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 RESUMO 

 

O gênero Phyllanthus pertence à família Phyllanthaceae que é composta por ervas, 

arbustos e árvores não latescentes com uma distribuição predominantemente pantropical, 

incluindo 55 gêneros e 1.745 espécies e que foi recentemente desmembrada da família 

Euphorbiaceae. No Brasil, as espécies do gênero Phyllanthus estão distribuídas nas subzonas 

do agreste e sertão em vegetação de caatinga. Este gênero caracteriza-se pela presença de 

diversas classes de metabólitos secundários, incluindo lignanas. O objetivo desse trabalho foi 

ampliar o conhecimento sobre o gênero Phyllanthus através do estudo da espécie Phyllanthus 

acuminatus Vahl, isolando seus constituintes e avaliando possíveis atividades dos mesmos. 

Foram utilizadas as seguintes metodologias: Cromatografia em coluna (CC), Cromatografia 

em camada delgada analítica (CCDA), Espectroscopia de Infravermelho, Massas, 

Ressonância Magnética Nuclear de 
1
H e 

13
C uni e bidimensionais, avaliação de modulação da 

atividade antimicrobiana por bomba de efluxo, avaliação antitumoral in vitro e citotoxicidade 

frente a eritrócitos.  Neste trabalho, descrevemos o isolamento e identificação de duas 

lignanas, justicidina B, já descrita nas raízes da espécie e luclaricina, substância inédita. Foi 

avaliada a atividade farmacológica da justicidina B, componente majoritário, que apresentou 

baixa citotoxicidade frente a eritrócitos CH50 >1000 µg/mL, porém nos testes de modulação 

de resposta a antimicrobianos, em cepas resistentes por bomba de efluxo, não apresentou 

atividade biológica. Quanto à atividade tumoral, apresentou-se ativa em diversas linhagens 

celulares corroborando com a literatura. Dessa forma o presente trabalho contribuiu com o 

conhecimento sobre o gênero e espécie estudada com o isolamento de uma nova lignana, a 

luclaricina, e acrescenta dados sobre a atividade farmacológica da justicidina B. 

Palavras-chave: Phyllanthaceae, Phyllanthus acuminatus, lignanas, justicidina B e 

luclaricina. 
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ABSTRACT 

 

The genus Phyllanthus belongs to Phyllanthaceae family that consists on non-

latescent herbs, shrubs and trees with a predominantly pantropical distribution, including 55 

genera and 1,745 species and which was recently detached from the family Euphorbiaceae. In 

Brazil, the species of the genus Phyllanthus are distributed in subareas of wastelands and 

backlands in savanna vegetation. The genus is characterized by the presence of several classes 

of secondary metabolites, including lignans. The objective of this study was to increase 

knowledge of the genre through the study of Phyllanthus species Phyllanthus acuminatus 

Vahl, isolating their constituents and evaluating potential activities of these. The following 

methodologies were used: Column chromatography (CC), analytical thin layer 

chromatography (CCDA), infrared spectroscopy, Mass, uni and two dimensional 
1
H and 

13
C 

Nuclear Magnetic Resonance, evaluation of modulated antimicrobial activity by efflux pump, 

antitumor evaluation in vitro and cytotoxicity against erythrocytes. Here we describe the 

isolation and identification of two lignans, justicidin B, already found in the roots of the 

species and luclaricin, never previously found in Phyllanthus acuminatus Vahl species. We 

evaluated the pharmacological activity of justicidin B, major component in the plant’s aerial 

parts, which showed low cytotoxicity against erythrocytes CH50 > 1000 mg / mL, however it 

showed no biological activity in the modulation test of response towards antimicrobial 

resistant strains by efflux pump. Regarding antitumor activity it presented activity in several 

cell lineages, corroborating with literature. Thus this study contributed with new knowledge 

about the genus and species studied by isolating a new lignan the luclaricin and adds data on 

the pharmacological activity of justicidin B. 

Key-words: Phyllanthaceae, Phyllanthus acuminatus, lignans, justicidin B e luclaricin. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A natureza sempre despertou no homem um fascínio, não só pelos recursos oferecidos 

para sua alimentação e manutenção, mas por ser sua principal fonte de inspiração e 

aprendizado. A busca incessante pela compreensão das leis naturais e o desafio de transpor 

barreiras à sua sobrevivência, como o clima e as doenças, levaram o homem ao atual estágio 

de desenvolvimento científico (VIEGAS, BOLZANI e BARREIRO, 2006). 

O uso de plantas medicinais, a exemplo da fitoterapia, tem ressurgido como uma 

opção medicamentosa bem aceita e acessível aos povos, e no caso do Brasil é adequada para 

as necessidades locais de centenas de municípios brasileiros no atendimento primário à saúde. 

