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PHYTOCHEMICAL STUDY OF THE DECOCT FROM THE LEAVES OF Maytenus truncata Reissek AND THE EVALUATION
OF THE ANTINOCICEPTIVE, ANTIEDEMATOGENIC AND ANTIULCEROGENIC ACTIVITIES OF THE DECOCT EXTRACTS.
The present paper describes the phytochemical investigation and biological activities of the chloroform, ethyl acetate and methanol

extracts of leaf decocts of M. truncata Reiss (Celastraceae). Our studies afforded two flavonoid glycosides, quercetin-3-O-

rhamnopyranosyl-O-glucopyranosyl-O-rhamnopyranosyl-O-galactopyranoside (1) and kampferol-3-O-rhamnopyranosyl-O-
glucopyranosyl-O-rhamnopyranosyl-O-galactopyranoside (2) from the methanolic extract and dulcitol (3) from the ethyl acetate extract.

Ethyl acetate and methanol extracts exhibited considerable antiulcerogenic and analgesic activities. The results of the phytochemical

studies suggest that the healing activity of methanol extracts can be related to the presence of glycosyl flavonoids.
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INTRODUCAO

As plantas da familia Celastraceae estdo agrupadas em 98 gé-
neros e cerca de 1264 espécies e podem ser encontradas principal-
mente nas regides tropicais'. Muita importincia tem sido dada a
estas espécies por apresentarem uma grande variedade de ativida-
des farmacoldgicas, tais como anti-reumadtica, antibacteriana,
antitumoral (tratamento do cancer de pele), acdo curativa em feri-
das de pele, agdo antiulcerogénica, cicatrizante e antiinflamatdria,
inseticida e imunossupressora’.

Quanto aos constituintes quimicos ja isolados dos extratos de
diferentes espécies de Celastraceae, observa-se que estes tém se
mostrado ricos em substincias de natureza esteroidal e triterpe-
noidica, como triterpenos pentaciclicos friedeldanicos e quino-
noidicos, sesquiterpenos, secofriedelanos e esterdides. Também ja
foram isolados de Celastraceae derivados agarofuranicos, cate-
quinas, proantocianidinas, glicosideos, flavondides glicosilados e
alcal6ides piridinicos sesquiterpénicos®.

Maytenus truncata Reissek é popularmente conhecida como
“todo lado”, “todo jeito”, “drvore de natal” e também como
“espinheira santa”. Uma curiosidade € sua presenga em ornamen-
tos de Natal. Este arbusto € encontrado na Bahia, na regido de Jequié,
em meio a caatinga. Na medicina popular, suas folhas sdo utiliza-
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das na forma de chd ou de tintura de biotonico para tratamento de
ulceras gédstricas e de doencas do ttero. Em recente revisdo, foi
discutido o problema de uso de plantas medicinais sem o conheci-
mento de sua quimica®. No caso de Maytenus truncata essa neces-
sidade ¢ ainda maior, em virtude de seu emprego por via oral. Com
o objetivo de investigar a validade do uso do chd de M. truncata na
medicina tradicional, foi feita uma avaliag@o bioldgica do decocto
obtido das folhas, bem como dos extratos obtidos do decocto com
cloroférmio, acetato de etila e metanol, além de um estudo
fitoquimico nos extratos. Os extratos foram submetidos a testes de
atividade antinociceptiva, antiedematogénica e antiulcerogénica.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN foram registrados em D,0O, em espectrd-
metro Bruker Advance DX-400 usando TMS como padrdo de refe-
réncia.

Os espectros de massas foram registrados em equipamento
Thermofinnigan modelo LCQ Advatage com fonte de ionizagdo
electrospray, obtidos no modo positivo.

Os espectros obtidos na regido do infravermelho foram
registrados em espectrofotometro Shimadzu FTIR-8400 ou FTIR-
408, em pastilhas de KBr.
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Os espectros obtidos na regido do ultravioleta-visivel foram
registrados em espectrofotometro Hitachi U-2010.

Nas andlises por CCD foram utilizadas placas de silica gel 60
G Merck e placas preparadas com silica gel 60 G F254 (Merck)
com 0,25 mm de espessura. As cromatoplacas foram observadas
sob luz ambiente e UV (254 e 365 nm) e/ou reveladas com reagentes
especificos.

Nas andlises cromatogréficas por coluna, foi utilizada silica gel
60 (70-230 mesh) Merck.

