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RESUMO

O género Glandularia (Verbenaceae) € constituido por cerca de 80 espécies que
ocorrem em regides subtropicais e temperadas da América do Sul e América do
Norte, com uma distribuicdo disjunta. No Sul do Brasil, encontra-se a espécie
Glandularia selloi (Spreng.) Tronc., que ndo apresenta utilizagcdo medicinal descrita
na literatura assim como ndo ha relatos de estudos sobre a sua composicao
quimica. No entanto, a investigacdo do potencial quimico da espécie torna-se
importante como uma interessante fonte para a descoberta de novas substancias
ativas a partir de produtos naturais. O objetivo deste estudo foi investigar os
principais metabolitos de Glandularia selloi nativa do Rio Grande do Sul. Para os
experimentos foram coletados material na cidade de Osério, RS — Brasil, sendo
posteriormente seco em temperatura ambiente, separado em raizes, caules, folhas e
inflorescéncia, pulverizados em moinho de facas e submetido a maceracdo com
metanol. Foram realizadas analises com CLAE-DAD, CLUE-EM visando caracterizar
0s extratos. Compostos obtidos através de cromatografia de coluna de silica gel
foram analisados por RMN 'H e RMN 3C. As andlises permitiram identificar quatro
compostos sendo eles: verbascosideo, crisoeriol diglicosilado e diacetilado, crisoeriol
diglicosilado e monoacetilado e 6-OH-B-ipolamida. Realizou-se também ensaio de
citotoxicidade com extratos metandlicos de raizes, caules, folhas e inflorescéncia de

Glandularia selloi, onde se observou efeito citotdxico em todos os extratos.

Palavras-chaves: Glandularia selloi, verbascosideo, crisoeriol diglicosilado e

diacetilada, crisoeriol diglicosilada e monoacetilada e 6-OH-B-ipolamida.






ABSTRACT

The Glandularia genus (Verbenaceae) comprises about 80 species occurring in
subtropical and temperate regions of South America and North America, with a
disjunct distribution. In the southern regions of Brazil, the Glandularia selloi (Spreng.)
Tronc. species can be found, which has no medical uses described in literature and
no reports on its chemical composition have been found either. However,
investigation of the chemical potential of this species becomes important as a
strategy to discover new active substances from natural products. The aim of this
study was to investigate the main metabolites of a native species from Rio Grande do
Sul, Glandularia selloi. Botanical samples for experiments were collected in the city
of Osoério, RS - Brazil, and subsequently dried separated by parts, crushed and
subjected to methanol maceration. Analysis by HPLC-PDA, UPLC-MS were
performed aiming to characterize the extracts. Isolated compounds obtained through
column chromatography on silica gel were analyzed by 'H and *C NMR. These
analyses allowed the identification of four compounds: verbascoside, diglycosylated
and diacetylated crysoeriol, diglycosylated and monoacetylated crysoeriol and 6-6-
OH-hydroxyipolamiide. Further assays also were carried out to investigate the
cytotoxicity of the species and it was observed that the methanolic extracts of all

Glandularia selloi parts were cytotoxic species.

Keywords: Glandularia selloi, verbascoside, diglycosylated and diacetylated
crysoeriol, diglycosylated and monoacetylated crysoeriol and 6-B-OH-

hydroxyipolamiide.
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INTRODUCAO







A utilizacdo de plantas medicinais com propriedades terapéuticas vem de
tempos imemoraveis. Por um longo tempo, os produtos minerais, vegetais e animais
foram as principais fontes de drogas (BAQUAR, 1995; RATES, 2001; TADEG et al.,
2005;). Sabe-se que cerca de 25% dos farmacos utilizados séo de origem vegetal e
50% de origem sintética que possuem relagcédo quimica com os principios isolados de
plantas medicinais (SILVA e CECHINEL, 2002).

Contudo, dos 252 farmacos considerados essenciais pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS), 11% séo exclusivamente de origem vegetal. A morfina,
alcaloide isolado de Papaver somniferum L. empregado no tratamento de dor
intensa, assim como o0s ginkolideos, produzidos por Ginkgo biloba L., com
propriedades anti-trombdéticas constituem exemplos de compostos com aplicacdes
terapéuticas (HARVEY, 2000; RATES, 2001; BARREIRO e BOLZANI, 2009).

O Brasil € um dos lideres mundiais em biodiversidade, e dados de 2014
relatam 45804 espécies para a flora brasileira, sendo 4677 de Algas, 32701 de
Angiospermas, 1536 de Bridfitas, 5637 de Fungos, 30 de Gimnospermas e 1233 de
Samambaias e Licdfitas (LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2014).

O aumento na identificacdo de produtos com possivel utilizagdo econémica ou
terapéutica é diretamente proporcional ao aumento do conhecimento sobre a riqueza
de espécies. No entanto, os cientistas estimam que a Terra hospede entre 5 e 30
milhdes de espécies, sendo apenas cerca de 1,5 milhdo descritas até o momento
(OLIVEIRA et al., 2012).

O interesse crescente por terapias alternativas e pelo uso terapéutico de
produtos naturais, especialmente os derivados de plantas, aumentou nos ultimos
anos (HAMSAR e MZATON, 2012). A procura por produtos de origem vegetal deve-
se a inumeras razdes, como por exemplo, a terapia ineficaz e efeitos colaterais
gerados pela medicina convencional, assim como a falta de acesso ao tratamento

farmacolégico convencional pela populacdo (RATES, 2001).
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Inseridas na medicina popular estdo algumas espécies da familia
Verbenaceae (CALVO et al., 1998; DELAPORTE et al., 2002; COSTA et al., 2003;
CALVO, 2006; PENIDO et al., 2006; AHMAD et al.,, 2009; OKOYE et al., 2010;
CONCEICAO et al., 2012; BLANCO et al., 2013; FERRAZ et al., 2013). A familia é
amplamente representada em regides temperadas, tropicais e subtropicais da
Ameérica do Norte, Central e do Sul, Africa e india (SANDERS, 2001; PERALTA e
MULGURA, 2011), compreendendo 34 géneros e 1200 espécies (ATIKNS, 2004).
Para o Brasil sdo reconhecidos 16 géneros e 295 espécies nativas, sendo destas
198 endémicas (SALIMENA et al., 2013).

Economicamente, alguns taxons nativos de Verbenaceae séo utilizados para
inimeros fins medicinais como, por exemplo, Aloysia gratissima (Gillies & Hook.)
Tronc., planta aromética, popularmente chamada de "erva-de-santa", "erva-de-
nossa-senhora" e "garup@"”, entre outros nomes. As partes aéreas dessa espécie sao
utilizadas para o tratamento de cefaleia, bronquite, depresséao, disturbios do sistema
nervoso e digestivo (ZENI et al., 2011). Os compostos quimicos encontrados neste
taxon sao flavonoides, feniletanoides (SILVA et al., 2006), sesquiterpenos e
triterpenos (ZENI et al., 2011).

As folhas de Lippia alba (Mill.) N.E.Br., espécie conhecida popularmente no
Brasil como cidreira, sdo usadas na forma de infusdo para tratar hipertenséo,
distarbios do sistema nervoso e digestivo, tosse e bronquite. Os constituintes
presentes no Oleo volatil de L. alba sdo monoterpenos como citral, linalol, cariofileno,
carvona e mirceno. Destaca-se também nesta espécie a presenca de iridoides (von
POSER et al.,, 1997), feniletanoides (BARBOSA et al., 2006) e flavonoides
glicosideos do grupo das flavonas (HENNEBELLE et al., 2006).

Verbena officinalis L. é citada na medicina tradicional de varios paises. Um
estudo etnoboténico realizado em Navarra (regido norte Ibérica) por Akerreta,
Cavero e Calvo (2007), indicou 175 utilizagbes diferentes, pertencentes a 9
categorias terapéuticas e esta listada na Farmacopeia Chinesa e na Farmacopeia
Britanica. Varios estudos cientificos tém demonstrado os efeitos anti-inflamatorio
(CALVO et al., 1998; DEEPAK e HANDA, 2000), antibacteriano (HERNANDEZ et al.,
2000), neuroprotetor (LAl et al., 2006), analgésico (CALVO, 2006), antifingico e
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antioxidante (BILIA et al., 2008; CASANOVA et al., 2008) desta planta. Os principais
componentes quimicos de V. officinalis sao iridoides, feniletanoides, flavonoides e
terpenoides (CALVO et al.,, 1998, DEEPAK e HANDA, 2000; BILIA et al., 2008).
Varios iridoides glicosideos foram isolados de algumas espécies de Verbena,
identificados como os iridoides verbalina, hastatosideo e pulchelosideo | e Il
(CHEYMOL, 1937; DAMTOFT et al., 1979; MILZ e RIMPLER, 1978a e 1978b).

Neste contexto o género Glandularia J.F. Gmel. se destaca, visto que, em
1974 era considerado como uma secdo do género Verbena L. No entanto,
Glandularia e Verbena ainda apresentam problemas de circunscricdo, nesse caso,
possuem caracteristicas em comum, sendo dificil distingui-los morfologicamente
(THODE e MENTZ, 2010).

Estudos etnofarmacoldgicos realizados na “Sierra de Comechingones”,
Argentina, por Goleniowski e colaboradores (2006) revelou que as folhas da espécie
Glandularia platensis (Spreng.) séo utilizadas como contraceptivo e as folhas da
espécie Glandularia peruviana (L.) Small sdo usadas como antiespasmatico.
Entretanto, a composi¢cdo quimica deste género, € desconhecida, carecendo de
estudos nesta area.

Dessa forma, a utilizacdo de produtos naturais como uma estratégia bem
sucedida para a descoberta de novos farmacos, assim como a importancia de
estudos que ampliem o conhecimento sobre a familia Verbenaceae, surge o

interesse pelo desenvolvimento do estudo quimico de Glandularia selloi.
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1 OBJETIVOS







1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho € a identificacdo do complexo quimico
presente em Glandularia selloi (Spreng.) Tronc. (Verbenaceae), assim como verificar
a citotoxicidade dos seus extratos metandlicos de raizes, caules, folhas e

inflorescéncia.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacao do complexo quimico de Glandularia selloi utilizando:

. RMN H e RMN 13C;

. Espectrometria de massas;

. Espectrofotometria no UV-visivel.

