al, 2001), antimalarial (TRAORE-KEITA et al,
2000), com propriedades antifertilicidade (AKBARSHA et al, 2000), como inibidor do DNA
polimerase e DNA topoisomerase (DENG et al, 1999 e MIZUSHINA et al, 2000) e anti-HIV
(KASHIWADA et al, 2000 e MIN et al, 1999), motivaramnos a utilizar uma metodologia
especifica, para o isolamento do triterpeno das flores de Ixora coccinea, onde se utiliza gel de
silica basificada

A metodologia envolvendo o tratamento prévio do gel de silica com KOH 10% (p/v),
para o fracionamento cromatografico do extrato bruto metandlico das flores de Ixora
coccinea, se apresentou como alternativa indicada na literatura (PINTO et al, 2000 e JUNIOR
et al, 2002), para o isolamento mais rgpido e eficaz do &cido ursolico.

Apbs o tratamento cromatografico do extrato bruto das flores através da coluna de gel
de silica tratada com KOH, o fracionamento forneceu 9 fracfes (parte experimental, Esquema
3), que apos acidificacdo com HCl 10% (v/v), foram submetidas a andlise por cromatografia
em camada fina em comparagdo com a amostra pura de &cido ursolico obtido pela
cromatografia usua e identificado no estudo fitoquimico.

A andlise comparativa do grupo de fracBes Fz.9 €luidas com metanol revelou a
presenca do referido &cido. O ponto de fusdo do solido obtido da reunido das fragdes Fs.g foi
de 276°C, n&o corrigido, correspondendo ao acido ursdlico (CHAPMAN e HALL, 1982, P.F.
=291°C).

Apenas da fragdo F3 obteve-se 150mg de &cido ursolico. O grupo de fragtes F4.9 foram
recromatografados parte experimental, Esquema 3), e forneceram mais 130mg de &cido
ursolico.

Esta metodologia possibilitou a obtencdo de um total de 280mg de acido ursolico,
constituindo um rendimento percentual de 2,35% em relacdo ao extrato bruto das flores de
Ixora coccinea.

Este resultado representa um aumento no rendimento percentua (2,35%), em
comparagdo com o obtido (2,16%), do grupo de frages F2o.39 por estudo fitoquimico usual. A
diferenca de 0,15% apresenta-se significativa na extragdo de metabdlitos secundarios, além
disso, a metodologia aternativa possibilitou maior rapidez e economia no processo de
extragdo quando comparada ao método usual.

4.2. Estudo Fitoquimico das Folhas
4.2.1. ldentificacdo dos metabolitos contidos nos grupos de fragBes do extrato hexanico
(E.B.HEX)

O fracionamento cromatogréfico do extrato bruto hexanico das folhas de Ixora
coccinea (E.B.Hex.), apds andlise qualitativa em CCF, e os processos preliminares de
purificagdo (parte experimental, Esquema 4) possibilitaram a reunido das 47 fragbes em sete
grupos de fragdes: Fi-2, Fas, Fe.10, F11-14, Fi521, F2-32 € Fa3a7.

Dentre as andlises e estudos feitos no isolamento e purificacdo dos metabdlitos, para a
elucidagdo estrutural por técnicas espectroscopicas (IV; CG-EM; RMN de *H e de**C, DEPT
e HMQC), obtivemos os resultados descritos a seguir.

4.2.1.1. | dentificagdo dos metabdlitos em M-5 presentes nas fragbes Fi.-,

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a0 espectro de massas (CG-EM) do
grupo de fragdes M -5 (Figuras 4L e 42), que congtituiu 2,36g de um material sdlido com
aspecto de gordura (parte da amostra foi metilada com diazometano), foi redizada em
comparacdo com a espectroteca do aparelho que revelou a presenca de uma mistura de



33
hidrocarbonetos com CG-14 a C-20 e C-29 a C-33 (Figura 11). Os hidrocarbonetos que se
apresentaram como majoritarios foram os untriacontano, tritriacontano e dotriacontano,
conforme mostra a Tabela 10. E ainda uma mistura sequisterpenos: beta-selineno (100%),
dfa-selineno (78,5%) e delta-cadineno (40,5%), conforme mostra a Figura 12.

Tabela 10: Mistura de hidrocarbonetos (M -5) identificados no grupo de fracbes Fi-» do
E.B.Hex. das folhas de Ixora coccinea.

Numero de C Nomenclatura Abundancia Relativa %
31 Untriacontano 100
33 Tritriacortano 43,4
32 Dotriacontano 20,8

/%\ tetradecano /\Mf(i\ icosano
<O pentadecano <05 eneadodecano

Mz\ hexadecano /MEG\ triacontano
/\Mig\ heptadecano /\M%\ untricacontan

/\%\ octadecano /\MES\ dotriacontano
/\%\ eneadecano /\MZQ\ tritriacontano

Figura 11: Mistura de hidrocarbonetos (M -5) identificados no grupo de fragcdes Fi.» do
E.B.Hex. das folhas de Ixora coccinea.

o, ob, o0

Beta-selineno Alfa-selineno Delta-cadineno

Figura 12: Metabdlitos (M-5) correspondentes ao grupo de fracdes ., do E.B.Hex.

4.2.1.2. | dentificacdo dos metabdlitos em M-6 presentes no grupo de fracdes F3.5
Os metabdlitos (M -6) correspondentes ao grupo de fragdes Fs.5 constituiram um total de
3,2g de uma gordura amarela. Os dados espectroscopicos de |V apresentaram absorgdes em
2920-2851 cmi* correspondentes a presenca de grupos CHs e CH, e 1730 cmi* (Figura 43).
A andlise por cromatografia gasosa de M -6 em comparagdo com a espectroteca do
aparelho (Figura 44) revelou uma mistura de hidrocarbonetos com C-18 a C-31 (Figura 13),
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onde os hidrocarbonetos com G27, G25, G20, G18, G29 e C-22 foram mgoritarios,
conforme mostra a Tabela 11. E ainda, uma mistura de ésteres metilicos de écidos graxos de
C-14 a C-24 (Figura 14), tendo pentadecanoato de metila, heptadecancato de metila e
nonadecanoato de metila como majoritérios, de acordo com a Tabela 12.

Tabela 11: Mistura de hidrocarbonetos (M-6) identificados no grupo de fragbes Fs.s do

E.B.Hex. das folhas de | xora coccinea.