As andlises por CLAE foram realizadas em aparelho Shimadzu
LC-6AD com detector fotodiodo modelo SPD-M10A e as por con-
tra corrente, em equipamento Pharmatech modelo HSCCC-1000
com coluna de 850 mL, utilizando sistema acetato de etila-n-
butanol-dgua (2:5:5), sendo que a fase mdvel, superior, foi eluida
com fluxo de 1 mL/min. e rotacdo de 1200 rpm.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Metler FP82
equipado com processador Metler FPSOHT e ndo foram corrigidos.

Coleta do material e preparacio de extratos

Folhas de M. truncata foram coletadas nas margens do Rio das
Contas, na cidade de Jequié, Bahia. Uma exsicata encontra-se de-
positada no herbario do Museu de Histéria Natural de Belo Hori-
zonte-MG, sob o nimero 25306A.

Depois de separadas, as folhas foram secas, moidas e, posteri-
ormente, submetidas a decoc¢@o para obtengdo de extrato aquoso
semelhante ao chd utilizado na medicina popular, segundo levanta-
mento etnofarmacolégico realizado em Jequié. O extrato foi pre-
parado obedecendo-se a propor¢do aproximada de 10 g de folhas
por L de dgua. Ap6s o inicio da fervura, o pé das folhas (100 g) foi
colocado na dgua (10 L) e apds 3 min o material foi filtrado a
vécuo. A solugdo obtida foi submetida a aquecimento em tempera-
tura de 50 °C sob ventilac@o para evaporagdo da dgua, por 48 h. O
material obtido foi seco em dessecador e pulverizado, levando a
obten¢do de 24 g de decocto.

Os extratos (Se) foram preparados a partir do decocto, que foi
submetido a extra¢do exaustiva em aparelho de Soxhlet utilizando-
se a seguinte seqiiéncia de solventes: cloroférmio, acetato de etila
e metanol. Ap6s remogdo dos solventes em evaporador rotatério
sob pressdo reduzida, cada extrato foi aquecido em banho de areia
e colocado em dessecador para total evaporagdo do solvente. Em
média, 24 g de decocto foram extraidas fornecendo aproximada-
mente 240 mg de extrato obtido com cloroférmio (SeCF), 1,2 g de
extrato obtido com acetato de etila (SeAE) e 12 g de extrato obtido
com metanol (SeME). Este procedimento foi repetido vdrias vezes
para obten¢do dos extratos em quantidade suficiente para realiza-
¢do dos fracionamentos.

Prospeccao fitoquimica dos extratos

Uma prospec¢do cromatografica em CCD foi feita, visando
comparar os extratos (SeCF, SeAE e SeME). Foram utilizados
reagentes especificos para as classes quimicas alcaldides, flavo-
ndides, taninos e polifendis, esterdides e triterpendides, acicares e
acidos carboxilicos, conforme procedimentos descritos por Wagner
e Bladt®. Padrdes de compostos quimicos previamente isolados de
outras espécies de plantas também foram utilizados como repre-
sentantes das classes detectadas em CCD.

Fracionamento dos extratos

5 g de SeAE foram cromatografados em coluna de silica gel
obtendo-se 18 fracdes de 500 mL. Apds evaporagdo do eluente fo-
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ram observados cristais em forma de agulha nas fragdes 16 e 17,
que foram identificados como dulcitol (3).

Ap6s andlise por CCD utilizando como eluente n-
BuOH:H,0:AcOH (65:15:25) e NP (“Natural Products reagent”)
como revelador’, SeME foi fracionado por cromatografia em con-
tra corrente por gotas, sendo coletadas 123 fracdes de 25 mL. Apds
andlise por CCD as fracdes semelhantes foram reunidas em 11 gru-
pos. A andlise destes grupos por CLAE em escala analitica levou
ao fracionamento dos grupos G1 a G4 através de CLAE preparativa.
As fragdes obtidas desses grupos fracionados foram reunidas em
dois grupos: GH e GI. GH (11,5 mg) e GI (15,5 mg) apresentaram-
se como soOlidos e foram identificados como flavondides
tetraglicosilados derivados da quercetina (1) e do canferol (2), res-
pectivamente.

Ensaios bioldgicos
Doses

Inicialmente foi realizada a curva dose-resposta do decocto, bem
como dos extratos, nas doses de 12,5; 25; 50; 120 e 240 mg/kg.
Posteriormente, a partir dos resultados obtidos do estudo da curva
dose-resposta, foram utilizadas as doses 120 e 240 mg/kg para es-
tudo dos extratos SeAE e SeME.