Determinacgédo da citotoxicidade utilizando células Vero

. Teste de viabilidade de linhagem celular pela reducédo do sal de MTT

. Ensaio de citotoxicidade vermelho neutro

31






2 REVISAO DA LITERATURA







A revisdo bibliogréafica foi realizada nas seguintes bases de dados:
ScienceDirect (1930-2013), WEB OF SCIENCE, BIOLOGICAL ABSTRACT, PubMed
(1945-2013), MEDLINE (1940-2013), Wiley (1930-2013). Estudos quimicos,

biologicos e farmacologicos referentes a Glandularia selloi ndo foram encontrados,

entretanto, existem alguns estudos com espécies de Verbena, assim como com

outros taxons da familia Verbenaceae.

2.1 ASPECTOS BOTANICOS

2.1.1 Familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae é formada por pequenas arvores, arbustos, cipos e
ervas, pertence a ordem Lamiales e tem sofrido diversas alteracbes em sua
circunscricdo, estando proximamente relacionada a Lamiaceae (STEVENS, 2008).
Atualmente a familia € considerada um grupo monofilético, com a passagem de
alguns de seus géneros para Lamiaceae ou para outras familias (WAGSTAFF e
OLMSTEAD, 1997).

2.1.2 Género Glandularia J.F.Gmel.

Segundo Thode e Mentz (2010) o género Glandularia foi descrito em 1796,
por Johann Friedrich Gmelin, mas foi posteriormente considerado como uma das
secOes de Verbena L. por outros autores (Schauer 1847; Bentham e Hooker 1876;
Briquet 1895). Em 1847, Schauer dividiu Verbena em duas sec¢les, baseado na
presenca de apéndice no conetivo das anteras. Glandularia voltou a ser considerado
como um género distinto de Verbena, somente em 1933, por Small. Em 1944,
Schnack e Covas contribuiram com informacdes sobre caracteres morfoldgicos e

anatomicos, sustentando a circunscrigdo do género.

O género Glandularia J.F. Gmel. (Verbeneae) retune cerca de 80 espécies

distribuidas nas regides subtropicais e temperadas da América do Sul e América do
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Norte, estendendo-se desde o sul do Canada até o norte da Patagbnia, com
distribuicdo disjunta (THODE e MENTZ, 2010).

Das 33 espécies de Glandularia que ocorrem no territdrio nacional, 27
espécies ocorrem no Rio Grande do Sul, a citar: Glandularia aristigera (S. Moore)
Tronc., Glandularia catharinae (Moldenke) O’Leary & P. Peralta, Glandularia
corymbosa (Ruiz & Pav.) O'Leary & P.Peralta, Glandularia guaibensis P. Peralta &
Thode, Glandularia guaranitica Tronc., Glandularia hasslerana (Brig.) Tronc.,
Glandularia herteri (Moldenke) Tronc., Glandularia humifusa (Cham.) Botta,
Glandularia jordanensis (Moldenke) O'Leary & P. Peralta, Glandularia lobata (Vell.)
P. Peralta & Thode, Glandularia marrubioides (Cham.) Tronc., Glandularia
megapotamica (Spreng.) Cabrera & Dawson, Glandularia nana (Moldenke) Tronc.,
Glandularia peruviana (L.) Small, Glandularia phlogifl ora (Cham.) Schnack & Covas,
Glandularia platensis (Spreng.) Schnack & Covas, Glandularia pulchra (Moldenke)
Botta, Glandularia rectiloba (Moldenke) P. Peralta & Thode, Glandularia scrobiculata
(Griseb.) Tronc., Glandularia selloi (Spreng.) Tronc., Glandularia sessilis (Cham.)
Tronc., Glandularia stellarioides (Cham.) Schnack & Covas, Glandularia subincana
Tronc., Glandularia tenera (Spreng.) Cabrera, Glandularia tessmannii (Moldenke) P.
Peralta & Thode, Glandularia thymoides (Cham.) N. O’Leary e Glandularia
tomophylla (Brig.) P. Peralta (THODE e MENTZ, 2010).

2.1.3 Glandularia selloi (Spreng.) Tronc.

Erva rasteira, radicante nos nos, apresenta caule pubescente a estrigoso. As
folnas sé@o pinatissectas, as inflorescéncias sdo do tipo espigas multifloras, com
bracteas lanceoladas. A corola é hipocrateriforme, lilas a roxa, externamente pilosa,
com tubo de 12-13 mm comprimento e limbo 7-10 mm de diametro (Figura 1)
(THODE e MENTZ, 2010).

Esta espécie ocorre no sul do Brasil e também no Uruguai, apresenta ampla
ocorréncia no Estado, sendo abundante nas dunas do Litoral e em diversas
apresentando ampla ocorréncia no estado do Rio Grande do Sul, sendo abundante

nas dunas do Litoral e em diversas outras regides. Pode crescer isolada ou em
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populacbes, podendo ser encontrada em campos, terrenos arenosos, Umidos,
turfeiras, areas degradadas e beiras de estrada (THODE e MENTZ, 2010).

Figura 1. Glandularia selloi (Spreng.) Tronc. Adaptado de Thode e Mentz (2010). 1. Aspecto Geral da
planta. 2. Folha, face abaxial. 3. Flor. 4. Bractea. 5. Cdlice. 6. Indumento do péndulo das
florescéncias 7. Antera do par superior de estames com apéndice no conetivo, vista dorsal.

Fonte: Adaptado de THODE e MENTZ, 2010.
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2.2 ASPECTOS QUIMICOS

2.2.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular, polifendis bioativos
gue desempenham um papel importante de protecdo nas plantas contra danos
causados pela luz ultravioleta (UVB), auxiliam na atracdo de animais polinizadores e
dispersores de sementes (TAIZ e ZEIGER, 2004). Esses compostos fendlicos sao
caracterizados pela presenca de 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental,
tendo por base a estrutura flavona (2-fenil-benzopirona), com as unidades
recebendo denominacdo e numeracdo conforme descrito na Figura 2 (CUNHA,
2005; IWASHINA, 2000; ZUANAZZI e MONTANHA, 2010; SANDHAR et al., 2011).

Figura 2. Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeragéo
Fonte: CUNHA, 2005.

Os flavonoides podem ocorrer na forma aglicona glicosidica ou com derivados
metilados. Os flavonoides na forma de aglicona consistem num anel benzénico (A),
condensado com um anel de 6 membros (B) que, por sua vez, transporta um anel
fenilico (C) como substituinte na posicdo 2. O anel de 6 membros (B) condensado
com o anel benzénico, ou é uma y-pirona (flavonais e flavonas) ou o seu derivado di-
hidro. A posicao dos substituintes benzénicos divide a classe destas moléculas em
flavonoides (substituicdo na posicéo 2) e isoflavonoides (substituicdo na posicéo 3)
(CUNHA, 2005; IWASHINA, 2000; SANDHAR et al., 2011).

Os flavonoides séo diferenciados através de seus substituintes, geralmente

ligados a grupamentos hidroxila ou metoxila na estrutura fundamental (aglicona) ou
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ligados a residuos de acucares, podendo ocorrer na forma de O-glicosideo ou C-
glicosideo (IWASHINA, 2000; CUYCKENS e CLOEYS, 2004).

O efeito da glicosilacdo é tornar o flavonoide menos reativo, mais polar e
solavel em 4gua, de forma que esta modificacdo pode ser considerada como uma
forma essencial de protecdo em plantas, evitando danos citoplasméaticos e,
armazenar de forma segura os flavonoides nos vacuolos celulares (JUSTESEN et
al.,, 1998; CUYCKENS e CLOEYS, 2004). Portanto, nas folhas das plantas os

flavonoides ocorrem predominantemente como conjugados glicosidicos.

Os flavonoides sao frequentemente oxigenados, substituidos com hidroxilas
e/ou metoxilas. As flavonas podem ser classificadas em varios subgrupos que sao
indicados, principalmente (i) hidroxilacdo, (i) O- metilacdo, (iii) C — metilacao, (iv)
isoprenilacdo ou (v) substituicdo metilenodioxi, além das estruturas aglicona S- e C-
glicosideos bem conhecidos (MARTENS e MICHOFER, 2005).

Os mesmos sao divididos em classes, mais comumente usada, flavonas,
flavondis, antocianinas, flavanonas e isoflavonoides (SAMUELSSON, 1999;
MARTENS e MITHOFER, 2005; ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

As flavonas e flavondis fazem parte de um grande grupo de flavonoides de
origens biossintéticas muito préximas. Como os flavonois séo flavonas substituidas
na posicdo C-3 por uma hidroxila ambos sdo, em geral, classificados juntos.
Justifica-se por suas analises, sinteses e reac¢des quimicas possuirem uma base
tedrica comum (MARTENS e MITHOFER, 2005; ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

A maioria das flavonas identificadas em plantas estdo sob forma conjugada,
com um ou mais agucares ligados aos grupos hidroxilas por uma ligagdo hemiacetal
facilmente destruida por hidrolise acida. As flavonas sédo derivadas da 2-
fenilcromona, possuem grupamento metoxila ou isoprenila ligados ao carbono 3 e
sdo chamadas de 3-metoxi-flavonas ou 3-prenilflavonas respectivamente
(ZUANAZZI e MONTANHA, 2010). Ocorrem principalmente como 7-O-glicosideos,
mas substituicbes podem ser encontradas em qualquer outra posicao hidroxilada
(MARTENS e MICHOFER, 2005).
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As flavonas podem ser encontradas em todas as partes das plantas, acima e
abaixo do solo, em 6rgéos vegetativos e reprodutores: tronco, folhas, brotos, casca,
cerne, espinhos, raizes, rizomas, flores, frutas, sementes e também em exsudato ou
resina (MARTENS e MICHOFER, 2005).

2.2.2 Iridoides

Iridoides sdo metabdlitos secundéarios da flora e fauna terrestre e aquética
encontrados em um grande numero de familias de plantas, geralmente como
glicosideos, e atuam na protecdo contra predadores, devido ao seu sabor amargo
(EL-NAGGAR e BEAL, 1980; GALVEZ et al., 2005; DINDA et al., 2007a). S&o
substancias monoterpénicas que possuem um esqueleto ciclopentano-[C]-pirano,

baseado na estrutura de iridano (Figura 3).

wC

OH

Figura 3. Estrutura do Iridano.
Fonte: Adaptado de DINDA et al. (2007a).