C Nomenclatura Abundéanciarelativa %

27 Heptacosano 100

25 Pentacosano 57,6

20 Icosano 55,3

18 Octadecano 259

29 Eneacosano 25,9

22 duodocosano 22,4
~ > octadecano /\@%;1\ pentacosano
/\@%5\ eneadecano /MZ/Z\ hexacosano
~ > icosano /\@453\ heptacosano
/\@%1/7\ uneicosano /\@424\ octacosano
/%\ docosano /\@%;5\ eneacosano
/\6%2/9\ tricosano

/W tetracosano

triacontano
/\@%EG\
/\@az/?\ untricacontanc

Figura 13: Metabdlitos (M -6) correspondentes ao grupo de fragdes 3.5 do E.B.Hex.
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Tabela 12: Mistura de ésteres metilicos de &cidos graxos (M -6) identificados no grupo de
fragbes F3.5 do E.B.Hex. das folhas de Ixora coccinea.

C Nomenclatura Abundancia relativa %
16 Pentadecanoato de metila 100
18 Heptadecanoato de metila 22,7
20 Nonadecanoato de metila 91
0] O
[ icosonoato de metila
WL o tetradecanoato de metila N o
10 16
O O
N _~  pentadecanoato de metila N _~ uneicosonoato de metile
11 o 17 ©
O O
M - hexadecanoato de metila M _~ docosonoato de metila
O @)
12 18
O O
heptadecanoato de metila tricosonoato de metila
N O/ N 0 yd
13 19
O O
NO _ octadecanoato de metila NO _~ tetracosonoato de metil:
14 20
O

eneadecanoato de metila
5 o~

Figura 14: Metabdlitos (M -6) correspondentes ao grupo de fragbes Fz.5 do E.B.Hex

4.2.1.3. I dentificacdo dos metabdlitos em M-7 presentes no grupo de fracdes Fs.10

O sdlido branco amorfo (M -7) obtido do grupo de fragdes Fs-10 apresentou no espectro
de infravermelho sinais em 3313 cmi* banda larga referente ao grupo OH, em 2923 e 2852
cm' a grupos CHz e CH, e ainda em 3068, 1640, 986 e 721 correspondendo a grupos
olefinicos, (Figura 45).

Os espectros de RMN de *H, de 1*C, DEPT de 90, DEPT de 135 e HMQC das fracdes
Fe-10 (M -7) obtidas do extrato hexanico das folhas apresentaram uma mistura de triterpenos. O
solvente utilizado para a solubilizacdo destas fragfes foi o cloroformio deuterado (CDCL),
conforme mostram as Figuras 46, 47, 48, 49 e 50, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H apresentou absorcdes correspondentes ao lupeol com
hidrogénio carbindlico em d 3,19 (tripleto largo) e hidrogénios olefinicos em d 4,56 e 4,68
(singletos). Foram observadas outras absorgdes referentes a a-amirina para hidrogénio
carbindlico em d 3,17 (dubleto largo) e hidrogénio olefinico em d 5,12 (tripleto). E foram
observadas, ainda absorcdes para [3-amirinacom sinal para o hidrogénio carbindlico em d 3,24
(dubleto largo) e para o hidrogénio olefinico em d 5,18 (tripleto).
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No espectro de RMN de *3C, o lupeol apresentou carborp carbindlico em d 79,01 e
carbonos olefinicos em d 150,90 e 109,3. As amirinas a e B apresentaram carbonos
carbindlicos na mesma regido do lupeol (d 79,01). Foram observados carbonos ol efinicos em
d 124,4 e 139,5 correspondentes aa-amirina, e em d 121,7 e 145,1 para a (3amirina.

Os demais sinais de RMN de 2C e de 'H, em comparacii com a literatura,
corresponderam a esses trés triterpenos (Figura 15), ou segja, o lupeol (MAHATO et KUNDU,
1994 e REYNOLDS et al, 1986), a a-amirina e a [>amirina (MAHATO et KUNDU, 1994 e
MORITA et al, 2000), descritos nas Tabelas 13, 14 e 15, respectivamente.

Figura 15: Mistura de terpenos em M -7 correspondentes ao grupo de frages Fs.-10.

Os sinai's remanescentes para absorgdes de *H em d 3,63 (tripleto, J = 11,97 Hz); em
1,07 (tripleto, J = 10,9 HZ) e 0,91 (singleto largo, J = 0,9), sugerem a presenca de um quarto
triterpeno.

Além disso, também foram observados sinais remanescentes no espectro de RMN de
13C, que corresponderiam aos &tomos de carbono C-13, C-20, C-21, C-22, G-25, G-26, C-27,
C-29 e C-30. No entanto, puderam ainda ser observadas absor¢des em d 63,07, 31,91 e 23,51.

A comparacdo cuidadosa com dados da literatura (MAHATO et KUNDU, 1994)
permitiu indicar que o quarto triterpeno poderia possuir esqueleto correspondente aos lupanos
ou betulinas, com um carbono carbindlico adicional justificado pelos sinais de RMN de **C (d
63,07) ede *H (d 3,63).

Os metabdlitos 3-b-24-OH-lupano e 3-b-28-OH-betulina, além dos valores simulados
através do programa ACD para RMN de 3C, possibilitaram sugerir a estutura para o quarto
triterpeno. A tabela 15 indica a @mparacdo dos deslocamentos quimicos da literatura e do
guarto triterpeno.

23
3b- 28- OH- betulina OH 3b-24-OH-lupano
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O sind emd 3,63 para RMN de *H com multiplicidade de tripleto permitiu sugerir a
ligacdo deste grupo carbindlico a outro metilénico, justificado pelo deslocamento quimico em
d 31,91 parao C-24. Em adicdo este grupamento estaria ligado ao C-4 também unido ao C-23
emposicdo b comrelacdo a hidroxilado C-3.

Portanto, a estrutura proposta para 0 quarto triterpero da mistura M-7, teria o
esguel eto basico da classe dos lupanos.
)Zdll"-.
30

3-b-24-CH,OH-lupano



Tabela 13: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e de **C para o lupeol.

dc du

C | Literatura| M-7 | DEPT 90 | DEPT 135 Literatura M-7

1 38,7 38,75 - 38,53 0,91 () e1,68(d) | 0.91(d)el63(Y)
2 27,4 27,39 - 27,22 1,54 (g) e161(d) | 1.55(d)el1,59 (1)
3 78,9 7898 | 79,01 - 3,18 (dd) 319(Y)

4 38,8 38,83 - - - -

5 55,3 55,16 | 55,29 - 0,69 (d) 0,69 (1)

6 18,3 18,30 - 18,33 1,39 (g) e 1,54 (d) 1,38 (M)

7 34,2 34,26 - 34,10 1,41 (m) 1,35(1)

8 40,8 40,81 - - - -

9 50,4 5042 | 50,41 - 1,28 (d) 1,28 (d)

10| 371 37,15 - - - -

11| 209 20,91 - 20,94 1,25 (q) e1,42 (d) | 1,20 (m) e 1,40 (s)
12| 251 25,12 - 25,12 1,07 (g) e 1,68 (d) -