Animais

Nos experimentos foram utilizados camundongos Swiss, pe-
sando entre 25 e 35 g e ratos Wistar machos (pesando 220 + 20 g),
provenientes do biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG,
mantidos em condi¢des de temperatura e umidade controladas e
no ciclo claro escuro de 12 h, seguindo o protocolo experimental
(N° 038/02) aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA) da UFMG.

Nocicep¢do e edema de pata induzido por formaldeido

Foram utilizados camundongos (machos e fémeas). Os ani-
mais foram climatizados por 3 dias na sala de experimentagdo
antes de cada experimento. Cada grupo experimental consistiu
em 6 animais, sendo colocados 3 camundongos por caixa. Os
animais foram mantidos no ciclo claro escuro de 12 h (07:00 -
19:00 h), temperatura de 23 + 2 °C, umidade 50-60%, alimenta-
dos com ragdo comercial do tipo Purina e dgua filtrada ad libitum.
No dia anterior ao experimento, foi realizada a subdivisdo dos
animais em grupos e mantidos em jejum, somente com dgua,
durante 17 h.

A resposta nociceptiva e o edema foram induzidos®’ por injegdo
subcutanea (s.c.) de 0,02 mL de uma solucdo 0,92% de formaldeido
em salina estéril no dorso da pata direita do camundongo (ipsilateral).
O mesmo volume de salina estéril foi injetado na mesma regido da
pata esquerda (contralateral). Os extratos foram administrados p.o.
120 min antes da inje¢do da solugio de formaldeido.

O periodo durante o qual os animais permaneceram lambendo
as patas foi determinado em intervalos de 5 min, ao longo de 30
min. A primeira fase de resposta nociceptiva ao formaldeido
correspondeu aos primeiros 5 min apds a injecdo, enquanto que a
segunda fase correspondeu ao intervalo entre 15 e 30 min.

Quatro horas ap6s a administragdo do formaldeido, os ani-
mais foram sacrificados e suas patas ipsilateral e contralateral
foram cortadas e pesadas em balanga analitica. O edema foi ava-
liado pela diferenca de peso entre as patas ipsilateral e contra-
lateral®’.
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Avaliagdo da lesdo gdstrica em ratos

Foram utilizados trés modelos para avaliar a lesdo géstrica com
os extratos SeAE e SeME (doses 120 e 240 mg/kg), como descrito
por Silva et al.8. No primeiro modelo adotou-se a técnica modifi-
cada por Nascimento et al.’. Assim, 6 h ap6s a administragdo os
animais foram transferidos para caixas individuais e submetidos a
estresse ao frio. Apds esse perfodo, os animais foram sacrificados
e seus estdmagos removidos.

No segundo modelo (antitdlcera), adotou-se a técnica modifi-
cada descrita por Sairam et al.'. No quarto dia, os animais foram
submetidos a estresse ao frio. Apds esse periodo, os animais foram
sacrificados e seus estdmagos removidos.

No terceiro modelo (cicatrizagdo), os animais foram submetidos
a estresse ao frio e tratados p.o. com os extratos (120 e 240 mg/kg)
durante 3 dias consecutivos. Cimetidina (100 mg/kg) foi adminis-
trada como controle. Seis h ap6s a tltima administragdo, os ani-
mais foram sacrificados e seus estdmagos removidos para exame
em estereoscépio (Metrimpex-PZ, Labimex, Hungary). As lesdes
foram graduadas de acordo com sua severidade em 1 + (petéquia <
1 mm); 2 + (erosdo de 1-3 mm) e 3 + (eros@o > 3mm) e o indice de
lesdo foi calculado de acordo com Szelenyi e Thiemer''. Apéds re-
mocao do estdmago, através de pequena incisdo préxima ao piloro,
foi medido o pH géstrico.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos fitoquimicos

O espectro obtido na regido do infravermelho para o precipita-
do cristalino, em forma de agulhas, isolado do SeAE mostrou ca-
racteristicas tipicas de um polidlcool, pela presenca de uma banda
larga de grande intensidade em 3800-3100 cm™ (v O-H), e bandas
intensas na regido de 1150 a 1000 cm™ (v C-O). O espectro de
RMN de 'H mostrou a presenga de um dupleto em & 3,54 (J = 6,8
Hz), atribuido aos hidrogénios H-1 e H-6; um multipleto em & 3,52,
atribuido aos hidrogénios H-3 e H-4 e um dupleto duplo em & 3,81
(J = 6,6 Hz), atribuido aos hidrogénios H-2 e H-5. O espectro de
RMN de "*C apresentou apenas trés sinais indicando a simetria
molecular e a regido dos sinais (8 73-63) reforcou a presenca de
grupo hidroxila em cada um dos carbonos. Os carbonos foram clas-
sificados por DEPT-135 como sendo um metileno e dois metinos,
atribuidos ao carbono terminal (& 63,20) e aos estereocentros C-3
(8 69,59) e C-2 (8 70,20), respectivamente. Todos estes dados su-
geriram a estrutura do dulcitol (3) para o sélido cristalino (Figura
1). A identifica¢@o foi confirmada pela comparacido dos espectros
e do ponto de fusdo com aqueles®* de uma amostra de dulcitol pre-
viamente isolada de Austroplenckia populnea, bem como pela com-
paracdo por CCD.