A clivagem oxidativa em C-7 e C-8 do anel ciclopentano fornece o chamado

seco-iridoidel-3 (Figura 4-A) e a clivagem do anel pirano origina derivados de
iridoides (Figura 4-B) (SAMPAIO-SANTOS e KAPLAN, 2001; DINDA et al., 2007a).
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Figura 4. Clivagem dos anéis e seus derivados. A) representacdo da estrutura quimica de seco-
iridoides, originados pela clivagem do anel ciclopentano; B) representagdo da estrutura quimica de
derivados de iridoides, gerados pela clivagem do anel pirano.

Fonte: Adaptado de DINDA et al. (2007a).

O termo “iridoide” foi utilizado pela primeira vez em 1950, sendo o primeiro
iridoide isolado de formigas Iridomyrmex que sintetizam iridodial, o qual possui
funcdo defensora (GALVEZ et al., 2005).

Apesar de terem sido inicialmente obtidos de formigas, a maior parte dos
iridoides isolados até hoje sdo provenientes de plantas, geralmente encontrados na
forma glicosilada. Esses compostos séo interessantes devido a inUmeras razdes,
estando relacionados com alcaloides indol monoterpénicos, possuem diferentes
atividades farmacoldgicas, sendo utilizados como marcadores quimiotaxondmicos
(GALVEZ et al., 2005; DINDA et al., 2007a).

Os iridoides podem ser divididos em dois grandes grupos: iridoides
carbociclicos e seco-iridoides. Modificacbes nestas estruturas principais dao origem
a inumeros compostos descritos na literatura (JENSEN, 1992). Por possuirem
distribuicdo restrita a determinados grupos de plantas, iridoides sdo considerados
importantes marcadores quimiotaxondémicos. Dentre as familias que possuem estes
compostos encontram-se Apocynaceae, Scrophulariaceae, Diervilaceae, Lamiaceae,

Lagamiaceae e Rubiaceae, entre outras (TUNDIS et al., 2008).

Sabe-se que a biossintese desses compostos é de alta complexidade, tanto

gue estudos realizados objetivando a elucidacdo de rotas sintéticas permitiram a

identificacdo de duas principais rotas, as quais determinadas em diferentes grupos

de téxons, auxiliando na determinacdo de relagfes filogenéticas (JENSEN, 1992).

Assim, determinou-se que a rota | origina iridoides carbociclicos e seco-iridoides,
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enquanto que a rota Il origina iridoides carbociclicos descarboxilados, e alguns seco-
iridoides com estrutura diferente dos produzidos na rota | (JENSEN et al., 2002).
Determinados grupos de plantas possuem exclusivamente a rota | ou rota Il
(JENSEN, 1992).

2.2.3 Feniletanoides

Feniletanoides glicosideos (FEG) sdo um grupo de compostos naturais
soluveis em agua amplamente distribuidos no reino vegetal. Estes metabolitos sdo
estruturalmente caracterizados como derivados do &cido benzoico, contendo anel
fenil-etil, ao qual é adicionada beta-glicopiranose (apiose, galactose, rhamnose ou
xilose) por éster ou ligacéo glicosidica respectivamente (RADEV, 2010). Na verdade,
alguns dos FEG também s&o conhecidos como fenilpropanoides glicosideos, devido
a presenca de uma ou mais porc¢des fenilpropila, contribuido pelo éster, formando
acidos aromaticos, tais como o acido cindmico, o acido caféico e acido ferulico (Fu et
al., 2008).

Estes compostos podem ser isolados de folhas, caules, frutos, flores, raizes e
casca de plantas, em familias como Acanthaceae, Asteraceae, Berberidaceae,
Buddlejaceae, Crassulaceae, Gesneriaceae, Lamiaceae, Magnoliaceae, Oleaceae,
Orobanchaceae, Plantaginaceae, Scrophulariaceae e Verbenaceae (FU et al., 2008;
RADEYV, 2010).

Sua classificacdo é estabelecida com base no numero, tipo e posi¢cdo dos
acucares na molécula ou as variacbes nas suas estruturas nucleares. Em geral, 0os
FEG na sua maioria encontrados até agora, ttm menos de quatro acucares na
molécula. A substituicdo no C-3 ' € uma caracteristica comum dos FEG com a-L-
ramnose, substituinte mais comum nesta posi¢cdo, como mostra a Quadro 1 (FU et
al., 2008).

Como feniletanoides sdo um grande grupo de metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas, estes tém desempenhado um papel importante em
estudos de quimiotaxonomia vegetal (FU et al., 2008).
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Extracdo de FEG a partir da planta é feita geralmente através de solventes
polares organicos (metanol e em menor grau, etanol e acetato de etila), seguido pela
dissolucdo do extrato bruto em agua e lavagem com solventes organicos. A
utilizacdo de gel de silica e CHCIls - MeOH ou CHCIs - MeOH - H20 como eluente é
muito comum, embora as condi¢des acidas envolvidas podem levar a decomposi¢cao
dos glicosideos (JIMENEZ e RIGUERA, 1994).
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Quadro 1. Feniletanoides dissacarideos com a-L-ramnose ligado ao C3’ da glicose.

R‘
A s R®
o
Me R
HO 5
HO
OH
Nome Ri|R2|Rs|Ra| Rs | Re Atividade Bioldgica Referéncia
2’-O-acetil-acteosideo Ac | Cf|H| H | OH | OH Inibidor da protefna quinase e 5-lipoxigenase NISHIMURA et al., 1990
. HERBERT et al.,, 1990; 2RAVN et al.,
Acteosideo Inibidor da proteina quinase?, aldose redutase? e da 1990; *KIMURA et al., 1987; ‘“KITAGAWA
formag&o de &cidos hidroxieicosatetraenoicos (5-HETEs). | €t al., 1987; **SHOYAMA et al., 1987;
(Kusagina) Antibacteriano?, fitoalexina®, citotéxico® e antioxidante”. A 12';?” f;lEﬂ-éT#?gov etM'Y';SE eigglzl-'
H|Cf|H|H| OH | OH |mistura dg a.cte083|de.com orob,aljch905|.deo tem proprled%jes SHOUGHTON e HIKINO, 1989 SASAKi
neurolépticas?, anti-hepatotdxico® e imunossupressori®. et al.. 1989: ANDARY et al.. 1980-
[ i- - u i-hipertensivol?, analgésico e | nang ' . 12¢ '
(Verbascosideo) Anti-tremor L-DOPA™, anti-hiper 0, g ANDARY et al., 1982; SATO et al.,
protegdo contra decaimento da aprendizagem em ratos'2. | 1995
(Crobanchina)
Campneosideo Il (B-hidroxi- |\ | ~ | 4 |on| on | on Antibacteriano e inibidor da formag&o de acidos Kﬁgigﬁétegla'-iégfﬁ
acteosideo) hidroxieicosatetraenoicos (5-HETES) v '
= . SATO et al., 1995
. . Prote¢do contra queda de comportamentos sexuais e de X
, ; KOBAYASHI et al., 1987
Cistanosideo C H| Cf | H | H/|OMe) OH aprendizagem em ratos e anti-estresse. © SHietal., 198
Cistanosideo D (isbmero E) | H Fr | H| H |OMe | OH Antiestresse KOBAYASHI et al., 1987
NISHIMURA et al., 1990; MIYASE et al.,
Isoacteosideo H Ifr | H| H| OH | OH Citotoxico, antioxidante e imunossupressor 1993; PETTIT et al., 1990; SASAKI et al.,
1989
Isomartinosideo H | H|Fr|H| OH |OMe Antioxidante MIYASE et al., 1993
Jionosideo C H|Cf|H|H H OH Inibidor de redutase da aldose e de 5-lipoxigenase NISHIMURA et al., 1990
Jionosideo D H|CfE|H|H]| OH |OMe Inibidor da aldose redutase NISHIMURA et al., 1990
Leucosceptosideo A H | Cf|H]|H]| OH]| oH Antioxidante MIYASE et al., 1993
Martinosideo H Fr | H| H | OH | OMe Antioxidante MIYASE et al., 1993
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2.3 ASPECTOS FARMACOLOGICOS

2.3.1 Flavonoides

Para os flavonoides foram relatados uma vasta gama de atividades bioldgicas
tais como anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antialérgica (COOK e SAMMAN,
1996; CUSHNIE e LAMB, 2005) antitumoral e vasodilatadora além de mostrarem
aplicabilidade no tratamento de doencgas neuro-degenerativas, (WIILIAMS et al.,
2004; CHEBIL et al., 2006; TSUCHIYA, 2010).

Flavonoides séo conhecidos por inibir a peroxidacao lipidica, agregacdo de
plaquetas, permeabilidade capilar, ciclo-oxigenase e atividades enzimaticas da
lipoxigenase. Eles exercem estes efeitos como antioxidantes, eliminadores de
radicais livres, quelantes de cétions divalentes (COOK e SAMMAN, 1996;
MIDDLETON et al., 2000; CHEBIL et al., 2006). Estes sao também referidos como
inibidores de enzimas como hidrolases, hialouronidase, fosfatase alcalina,
arilsulfatase, cAMP fosfodiesterase, lipase, a—glicosidase e quinase (NARAYANA et
al., 2001).

Pesquisas mostram que a posi¢cao na qual a porcao glicosidica encontra-se
ligada aos flavonoides pode estar diretamente associada a atividade biologica
apresentada por eles (OHMORI et al., 2000; HEIM et al., 2002; YANG et al., 2006).
Flavonoides livres ou na forma de glicosideos podem atuar de formas diferentes,
sendo que em muitos casos o0s glicosideos apresentam melhor atividade do que a
forma de aglicona livre (MISHRA et al., 2003).