A expansão da fitoterapia pode ser atribuída a diversos fatores tais como: os efeitos adversos 

de fármacos sintéticos, a preferência dos consumidores por tratamentos “naturais”, a 

validação científica das propriedades farmacológicas de espécies vegetais, o desenvolvimento 

de novos métodos analíticos colocados à disposição do controle de qualidade, o 

desenvolvimento de novas formas de preparações e administrações de produtos fitoterápicos, 

um melhor conhecimento químico, farmacológico e clínico das drogas vegetais e seus 

derivados, além do menor custo se comparado com os fármacos sintéticos (BRAZ FILHO, 

2010).  

Ao longo do tempo as plantas medicinais vêm sendo utilizadas pela população 

mundial como matéria-prima para o tratamento empírico, cura e prevenção de doenças. É uma 

prática milenar que ultrapassou todas as barreiras e obstáculos durante o processo de evolução 

tecnológica e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por grande parte da 

população mundial como fonte de recurso terapêutico; é largamente difundida, refletindo o 

reconhecimento do potencial da fitoterapia para a expansão dos serviços de saúde, bem como 

a tendência generalizada dos consumidores em utilizarem preferencialmente produtos de 

origem natural (GRAÇA, 1999; CALIXTO, 2000). 

Os vegetais respondem a diferentes estímulos ambientais, de natureza química, física e 

biológica, dos quais depende a sua relação e interação no ambiente no qual se encontram. 

Como são impossibilitados de se locomoverem, a resposta a esses estímulos se dá a partir da 

produção de substâncias químicas oriundas do seu metabolismo secundário (SIMÕES et al., 

2007). A produção desses compostos está associada à defesa da planta contra herbívoros, 

ataque de patógenos, radiação solar (MONTANARI JR., 2002), ou ainda atuando na 

competição entre plantas e atração de organismos benéficos como polinizadores, dispersores 

de sementes e microrganismos simbiontes (SIMÕES et al., 2007). 
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O isolamento e a determinação estrutural de substâncias orgânicas produzidas pelo 

metabolismo secundário de organismos vivos apresentam importância fundamental para a 

fitoterapia e o desenvolvimento científico da própria química de produtos naturais, 

contribuindo para o avanço de outras atividades científicas e tecnológicas no país (BRAZ 

FILHO, 2010). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), os vegetais são as maiores e 

melhores fontes de fármacos para a humanidade (BEZERRA et al., 2006), cerca de 60% dos 

fármacos disponíveis no mercado tem origem direta ou indiretamente ligada a produtos 

naturais (NEWMAN, 2008) dos quais 48,6% são antitumorais (NEWMAN, 2012), e muitos 

destes produtos naturais servem como modelo à síntese orgânica de novas drogas (BEGHYN 

et al., 2008). As chances de se obter novas entidades químicas de plantas, animais, fungos e 

bactérias são reais e mesmo que a nova entidade química não passe em todos os testes 

clínicos, ela servirá de modelo para a síntese de novos candidatos a fármaco (VEIGA-

JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Estima-se que apenas 17% de toda a flora mundial 

tenham sido estudadas quanto ao seu emprego medicinal (FOGLIO, 2006), o que comprova 

que ainda há muito a ser explorado. 

O Brasil detém uma grande diversidade de plantas com potencialidades medicinais, o 

que o coloca numa posição privilegiada em relação a outros países e, considerando sua 

riqueza vegetal ainda sem estudo, aumenta a possibilidade do desenvolvimento de novos 

medicamentos (YUNES, 2001). Isto estimula os pesquisadores no estudo de possíveis ações 

farmacológicas, bem como ações tóxicas, a fim de produzir medicamentos com garantia de 

eficácia e segurança. Pesquisadores da área de produtos naturais mostram-se impressionados 

pelo fato desses produtos encontrados na natureza revelarem uma gama quase inacreditável de 

diversidade, em termos de estrutura e de propriedades físico-químicas e biológicas (WALL e 

WANI, 1996). 

 Apesar do mundo vivenciar uma era de tecnologias avançadas e inovadoras para a 

elucidação do mecanismo de diversas patologias, bem como conceber molecularmente a 

descoberta de novas drogas, as doenças infecciosas continuam a ser um dos maiores desafios 

da área de saúde em todo o mundo. Os agentes antimicrobianos convencionais apresentam o 

inconveniente de permitir o desenvolvimento da resistência a drogas, sem mencionar os 

efeitos adversos ao organismo humano, o que leva a administração de doses elevadas, muitas 

vezes causando toxicidade intolerável (FERNEBRO, 2011). 
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 Alternativas para resolver problemas devido à resistência bacteriana incluem a 

descoberta de novos agentes antimicrobianos ou a modificação química de moléculas já 

existentes. Assim, os compostos semissintéticos foram relatados após os primeiros casos de 

resistência aos antibióticos naturais descritos na literatura, a fim de melhorar a atividade das 

moléculas já existentes (RAWAT et al., 2010). 