H,OH

HO——H

HO——H

CH,OH

1 R=OH
2R=H

Figura 1. Compostos isolados do decocto de M. truncata
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O fracionamento do SeME por cromatografia liquida de alta
eficiéncia levou a obtengdo de duas substincias (1 e 2, Figura 1)
cujos espectros na regido do UV apresentaram duas bandas de ab-
sor¢do, uma na faixa de 240-280 nm (banda II) e outra na faixa de
300-400 nm (banda I), caracteristicas de compostos de natureza
flavonica?. Em geral, a banda II pode ser atribuida ao anel A do
sistema benzoila e a banda I ao anel B, do sistema cinamoila'”.

A substancia 1 apresentou-se como um sélido amarelo escuro
com ponto de fusdo 204,6-207,2 °C. O espectro obtido na regido
do IV para 1 apresentou méaximo de absor¢do em 3400 cm’!, indi-
cando a presenga de grupo hidroxila, e outra banda de absor¢do em
aproximadamente 1660 cm™, indicando a presenga de uma carbonila
conjugada. As bandas de absor¢do em 1600, 1510 e 1460 cm™, de
estiramentos C=C, sugeriram a natureza aromdtica da substancia.
A comparacdo de seu espectro com o de compostos flavonoidicos
glicosilados isolados da espécie M. ilicifolia mostrou semelhancas
entre os espectros’®.

Os espectros obtidos na regido do UV confirmaram o caréter
aromdtico de 1, sendo evidenciada sua natureza fendlica pelo des-
locamento batocromico dos maximos de absor¢do no espectro ob-
tido em meio alcalino. O espectro em MeOH mostrou bandas in-
tensas com maximos de absor¢do em 260 e 355 nm, sendo compa-
tivel com um flavonol ou com uma flavona'?.

O deslocamento batocromico da banda II de 45 nm, observado
apds adicdo de NaOMe sem diminuigdo da intensidade da banda, evi-
denciou a presenga de um grupo hidroxila no dtomo de carbono C-4’.

A adig@o de acetato de sédio permitiu avaliar a presenca de
hidroxila no dtomo de carbono C-7. O deslocamento batocromico
da banda II de 10 nm, observado apds a adicdo de NaOAc, sugere
presenca de hidroxila livre em C-7 e auséncia de grupo hidroxila
em C-6 e C-8, pois quando estas estdo presentes o deslocamento
batocromico € quase imperceptivel. Entretanto, a adi¢do de H,BO,
ndo regenera a curva original de 1, sugerindo presenca de sistema
ortodiidroxi. O deslocamento batocromico evidenciado na banda I
sugeriu presenca de grupos hidroxila nas posi¢des C-3’ e C-4’.

A adigdo de AICI, provocou um deslocamento batocrdmico nas
bandas I e II, sugerindo presenca de sistemas ortodiidroxi e um
grupo hidroxila em C-5. Apés a adigdo de dcido, confirmou-se a
presenca de sistema ortodiidroxi em C-3" e C-4’ pelo deslocamen-
to hipsocrdmico da banda I e de um grupo hidroxila em C-5 pela
quase manuten¢do do comprimento de onda da banda II.