13 38,0 3804 | 3804 - 1,67 (1) 1,67(9

14| 428 42,81 - - - -

15| 27,4 27,42 - 27,04 1,01 (d) e 1,71 (t) -

16| 355 35,56 - 35,41 1,38 (t) e 1,49 (d) -

17| 430 42,98 - - - -

18| 482 4828 | 48,29 - 1,37 (t) 1,35 (Y)

19| 479 47,96 | 47,99 - 2,39 (M) 2,38 (m)

20| 1509 |150,94 - - - -

21 29,8 29,69 - 29,67 | 1,33(m)e1,93 (M) 1,92 (m)

22| 40,0 39,98 - 39,83 | 1,20(m)e1,42 (m) -

23 28,0 27,97 - 27,82 0,98 () 0,96 (s)

24 15,4 15,34 - 15,39 0,77 () 0,76 (s)

25 16,1 16,09 - 16,11 0,84 () 0,82 (s)

26 15,9 15,95 - 15,96 1,04 (9) 1,02 (s)

27 14,5 14,52 - 14,54 0,97 (9 0,94 (s)

28 18,0 17,98 - 17,99 0,79 () 0,78(s)

29| 1093 |109,30 - 109,33 | 4,56 (M) 4,69 (m) | 496 (s) 4,68 (s)
30 19,3 19,29 - 19,30 1,69 (9) 1,67 (s)




Tabela 14: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e de 1*C paraaa-amirina.

dc dy

C | Literatura | M-7 | DEPT 90 | DEPT 135 Literatura M -7
1 38,7 38,69 - 38,53 - -
2 27,2 27,25 - 27,21 - -
3 78,3 7898 | 7883 - 3,22 (dd, J=5e11Hz) | 3,17 (d)
4 38,7 38,56 - - ] ]
5 55,2 5529 | 5529 - - -
6 18,3 18,30 - 18,33 - -
7 32,9 32,01 - 32,73 - -

8 40,0 39,78 - - - -

9 47,7 4762 | 47,63 - - -
10 36,9 36,93 - - - -
11 23,3 23,35 - 23,36 - -
12| 1243 | 12440 | 124,41 - 5,12 (t, J=3,5 Hz) 5,12
13| 1393 | 139,56 - - - -
14 42,0 42,06 - - - -
15 28,7 28,72 - - - -
16 26,6 26,60 - 26,46 - -
17 337 33,73 - - - -
18 58,9 59,06 | 59,06 - - -
19 39,6 3964 | 3965 - - 0,91 (9
20 39,6 3959 | 39,37 - - -
21 31,2 31,23 - 31,07 - -
22 41,5 41,51 - 41,35 - -
23 28,1 28,07 - 28,22 0,99 (9 -
24 15,6 15,56 - 15,51 0,79 (9 -
25 15,6 15,65 - 15,60 0,95 (9 -
26 16,8 16,84 - 16,82 1,01 (9 -
27 233 23,25 - 23,27 1,07 (3 -
28 28,1 28,07 - 28,22 0,80 (9) -
29 17,4 17,44 - 17,48 0,79 (d, J=5,5 Hz) -
30 21,3 21,37 - 21,42 0,92 (d, J=5,5 H2) -




Tabela 15: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e de 1*C paraaR-amirina

dc dy

C |Literatura | M-7 | DEPT 90 | DEPT 135 Literatura M -7
1 38,7 38,56 - 38,53 - -

2 27,3 27,21 - 27,03 - -

3 79,0 78,98 79,01 - 3,24 (dd, J=5e11) | 3,24 (d)
4 38,8 38,83 - - ] )

5 55,3 55,28 55,29 - - -

6 18,5 18,30 - 18,33 - -

7 32,8 32,63 - 32,74 - -

8 38,8 38,75 - - - -

9 47,7 47,69 47,62 - - -

10 37,6 37,15 - - - -

11 23,6 23,67 - 23,33 - -

12 1218 121,70 | 121,74 - 518 (t, J=35Hz) | 518(t)
13 145,1 145,17 - - - -
14 41,8 41,69 - - ] }

15 26,2 26,13 - 26,46 - -
16 27,0 27,21 - 27,03 - -
17 32,5 32,63 - - - -
18 47,4 47,21 47,23 - - 1,59 (t)
19 46,9 46,81 - 46,62 - 1,40 (s)
20 31,1 31,06 - - - -
21 34,8 34,71 - 34,55 - -
22 37,2 36,93 - 36,95 - -
23 28,2 28,38 - 28,21 1,00 (9 -
24 15,5 15,56 - 15,51 0,79 (9 -
25 15,6 15,65 - 15,60 0,94 (9 -

26 16,9 16,84 - 16,81 0,97 (3 -
27 26,0 25,97 - 25,97 1,13 () -
28 28,4 28,38 - 28,58 0,83 (9 -
29 333 33,32 - 33,16 0,87 (9 -
30 237 23,67 - 23,51 0,87 (9 -
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Tabela 16: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e de *3C para o 4° terpeno.

dc du
c 3-r|924-0H - 3-3-28-OH- 22 terpeno 4° terpeno
upano betulina
1 38,5 38,8 38,75
2 27,8 27,2 27,39
3 80,9 78,9 78,98
4 42,8 38,9 38,83
5 55,9 55,3 55,16
6 18,4 18,3 18,30
7 34,9 34,3 34,26
8 40,9 40,9 40,81
9 50,5 50,4 50,42
10 38,0 37,2 37,15
11 21,2 20,9 20,91
12 25,1 25,3 25,12
13 36,9 37,3 36,88
14 42,8 42,7 42,81
15 27,4 27,0 26,92 1,13 (singleto largo)
16 35,6 29,2 35,56
17 43,0 47,8 42,98
18 48,0 48,8 47,96
19 48,3 47,8 48,28
20 150,9 150,6 150,9
21 29,9 29,8 29,83 1,25 (singleto)
22 40,0 34,0 32,46
23 22,4 28,0 22,60 0,91 (singleto largo, J=0,9)
24 64,5 15,4 63,07 3,63 (t, J=11,97)
25 15,9 16,1 15,47 0,94 (singleto largo)
26 16,7 16,0 16,79 1,02 (singleto)
27 14,6 14,8 14,10
28 18,0 60,2 31,91
29 109,4 109,6 109,3
30 19,3 19,1 19,29
31 - - 23,51
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4.2.1.4. | dentificacdo dos metabdlitos em M-8 presentes no grupo de fracdes F11-14

Um solido branco amorfo (840mg, M-8) foi obtido do grupo de fracdes Fii-14,
fornecendo absorcdes naregido do 1V em 3436 cni', banda larga correspondendo a grupo
hidroxila, 2920-2850 cmi! grupos CHs e CH; e 1461 e 1379 cm® referente a ligagdes G-H
diféticas, 1632 e 979 cm* grupos olefinicos (Figura 51).