 Outro grande problema de saúde é o câncer, pois é a segunda maior causa de morte no 

mundo e em alguns países chega a ser a principal causa. De acordo com a Organização 

mundial de Saúde (OMS), constatou-se que anualmente 10 milhões de casos de câncer são 

diagnosticados em todo o mundo e seis milhões de pessoas morrem devido a esta enfermidade 

(CHAM, 2008).  

Apesar das melhorias no tratamento do câncer, os tratamentos quimioterápicos 

existentes que usam agentes citotóxicos clássicos, têm limitações bem definidas, que incluem 

um índice terapêutico estreito que não permite a administração de uma quantidade adequada 

do fármaco a fim de induzir a resposta pretendida. Além disso, os tratamentos convencionais 

(radioterapia e quimioterapia) não garantem que as células normais não sejam atingidas, 

provocando efeitos colaterais graves que limitam o seu uso (ROMAROV et al., 1999). 

 Historicamente, compostos derivados de plantas também têm desempenhado um 

importante papel no desenvolvimento de vários agentes antineoplásicos, dentre eles a 

podofilotoxina e os análogos, etoposídeo e teniposídeo; e a camptotecina e os análogos, 

topotecano e irinotecano (CRAGG e NEWMAN, 2005).  

 Nos últimos anos tem-se verificado um grande avanço científico envolvendo estudos 

químicos e farmacológicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com 

propriedades terapêuticas (CECHINEL-FILHO e YUNES, 2009), sendo fundamental uma 

integração entre a química e a farmacologia, cujo elo pode levar à obtenção de substâncias 

naturais ou sintéticas de grande interesse químico-medicinal. 

 Baseando-se em dados da literatura sobre a existência de compostos biologicamente 

ativos na espécie Phyllanthus acuminatus Vahl, bem como em outras espécies do gênero 

Phyllanthus, decidiu-se investigar essa espécie coletada na Paraíba na busca de novos 

compostos potencialmente ativos, especialmente como antitumorais e antimicrobianos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.Objetivo Geral 

Contribuir para o estudo fitoquímico e farmacológico do gênero Phyllanthus, isolando 

constituintes químicos da espécie Phyllanthus acuminatus Vahl e avaliando a atividade dos 

mesmos. 

 

2.2.Objetivo Específico 

 Extrair, isolar e purificar metabólitos secundários presentes nas partes aéreas da 

espécie Phyllanthus acuminatus Vahl. 

 Identificar e/ou elucidar a estrutura de seus constituintes químicos. 

 Realizar ensaios de citotoxicidade frente a eritrócitos. 

 Realizar ensaios de atividade antitumoral. 

 Realizar ensaios de atividade antimicrobiana com determinação de concentração 

inibitória mínima (CIM). 

 Realizar ensaio de modulação de resposta a antimicrobianos. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1.Considerações sobre a família Phyllanthaceae  

  

Em 2006, Hoffmann et al. baseados tanto em dados moleculares, quanto morfológicos, 

propuseram que as Euphorbiaceae s.l. fossem divididas em cinco famílias, Euphorbiaceae s.s., 

Phyllanthaceae, Picrodendraceae, Pandaceae e Putranjivaceae.  

Phyllanthaceae pode ser distinguida de Euphorbiaceae s.s. por apresentar os lóculos do 

ovário biovulados (vs. lóculos uniovulados), pela ausência de canais laticíferos e, 

consequentemente, de látex branco ou colorido, caráter relativamente comum nas 

Euphorbiaceae s.s., além da ausência de arilo nas sementes, característica também presente na 

maioria das Euphorbiaceae s.s. Pode também ser separada da pequena família 

Picrodendraceae, que também apresenta os lóculos do ovário biovulados, pela presença de um 

disco nectarífero nas flores masculinas e femininas, pela frequente presença de estiletes 

bífidos e pela ausência do pólen espinhoso (característico de Picrodendraceae) (HOFFMANN, 

2006). 