O espectro de RMN de 'H de 1 mostrou sinais referentes a
hidrogénios aromaticos, caracteristicos de um flavonol apresen-
tando oxigenagdo nas posi¢des 3’ e 4’2, além de sinais em J 6,37 e
6,18 (J = 2,0 Hz) referentes a hidrogénios meta-acoplados, carac-
teristicos de H-6 € H-8 e sinais em & 7,69 (d, J = 2,1 Hz), 7,58 (J =
8,5 ¢ 2,1 Hz) e 6,88 (J = 8,5 Hz) referentes a hidrogénios do anel B
oxigenado em C-4’ e C-3’ e correspondente a H-2’, H-6’ e H-5",
respectivamente. Esses dados associados aos dos espectros na re-
gido do UV e a coloracdo alaranjada da mancha apds revelacio
com NP’ sugerem a presenca do nicleo da quercetina na substin-
cia 1. Sinais em 6 5,60 (d, J = 7,8 Hz; galactose), 5,24 (s, ramnose),
4,56 (d, J=7.6; glicose) e 4,54 (d, J = 1,9 Hz; ramnose) referentes
a quatro hidrogénios anoméricos e sinais em & 1,02 (d, J = 6,2 Hz)
e 1,17 (d, J = 6,2 Hz) referentes a grupo metila da molécula de
ramnose, indicaram a presenca de duas moléculas deste actcar.

Apesar de pouco comum a formacdo da molécula protonada na
ionizacdo por ESI pela presenca de varios agucares, no presente
trabalho esse fon foi observado mesmo sem adi¢do de 4cido ou
aditivos competidores (alto poder de coordenagdo)'. O espectro
de massas apresentou o pico referente ao fon protonado [M+H]*
em m/z 919, sendo este compativel com a férmula molecular

C,H,0,,. O espectro forneceu ainda picos proeminentes referen-
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tes a moléculas cationizadas com sédio (rm/z 941 [M+Na]) e potés-
sio (m/z 957 [M+K]).

A presenca do nicleo da quercetina (302 Da) foi confirmada
pela fragmentac@o da espécie de m/z 941, originando o fragmento
de m/z 639, que corresponde a glicona cationizada com sédio (Fi-
gura 2). O fragmento formado, m/z 639, foi também fragmentado e
sugeriu a perda de uma desoxiexose (146 Da), originando o frag-
mento de m/z 493, que corresponde a um trissacarideo, cuja frag-
mentagdo sugere a perda de uma hexose (162 Da), originando o
fragmento de m/z 331, que corresponde a um dissacarideo. As evi-
déncias acima mencionadas associadas a dados da literatura de
espectros de RMN de 'H de um tetraglicosideo flavonico isolado
de Maytenus aquifolium' permitiram propor para a substincia 1 a
estrutura do quercetina-3-O-ramnopiranosil-O-glicopiranosil-O-
ramnopiranosil-O-galactopiranosideo.

, R=0H m/7 941
R= H m/z925 R

OH n
4
OH
o

HAOH
CHy
) (;%

K iu, p
L O Na

(R =0H 302 Da)
(R=H 286 Da)

+

/7 639 -
o 0,
& >
on o
(146 Da)
r oH & i
0H
OH oH OoH
OH
o 9 No on
? o on 7 ™
OH H
i
A
o CHOH Na
N miz 331
L A el (162 Da)

m/z 493
Figura 2. Representagdo da fragmentagdo de 1 e 2

A substancia 2 apresentou-se como um sélido amarelo escuro
com ponto de fusdo 197,6-199.4 °C. O espectro obtido na regido
do IV para 2 indicou a presenga de grupos hidroxila, caracterizada
pela banda forte em 3000 a 3500 cm™. A banda em 1660 cm™ indi-
cou presenca de carbonila conjugada®. As bandas de absor¢do em
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1600, 1510 e 1460 cm™, devidas a estiramentos C=C, sugeriram a
natureza aromdtica da substancia. A comparagdo de seu espectro
com o da substancia 1 mostrou semelhancas sugerindo tratar-se,
também, de um flavondide glicosilado.

O espectro na regido do UV obtido para a substancia 2 em
metanol revelou um perfil tipico de flavonol, com bandas intensas
em 266 e 350 nm'. Observou-se deslocamento batocromico dos
méximos de absorcdo apds adi¢do de NaOMe, indicando a presen-
¢a de uma hidroxila fendlica. Os deslocamentos batocromicos ob-
servados, apés adi¢do de NaOAc, indicaram existéncia de grupos
hidroxila com carater acido acentuado, tanto no anel A como no
anel B do nucleo flavonoidico. Tal observagdo sugere a presenga
de hidroxilas em posi¢do C-4 e C-4’. A superposi¢do dos espectros
obtidos antes e ap6s adigdo de NaOAc/H,BO, indicou a auséncia
de um sistema orto-diidroxi. O deslocamento batocrdmico, apds a
adigdo de AICI,, mostrou a presenca de hidroxila quelatogénica,
pois ndo houve alteracdo da curva apds adicdo de HCL