De acordo com os dados da espectroteca fornecidos pelo espectro de CG-EM (Figura
52), 0 solido M -7 apresentou uma mistura de ésteres metilicos de &cidos graxos. C-14, C-19,
C-21 e C-23 (Figura 16); uma mistura de ésteres isopropilicos de &cidos graxos. C-16, C-17 e
C-20 (Figura 17). E ainda, uma mistura esteroidal contendo ergosterol, estigmasterol
colesterol e colesterona, conforme mostra a Figura 18.

O o
N _~ tetradecanoato de metila WLO _~ Uneicosonoato de metil
10 © 17
o o

M - eneadecanoato de mefila o tricosonoato de metila
15 © 19

Figura 16: Mistura de ésteres metilicos de M -8.

O
M _~ 9-metil-octadecanoato de metila
o

O

10,13-di metil-tetradecanoato de meti
O/

O

WL 12-metil-tetradecanoato de metila

O/

@)

W _~ 11-metil-octadecanoato de metila
@)

Figura 17: Mistura de ésteres isopropilicos emM -8.



Ergosterol

Colestona HO

Colesteral
Figura 18: Mistura de ester6idesemM -8.

4.2.1.5. | dentificacdo dos metabolitos em M-9 presentes no grupo de fracoes F1s.21

O grupo de fragbes Fis5.21 forneceu 50 mg de um solido branco (M-9) que apds
purificacdo cm metanol forneceu por |V absorcdes em 3422 cm! banda larga referente a0
grupo hidroxila, 2921-2852 cm* grupos CH; e CHs e 1733 cmi! carbonila de éster (Figura
53).

A andlise por CG-EM da amostra metilada com diazometano forneceu por comparacdo
aos dados da biblioteca do aparelho (Figura 54) uma mistura de ésteres metilicos e
isopropilicos de acidos graxos, conforme mostra a Figura 19.

e) (0]

Wo/ Tridecanoato de metila WO/
14-metil-pentadecanoao de metila

)
WO/ Hexadecanoato de metila o
(@] W
N4 0~ Octadecanoato demetila 15-metil-heptadecanoao de metila

Figura 19: Mistura de ésteres metilicos e isopropilicos de M -9.



a4
4.2.1.6. | dentificacdo dos metabdlitos em M-10 presente no grupo de fractes F2,.3

Apds purificagdo com acetato de etila e acetona 0 grupo de fragdes F»,.3, forneceu 130
mg de um sdlido branco amorfo, 0 qual por dados espectroscopicos de IV apresentou
absorgdes em 3261 crit referente a grupo hidroxila e 2959-2878 cmi* referentes a grupos CH,
e CHs (Figura55).

O stlido M -10 depois de acetilado foi submetido a andlise por CG-EM (Figura 56), e
em comparacdo com a espectroteca do aparelho apresentou uma mistura de acoois (Figura
20).

. OH
/\/j/\/\/\ 2-butil-octanol /MTZ\/ hexadecanol

HO
HO.

\/\/\j\/\/\ /\W\/OH heptad |
tadecanol
2-hexil-octanol 13 &

HO

\/\/\/\J\/\/\/ 2-hexil-decanol /\%G\/OH icosanol

Figura 20: Mistura de dcoois de M -10.

4.2.1.7. | dentificacdo do metabdlito S-2 no grupo de fragdes F33.39

Os grupos F33.47 foram comparados em CCF e com o espectro de IV do manitol (S-2),
acUcar isolado das flores da Ixora coccinea (parte experimental, Esquema 2). O grupo
forneceu um tota de 120 mg de solido branco granuloso (S-2) com ponto de fusdo = 162°C,
ndo corrigido (CHAPMAN e HALL, 1982, P.F. = 166°C), solivel em metanol/acetona (5:5),
DM SO/metarol (9:1) e em agua. O espectro em 1V (Figura 57) forneceu absorgdes em 3410
cm?! banda larga referente a0 grupo hidroxila; 2923-2853 cm! a grupos CH, e CHs,
confirmando a estrutura do manitol também presente nas folhas.

4.2.2. | dentificacdo dos metabdlitos contidos no grupo de fracdes do E.B.CHCI3

O fracionamento cromatogréfico do extrato bruto cloroférmico das folhas de Ixora
coccinea, denominado de E.B.CHCk, apés andlise qualitativa em CCF, e 0S processos
preliminares de purificacdo (parte experimental, Esquema 5) possibilitaram a reunido das
fragOes em dois grupos: F1-79 € Fso-%.

Os dois grupos, isoladamente foram submetidos a andlise por técnicas
espectroscopicas, para a elucidacdo estrutural, através de IV, RMN de *H e de 3C e APT,
onde os resultados obtidos ser&o descritos a seguir.

4.2.2.1. | dentificacdo do metabdlito S-3 no grupo de fragdes F1-79

O solido isolado das fragdes Fi-79 (S-3) se apresentou como um po branco, amorfo e
revelou se tratar de um triterpeno tri-hidroxilado com um grupamento oxi-benzeno, da classe
dos hopanos, e que teve sua estrutura confirmada através de dados espectroscopicosja citados
acima.

O espectro na regigo do infravermelho apresentou absorcdes em 3422 cmi’, banda
larga correspondendo ao grupo hidroxila, 2920-2851 cni* para grupos CHs e CH,, 1641, 1539
e 1466 cm' na regido aromética e 1462 cm® deformagdo de grupo CH,, ligado a grupo
aromatico e olefinico (Figura 58).
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O espectro de RMN de 'H, conforme mostra a Figura 59, apresenta sinais para
hidrogénios aromaticos em d 8,26 (d, J= 4,0 Hz); 7,93 (s); 7,89 (d, J=8,0H2); 7,54 (t,J= 8,0
Hz) e 7,44 (d, J= 4,0 Hz); hidrogénios carbindlicosem d 4,21 (t, J= 11 Hz); 4,05 (t, J= 11 H2)
e 3,65 (t, J= 11 Hz); hidrogénio olefinico em d 5,82 (m, J= 5 Hz). O espectro mostrou ainda,
sinais de hidrogénio para cinco grupos metilicos entre d 0,99 e 1,2. A tabela 16 mostra os
deslocamentos quimicos assinalados (PRETSCH, E., et al, 1982) .

Os deslocamentos quimicos de RMN de **C no espectro totalmente desacoplado e
APT (Figura60), foram comparados com a literatura (MAHATO et KUNDU, 1994) através
de: L-1 =3b- OH-a-amiring, (Figura 21). Observou-se sinais de carbonos na regido aromética
em d 128,99 (C-3'); 125,48 (C-4') e 114,04 (C-2'), carbonos olefinicos em d 139,3 (C-13);
124,27 (C-12), e carbonos carbindlicos em d 80,57 (C-3); 68,16 (C-29), 63,09 (C-27) € 59,53
(C-28), conforme mostraa Tabela 17.