De acordo com Judd et al.(2009), a família Phyllanthaceae é presumivelmente 

monofilética com base nas flores unissexuais, nos estiletes bífidos e nos frutos 

esquizocárpicos. Assim como as Euphorbiaceae s.s.,  as Phyllanthaceae também apresentam 

flores unissexuais, estiletes bífidos e frutos esquizocárpicos, porém a filogenia mostra que 

essas características parecem ter evoluído de maneira independente nas diferentes linhagens 

do que eram as Euphorbiaceae s.l. (MARTINS e LIMA, 2011) 

 A família Phyllanthaceae inclui ervas, arbustos e árvores não latescentes (produtoras 

de látex). De distribuição predominantemente pantropical (SAMUEL, 2005), as 

phyllanthaceas incluem 55 gêneros e 1.745 espécies. No Brasil, ocorrem 13 gêneros e cerca 

de 100 espécies, com destaque para Phyllanthus spp., Hyeronima spp., Savia spp. e Richeria 

spp.  (SOUZA e LORENZI, 2005; JUDD et al., 2009; DENARDI, 2013). 
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FIGURA 1 - Distribuição geográfica da família Phyllanthaceae MARTINOV no mundo. 

 

Fonte: http://www.tropicos.org/HeatMap.aspx?maptypeid=2&lookupid=50308046&map=2 

 

FIGURA 2 - Mapa da concentração de espécies da Phylanthaceae no mundo, correspondendo 

a maior concentração à maior intensidade da cor verde. 

 

      Fonte: http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=50308046&tab=maps 

 

 

http://www.tropicos.org/HeatMap.aspx?maptypeid=2&lookupid=50308046&map=2
http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=50308046&tab=maps
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3.2.Considerações sobre o gênero Phyllanthus 

 

O gênero Phyllanthus é o maior da família Phyllanthaceae, destaca-se pelo elevado 

número de espécies dispersas por todas as regiões do mundo, e pela complexidade 

taxonômica. Na Região Nordeste do Brasil, há aproximadamente 36 espécies e boa parte 

apresenta-se nos campos rupestres, cerrado e caatinga (SILVA e SALES, 2007).  

Segundo Silva e Sales (2007), Phyllanthus L. compreende aproximadamente 1.269 

espécies, alocadas em mais de 50 seções, com distribuição em diversos ambientes e tipos 

vegetacionais das regiões tropicais do mundo, apresentando como importantes centros de 

diversidade de espécies as Américas (200 spp.), a África (100 spp.) e Madagascar (70 spp.)  

Este gênero subordina plantas de hábito variado, principalmente herbáceo, com 

ramificação filantoide ou não filantoide, flores gamossépalas em inflorescências cimosas, 

disco usualmente presente em ambas as flores, comumente inteiro, nas pistiladas, e 

segmentado nas estaminadas, frutos capsulares (FIGURA 3), mas raramente bacáceos, e 

sementes usualmente trígonas e ornamentadas (SILVA e SALES, 2007). 

 

FIGURA 3 - Detalhe dos frutos capsulares de Phyllanthus acuminatus Vahl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte : J.F. Tavares, Maturéia –Pb, 2012 
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            FIGURA 4A - Aspectos botânicos do gênero Phyllanthus. 

 

Fonte: MARTINS e LIMA, 2011. 
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            FIGURA 4B - Aspectos botânicos do gênero Phyllanthus. 

    Fonte: MARTINS e LIMA, 2011. 

 

 

 



 

36 
 

TABELA 1 - Classificação taxonômica do gênero Phyllanthus 

TAXONOMIA DO GÊNERO Phyllanthus 

Classe Equisetopsida C. Agardh  

Subclasse Magnoliidae Novák ex Takht.  

Superordem Rosanae Takht.  

Ordem Malpighiales Juss. ex Bercht. & J. Presl  

Família Phyllanthaceae Martinov  

Gênero Phyllanthus L. 

    Fonte: http://www.tropicos.org/Name/12802298 

 

O gênero Phyllanthus caracteriza-se pela presença de algumas classes de metabólitos 

como antraquinonas, lignanas, saponinas, flavonoides, taninos, alcaloides e todos os 

terpenoides, como pela ausência de alguns grupos, caso das antocianinas e cumarinas. 

(NASCIMENTO et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/100352397
http://www.tropicos.org/Name/50324542
http://www.tropicos.org/Name/50308046
http://www.tropicos.org/Name/40007500
http://www.tropicos.org/Name/12802298
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QUADRO 1 - Algumas lignanas isoladas de espécies do gênero Phyllanthus.  

             

 

 

     

 

         

 

 

 

(WANG, 2011) 
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QUADRO 1 - CONTINUAÇÃO 

  

       

          

 

 

   

       

 

 

(MURUGAIYAH e CHAN, 2009) 
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3.3.Considerações sobre a espécie Phyllanthus acuminatus Vahl 

 

Segundo Silva e Sales (2007), a Phyllanthus acuminatus Vahl é uma planta arbórea 

ou arbustivo-arbórea, com 3-6 m de altura, ramificação filantoide, ramos bipinatiformes, 

angulosos, lenticelados, glabros a puberulentos. Limbo foliar membranáceo, oval a oval-

elíptico, base obtusa ou arredondada, ápice acuminado. Flor pistilada solitária na região 

central e estaminada. Sementes plano-convexas, superfície areolada, lustrosa. 