O espectro de RMN de 'H de 2 mostrou sinais referentes a
hidrogénios aromaticos, caracteristicos de um flavonol apresen-
tando oxigenacdo nas posi¢des C-5, C-7 e C-4’'2: dois dupletos em
87,7 (J=17,6Hz)e 6,71 (J = 8,6 Hz) atribuidos aos hidrogénios do
anel B, oxigenado em C-4’, e correspondendo aos hidrogénios H-
2’, H-6’, e H-3", H-5’, respectivamente; sinais em & 6,19 e em 6,00
referentes a hidrogénios do anel A meta-acoplados, tipicos de H-8
e H-6, respectivamente, que foram suprimidos com a supressio do
sinal do solvente. Esses dados, juntamente com dados dos espec-
tros na regido do UV, e a colora¢do da mancha amarela esverdeada
apds revelagdo com NP° sugerem a presenca do nticleo do canferol
na substancia 2'%; sinais em 6 0,90 (J = 6,2 Hz) e 1,10 (J = 6,3 Hz)
referentes ao grupo metila da molécula de ramnose, indicando pre-
senca deste agticar na parte glicona da substincia'?.

O espectro de massas forneceu o pico referente ao fon protonado
[M+H]* em m/z 903, sendo este compativel com a férmula molecular
C,H,0,,. A fragmentagdo da molécula cationizada com sédio,
m/z 925 deu origem ao fragmento de m/z 639 e confirmou a pre-
senca do nucleo do canferol (286 Da) em 2 (Figura 2). O espectro
que representa a fragmentacdo da espécie de m/z 639 mostrou-se
idéntico ao obtido para 1, confirmando a identidade das gliconas.
Este fato aliado as demais andlises espectrais e ao fato de dois
tetrassacarideos' bastante similares possuindo apenas nicleos
flavonicos diferentes terem sido isolados de Maytenus aquifolium
(um derivado do canferol e outro da quercetina) permitiram suge-
rir para a substancia 2 a estrutura do canferol-3-O-ramnopiranosil-
O-glicopiranosil-O-ramnopiranosil-O-galactopiranosideo.

Quercetina-3-0-ramnopiranosil-O-glicopiranosil-O-ramno-
piranosil-O-galactopiranosideo (1): p.f. 204,6-207,2 °C; UV (A__,
nm, MeOH): 260, 355; +NaOMe: 270, 400; +NaOAc: 270, 384;
+NaOAc+H,BO,: 270, 384; +AICl,: 275, 440; +AICL.:275, 360. IV
(V4 cm', KBr): 3400, 1660, 1600, 1510 e 1460. RMN 'H (400 MHz,
D,0): 6 6,37 ¢ 6,18 (J = 2,0 Hz, H-8 e H-6), 8 7,69 (d, J = 2,1 Hz, H-
2%),7,58 (J=8,5Hze 2,1 Hz, H-6") 8 6,88 (J = 8,5 Hz, H-5") 8 5,60 (d,
J=7.8Hz, h-17), 524 (s, H-1""), 4,56 (d, J = 7,6 Hz, H-1"""") e 4,54
(d,J=19Hz,H-1"");8 1,02 (d,J=6,2Hz,H-6"") e 6 1,17 (d, J=6,2
Hz, H-6""). ES-MS: m/z (modo positivo): 919 [M+H]*, 941 [M+Na]*,
957 [M+K]*, 639 [G+Na]=[gli.ram.gal.ram+Na], 493 [G+Na-ram],
331 [G+Na-ram-gli].

Canferol-3-O-ramnopiranosil-O-glicopiranosil-O-ramnopiranosil-
O-galactopiranosideo (2): p.f. 197,6-199,4 °C; UV (Xmax, nm, MeOH):
266 e 350; +NaOMe: 275 € 400; +NaOAc: 275 e 375; +NaOAC+H3BO3:
266 e 350; +AICL: 278 e 400; + AICL+HCI: 278 e 400. IV (v, cm,
KBr): 3000 a 3500, 1660, 1600, 1510 ¢ 1460. RMN 'H (400 MHz,
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D,0):67,7(d,J=76Hz,H-2 e H-6)e 66,71 (d,J=8,6Hz,H-3" e
H-5%) 8 6,19 (s, H-8), 6 6,00 (s, H-6), 0,90 (/ = 6,16 Hz, H-6’") ¢
1,10 (d, J = 6,3 Hz, H-6""). ES-MS: m/z (modo positivo): 903 [M+H],
925 [M+Na]*, 639 [G+Na] = [gli.ram.gal.ram+Na], 493 [G+Na-ram],
331 [G+Na-ram-gli].