Em comparacdo com dados da literatura (MAHATO et KUNDU, 1994) possibiltaram
sugerir como componente majoritéario um triterpeno com esqueleto basico similar ao da
3b- OH-a-amirina. A Tabela 17 indica a comparacdo dos deslocamentos quimicos da
literatura e do triterpeno sugerido.

Osind de RMN de *C em d 80,57 para o C-3 em campo mais baixo, sugere que este
estgja ligado a um grupo aromético.

E os deslocamentos quimicos de RMN de*C e APT em d 68,17 (C-28); 63,09 (C-27)
e 59,53 (C-28) indicam grupos hidroxilicos ligados a carbonos metilénicos, com sinais de
RMN de'H emd 4,21 (t, J= 11 Hz); 4,05 (t, J= 11 HZ) e 3,65 (t, J= 11 H2).

Assim, a estrutura sugerida como metabdlito majoritario observado nos deslocamentos
quimicos de RMN de *H e **C e APT, teria 0 esquel eto bésico da série das amirinas, confrome
mostra afigura 21.

OH

L1= 3a-amirina 3-O-fenil, 27, 28, 29-OH-amirina

Figura 21: Composto utilizado da literatura, L-1, em comparacéo com a estrutura proposta do
triterpeno 3- O- fenil, 27a, 28b, 29a - OH-amirina



Tabela 17: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e de **C para a proposta de S-3

de de oy

C L-1 S-3 S-3

1 38,7 37,40 -

2 27,2 27,18 -

3 783 80,57 3,5(s)

4 38,7 38,06 -

5 55,2 55,38 -

6 18,3 17,96 -

7 329 34,06 -

8 40,0 39,97 -

9 47,7 47,97 -

10 36,9 36,50 -

11 233 23,72 -

12 1243 124,28 582 (m,J=5H2)
13 139,3 139,26 -

14 42,0 42,97 -

15 28,7 28,24 -

16 26,6 26,63 -

17 337 319 -

18 58,9 48,28 -

19 39,6 39,70 -

20 39,6 38,06 -

21 31,2 30,14 -

2 415 40,92 0,99 (s)

23 28,1 31,23 0,99 (s)

24 15,6 14,62 0,10 (s)

25 15,6 14,04 0,9(s)

26 16,8 15,95 1,2(s)

27 233 63,09 3,65(t, J= 11 Hz)
28 281 59,53 4,21 (t,J= 11 Hz)
29 174 68,17 4,05 (t, J= 11 Hz)
30 21,3 31,91 -

T - N&o observado. -

2 - 114,04 7,54 (t, J= 8 Hz)
3 - 128,99 7,44 (d, J= 4 Hz)
& - 125,01 7,93 (s)
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4.2.2.2. | dentificacéo do metabdlito (S-2) presenteno grupo de fracdes Fgo.o0
Para 0 grupo de fragdes Fgo-o0 foi feito um estudo comparativo com o aglcar manitol
isolado das flores da Ixora coccinea (MONTEATH, SA.F.A.; et al, 2000) e descrito na parte
de resultados, 4.1.3. Sua estrutura foi confirmada através de dados espectroscopicos de
infravermel ho.
O espectro de infravermelho mostrou absorcdes em 3413 cmit, como banda larga
referente ao grupo hidroxila, e em 2930 e 2870 cmi* devido aos grupos CH; e CHs (figura 61).

4.3. Consider acOes Biossintéticas

A feicdo mais espetacular da complexa maquinaria fisica e quimica que permite o
funcionamento dos seres vivos, desde a sua origem através do desenvolvimento até a morte, é
a total interdependéncia de todos os fendmenos envolvidos nesses trés estagios. Em plantas,
as partes essenciais da maquinaria celular constam de uma unidade informativa (genes) que
controla a matéria-prima necess&ria para a sua reproducdo, instruindo a formagdo de
catalisadores (enzimas) para a sintese inicialmente de metabdlitos primarios. Essa designacéo
decorre de sua condicdo de fornecedores de matéria-prima e energia para um outro grupo de
metabdlitos de ocorréncia esporédica e designada de metabdlitos especiais (GOTTLIEG et al,
1996). Seis sdo as propriedades destes metabodlitos especiais que 0s caracterizam como
mensageiros de informacdo: 1. polaridade; 2. pequena massa molecular; 3. meia-vida curta; 4.
reatividade quimica (variabilidade estrutural); 5.ocorréncia esporadica; 6.potencial anti-
oxidante.

Polaridade e pegqueno tamanho molecular possibilitam associacdo e transporte por
dobramentos de seus veiculos protéicos e deslocamento através de estreitos canais das
membranas que separam 0s compartimentos celulares. Meia-vida curta, ndo excedendo o
periodo entre a liberagdo por um conjunto macromolecular e a recepcao por outro, possibilita
a desobstrucéo da rede de comunicagdes. Variabilidade molecular permite a modulagdo das
mensagens a maneira dos vocabulos de uma linguagem. Ocorréncia esporédica, expressdo de
um caminho metabdlico particular, permite ao organismo atingir um nivel de biodiversidade
em adequacdo as condigdes impostas pelo anbiente. Finamente, a insercdo desses
metabdlitos especiais ocorre predominantemente em caminhos oxidativos. Essa caracteristica,
talvez a mais geral, ndo apenas facilita a transformacédo e decomposi¢cdo metabdlicas, atributos
essenciais para 0 seu funcionamento como mensageiros, mas também protege o metabolismo
vegetal como um todo contra a agéo do agente destruidor que ela mesma produz, 0 oxigénio.

Para 0 quimico de produtos naturais, 0 conhecimento dos precursores e, as vezes, das
etapas necessérias para a elaboracdo das diferentes classes de substancias naturais, € a base
fundamental de raciocinio para a determinagdo estrutural das substéncias isoladas. A origem
biossintética ndo pode ser discutida em termos gerais, cada grupo de substancias tem uma rota
metabdlica diferente (BASTOS, 2001) e todas elas de igual importancia para a compreensao
de uma dada espécie.

A biossintese e degradacdo de carboidratos (DEWICK et al, 1998) sdo importantes
componentes do metabolismo primario o qual € essencial para todos os organismos. Os
carboidratos sdo os primeiros produtos formados na fotossintese, e séo os produtos do qual
plantas sintetizam sua reserva aimenticia bem como para a producéo de outros constituintes
guimicos. Metabdlitos especiais sdo também derivados c metabolismo dos carboidratos e
relacionados com as vias do acetato, chiquimato e meval onato, muitos bem elucidados através
daliteratura (BU'LOCK, 1969 e DEWICK, 1998).