A glicosilagdo também esta diretamente relacionada com a biodisponibilidade
dos flavonoides, pois alteram sua absorcao intestinal (HOLLMAN et al., 1995;
MATSUMOTO et al., 2004), bem como a posi¢cdo onde os acucares estao ligados,
pois afetam sua desglicosilacdo por células do intestino delgado e do figado (DAY et

al., 1998) sendo possivel alterar a agéo farmacoldgica esperada.
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2.3.2 Iridoides

Durante longo periodo iridoides foram ignorados quanto a sua importancia
farmacoldgica, porém, com a identificacdo quimica de diversas plantas medicinais, a
presenca de iridoides atraiu a atencdo de pesquisadores para estudos da
bioatividade dos mesmos (GHISALBERTI, 1998; DINDA et al., 2007b).

Dentre as atividades descritas para iridoides, destaca-se: anti-inflamatoria,
antiviral, antitumoral, antibacteriana, purgativa, inseticida, hepatoprotetora,
antialérgico, antiartritico, antifingica, antiespasmadica, neuroprotetora,
anticoagulante, entre outras (GHISALBERTI, 1998; DINDA et al., 2007b e 2011).

2.3.3 Feniletanoides

Alguns dos feniletanoides foram testados quanto a sua atividade bioldgica,
revelando acdo antioxidante, imunomoduladora, antibacteriana, anti-inflamatoria,
analgésica, neuroprotetora, vasodilatadora, cardiovascular, antifingica,

antiproliferativa, entre outras (FU et al., 2008).

O interesse especial por pesquisadores nos feniletanoides glicosideos,
principalmente na farmacologia destes compostos, € fundamentado em sua cadeia
lateral ligado a uma unidade de acido caféico. Isto porque estes compostos tém uma
baixa toxicidade e amplo espectro farmacolégico, o que os torna promissores em

termos de criag&do de novos farmacos de origem natural (FU et al., 2008).
Alguns compostos foram testados clinicamente, como o acteosideo, que

ajuda a reduzir a incidéncia de cataratas e neuropatias secundarias no diabético
(JIMENES e RIGUERA, 1994).
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2.4 CITOTOXICIDADE

Seguranca, eficacia e qualidade dos medicamentos a base de plantas séo os
desafios mais importantes para a pesquisa em medicina tradicional. Em 2013 a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) desenvolveu orientacbes técnicas e
metodologias de investigacdo sobre medicamentos fitoterapicos. Todavia, observou-
se também que alguns paises ndo seguem nenhum requisito regulamentar para a

avaliacdo da seguranca destes produtos (Organizacdo Mundial da Saude, 2005).

No Brasil, a seguranca do medicamento a base de plantas é certificada por
uso tradicional, pesquisas bibliograficas, ensaios pré-clinicos ou clinicos (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2010). Estudos pré-clinicos recomendados sdo o0s
testes de toxicidade em animais classicos (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2004), mas a consciéncia de questdes éticas referentes a experimentacdo animal
tornou-se mais proeminente aumentando a necessidade de reduzir, substituir e

aperfeicoar os ensaios com animais (PIERSMA, 2006).

A partir de meados da década de 1980, a tecnologia de cultura celular
comecou a ser amplamente utilizada na pesquisa toxicolégica (ZUCCO, 2004),
contribuindo para a avaliacdo toxicolégica in vitro. Os ensaios de citotoxicidade
utilizam diferentes parametros visando identificar a proliferacdo e morte celular, os
quais podem ser avaliadas por colorimetria e absorbancia devido a incorporacdo de
certas substancias (WEYERMANN et al., 2005).

Por ser um teste rapido, econémico e funcional o ensaio de MTT vem sendo
amplamente utilizado como um teste de rastreio para avaliar a citotoxicidade in vitro.
A sua aplicabilidade na avaliacdo de toxicidade de extratos de plantas tem sido

promissora.

O teste mostra a ruptura de uma funcéo bioquimica critica e efeitos de
citotoxicidade precoce (MALICH et al., 1997). O principio do teste baseia-se na
técnica desenvolvida por Mosmann (1983), no qual um sal de tetrazol amarelo e
solivel em agua MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazdélio) é reduzido na

membrana mitocondrial interna para um sal de formazan purpura pela acdo da
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succinato desidrogenase. O produto resultante indica o estado de atividade
mitocondrial e reflete o nUmero de células viaveis (TRIAGLIA et al., 1991; BUTLER,
2004; FRESHNEY, 2005; VANDEN BERGHE et al., 2013). E possivel que mesmo
apOs a morte da célula, a mitocéndria permaneca com a atividade desidrogenase
succinato intacta, sendo interpretado como sobrevida (BERRIDGE et al., 2005).
Alguns compostos podem também aumentar ou reduzir a atividade succinato
desidrogenase, sem afetar a sobrevivéncia da mitocondria (VANDEN BERGHE et
al., 2013), ou ainda, interagir com o sal de MTT (SHOEMAKER et al., 2004; PENG et
al., 2005; LUPU e POPESCU, 2013).

Outro ensaio utilizado neste trabalho e que proporciona uma estimativa
guantitativa do namero de células viaveis é o ensaio de incorporacdo do vermelho
neutro (VN). Esse baseia-se na absor¢cao e ligacdo do corante catidnico, na matriz
lisossomal de células viaveis depois de sua incubacédo juntamente com o agente que
sera avaliado quanto a toxicidade (BORENFREUND et al., 1988; TRIAGLIA et al.,
1991). Em condi¢Bes normais, o pH do lisossoma é inferior ao do citoplasma, com
isso, 0 corante preso no lisossomo é incapaz de deixar o interior da organela.
Lisossomos danificados diminuem a quantidade de corante retido na cultura, sendo
assim, a integridade lisossomal é um indicador altamente sensivel de viabilidade
celular (REPETTO et al., 2008).

Os mecanismos que causam a alteracdo na estabilidade da membrana dos
lisossomos ainda ndo sao totalmente conhecidos, mas podem envolver efeitos
diretos das substancias quimicas na membrana da célula ou aumentar a frequéncia
de lisossomos secundarios em células submetidas a exposicdo com a substancia
toxica (MAYER et al., 1992).
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3 MATERIAS E METODOS







3.1 MATERIAIS

3.1.1 Solventes em geral

Os solventes utilizados para este trabalho foram de procedéncia Merck,
Nuclear® e Quimex®. Dentre os solventes utilizados destaca-se metanol,
diclorometano, acetato de etila, todos de grau p.a. (analitico). Para CLAE os
solventes utilizados foram metanol grau CLAE de procedéncia Merck® e agua Milli-
Q®. Para os ensaios de citotoxicidade utilizou-se solucdo de vermelho neutro e
DMSO da Sigma®.

3.1.2 Reagentes especificos e Padrdes

Anisaldeido sulfurico reagente para polifendis e Reagente natural, reagente
especifico para flavonoides. Padrdo de verbascosideo fornecido pelo laboratério de
Farmacognosia da UFRGS.

3.1.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas

em cromatofolhas de gel de silica 60F254 Merck®.

3.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para obtencdo dos cromatogramas foi utilizado equipamento ALLIANCE
2695, software gerenciador Empower (WATERS) e detector de Ultravioleta/Visivel
(UV/Visivel 2487). A coluna cromatogréafica utilizada na analise foi da marca
Phenomenex® contendo fase reversa Cis (54) com dimensdes 250x4,6 mm
protegida por pré-coluna Lichrospher Merck® (10x4 mm d.i). O volume de injecéo foi

de 10 pL. O sistema utilizado foi gradiente linear com tempo de analise
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cromatografica final de 25 min, fluxo de 0,5 mL/min, tal como representado na
Tabela 1.

Tabela 1. Sistema gradiente utilizado para analise do perfil cromatografico em CLAE-DAD dos
extratos de raizes, caules, folhas e inflorescéncia de Glandularia selloi.

TEMPO FASE
(minutos) A%* FASE B%**
0 80 20
4 60 40
8 50 50
10 40 60
11 30 70
15 20 30
18 10 90
20 - 100
22 60 20
25 30 20
30 30 20

* Agua/ Metanol (90-10%)

** Metanol

3.1.5 Espectroscopia de RMN 'H e RMN 13C

Todos o0s espectros foram desenvolvidos a temperatura ambiente, em
solventes deuterados empregando como referéncia o tetra-metil-silano (TMS). Na
obtencdo dos espectros de RMN H, RMN 13C e 2D foram medidos a 25° C em um
espectrometro Varian MR400 (operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para 13C).
Os espectros foram registados em metanol deuterado CDsOD (Sigma) e agua
deuterada D20 (Aldrich, St. Louis, EUA).

3.1.6 Cromatografia de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(CLUE-EM)

O equipamento usado para obtencdo dos espectros de massas foi um
Cromatégrafo de Ultra Eficiéncia (WATERS) acoplado no Espectrometro de Massas
Q Tof Micromass (WATERS). A analise foi realizada por injecdo direta com volume

de injecdo de 0,6 pL, o sistema gradiente é apresentado na Tabela 2. A detec¢cédo

52



dos ions moleculares € realizada por elétron-spray positivo com energia de impacto
de 4,0x106°.

Tabela 2. Sistema gradiente para CLUE-EM para andlise dos compostos 2 e 4
isolados de extrato metandlico de folhas e caules de Glandularia selloi.

TEMPO FASE FASE
(minutos) A% B%
0 80 20
0,23 60 40
1,03 50 50
1,43 40 60
1,83 30 70
2,63 20 80
3,03 10 90
3,43 0 100
3,83 60 40
4,00 80 20
5,00 80 20
* Agua/ Metanol (90-10%)
** Metanol
3.2 METODOS

3.2.1 Coleta da amostra

As amostras de Glandularia selloi (Spreng.) Tronc. (raizes, caules, folhas e
inflorescéncias) foram coletadas no estado do Rio Grande do Sul, em Osaério, Morro
da Borussia, no periodo de floracdo (novembro, 2012). O vegetal foi identificado pela
Botanica Profa. Dra. Marcia Vignoli (UFCSPA), e a exsicata FOI depositada no
Herbério do Instituto de Biociéncias da UFRGS, sob o nimero 190416. A coleta do
material vegetal foi autorizada pelo CGEN/MMA (Conselho de Gestao do Patrimoénio
Genético - Ministério do meio Ambiente).