Dulcitol (3): p.f. 182-187 °C (Lit? 191 °C); IV (v, _, cm™', KBr)
3800-3100, 1150 a 1000; RMN 'H (400 MHz, D,0): § 3,54 (d, J =
6,8 Hz), 3,52 (), 3,81 (dd, J = 6,6 Hz); RMN “C (100 MHz, D0,
§) 63,20 (C-1 e C-6), 69,59 (C-3 e C-4); 70,20 (C-2 e C-5).

Ensaios biolégicos

O estudo da curva dose-resposta mostrou (Figura 3) que a dose
de 120 mg/kg do decocto apresentou melhor efeito antinociceptivo
que as demais doses estudadas, na segunda fase do processo. Na
primeira fase desse estudo nao foi observada diferenca significati-
va entre as mesmas. Porém, na avaliagdo do efeito antiedemato-
génico (Figura 4) ndo foi observada diferenca significativa entre as
doses administradas e o controle.

200
——= Controle l
12,5 mg/Kg
@ 150 - oo 50,0 mg/Kg
% mmmm 120,0 mg/Kg
£ 1 240,0 mg/K
£ 100 - e
)
©
o
Q.
S
i)

Fases
Figura 3. Efeito do decocto de folhas de Maytenus truncata sobre o tempo de
lambida da pata, por camundongo, apds injegcdo de formaldeido (0,92%,
s.c.). *Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle ( P < 0.05); 1 =
primeiros 5 min e 2 = 15 a 30 min

Peso da pata (g)

Controle 12,5 50,0

120,0 240,0
Tratamento (mg/kg)

Figura 4. Efeito do decocto de folhas de Maytenus truncata em edema de
pata de camundongo, 4 h apos injegdo de formaldeido (0,92%, s.c.)

Os resultados obtidos neste estudo sugeriram a utilizagdo da
dose de 120 mg/kg nos ensaios de nocicepcdo e edema dos extratos
SeCF, SeAE e SeME, visto que o uso de doses menores diminui a
possibilidade de efeitos adversos. Silva et al.®, estudando atividade
antiulcerogénica da Maytenus truncata, observaram que as doses
de 120 e 240 mg/kg apresentaram efeitos similares, indicando o
alcance de um platd.

Na primeira fase da avaliagdo (0-5 min), os extratos ndo apre-
sentaram efeito antinociceptivo. Na segunda fase (15-30 min), po-

Quim. Nova

rém, os extratos SeAE e SEME apresentaram diferenca significati-
va em relacdo ao controle, enquanto o SeCF ndo demonstrou efica-
cia no mesmo modelo (Figura 5). Por outro lado, na avaliacdo do
efeito antiedematogénico (Figura 6), todos os extratos estudados
(SeCF, SeAE e SeME), a exemplo do que havia sido observado
com o decocto, ndo apresentaram atividade, mesmo aqueles com
comprovada atividade antiulcerogénica®.

200 -
— Controle J_
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150 =3 SeME
mm SeCF

100 -

Tempo de lambida (s)

Fases
Figura 5. Efeito de extratos do decocto de folhas de Maytenus truncata sobre o
tempo de lambida da pata, por camundongo, apos injegcdo de formaldeido
(0,92%, s.c.). *Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle ( P < 0.05);
1= primeiros 5 min e 2= 15 a 30 min
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Figura 6. Efeito de extratos do decocto de folhas de Maytenus truncata em
edema de pata de camundongo, 4 h apos injegdo de formaldeido (0,92%, s.c.)

Em um estado inflamatdrio, diversos mediadores como
citocinas, bradicinina, prostaglandinas e ATP sdo responsaveis pela
dor e hiperalgesia. Esses mediadores, liberados durante um pro-
cesso de injdria celular, determinam os sinais e sintomas de um
processo inflamatério. Embora muitos mediadores inflamatérios
sejam comuns as condigdes de algesia e inflamag@o, outros sdao
especificos aos referidos processos. Além disso, alguns fairmacos
como morfina e antidepressivos triciclicos, de acdo central, indu-
zem efeito analgésico e ndo induzem efeito antiinflamatério em
diversos modelos experimentais'e.

Assim, podemos aventar duas hipdteses: a primeira € que a
acdo desses extratos seja sobre mediadores nociceptivos mas nao
sobre os inflamatérios. A segunda € que os extratos estudados pos-
sam exercer mais atividade no sistema nervoso central, resultando
em efeito antinociceptivo, ¢ menos nas células antiinflamatérias.
Entretanto, estudos sobre mediadores especificos da nocicepg¢io e
atividade motora devem ser realizados.