Exclusiva das Américas, ocorrendo desde o México até o Norte da Argentina. Cresce 

em florestas secundárias e em matas de galeria do cerrado. No Brasil, ocorre nas regiões 

Norte, Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste. Floresce e frutifica de fevereiro a junho e de 

agosto a novembro. Apresenta distribuição na Zona das Caatingas, porém em áreas mais 

úmidas e elevadas (800 a 1000m), com vegetação de floresta semidecídua ou perenifólia 

como também na Zona da Mata e Litoral, na Mata Atlântica (SILVA e SALES, 2004). 

Nas raízes de P. acuminatus provenientes da América central foram isoladas por 

PETTIT et al., (1984, 1988, 1990), diversas substâncias, entre elas as filantostatinas, 

compostos com potente atividade antitumoral, frente as células leucêmicas P388 e células de 

melanoma B16 murino, além dos filantosídeos, com atividade semelhante.  

O extrato metanólico de folhas de Phyllanthus acuminatusVahl apresentou atividade 

antifúngica contra Pythium ultimum e Rhizoctonia solani e o extrato diclorometânico contra 

Pythium ultimum, Sclerotiun rolfsii e Aspergillus fumigatus nos estudos realizados por 

GOUN et al., (2003), nesse mesmo estudo não foi evidenciada atividade antibacteriana. 

O extrato aquoso de ramos secos não apresentou atividade antiviral, em contrapartida 

vários extratos de raízes e folhas apresentaram interessante atividade antitumoral, 

correlacionada por Muñoz et al., (2000) com atividade antimalárica devido a semelhança 

entre o ciclo de replicação do Plasmodium e das células tumorais, foi ainda descrita como 

ictiotóxica em preparações aquosas utilizando folhas.  

A Phyllanthus acuminatus Vahl apresenta dentre seus metabólitos secundários 

lignanas potencialmente ativas, o que justifica o interesse pela identificação e isolamento das 

mesmas. 
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FIGURA 5 - Phyllanthus acuminatus Vahl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Fonte: J. F. Tavares, Maturéia –Pb, 2012 
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 FIGURA 6 - Aspectos botânicos de Phyllanthus acuminatus Vahl  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Fonte: SILVA e SALES, 2007. 
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QUADRO 2 - Estrutura química das lignanas isoladas de Phyllanthus acuminatusVahl em 

estudos anteriores. 

 
 

 
 

 

 
 

(PETTIT et al., 1990) 
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3.4.Considerações sobre lignanas 

 

Os lignoides são micromoléculas cujo esqueleto é formado exclusivamente, ou 

adicionalmente a outros grupos, pelo grupo fenilpropânico (C6.C3)n, sendo n restrito a poucas 

unidades, 1 a 3 (BARROS, 2008), são metabólitos secundários de origem vegetal com uma 

grande variação estrutural subdividindo-se em: lignanas, norlignanas, neolignanas, 

alolignanas, oligolignoides e heterolignoides. Dentre esses se destacam as lignanas e 

neolignanas, pelo elevado número. 

Segundo Barros (2008), com base em fitoquímica comparada, foi mostrado que os 

lignoides são indicadores do processo evolutivo em angiospermas e desempenham um papel 

na adaptação ecológica. Há evidências de que esse grupo de substâncias esteja envolvido em 

interações de plantas com fungos, insetos ou com outras plantas, e também apresentam efeitos 

farmacológicos. 

As lignanas são amplamente distribuídas no reino vegetal, tendo sido detectadas em 75 

famílias e estando bem representadas em angiospermas e poucas gimnospermas, o que 

fornece indícios de que as propriedades biológicas dessas substâncias sejam importantes ao 

desenvolvimento do próprio vegetal contribuindo para sua sobrevivência. Este dentre outros 

motivos, faz com que essas substâncias sejam investigadas quanto ao seu aproveitamento 

direto pelo homem como também servindo de modelo para a síntese de fármacos (BARROS, 

2008). 

As lignanas são dímeros formados através do acoplamento oxidativo de alcoóis 

cinamílicos entre si ou destes com ácidos cinâmicos, apresentando o carbono gama (C-9) 

oxigenado, enquanto que as neolignanas são dímeros oxidativos de alilfenóis e de 

propenilfenóis, entre si ou cruzados e não apresentam o carbono gama (C-9) oxigenado 

(BARROS, 2008). 
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QUADRO 3 - Esqueletos das principais lignanas. 