Na glicdlise, o hexofosfato se hidrolisa produzindo triosefosfato que numa posterior
oxidacdo através do fosfoenolpiruvato e piruvato conduz a acetil coenzima A. Este tioéster
reativo € o principal substrato que toma parte no ciclo dos acidos tricarboxilicos e suas
variagbes, no qual, como processo oxidante, tem um papel chave na formagdo de agentes
fosforilizantes e redutores, e € também uma fonte importante de metabdlitos especiais.
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Além disso, a partir do mesmo acetil-CoA derivam dos importantes processos de
biossintese priméria, um dos quais que via malonil-CoA conduza aos éacidos graxos, e outro
que via acetoacetil- CoA, a substancias isoprendides so produzidos por estes dois processos.

Um grande nimero de produtos naturais com estruturas definidas e regulares é
formado por unidades de cinco carbonos, chamados de isopentenil ou unidades isopreno. O
isopreno tem o seu correspondente biologicamente ativo no &cido mevalGnico através de uma
série de etapas catalisadas enzimaticamente. Os compostos formados pela ligacdo cabeca
cauda das unidades isopreno sdo chamados col etivamente de terpenos.

Triterpenos sao formados por seis unidades de isopreno, constituindo metabdlitos com
trinta atomos de carbono. Os triterpenos ndo sdo formados por uma extensdo do processo de
adicdo de isopentenil difosfato (IPP) para o crescimento da cadeia. Ao invés, duas moléculas
de farnesil difosfato sdo unidas cauda-cauda para produzir o hidrocarboneto esgualeno,
originamente isolado do 6leo de figado de tubardo. O esqualeno foi subsegiientemente
encontrado em figado de rato fermentado, e este sistema usado para estudar esta rota
biossintética como precursor de triterpenos e esterdides.

A ciclizagdo do esgualeno é via o intermedi&io esqualeno-2,3-6xido, produzido na
reacdo catalisada por uma flavoproteina requerendo oxigénio (O2) e NADPH como cofatores,
conforme mostra a Figura 22.

Se 0 6xido de esqualeno € posicionado e quebrado na superficie da enzima, a estrutura
policiclica do triterpeno formado pode ser raciondizada em termos de primeiro uma
ciclizagdo consertada mediada por carbocétion, seguida por uma sé&rie de migracoes
consertadas de metil e hidretos por rearranjos do tipo Wagner-Meerwein. A ciclizagdo pode
ser melhor entendida se um passo da sequiéncia for considerado. A protonagdo permitird a
abertura do anel e gerara um carbocétion terciario preferencialmente, posicionado para
permitir uma adicdo eletrofilica na dupla ligagdo formando um anel de seis membros. Este
processo € continuo, gerando um novo carbocétion apos cada formacdo de anel, até um cétion
lupenil ser formado. A estereoquimica neste cation € controlada pelo tipo de dobra realizada
na superficie da enzima, e isto provavelmente também limita a extensdo do processo de
ciclizacdo. Assim, se a dobra do éxido de esqualeno aproxima da conformagdo cadeira-
cadeira-cadeira, o cétion transitério lupenil ser4 produzido com esta conformagdo
caracteristica. A perda de um préton do cétion lupenil fornece lupeol, e a expansao do anel no
cation lupenil pela migracdo da ligagdo fornecendo um sistema oleanil, e este ion é
descarregado pela migracéo do hidreto e perda de um préton como demonstrado por estudos
qualificados, fornecendo a largamente distribuida R-amirina. Formacdo do isomérico a-
amirina envolvendo primeiro a migracéo do metil no cation oleanil, entdo descarrega para o
novo cétion taraxasteril pela migracéo de trés hidretos e a perda de um préton. A comparagao
com a-amirina mostra a slbita diferenca estereoquimica presente porque a inversdo da
configuracdo causada pela migracdo de hidreto ndo tem ocorréncia. Onde as evidéncias séo
avalidvels, desta série extensiva de ciclizagBes e rearranjos Wagner-Meewein parece ser
catalisada por uma Unica enzima o qua converte 6xido de esqualeno no produto final,
exemplo: lupeol, a-amirina e R-amirina (Figura 23).
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Figura 22: Isomerizacdo de | PP e reacOes subsequientes na obtencdo de Oxido de esgualeno na
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Figura 23: Ciclizacdo do 2,3-0xido de esqualeno na biossintese de esterdides e triterpenos
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4.4, Estudo analitico por prospeccdo dos constituintes micromoleculares dos extratos
brutos hidro-alcdolicos (E.B.OH)

A técnica de prospeccdo dos constituintes micromoleculares dos extratos de uma
planta € um conjunto de ensaios que permitem a deteccdo de determinadas classes de
substéncias presentes em um vegetal, tais como: alcaldides, flavonbides, saponinas, etc. Os
ensaios sdo suficientemente sensivels (alguns na razéo de nanogramas e outros em partes por
milh&o) para detectar essas classes de compostos, ndo requerendo mais que alguns miligramas
do extrato.

Os resultados de prospeccéo dos constituintes micromoleculares para oS extratos
hidro-alcodlicos mostraram a possivel presenca de acidos orgéanicos, agucares, alcaoides,
cumarinas, terpenos, taninos, fendis e flavanonois, evidenciados pelas cores caracteristicas
explicitadas no item 3.7.3.

O interesse pelo estudo dos constituintes nos extratos hidro-alcodlicos foi devido aos
ensaios farmacol 6gicos que foram realizados posteriormente.

A tabela 18 mostra os resultados andliticos de prospeccdo obtidos para os extratos
hidro-alcodlicos das flores, folhas, galhos e raizes de Ixora coccinea.

Tabela 18. Resultados obtidos da prospeccdo dos constituintes micromoleculares para os
extratos hidro-alcdolicos das flores, folhas, galhos e raizes de Ixora coccinea.

ENSAIOS T;ftaﬁ?g‘ FLORES | FOLHAS | GALHOS | RAIZES
Acidos 0Sitivo 0Sitivo 0Sitivo 0Sitivo 0Sitivo
organicos P P P P P
Acucares - positivo positivo positivo positivo
Alcaloides Precipitado negativo negativo 0sitivo 0sitivo
Dragendor ff laranja forte ™ ™ P P
Alcal6ides Precipitado . : i .
Mayer branco negativo negativo positivo positivo
Antocianinas, . . . :
cianidinas, pH 3 negativo negativo negativo negativo
flavonais, . . . :
flavonas pH 85 negativo negativo negativo negeativo
xantonas,
chalconas, pH 11 " i . -
AUronas e positivo positivo positivo positivo
flavanondis
Catequinas - negativo negativo positivo negativo
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Tabela 19. Continuacdo dos resultados obtidos da prospeccdo dos constituintes
micromoleculares para 0s extratos hidro-al coolicos das flores, folhas, galhos e raizes de Ixora

coccinea.
ENSAIOS Tﬁi?g‘ FLORES FOLHAS | GALHOS | RAIZES
Cumarina - negativo negativo positivo | negativo
Esteroidese violeta 0Sitivo 0Sitivo 0Sitivo 0sitivo
triterpenos P P P P
Fendise Coloracs
taninos amarE ellg aE'C negativo negativo negativo | positivo
Flavondides,
flavonas e incolor negativo positivo negativo | positivo
xantonas
Glicosideos , . . .
. 1 n n n n
cardiacos egativo egativo egativo egativo
2 negativo negativo negativo | negativo
Saponinas - negativo negativo positivo | positivo
Sesquiter penos Coloracdo . . . .
e lactonas amarea negativo negativo negativo | negativo

4.5. Estudo farmacol6gico dos extratos hidr o-alcodlicos de Ixora coccinea Linn

Os estudos farmacolégicos foram realizados no Departamento de Ciércias
Fisiol6gicas sob a coordenacdo do Prof. Dr. Frederico Argollo Vanderlinde.