3.2.2 Preparagéo do material vegetal

O material fresco foi separado em raizes, caules, folhas e inflorescéncias e
seco em local ventilado & temperatura ambiente, posteriormente triturado em moinho

de facas. Para o screening em CLAE as raizes, caules, folhas e inflorescéncias
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foram pesadas individualmente. Pesou-se em balancga analitica 0,25 mg de material
seco e pulverizado, transferiu-se para tubo de ensaio com tampa e acrescentou-se 5
mL de metanol. As amostras foram submetidas a extracdo em ultrassom por 2 horas
sem aquecimento. Filtrou-se a solucdo com papel filtro. Apds, esta solucdo foi
transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL sendo ajustado seu volume até 10
mL. Este extrato foi filtrado com membrana filtrante hidrofébica (Millipore; 0,45 pum,

13 mm) para posteriormente ser analisado por CLAE-DAD.

Para as co-injecbes dos extratos metandlicos de raizes, caules, folhas e
inflorescéncia de Glandularia selloi usando padréo de verbascosideo usou-se viels
de capacidade de 1000 uL. Para cada extrato metandlico usou-se 2 viels o primeiro
acrescentou-se 150 uL de MeOH + 850 uL de amostra e o segundo 150 uL de

padrdo + 850 uL de amostra.

Para o isolamento dos compostos utilizou-se 3 g de folhas e 27 g caules os
guais foram submetidos separadamente a maceracao, por 3 dias, em metanol em
temperatura ambiente. Apés este periodo, o material foi submetido a ultrassom por 2
horas, sendo filtrado ao término e o remanescente submetido novamente em
maceracao com metanol pelo mesmo intervalo de tempo. Este processo repetiu-se
por mais duas vezes. Os extratos metandlicos foram reunidos e o solvente eliminado
em evaporador rotatério. Apdés a secura do extrato, lavou-se com 5 mL de
diclorometano para retirar parte da clorofila. O rendimento do extrato metandlico de
folhas foi de 2,1% e para o extrato metandlico de caules o rendimento foi de 5,51%.

3.2.3 Isolamento dos compostos

3.2.3.1 Folhas

O extrato de folhas foi submetido & CC (dimensdes 35 cm x 3 cm) utilizando
gel de silica como fase estacionaria e como eluente diclorometano e metanol em
ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 82 fragdes que foram monitoradas
através de CCD analitica.
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3.2.3.2 Caules

O extrato de caule foi submetido a CC (dimensfes 35 cm x 3 cm) utilizando
gel de silica como fase estaciondria e como eluente diclorometano e metanol em

ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 43 fracoes.

3.2.4 Ensaios de Citotoxicidade

As células foram semeadas (1,5x 10%cels/mL; 200 plL/orificio), em
guadruplicata, em microplaca de 96 orificios em meio de cultura DMEM,
suplementadas com 10% de soro bovino fetal e expostas por 24 horas a diferentes
concentragfes dos extratos metandlicos de raizes, caules, folhas e inflorescéncias
de Glandularia selloi (0,1%; 0,5%; 1%; 5%; 10%). Como controle negativo foram
utilizadas células mantidas em meio de cultivo padrdo. Ao final das 24 horas, todos

0s grupos foram submetidos aos ensaios do MTT e do VN.

3.2.4.1 Teste de viabilidade de linhagem celular pela redu¢cdo do MTT

Foram adicionados 10 pL da solucédo de 5 mg/mL do corante de MTT em cada
orificio. Apdés exposi¢éo por 2 horas, o meio de cultura foi removido e 200 puL de
dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados a cada orificio, para solubilizagédo dos
cristais de formazan. A absorbéncia foi verificada a 570 nm em leitora de
microplacas. O teste MTT avalia a atividade metabdlica das células quantificando a
reducdo metabdlica do MTT pelas desidrogenases mitocondriais, cuja coloragéao

pode ser mensurada por espectofotometria.
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3.2.4.2 Ensaio de Citotoxicidade Vermelho neutro

As células foram cultivadas em condi¢cdes padrdao de manutencéo celular.
ApOs o periodo de incubacédo, o meio foi removido e as células foram expostas a 200
pL de um novo meio de cultura adicionando diferentes concentragdes dos extratos
metandlicos de raizes, caules, folhas e inflorescéncias de Glandularia selloi e
controle (0,1%; 0,5%; 1%; 5%; 10%). ApoOs incubacédo por 24 horas, o meio foi
removido por aspiracdo e substituido por 200 uL meio de cultura DMEM sem soro
fetal bovino contendo 50 pL/mL de vermelho neutro. As placas foram incubadas por
3 horas a 37 °C. O meio foi removido e 200 pL de uma solugéo fixadora de cloreto
de calcio 1% em formaldeido 0,5% foi adicionado e mantido por 5 minutos. A seguir,
os cultivos foram lavados 3 vezes com tampao fosfato. Entdo, uma solucao de acido
acético 1% em etanol 50% foi adicionada em cada orificio e a placa foi colocada em
agitador por aproximadamente 10 minutos para solubilizacdo do corante. A
absorbancia de cada orificio foi lida em 540 nm em leitora de microplacas. O teste
avalia a capacidade das células, especialmente lisossomos, em incorporar o
corante. Substancias que causam danos a membrana celular ou interferem nesse

processo diminuem a capacidade da célula em incorporar o vermelho neutro.

3.2.4.3 Analise estatitica

Os dados obtidos a partir de ensaios in vitro de citotoxicidade foram
expressos como meédia e desvio padrdo, em valores percentuais relativos ao
controle negativo. ANOVA de 1 via e pos-teste de Duncan foram utilizados para
analise estatistica com o programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 19.0 para Windows. O nivel de significancia foi de p < 0,05.
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4 RESULTADOS







4.1 PERFIL CROMATOGRAFICO

Os diversos 6rgdos do vegetal em estudo (raizes, caules, folhas e
inflorescéncia) foram submetidos ao processo de extracdo conforme método
apresentado no item 4.2.2. Os extratos de raizes, caules, folhas e inflorescéncia de
Glandularia selloi foram analisados por CLAE (em anexo). Pode-se observar que
todas as amostras, apresentam um pico predominante com t; similar. O espectro de

UV deste composto majoritario € apresentado na Figura 5.
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0.50]

0.00

L L | TR T ] T T (L T
220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00
nm

Figura 5. Espectro de UV do pico majoritario dos extratos metanodlicos de raizes, caules, folhas e
inflorescéncia de Glandularia selloi analisados.

Este espectro de UV é similar ao composto verbascosideo, feniletanoide
presente em taxons da familia Verbenaceae, jA descrito para Verbena officinalis
(JIMENEZ e RIGUERA, 1994; FUNES et al., 2010; REHECHO et al., 2011;
SCHONBICHLER et al.,, 2013), Stachytarpheta cayennensis (L.C. Rich) Vahl
(SCHAPOVAL et al., 1998; LEITAO et al., 2005; PENIDO et al., 2006), Lippia
javanica Spreng., Lantana camara Linné (OLIVIER et al., 2010; OYOUROU et al.,
2013) e Lippia alba (Mill.) N.E.Br. (BARBOSA et al., 2006).

Verifica-se também a presenca de um pico com t; = 10,2 que antecede 0 pico
majoritario e outro pico posterior com tr = 10,9 sendo visivel em todos os extratos
metanadlicos. Esses picos possuem espectro de UV semelhante ao pico majoritario,

entretanto, apresentam somente um maximo de absorbancia de 329,5 nm.
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Andlise por CLAE-DAD de padrao verbascosideo fornecido pelo laboratério de
Farmacognosia da UFRGS possibilitou verificar o t; e espectro de UV em 254 nm. Na
figura 6 observa-se tr 11,0 minutos do verbascosideo e seu espectro de UV com 2
méaximos de absorbancia.
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Figura 6. Perfil cromatografico do padréo de verbascosideo.

Na figura 7 verifica-se os t, do pico majoritario nos extratos metandlicos de
Glandularia selloi os quais foram similares quando comparados entre si, entretanto,
comparando-se com o padrdo, constata-se que o composto apresenta t- 11,0
minutos. Contudo, o0 composto dos extratos metandlicos e o padrdao de
verbascosideo ndo apresentaram diferenciacdo no UV, e ndo houve variacdo nos

maximos de absorbancia indicado pelo CLAE-DAD.
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Figura 7. Cromatogramas dos extratos metandlicos de raizes, caules, folhas e inflorescéncia de
Glandularia selloi e Padréo de verbascosideo. Legenda: Padréo - padrao de verbascosideo;
A — Raizes; B — Folhas; C - Caules; D — Inflorescéncias.
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Nos cromatogramas dos extratos metandlicos de raizes, caules e
inflorescéncias observa-se um pico com t. médio de 7,2 minutos com intensidade
aproximadamente de 0,15 mAU. Os espectros de UV desse pico nos 3 extratos,
apresentam um maximo de absorcdo em 229,7 nm como mostrado na Figura 8. O
perfil deste espectro de UV sugere a presenca de iridoide, grupo de compostos
presente na familia Verbenaceae.
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FIGURA 8. Cromatogramas dos extratos metandlicos de raizes, caules, folhas e inflorescéncia de

Glandularia selloi e espectro do pico com tr 7,2 minutos.
Legenda: A - Raizes; B - Folhas; C - Caules; D - Inflorescéncias
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Nos cromatogramas de extratos metandlicos de caules, folhas e
inflorescéncias é possivel verificar dois picos com t; médio; 11,8 e 12,1 minutos
respectivamente que nédo sao separados neste sistema de solventes. Todavia,
fornecem um espectro de UV sem variagao de absorbancia. A intensidade dos picos
€ maior no extrato das folhas aproximadamente 0,20 e 0,30 mAU respectivamente e
com menor intensidade para o extrato das inflorescéncias como mostra a Figura 9.
Destaca-se também a presenca de um pico com t médio de 13,7 minutos
apresentando maior intensidade no extrato de folhas aproximadamente 0,70 mAU
(Figura 10).

4.2 ESCOLHA DAS FRACOES DA CROMATOGRAFIA EM COLUNA DO EXTRATO
DAS FOLHAS E CAULES

A escolha das fracbes da cromatografia em coluna obtidas do extrato
metandlico das folhas de Glandularia selloi, deu-se pela andlise em cromatografia
em camada delgada. Para o extrato das folhas foram selecionadas as fragbes 20-25
e 35-47, eluidas no sistema eluente de diclorometano:metanol (80:20 v/v) e
visualizada sob luz UV (254 nm). Ao utilizar o reagente anisoaldeido sulfurico como
revelador, verificou-se coloracdo amarelada, indicando composto polifenol. Contudo,
ao nebulizar Reagente natural, as manchas foram positivas para flavonoides,

apresentando coloracao amarelada.