 

                       

 

 

                                            

 

 

              

  

 



 

45 
 

QUADRO 3 - CONTINUAÇÃO 

                     

 

 

 

(RIOS, et al., 2002) 

 

Lignanas são compostos que geralmente apresentam atividade biológica servindo tanto 

na terapêutica como na síntese de novos fármacos. Já foram documentadas diversas atividades 

biológicas para esse tipo de metabólito secundário, como por exemplo, a atividade 

antitumoral da podofilotoxina isolada de Podophyllum peltatum L. e usada como protótipo 

para o desenvolvimento de dois agentes clinicamente ativos usados no tratamento de câncer, 

etoposido e teniposido (CRAGG e NEWMAN, 2005). 
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TABELA 2 -  Lignanas com atividade biológica.  

COMPOSTO ATIVIDADE BIOLÓGICA ESPÉCIE REFERÊNCIA 

 
 

 

Antialérgica, analgésica, 

leishmanicida, sedativo- 

hipnótica, anticonvulsivante, 

depressor do SNC, antitumoral 

Ocotea duckei 

Vattimo 

PACHÚ et al., 1993; 

ALMEIDA et al., 1995; 

SERRA et al., 1997; 

HAUSOTT e MARIAN, 

2003 e 

PENHA, 2010. 

 

antitumoral e antimitótico 

 

Podophyllum peltatum 

Podophyllum emodi 

 DAMAYANTHI e 

LOWN, 1998; CRAGG e 

NEWMAN, 2005; 

MONTEIRO et al., 2007; 

SIMÕES et al., 2004; ZI, 

et al., 2013. 
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TABELA 2 - CONTINUAÇÃO 

COMPOSTO ATIVIDADE BIOLÓGICA ESPÉCIE REFERÊNCIA 
 

 
 

 

anti-inflamatório Magnolia salicifoliae 
BARBOSA-FILHO, 

2004 

 
 

anti-inflamatório e hepatoprotetor Forsythiae Fructus 

KIM, et al., 2010; 

DURING, et al., 2012. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1.Material Botânico 

 

O material botânico (partes aéreas - folhas e galhos) de Phyllanthus acuminatus Vahl 

foi coletado em março de 2012 no Município de Maturéia, no Estado da Paraíba. Em seguida, 

a identificação botânica foi realizada pela Prof.ª Dr.ª Maria de Fátima Agra do setor de 

botânica da UFPB e uma exsicata encontra-se depositada no Herbário Prof. Lauro Pires 

Xavier, localizado no Centro de Ciências Exatas e da Natureza (CCEN) sob o código 7432 

(Agra et al.) 

 

4.2.Obtenção do extrato etanólico bruto e seu particionamento 

 

O material botânico foi seco em estufa com ar circulante a temperatura média de 

40°C durante 72 horas. Quando seco, o material foi submetido a um processo de pulverização 

em moinho mecânico, obtendo-se 3,4 Kg de pó da planta. Posteriormente, 1 kg do pó da 

planta foi submetido à maceração com 5 litros de etanol (EtOH) a 95 %, em recipiente de aço 

inoxidável,  por 72 horas, numa concentração de 20%, sendo este processo repetido por três 

vezes.  

A solução extrativa obtida foi concentrada em evaporador rotativo sob pressão 

reduzida a uma temperatura de 40 °C, sendo obtido 93,6 g de extrato etanólico bruto (EEB) de 

cor verde lodo (ESQUEMA 1, p. 49). Posteriormente, 50,0 g do extrato foi dissolvido em uma 

solução MeOH:H2O (7:3) obtendo-se uma solução hidroalcoólica, sob agitação mecânica para 

total dissolução, por sua vez foi submetida a um processo de partição líquido-líquido com os 

solventes hexano e acetato de etila puros e com as seguintes combinações binárias 

(HEX:AcOEt 8:2; 1:1; 2:8; AcOEt:MeOH 9:1 e 7:3) em ampola de separação. As soluções 

resultantes desse processo foram concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se 6,91 g da 

fase hexânica; 2,64 g da fase Hex:AcOEt 8:2; 2,87g fase Hex:AcOEt 1:1; 2,37g fase 

Hex:AcOEt 2:8; 3,61g da fase AcOEt; 5,63g da fase AcOEt:MeOH 7:3 (ESQUEMA 1). 
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ESQUEMA 1- Obtenção e partição líquido-líquido do EEB de Phyllanthus acuminatus Vahl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fonte: DUARTE, S.L.F., 2013. 