A extracdo hidro-alcoolica foi baseada nos xaropes obtidos a partir das partes da
plantas com cachaca, que normalmente o0 povo usa e designa como “garrafadas’.

As garrafadas sdo preparadas com a adicdo de uma ou mais plantas em cachaga, e
postas por um periodo minimo de 3 dias para macerar, para que 0S USUArios possam entao
beber. Este tipo de extragcdo, via maceragao, empirica as vezes é feita na completa auséncia de
luz, paratal costumam lacrar a boca do frasco e depois enterram no solo.

As garrafadas que nos propusemos a fazer para testes toxicol 6gicos e farmacol 6gicos
foi com o intuito de se aproximar da realidade etnofarmacol 6gica, pois ndo se tomam xaropes
obtidos a partir de extratos de metanol, hexano, etc. Assm, ap0s uma pesquisa de campo
sobre o teor alcoolico das cachagas comerciais, utilizorse uma solucdo de etanol-agua
constituindo em 40% de etanol (v/v).

Os testes farmacol 6gicos foram realizados com os extratos hidro-alcoolicos das flores,
folhas, galhos e raizes da Ixora coccinea. Foram utilizados camundongos do tipo Swiss
albinos, machos e adultos (25-30 g). O objetivo dos testes farmacoldgicos € de avadiar a
atividade antinociceptiva que, ao contrario da analgesia, ndo atua a nivel de sistema nervoso
central, onde os efeitos colaterais sdo atenuados ou diminuidos.
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4.5.1. Teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético

O teste das contor¢des abdominais foi utilizado com o objetivo de avaliar a presenca
de atividade analgésica. Este método tem a vantagem de permitir evidenciar até mesmo fracas
atividades analgésicas, porém € um teste inespecifico, pois tanto drogas exclusivamente
analgésicas como anti-hiperalgésicas semelhantes as drogas antiinflamatérias néo
estereoidais, inibem as contorgdes (HENDERSHOT & FORSAITH, 1959; CHERNOV et al.,
1967; LOUX et d., 1978).

Extrato Hidroalcodlico dos Galhos (EBOH-G)

O pré-tratamento (p.0.) com o EBOH-G dos galhos da Ixora coccinea, nas doses de
2000, 1000, e 300 mg/kg inibiram em 83,7% (7,1 + 2,7 contorgdes), 72,5% (12,0 = 84) e
51,5% (21,2 + 9,3), respectivamente, 0 nimero de contor¢cdes acumuladas (30 minutos),
comparativamente a0 grupo experimental controle (dgua) que apresentou 43,7 + 3,7
contor¢des. Resultado semelhante foi obtido com a pré-administracdo de indometacina (10
mg/kg, p.o.), controle positivo do teste, que inibiu em 68,2% o0 numero de contorgoes
acumuladas (13,9 £ 2,6).

Extrato Hidroalcodlico das Raizes e das Folhas (EBOH-R e EBOH-F)

O pré-tratamento (p.0.) com o EBOH-F ou com o EBOH-R da Ixora coccinea, ha
dose de 2000 mg/kg, inibiu em 36% (36,4 + 4,2 contorgdes) e 57% (24,4 = 44),
respectivamente, o nimero de contor¢des acumuladas (30 minutos), comparativamente ao
grupo experimental controle (agua) que apresentou 57,2 + 2,2 contor¢es. Da mesma forma, o
pré-tratamento com indometacina (10 mg/kg, p.o.), controle positivo do teste, inibiu em 59%
0 nimero de contorc¢des acumuladas (23,4 + 1,3).

O pré-tratamento com os extratos hidroalcodlicos EBOH-G, EBOH-F e EBOH-R
resultou em significativas inibicbes do numero de contorgdes, indicando com esta
antinocicepcdo, a possivel presenca de substancias com atividade analgésica e/ou
antiinflamatoria nesses extratos.

Diante dos resultados favoraveis obtidos no teste das contor¢des abdominais, a
realizagdo de novos ensaios foi encaminhada, objetivando confirmar tais atividades e tentar
definir os mecanismos da acéo antinociceptiva.

4.5.2. Teste da placa quente

O teste da placa quente. Este modelo agesmétrico térmico (WOOLFE &
MACDONALD, 1944), mede o tempo de reacdo do animal a um estimulo térmico. Estes
ensaios sdo sensivels a drogas opidides tipo morfina (JANSSEN et al., 1963), cuja atividade
analgésica € mediada por receptores m k e d, distribuidos tanto perifericamente, como no
sistema nervoso central (BESSON & CHAOUCH, 1987; STEIN & SHIPPENBERG, 1989).

O pré-tratamento com o EBOH-G (1000 mg/kg, p.0.) nd modificou de forma
significativa a reatividade dos animais ao estimulo térmico no teste da placa quente. De
forma diferente, o tratamento com fentanil (0,05 mg/kg, s.c.), controle positivo, elevou
significativamente o tempo de reac&o nos instantes zero (23,2 + 1,8 segundos), 30 (15,8 2,6
s) e 60 minutos (13,0 + 2,3 s), quando comparado ao grupo experimenta controle (7,0 £ 0,7;
85+1,1e79+11s, respectivamente).

Neste teste, 0 extrato hidroalcoolico EBOH-G mostrou-se ineficaz, ndo aterando a
reatividade dos animais a0 estimulo térmico doloroso, tornando reduzida, a principio, a
possibilidade da participacdo de mecanismos de agdo no sistema nervoso central, na producéo
da antinocicepcédo detectada no teste das contorgdes abdominais.
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4.5.3. Teste da formalina

No teste da formalina, a injecdo intraplantar de formaldeido em camundongos, produz
reacd0 comportamental bifasica, onde a fase inicia (0-5 minutos) resulta essencialmente de
estimulo direto sobre os nociceptores; e a segunda fase (15-30 minutos) envolve um periodo
de sensibilizacéo durante o qual ocorre o fendmeno inflamatério (HUNSKAAR et al., 1985,
1986 e 1987).