A fracdo 66 foi eluida no sistema eluente de diclorometano:metanol (80:20
v/v) e visualizada sob luz UV (254 nm). Posteriormente, foi revelada com reagente
anisoaldeido sulfarico apresentando coloragdo marron esverdeado, indicando

presenca de composto polifenol.
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Figura 9. Cromatogramas dos extratos metandlicos de raizes, caules, folhas e inflorescéncia de

Glandularia selloi e espectro do pico com ty médio de 12,1 minutos. Legenda: A — Raizes; B —
Folhas; C - Caules; D — Inflorescéncias
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Figura 10. Cromatogramas dos extratos metandlicos de raizes, caules, folhas e inflorescéncia de

Glandularia selloi e espectro do pico com tr 13,7 de minutos. Legenda: A — Raizes; B — Folhas; C -
Caules; D - Inflorescéncias
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Para o extrato de caules foram selecionadas as fracdes 14-16 e 34, eluidas
no sistema eluente de diclorometano:metanol (80:20 v/v) e visualizadas sob luz UV
(254 nm). Ao nebulizar o reagente anisoaldeido sulfurico sobre a cromatoplaca, as
manchas apresentaram coloragdo amarelada, indicando composto polifenol. Porém,
ao revelar com Reagente natural, as manchas das fracoes 14-16, estas foram
positivas para flavonoides. Comparando com as fracées 20-25 do extrato das folhas,

verificou-se o mesmo Rf de 0,58.

4.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS

4.3.1 Composto 1

O espectro de RMN 'H para o composto 1 obtido na fracdo 66 do extrato

metanolico das folhas esta apresentada na Figura 11.

A comparacao dos sinais, os deslocamentos quimicos e as constantes de
acoplamento (J) obtidos da projecdo do RMN !H do composto com os valores

contidos na literatura para o verbascosideo esta apresentada no Quadro 2.

Pode-se destacar no espectro RMN 'H do composto 1 a presenca de um
conjunto de sinais em 4 6.61 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6), 6 6,71 (1H, d, J =12,0 Hz, H -
2), 66,83 (1H, d, J =4,0 Hz, H-5"), 6 6,98 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-6"") e 5 7,10 (1H, d,
J =12,0 Hz, H-2"). Estas ressonancias sao caracteristicas da presenga de sistemas
aromaticos, sendo parte de uma porcao-cafeoil. Essa porcao-cafeoil € devido aos
sinais de dois hidrogénios em 6 6,29 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8") e 6 7,65 (1H, d, J =
16,0 Hz, H-7""). Sinais de hidrogénio em & 2,83 (1H, m, H-7), 3,71 ppm (1H, m, H-8a)
e 6 3,98 (1H, m, H-8b), revelaram que o segundo sistema aromatico faz parte da
porcdo feniletanoide. O espectro de RMN 'H também apresentou um nimero de
sinais entre 3,00 e 4,00 ppm, 0 que sugere a existéncia de ac¢lucar na molécula. Um
sinal em 6 1,11 (3H, d, J = 8,0 Hz, H-6") é observado para os 3H do grupo CHs

correspondente a ramnose e, além disso, um sinal em & 5,22 (1H, m, H-17)
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designado ao hidrogénio de um a-L-ramnose. O sinal do hidrogénio de glucose (-
hexopiranose) em 6 4,41 (1H, d, J = 8,0 Hz,
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Figura 11. Espectro de RMN !H para a substancia isolada, verbascosideo.
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H-1'). Comparando-se os dados de RMN 'H com os dados publicados por
Budzianowski e Skrzypczak (1995) e Gitzel Filho e colaboradores (2012), levou-se a

proposa de ser a substancia verbascosideo.

Quadro 2. Comparacéo dos valores de RMN H obtidos para o composto 1 e valores
encontrados na literatura para verbascosideo.

Budzianowski e Skrzypczak, 1995 Composto 1 Gitzel Filho et al., 2012
a 1
Posicao RMN *H - Verbascosideo RMN *H RMN “H -
Verbascosideo
TipodeC[ & (ppm) [ I (Hz) [ (ppm) [ I (Hz) [ & (pm) [ I (H2)
Cafeico
1 C - - - -
2" CH 7,05 d(2,1) 7,10 d (2,0) 7,07 d (2,0
3" C
4" C
5" CH 6,78 d (8,4) 6,83 d (8,0) 6,79 d (8,2
6" CH 6,96 dd (2,1; 8,4) 6,98 d (80 | 697 |dd(822;2,0)
" CH 7,59 d (15,9) 7,65 d (16,0) 7,60 d (15,9)
8" CH 6,27 d (15,9) 6,29 d (16,0) 6,28 d (15,9)
9" C=0
Feniletanoide
1 C
2 CH 6,69 d (1,8) 6,71 d (2,0) 6,71 d (2,0)
3 C
4 C
5 CH 6,67 d (84) 6,69 m 6,69 d (8,1)
6 CH 6,56 dd (1,8; 8,4) 6,61 d (8,0 6,58 d (8,1)
7 CH, 2,79 t (7,8 2,83 m 2,8 m
8 CH, |4,05-3,73/m,dd (53;7,8)|398-371 m |4,05-3,75 m
Glucose
1 CH 4,37 d (7,8) 4,41 d (8,0 4,39 d (7,9)
2' CH 3,39 dd (7,8; 9,3) 34 d (9,2;7,9)
3 CH 381 t (9,3) 3.8 m 381 t (9,2)
4 CH 4,92 t (9,3) 5,16 m 4,93 m
5 CH 3,56 m
6' CH, 3,61- 3,55 m 3,71 - 3,55 m 3,71- 3,56 m
Ramnose
1" CH 5,18 d (1,8) 5,22 5,20 d (2,0)
2" CH 3,91 dd (1,8; 3,0) 3,92 m 3,93 m
3" CH 3,58 dd (3,0; 9,6) 3,68 3,59 m
4" CH 3,3 t 3,34 t 3,32 m
5" CH 3,53 dq (9,6; 6,0) 3,59 m
6" CH, 1,09 d (6,0) 1,11 d (8,0) 1,10 d (6,2)
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A estrutura proposta para o composto 1, verbascosideo, é apresentada na

figura 12.
5
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Figura 12. Estrutura verbascosideo.
Fonte: Gitzel Filho et al., 2012.

4.3.2 Composto 2

O espectro de RMN H para o composto 2 obtido das fragées 20-25 do extrato
metandlico das folhas e as fracBes 14-16 do extrato metanodlico dos caules esta

apresentado em anexo.

O espectro de RMN 'H (em anexo) do composto 2 apresentou sinais em &
7,58 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6"), § 7,44 (1H, s, H-2"), § 6,94 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5) e §
6,97 (1H, s, H-3) atribuidos a hidrogénios ligados a carbono sp2. O sinal em & 3,87
(3H, s, H-OCH&3) foi atribuido a hidrogénios de grupo metoxila. Os dubletos em & 5,20
(1H, d, J =8,0 Hz, H-6) e 5 6,74 (1H, H-8), foram atribuidos a hidrogénios aromaticos
com relagcdo meta entre si. Sinais na regido 6 2,0 + 1,0 indicam presencga de dois
grupos acetilados e sinais na regido de 3,0 e 4,0 ppm sugerem a presenca de dois
acucares na molécula. A posicao de glicosilacdo € em C-7, ja que os valores séo
compativeis com a literatura (SAHIN et al., 2004; PARK et al., 2007; ALIPIEVA et al.,
2009).
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O espectro de RMN 3C (em anexo) apresentou sinais 6 182,46 (C-4), &
151,52 (C-4"), & 164,64 (C-7), § 162,74 (C-2), & 161,59 (C-5), & 157,33 (C-9), &
148,52 (C-3'), & 121,62 (C-1'), § 120,90 (C-6’), 5 116,12 (C-5'), § 110,81 (C-2'), &
103,89 (C-3), § 105,80 (C-10), § 99,57 (C-6) e & 95,04 (C-8). Um sinal em & 56,45 foi

associado a um carbono sp® oxigenado.

O espectro de massas (em anexo) obtido € compativel com uma flavona do

tipo crisoeriol, juntamente com dois acucares e diacetilacdo na molécula. O espectro

de massas da flavona mostrou pico em (m/z 732, [M*]), correspondente ao ion

molecular. A comparacéo dos dados de RMN H e *3C do composto 2 com aqueles

publicados na literatura (Tabela 3) indicou a estrutura 5,7,4" tri-hidroxi -3'-

metoxiflavona (crisoeriol) para a aglicona desta flavona (Figura 13), descrita pela

primeira vez para o género Glandularia.

Tabela 3. Comparacdo de dados de RMN 13C do composto 2 com os descritos na literatura para

crisoeriol (PARK et al., 2007).

Composto 2 Crisoeriol
C 6C 8C
2 162,74 163,7
3 103,89 103,2
4 182,46 181,8
5 161,59 161,5
6 99,57 98,56
7 164,64 164,2
8 95,04 94,1
9 157,33 157,4
10 105,80 103,7
1 121,62 121,5
2' 110,81 110,2
3 148,52 148,1
4' 151,52 150,8
5' 116,12 115,8
6' 120,90 120,4
3'OMe 56,48 56,0
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Pelos dados espectroscépicos verifica-se a presenca duas oses e dois
acetatos. Esta porcdo da molécula ainda ndo estd totalmente definida, sendo
necessarios outros métodos espectroscopicos como NOESY, que serdo obtidos

oportunamente.