FASE Hex:AcOEt 
2:8 (2,37g) 

 

PÓ DA PLANTA 

(Partes aéreas – 1000g) 

EXTRATO ETANÓLICO BRUTO 

( EEB) 50g 

 

(Partes aéreas – 1kg) 

SOLUÇÃO HIDROALCOÓLICA 

FASE HEXÂNICA 

(6,91g) 

FASE Hex:AcOEt 

1:1 (2,87g) 

FASE Hex:AcOEt 

8:2 ( 2,64g) 

- Maceração com etanol a 95 % (três vezes);  

- Concentração em evaporador rotativo. 

- Dissolução em MeOH:H2O (7:3) 

FASE AcOEt 

 (3,61g) 

- Partição Líquido-líquido 

FASE AcOEt:METANOL 

7:3 (5,63) 

FASE HIDROALCOÓLICA 

(não quantificado) 
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Durante a primeira etapa do processo de partição, formou-se na ampola de separação, 

além das duas fases esperadas, hexânica e hidroalcoólica, uma terceira fase entre elas que foi 

recolhida separadamente onde recristalizou um material insolúvel como havia sido relatado 

por Pettit (1984) e que após completa evaporação do solvente, apresentou-se como um sólido 

amorfo esbranquiçado, com elevado rendimento 1,5g, identificado como PhA-1. As fases 

obtidas foram submetidas à RMN 
1
H em busca de sinais que orientassem as próximas etapas 

de isolamento e purificação. 

 

4.3.Métodos Cromatográficos 

 

Os métodos cromatográficos utilizados para o isolamento dos constituintes químicos 

foram Cromatografia em Coluna (CC), utilizando como fase fixa sílica gel ART 7734 da 

MERCK de partículas com dimensões entre 0,063-0,200 mm e 0,04-0,063 mm. O 

comprimento e as dimensões das colunas de vidro variaram de acordo com a quantidade de 

amostra a ser cromatografada. 

O monitoramento das frações obtidas das CC foi realizado por Cromatografia em 

Camada Delgada Analítica (CCDA). Para isso, foram utilizadas placas flexíveis Whatman AL 

SIL G/UV. 

Os solventes orgânicos (hexano, acetato de etila e metanol) utilizados para eluição 

foram solventes P.A. e eventualmente solventes comerciais destilados na Central de 

Destilação, localizada nas dependências do PgPNSB. 

A visualização das substâncias aplicadas nas cromatoplacas foi feita por exposição 

da mesma à lâmpada de irradiação ultravioleta, em aparelho BOITTON (modelo BOIT-

LUB01) e pela impregnação das placas em cubas de vidro saturadas por vapores de iodo. 

 

4.4.Processamento cromatográfico da fase Hex:AcOEt 8:2 

 

A fase Hex:AcOEt 8:2 (2,64 g) foi submetida à CC utilizando sílica gel como fase 

estacionária e como eluentes hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), 

puros ou em misturas binárias, em ordem crescente de polaridade. Desta coluna (Coluna 1) 

foram coletadas 94 frações de 100 mL cada, que foram concentradas em evaporador rotativo, 
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analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus perfis cromatográficos, o que resultou 

em 11 grupos (TAB. 3, p. 51).  

A fração 33-53 (102,9 mg) apresentou um precipitado amorfo esbranquiçado que foi 

analisado por CCDA, juntamente com o precipitado da partição, mostrou-se como uma única 

mancha quando revelada com vapores de iodo, sendo então codificada como PhA-1. 

A fração 54-68 (994,7 mg) foi submetida a CC utilizando as mesmas condições 

anteriormente descritas para a Coluna 1, fornecendo 252 subfrações de 10 mL cada (Coluna 

1.1). Após análise em CCDA, as subfrações foram reunidas de acordo com seus perfis 

cromatográficos em 12 grupos (TAB. 4, p. 52).  

Na subfração 111-133 foi observada a presença de um óleo âmbar que ao ser 

analisado por CCDA mostrou-se como uma mancha, em forma de chama de vela ou unha, 

sendo codificada de PhA-2 (20 mg).  

TABELA 3 - Processamento cromatográfico da Fase Hex:AcOEt (8:2) do EEB de  

Phyllanthus acuminatus Vahl – Coluna 1 em sílica gel. 

Sistema de eluição Frações coletadas Frações reunidas 

Hex:AcOEt (9:1) 1-10 

1-2; 4-8; 

10-12; 13-15; 17-25 

27-32; 33-53; 54-68; 

72-77; 78-80; 87-93 

Hex:AcOEt (85:15) 
11-22 

Hex:AcOEt (8:2) 23-43 

Hex:AcOEt (7:3) 44-55 

Hex:AcOEt (6:4) 56-59 

Hex:AcOEt (5:5) 60-65 

Hex:AcOEt (4:6) 66-69 

Hex:AcOEt (3:7) 70-72 

Hex:AcOEt (2:8) 73-75 

Hex:AcOEt (1:9) 76-79 

AcOEt 80-82 

AcOEt:MeOH (99:1) 83-84 

AcOEt:MeOH (95:5) 85-86 
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TABELA 3 – CONTINUAÇÃO. 