No teste da formalina o pré-tratamento com o EBOH-G da Ixora coccinea (2000
mg/kg, p.o.), reduziu de forma significativa a reatividade dos animais em 69% (40,4 + 21,19)
durante a segunda fase de nocicepgdo, quando comparado ao grupo experimental controle
(130,1 + 30,6 9. De forma semelhante, o controle positivo desta 2 fase (indometacina, 10
mg/kg, p.o.) inibiu a reatividade em 79% (27,0 £ 12,0 s). Durante a primeira fase do teste (5
minutos iniciais) nenhum destes tratamentos alterou a reatividade dos animais, ndo sendo,
portanto estatisticamente diferente do grupo controle (128,1 + 9,7 s).

Confirmando hipdteses iniciais, 0 EBOH-G apresentou acentuada antinocicepcao
apenas na segunda fase deste teste, 0 que indica a existéncia neste extrato de principios que
exercem atividade anal gésica através de mecanismos antiinflamatorios.

4.5.4. Teste do rota-rod
Extratos Hidroal codlicos

A administracdo do EBOH-F, do EBOH-G ou do EBOH-R (2000 mg/kg, p.o) da
Ixora coccinea, ndo alterou de forma significativa (p<0,05) a resposta motora dos animais. No
grupo controle (agua), o tempo de permanéncia na barra giratoria foi de 60,0 + 0,0 s. De
forma semelhante, os camundongos tratados com o EBOH-F, com o EBOH-G ou com o
EBOH-R dalxora coccinea apresentaram tempos de permanénciade 60,0+ 0,0, 57,5+ 18 e
53,5 £ 6,4 s, respectivamente.

4.5.5. Teste do Campo Aberto
Extratos Hidroal codlicos

Os resultados do estudo da movimentagéo espontanea no campo aberto corroboraram
com aqueles obtidos no teste do rota-rod. Apos o pré-tratamento com o EBOH-R, com o
EBOH-G ou com o EBOH-F da Ixora coccinea (2000 mg/kg, p.0.), 0 nimero de
cruzamentos observados foram de 75,4 + 9,8, 67,6 = 6,1 e 58,4 + 10,6, respectivamente, ndo
diferindo do grupo experimental controle (71,7 £ 14,1 cruzamentos). Da mesma forma,
permaneceram inalterados os outros comportamentos aferidos. nimero de cruzamentos no
quadrante central (EBOH-R, 6,0+ 1,1, EBOH-G, 5,1 + 1,1; EBOH-F, 2,7 £ 1,1 e 0 veiculo,
6,4 = 1,4 cruzamentos), nimero do comportamento de rearing (EBOH-R, 44,4 + 4,7, EBOH-
G, 404 * 4,2; EBOH-F, 24,3 £ 4,6 e o veiculo, 28,1 £ 7,5), tempo gasto em grooming
(EBOH-R, 21,3 £ 5,8; EBOH-G, 23,3 £ 4,5; EBOH-F, 19,4 £ 55 e 0 veiculo, 123+ 2,9 9),
e 0 nimero de bolos fecais (EBOH-R, 1,8 + 0,6; EBOH-G, 1,6 + 0,6; EBOH-F, 1,3+ 0,6 e0o
veiculo, 2,4 £ 0,7 unidades).

Considerando que os métodos usados para avaliar a atividade antinociceptiva
dependem de respostas motoras dos animais, a utilizagdo dos testes do rota-rod e do campo
aberto teve como objetivo excluir a possibilidade de resultados falsos positivos, caso
ocorresse incoordenacd motora por sedacdo e/ou relaxamento muscular. Estes testes
demonstraram com 0s seus resultados a ndo ocorréncia de tais efeitos, confirmando a
especificidade dos resultados evidenciados nos testes das contor¢gdes abdominais, da placa
guente e do rota-rod. Estes resultados excluem a possibilidade destes extratos apresentarem
efetiva agdo depressora ou estimulante do SNC.

Assm, o EBOH-G da Ixora coccinea possui atividade antinociceptiva quando
administrada pela via oral, envolvendo, a principio, atividade antiinflamatoria. A realizacéo
de novos ensaios de atividades farmacol 6gicas especificos permitira a complementacdo desta
caracterizagéo.



5. CONCLUSOES

O estudo fitofarmacolégico de Ixora coccinea iniciouse por uma escolha
randomica, devido a beleza e a abundancia desta planta em nossa regido (incluindo o Campus
daRURAL), e a busca de novos produtos naturais com atividade farmacol 6gica.

Foram dentificadas no extrato metandlico das flores desta espécie uma mistura de
hidrocarbonetos, mistura de acidos graxos (identificados através de seus derivados metilados),
hidrocarbonetos funcionalizados, mistura de esteréides, o aclicar manitol e o triterpero acido
ursolico, que se apresenta como componente majoritario na flor desta espécie.

No extrato hexanico das folhas de Ixora coccinea, foram identificados, através de seus
derivados esterificados, misturas de hidrocarbonetos, sesquiterpenos, ésteres de &idos graxos,
esteréides, dcoois, além de uma mistura de triterpenos e o aclcar manitol. Ja no extrato
cloroférmico foi identificado um triterpeno da classe dos hopanos e também o aglicar manitol.

O estudo dos constituintes micromoleculares para os extratos hidro-alcoolicos das
flores, folhas, galhos e raizes de Ixora coccinea Linn, mostraram como resultados mais
significativos a possivel presenca de: esterdides e triterpendides nas flores; esteroides,
terpendides e flavondides nas folhas; acaldides, catequinas, cumarinas, esterdides,
terpendides e saponinas nos galhos, e acaldides, flavondides, esterdides, terpendides, taninos
e saponinas nos galhos.

Os ensaios farmacolOgicos para a atividade antinociceptiva dos extratos hidro-
alcoolicos das flores, folhas, galhos e raizes, mostraram que o extrato dos galhos evidenciou a
atividade antinociceptiva, envolvendo, a principio, atividade antiinflamatéria.

Levando-se em consideracdo o perfil quimico de flores, folhas, gahos e raizes da
espécie estudada e das consideragdes etnobotanica e farmacologica da planta, bem como da
acdo biolégica do acido ursdlico, a Ixora coccinea Linn mostrase como uma planta
potencialmente medicinal.
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Figura 24- CG-MS para a mistura de hidrocarbonetos de M -1
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Figura-39- Espectro de RMN de 'H do manitol (S-2)
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Figura-40- Espectro de RMN de 13C do manitol (S-2)
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Figura 47- Espectro de RMN de 13C paraM -7
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Continuagdo da Figura 47, com ampliacdo do espectro de RMN de 13C

paraafaixaded 63,07-46,81 dos metabdlitos de M -7
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Continuagdo da Figura 47, com ampliacdo do espectro de RMN de 13C
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Figura 59- Espectro de RMN de 'H parao metabélito S-3
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