Figura 13. Estrutura do crisoeriol

4.3.3 Composto 3

O espectro de RMN 'H (em anexo) obtido das fracdes 35-47 do extrato
metandlico das folhas para o composto 3 apresentou sinais em 4 7,59 (1H, d, J = 4,0
Hz, H-6"), 8 7,57 (1H, s, H-2'), § 6,94 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5') e § 6,97 (1H, s, H-3)
atribuidos a hidrogénios ligados a carbono sp2. O sinal em 6 12,95 (1H, s, 5-OH)
corresponde a uma hidroxila em posicdo para a uma carbonila e um sinal simples e
intenso em & 3,87 (3H, s, H-OCHz) atribuidos a hidrogénios de grupo metoxila. Os
dubletos em & 5,17 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6) e 5 6,80 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), foram
atribuidos a hidrogénios aromaticos com relacdo meta entre si. Sinal na regido 4 2,0
+ 1,0 para RMN 'H e sinal 170, 43 ppm para RMN 13C confirmam a presenca de
grupo acetilado. Sinais na regido de 3,0 e 4,0 ppm sugere a presenca de acucar na
molécula. A posicdo de glicosilagdo € em C-7, ja que os valores sdo compativeis
com a literatura (SAHIN et al., 2004; Park et al., 2007; ALIPIEVA et al., 2009)
conforme apresentado na tabela 7.

O espectro de RMN*3C apresentou sinais § 182,46 (C-4), § 164,62 (C-7),
162,99 (C-2), 6 161,56 (C-5), 6 157,38 (C-9), 6 148,52 (C-3’), 6 121,68 (C-1'), o
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120,96 (C-6’), 6 116,23 (C-5"), & 110,78 ( C-2’), 6 105,77 (C-3), 6 103,87 (C-10), o
98,21 (C-6) e 5 95,08 (C-8). Um sinal em & 56,45 foi associado a um carbono sp?
oxigenado. A Tabela 4 mostra a comparacéo dos dados adquiridos no RMN 3C com

a literatura.

Tabela 4. Comparacdo de dados de RMN 13C do composto 3 com os descritos na literatura para
crisoeriol (SAHIN et al., 2004).

Composto 3 Crisoeriol
C 6C 8C
2 162,99 164,2
3 103,87 103,4
4 182,46 182,0
5 161,56 161,1
6 99,56 99,3
7 164,62 162,6
8 95,08 94,8
9 157,38 156,9
10 105,77 105,3
1 121,68 121,1
2' 110,78 110,2
3 148,52 148,1
4' 151,2
5' 116,23 115,7
6' 120,96 120,5
3'OMe 56,45 56,9

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H e 13C
(HMBC) em anexo, mostrou os acoplamentos a longa distancia entre o hidrogénio
em 6 6,97 (H-3) com os carbonos em & 162,99 (C-2), 6 105,77 (C-10) e 0 H da
metoxila em & 3,87 com o carbono 6 148,52. (C-3’). Nesta analise, observa-se ainda
a posicao relativa do grupo metoxila no carbono 3’, sendo possivel determinar
através da correlacdo do hidrogénio do grupo metoxila em & 3,87 (O-CHs) com o

carbono em 5 148,52 (C-3’), como mostrado na sub-estrutura abaixo (Figura 14).
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A reunido de todos os dados espectroscOpicos descritos acima permitiu

sugerir para o composto 3 a estrutura de uma flavona.

Figura 14. Sub-estrutura do composto 3
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O espectro de RMN heteronuclear 'H e 13C a uma ligacdo com deteccdo no

canal de hidrogénio (HSQC) permitiu associar os sinais de hidrogénio da aglicona a

maioria de seus carbonos (Tabela 5).

Tabela 5. Correlagao heteronuclear de RMN !H e 13C (HSQC e HMBC) do composto 3.

13C HSQC HMBC
C 5C 8H
2 162,99 (H-3)
3 103,87 6,97 (1H, s)
4
5
6 99,56 6,38 (1H, d, J=0,72 Hz)
-
8 95,08 6,80 (1H, d, J=0,24 Hz)
9
10 105,77 (H-3)
T
2' 121,68 7,57 (1H, s)
3 148,52 OCHs
T
5' 116,23 6,97 (1H, s)
6' 120,96 7,57 (1H, s)
OCHs 56,45 3,87 (3H,s)
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4.3.4 Composto 4

O espectro de RMN *H (em anexo) para o composto 4 obtido da fracdo 34 do
extrato metanolico de caules revelou a estrutura de um iridoide. A comparacéo de
RMN 13C da literatura com os valores obtidos, confirmou a estrutura e o modelo do
composto, permitindo a identificacdo de 6B-OH-ipolamiida (Tabela 6). O valor de
RMN 13C (em anexo) da metila do C-10 (8 19,75) na literatura € muito similar com
outros compostos como o lamiol e harpagida. Este fato se da pois todos tem uma
funcao B-hidroxila no C-6, um grupo metileno no C-7, uma B-hidroxila e uma a-metila
no C-8.

Tabela 6. Comparacéo de dados de RMN 13C do composto 4 com os descritos na literatura para 68-
OH-ipolamiida (DE LUCA et al., 1983).

Composto 4 6B- OH —ipolamiida
C 6C 8C
1 93,63 94,2
3 151,78 154,5
4 113,36 112,8
5 69,62 70,4
6 - 74,5
7 44,97 47,0
8 74,1 74,1
9 56,72 59,1
10 19,75 23,6
11 168,19 169,0
OMe 51,76 52,7
1 99,3 99,3
2' 72,35 73,3
3 75,9 76,1
4 69,64 70,4
5' 76,31 77,2
6' 60,03 61,5

Os dados obtidos do composto 4 também sdo similares ao iridoide ipolamiida,
entretanto, o sinal no C-8 é mais blindado na B-OH-ipolamiida do que na ipolamiida.

Isto, seria devido a falta do efeito Y da OH do C-6 e, no C-5 aparece um sinal mais
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desblindado para a ipolamiida como encontrado para outros iridoides glucosideos
tendo C-5/C-6 uma funcédo B-cis-diol. Este comportamento esta de acordo com a

interagao cis-diaxial entre as hidroxilas (DE LUCA et al., 1983).

A estrutura proposta para 683- OH-ipolamiida (Figura 15) também esta de
acordo com os valores encontrados no espectro de RMN 'H. Um sinal em § 4,71
(1H, d) indica presenca de hidrogénio anomérico de glucose B. Os sinais 6 3,69 (s,
COz2, Me), 6 2,35 (d, H-9) e 5 1,00 (s, 10-Me) também foram observados.

Hy,C—0

Figura 15. Estrutura de 6-8- OH — ipolamiida

Na analise em CLAE-EM, o espectro de massas do composto 4 obtido por
injecdo direta exibiu um pico ion molecular [M+Na]* em 445 m/z, que consiste na

formula molecular C17H26012.

4.4 CITOTOXICIDADE

A preparacdo dos extratos foi descrita no item 4.2.1, sendo 0 extrato
metandlico submetido a secura em fluxo de nitrogénio e ressuspendido com agua.
As Figuras 16A a 16D apresentam os resultados obtidos pelos testes do MTT e
Vermelho neutro para avaliacdo dos efeitos citotoxicos dos extratos das partes de

Glandularia selloi.

Observou-se alteracdes nas funcdes celulares em todos os extratos em

ambos 0s ensaios, entretanto, ndo se observou um efeito dose dependente. O efeito
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citotéxico ocorreu com doses mais baixas de extrato aquoso, ou seja, 0 meio de
cultura com extrato resultou em valores de atividade mitocondrial ou de viabilidade

lisossomal abaixo de 70% em relacéo ao controle negativo.

O teste do Vermelho neutro mostrou diminuicdo significativa na viabilidade
celular a partir da concentracdo de 10 pg/mL para os extratos de raizes, folhas e
inflorescéncias em 24 horas de tratamento. Curiosamente, para o extrato de caules,
apenas a concentracdo mais baixa, 0,01 pg/mL, mostrou-se citotdxica tanto para o

teste de VN como para o MTT.

Todavia, o teste de MTT revelou efeito citotoxico em todas as concentracfes
dos extratos, entretanto, na maior concentracdo dos extratos de raizes e

inflorescéncias o efeito anti-proliferativo foi menor.

As alteracbes morfolégicas provocadas pelos extratos das partes da
Glandularia selloi sdo apresentadas na Figura 17. O efeito de destacamento das
células da superficie de crescimento € visivel na concentracdo 10 ug/mL no extrato
de raizes (Figura 17-A), no extrato de folhas na concentragdo de 100 pg/mL (Figura
18-0) e no extrato de caules na concentragao de 0,01 pg/mL.

Algumas células comecaram a perder a sua forma caracteristica, tornando-se
redondas e de tamanho mais reduzido, acabando por desprender da superficie de
crescimento. Com o0 aumento gradual da concentragcdo nos extratos de folhas
(Figura 17 N e O) respectivamente, verificou-se o decréscimo do niumero de células
aderentes e 0 aumento do numero de células em suspensdo. A morfologia do

controle negativo manteve-se inalterada durante as 24 horas de tratamento.
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Figura 16. Comparacao entre os valores de viabilidade celular pelo teste do MTT e VN em células
Vero expostas a (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/mL) por 24 horas dos extratos de raizes, caules, folhas e
inflorescéncias de Glandularia selloi. Cada ponto representa a média de 3 replicados + desvio padrao.
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A) Raiz - 0,01ug/ml

B) Raiz - 0,1ug/ml

C) Raiz - 1ug/ml

D) Raiz - 10ug/ml

E) Raiz - 100ug/ml

Controle Negativo

F) Caule - 0,01ug/ml

G) Caule - 0,1ug/ml

H) Caule - 1ug/ml

I) Caule - 10ug/ml

J) Caule - 100ug/ml

K) Folha - 0,01ug/ml

L) Folha - 0,1ug/ml

M) Folha 1ug/ml

N) Folha - 10ug/ml

0) Folha - 100ug/ml

P) Inflor. - 0,01ug/ml

Q) Inflor. - 0,1ug/ml

R) Inflor. - 1ug/ml

S) Inflor. - 10ug/ml

T) Inflor. - 100ug/ml

Figura 17. Morfologia de células vero expostas aos extratos aquosos das partes de Glandularia selloi

por 24 h.




DISCUSSAO GERAL
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O género Gandularia € representado por cerca de 80 espécies, sendo que 80
ocorrem na América do Sul e do Norte. Para o territério nacional encontra-se 33
espécies dentre elas Glandularia selloi. Contudo, ndo ha dados fitoquimicos
referentes a nenhuma espécie deste género no Brasil. E surpreendente que um
género com tantas espécies e de distribuicdo relativamente farta em algumas
regides do estado do Rio Grande do Sul, ndo tenha sido estudada quimica e/ou

biologicamente até o momento.