A Tabela 1 resume o efeito de protegdo gastrica observado nos
animais tratados com os extratos SeAE e SeME (nas doses 120 e
240 mg/kg) de M. truncata®. Foi observado aumento do pH com a
administra¢@o dos extratos e o nimero de lesdes na mucosa gastri-
ca em animais tratados com os extratos foi estatisticamente menor
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Tabela 1. Efeito protetor (%) de SeAE e SeME de Maytenus
truncata e cimetidina sobre a mucosa géstrica no estresse induzido
pelo frio®

Tratamenteo Severidade Antitlcera Cicatrizagao
(mg/Kg) das lesoes

SeME (120) 57,92 70,33 71,97
SeAE (120) 22,19 49,79 56,93
SeME (240) 60,24 71,50 74,67
SeAE (240) 23,36 54,24 58,69
Cimetidina (100) - 81,59 81,65

que o do grupo controle, sendo que SeME mostrou efeito cicatrizante
compardvel ao da cimetidina.

Considerando-se que SeAE mostrou ser constituido por dulcitol,
quercetina, 4’-O-metil-epigalocatequina e proanticianidina, os re-
sultados verificados no presente estudo estdo de acordo com os rela-
tados por Cechinel Filho et al.”, Jordao et al."® e Toker et al."®, que
também observaram efeito antinociceptivo estudando 7ilia argentea
(silver linden), Lychnophora salicifolia Mart. e Phyllanthus
caroliniensis, respectivamente, os quais contém quercetina em sua
composicdo. A quercetina ¢ uma substincia cujo efeito antinoci-
ceptivo parece ocorrer através do envolvimento dos receptores D2
de dopamina e alfa2-adrenoreceptores®. Efeito semelhante pode ser
esperado para os derivados glicosilados, como os isolados de SeME
no presente trabalho. No entanto, estudos adicionais devem ser rea-
lizados para melhor entendimento desse efeito.

Segundo Calixto et al.”', a despeito do progresso que vem ocor-
rendo nos dltimos anos no desenvolvimento da terapia, existe ainda
uma necessidade no que tange a analgésicos efetivos e potentes, es-
pecialmente para dor cronica. Nesse contexto, o estudo de substin-
cias naturais, como o caso da morfina, € um exemplo. Alguns cons-
tituintes naturais de natureza flavonoidica vém sendo avaliados como
potenciais alternativas terapéuticas?. A quercetina e a
epigalocatequina (constituintes identificados no SeAE deste estu-
do), estdo sendo testadas quanto ao efeito antinociceptivo em
neuropatia diabética e quanto adjuvante na prevencado de osteoartrite,
respectivamente. A proantocianidina, identificada nos SeAE e SeME,
também tem demonstrado atividade antinociceptiva, no modelo de
inducdo por dcido acético, além de antiinflamatdria, no modelo de
edema induzido por carragenina. Nos casos citados, as doses empre-
gadas estdo na faixa das doses utilizadas neste estudo. O mecanismo
de acdo envolvido parece ser devido a inibicdo da biossintese das
prostaglandinas, visto que a proantocianidina tem efeito inibitério
sobre a ciclooxigenase, mas néo sobre a 5-lipoxigenase®. A eficdcia
do uso de extrato contendo proantocianidina para reducdo da fre-
qiiéncia e intensidade de dores abdominais, assim como em casos de
vOomitos, vem sendo comprovada através de estudos clinicos em es-
pecialidades disponiveis no mercado®. Segundo Miner®, o alivio da
sintomatologia em condigdes patoldgicas gastrintestinais, como Ul-
ceras géstrica e duodenal, € um dos principais objetivos dessa tera-
pia, que culmina com a adesio do paciente a terapia.

CONCLUSAO

Pode-se sugerir que o fato de M. truncata ser utilizada tradicional-
mente na forma de chd, como antiulcerogénico, deve-se ndo somente
ao seu efeito de protegdo gastrica, conforme relatado por Silva ef al.®,
mas também ao seu efeito antinociceptivo, observado no presente es-
tudo, validando assim seu uso e justificando o dito popular “espinheira-
santa verdadeira, que tira a dor e cura”. Pode-se concluir, entretanto,
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que estudos adicionais devem ser realizados, visando avaliagdo desses
efeitos em constituintes puros, bem como a preparaciio de produto
elaborado, visto que M. truncata mostrou ser de fato uma alternativa
terapéutica para as condigdes patoldgicas do sistema géstrico.
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