Os perfis quimicos apresentados nos cromatogramas das diversas partes de
Glandularia selloi demonstraram composi¢cao semelhante quanto a TR e espectro de
UV. Entretanto, foi possivel verificar visualmente concentracfes diferentes nos
extratos. O extrato de raizes é 0 que apresenta menor concentracdo de compostos
quimicos quando comparado aos demais extratos, porém, pode-se afirmar que o

verbascosideo € o composto majoritario em todos os extratos.

Constatou-se que para os extratos de folhas e caules ha presenca de um
composto com espectro de UV semelhante ao destinados a flavonas em maior
guantidade quando comparados ao extrato de raizes e inflorescéncia. Entre estes
extratos, este composto apresenta-se em maior concentracdo no extrato de folhas.
Também é possivel visualizar que a expressao de compostos apds 13 minutos até

18 minutos nos cromatogramas é maior no extrato de folhas.

No extrato metandlico de inflorescéncias foi possivel visualizar a presenca de
dois compostos em maior quantidade apdés 18 minutos no cromatograma, 0 que nao

é verificado nos demais extratos.

Os feniletanoides glicosideos ocorrem amplamente em dicotiledéneas. As
familias mais amplamente estudadas sao Scrophulariaceae (35 espécies), Oleaceae
(25 espécies), Plantaginaceae (25 espécies), Lamiaceae (15 espécies) e
Orobanchaceae (14 espécies). O primeiro feniletanoide glicosideo a ser estudado foi
0 verbascosideo em 1925 por Bridel e Charaux. Esse composto também é
conhecido como acteosideo, kusagina e orobanchina, frequentemente ocorrendo em

uma mistura de fenilpropanoides glicosideos estruturalmente relacionados. Contudo,
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geralmente é o constituinte principal, compreendendo até 6% do peso seco de
material foliar (SCOGIN, 1992; JIMENEZ e RIGUERA, 1994).

Feniletanoides tém desempenhado um papel importante em estudos de
quimiotaxonomia vegetal. Exemplo a citar é o estudo qualitativo e quantitativo de
feniletanoides em extratos metandlicos de cinco espécies do género Phlomis
(Lamiaceae), incluindo Phlomis nissolii, P. leucophracta, P. bruguieri, P. russeliana e
P. kurdica. Os resultados demonstraram que as variacdes no teor de feniletanoides
podem ser usadas para estudo quimiotaxondmicos dentro do mesmo género
(JIMENEZ e RIGUERA, 1994; KIRMIZIBEKMEZ et al., 2005)

Estudos demonstram propriedades antioxidantes para verbascosideo (HE et
al., 2000). Lin e colaboradores (2004) demonstraram que sete feniletanoides,
incluindo verbascosideo, extraidos de Orobanche caerulescens Stephan
(Orobancheceae) foram capazes de suprimir a formacao de conjugado de dieno com

uma poténcia mais elevada do que o resveratrol, um fendlico antioxidante da uva.

Em algumas doencas, como cancer, danos ao DNA induzidos por radicais de
oxigénio tem sido muitas vezes considerado como um evento causador. Assim, a
busca por inibidores de radicais eficazes antes de causar danos no DNA ou agentes
gue podem reparar o DNA em idade critica é crucial. Li e colaboradores (1997)
verificaram que verbascosideo e pediculariosideo A podem suprimir a formacéo de

lesdo na timina e sao, portanto, radioprotetores e potenciais anticancerigenos.

O composto verbascosideo, isolado do extrato metandlico das folhas, foi
identificado por técnicas espectroscopicas, substancia relatada pela primeira vez

para esta espécie.

No espectro de UV visivel foi possivel visualizar picos de absorbancias
caracteristicos de flavonas: Banda | (usualmente 300 — 380 nm) e Banda Il
(usualmente 240 — 280 nm) (MABRY et al., 1970). O composto 2 e 3, isolados de
extratos metanolicos de folhas e caules, foram identificados como flavonoide do
grupo das flavonas, crisoeriol. O conjunto crisoeriol diacetilado e diglicosilado é

inédito, sem precedentes para a familia Verbenaceae e demais familias.
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Flavonas s&o marcadores quimiotaxondmicos, a presenca de tipos
especificos de flavonas O-glicosidicas em algumas espécies de plantas tem
implicacbes para a pesquisa quimiossistematica. Contudo, trabalhos apresentam
crisoeriol acetilado na familia Lamiaceae, a citar como exemplo a Sideritis lanata
(Lamiaceae), crisoeriol 7-O-(6-O-acetil-B-Glcp) isolado das partes aéreas (ALIPIEVA
et al., 2009). Sarkhail e colaboradores (2006) isolaram de Phlomis olivieri Benth. e
Phlomis persica Boiss.(Lamiaceae) verbascosideo e crisoeriol 7-O-B-D-glucosideo; e
crisoeriol 7-B-D-(3”-E-p-coumaroila) glucosideo e lamiideo, respectivamente.

Maiores discussGes acerca da importancia destes metabdlitos identificados
neste taxon, no contexto taxondmico das espécies de ocorréncia no estado do Rio

Grande do Sul, devem aguardar estudos posteriores em outras espécies do género.

Neste trabalho ndo foi possivel confirmar a localizacdo da acetilacdo de
ambas as flavonas isoladas assim como seus respectivos acglcares. Contudo, a
glicosilacdo é compativel com valores da literatura, sugerindo que a mesma ocorra
no carbono 7 do anel A. Sabe-se também que € mais comum e frequente encontrar
glicosilacdo em 7-OH ou 4’ -OH em flavonas do que em 5-OH (VEITCH e GRAYER,
2011).

O composto 4, um iridoide, foi identificado sendo 6-B-ipolamiida. Iridoides
representam um grupo grande de ciclopentano (c) pirano monoterpenos que Sao

geralmente glicosideos, presente em um grande namero de familias de plantas.

Em espécies da familia Lamiaceae a atividade antitumoral foi atribuida a
ipolamiida, presente em Phlomis armienica e Scutellaria salviifolia (SARACOGLU et
al., 1995). Da mesma forma, a atividade anti-inflamatéria determinada para espécie

Stachytarpheta cayennensis (Verbenaceae), também deve-se a esse composto.

Neste estudo, os ensaios de MTT e VN foram capazes de mostrar os efeitos
celulares de extratos aquosos das partes de Glandularia selloi. O extrato aguoso das
folhas foi 0 Unico que apresentou efeito dose-dependente. Isto poderia ser justificado
pela presenca de verbascosideo que apresenta citotoxicidade ja relatada e formador
de radicais livres (Fu et al., 2008), justamente 0 que 0s testes empregados avaliam,
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estresse oxidativo através da liberacdo de radicais livres. Entretanto, comparando o
extrato de folhas com o extrato de raizes, onde o verbascosideo € o composto
majoritario e o que apresenta maior concentracao dos demais, o efeito citotoxico nao
€ tdo expressivo quanto no extrato das folhas. Contudo, esses resultados nos
mostram que outros compostos mesmo em menores concentragcdes podem estar

envolvidos nesse processo.

No extrato aquoso de caules verificou-se perda de 60% de viabilidade celular
na menor concentracdo 0,01 pg/mL, diferente do extrato de folhas em que nessa
concentracdo a perda celular foi em torno de 20%. Efeito inverso foi observado na
maior concentracdo, de 100 pg/mL, somente 20% de viabilidade celular. Sendo os
extratos semelhantes em relacdo a composicdo quimica, o que poderia estar
causando essa diferenca nos resultados seria a concentragcdo dos compostos
quimicos. Os compostos observados apds 13 minutos no cromatograma do extrato
de caules sdo menores que no extrato de folhas, sendo assim, em concentracdes
mais baixas atuariam como protetores e em concentracbes mais altas como
oxidantes. Também, existe outra diferenca, a presenca de iridoide em maior
concentracdo no extrato de caules, composto que poderia estar atuando como um

protetor.

Com estes resultados obtidos é possivel verificar a presenca de atividade
antiproliferativa e citotoxica desta espécie, indicando seu potencial terapéutico para
inibicdo do ciclo celular.

Quanto ao extrato de caules, segundo Fikejo (1994), testes de genotoxicidade
devem ser realizados quando a atividade antiproliferativa se mostra tao eficiente em
concentracOes baixas, pois fornece excelente parametro de analises citotoxica, além
da observacédo da ocorréncia de alteracbes cromossdmicas no ciclo celular usado

como indicativo para prevenir o consumo humano deste taxon.

Importante salientar, que muitos dos agentes empregados na terapia do
cancer, sao derivados de fontes naturais e foram descobertos a partir de testes de
citotoxicidade por inibirem a proliferacdo de células cancerosas em modelos in vitro
e in vivo (CRAAG e NEWMAN, 2005).
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CONCLUSOES







Este trabalho relata o primeiro estudo quimico e biolégico da espécie
Glandularia selloi, planta nativa do Rio Grande do Sul.

Verificou-se que os extratos de raizes, caules, folhas e inflorescéncias de
Glandularia selloi apresentam composicdo semelhante, porém, concentracdes
diferentes.

Constatou-se que o verbascosideo € o composto majoritario em todas as

partes da planta, mas apresenta maior concentracdo nas raizes.

Foram isolados e identificados 4 compostos dos caules e folhas de
Glandularia selloi, verbascosideo, crisoeriol diglicosilado-monoacetilado e, crisoeriol

diglicosilado-diaetilado e 6-B3-ipolamiida.

As flavonas enontradas até o momento sdo estruturas inéditas descritas para

a familia Verbenaceae e demais familias.

Testes de citotoxicidade demonstraram que o extrato metandlico das folhas
apresentou um efeito dose-dependente. O extrato metandlico de caules apresentou
um comportamento inverso do extrato das folhas, sendo mais citotoxico na
concentracdo menor. Sendo assim, esses resultados sugerem que o verbascosideo

€ um co-adjuvante no efeito citotoxico dos extratos.

Outros ensaios com diferentes tipos celulares incluindo linhagens tumorais

ajudariam elucidar possiveis efeitos biologicos dos extratos.
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