Sistema de eluição Frações coletadas Frações reunidas 

AcOEt:MeOH (9:1) 87-88 

 

AcOEt:MeOH (8:2) 89 

AcOEt:MeOH (7:3) 90-91 

AcOEt:MeOH (6:4) 92 

AcOEt:MeOH (5:5) 93 

MeOH  94 

 

TABELA 4 - Processamento cromatográfico das frações 54-68 da Coluna 1– Coluna 1.1 em 

sílica gel. 

Sistema de eluição Frações coletadas Frações reunidas 

Hexano 1-2 

1-15; 17-21; 34-46; 47-55; 

57-73; 74-78; 80-86; 87-110; 

111-133; 135-164; 166-170; 

171-252; 

Hex:AcOEt (9:1) 3-9 

Hex:AcOEt (88:12) 10-12 

Hex:AcOEt (86:14) 13-16 

Hex:AcOEt (85:15) 17-22 

Hex:AcOEt (83:17) 23-29 

Hex:AcOEt (8:2) 
30-36 

Hex:AcOEt (78:22) 37-42 

Hex:AcOEt (75:25) 43-54 

Hex:AcOEt (7:3) 56-60 

Hex:AcOEt (68:32) 61-66 

Hex:AcOEt (65:35) 67-72 

Hex:AcOEt (62:38) 73-78 

Hex:AcOEt (6:4) 79-85 

Hex:AcOEt (58:42) 86-90 
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TABELA 4 - CONTINUAÇÃO 

Sistema de eluição Frações coletadas Frações reunidas 

Hex:AcOEt (57:43) 91-99 

 

Hex:AcOEt (55:45) 100-105 

Hex:AcOEt (53:47) 106-116 

Hex:AcOEt (5:5) 117-122 

Hex:AcOEt (48:52) 123-128 

Hex:AcOEt (46:54) 129-134 

Hex:AcOEt (44:56) 135-147 

Hex:AcOEt (42:58) 148-159 

Hex:AcOEt (4:6) 160-172 

Hex:AcOEt (39:61) 173-178 

Hex:AcOEt (38:62) 179-184 

Hex:AcOEt (35:65) 185-189 

Hex:AcOEt (3:7) 190-194 

Hex:AcOEt (25:75) 195-201 

Hex:AcOEt (2:8) 202-206 

Hex:AcOEt (1:9) 207-213 

AcOEt 214-217 

AcOEt:MeOH (98:2) 218-223 

AcOEt:MeOH (94:6) 224-229 

AcOEt:MeOH (8:2) 230-235 

AcOEt:MeOH (7:3) 236-242 

AcOEt:MeOH (5:5) 243-248 

MeOH  249-252 
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ESQUEMA 2 - Fracionamento cromatográfico da fase Hex:AcOEt 8:2 do EEB de 

Phyllanthus acuminatus Vahl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: DUARTE, S.L.F., 2013. 

 

FRAÇÕES  

54-68 (994,7mg) 

 

FASE Hex:AcOEt 

8:2 (2,64g) 

COLUNA 1 

- CC (sílica gel);  

- Hex / Hex: AcOEt / AcOEt:MeOH  

(em gradiente crescente de polaridade) 

- CCDA 

94 FRAÇÕES 

11 GRUPOS 

FRAÇÕES  

33-53 (102,9mg) 

PhA-1  

102,9mg 

1,5 
- CCDA 

COLUNA 1.1 

- CC (sílica gel);  

- Hex / Hex:AcOEt / AcOEt:MeOH 

(em gradiente crescente de polaridade) 

252 SUBFRAÇÕES 

 

 

12 GRUPOS 

 

 

PhA-2  

20mg 
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4.5. Processamento cromatográfico da Fase Hex:AcOEt 1:1 

 

A fase Hex:AcOEt 1:1 (2,87 g) foi submetida à CC utilizando sílica gel como fase 

estacionária e como eluentes hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), 

puros ou em misturas binárias, em ordem crescente de polaridade. Desta coluna (Coluna 2) 

foram coletadas 38 frações de 100 mL cada, que foram concentradas em evaporador rotativo, 

analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus perfis cromatográficos, o que resultou 

em  7 grupos (TAB. 5, p.55).  

As frações 10-11 apresentaram-se como um pó amorfo esbranquiçado, corresponde a 

PhA-1 (76,7mg). 

A fração 29 (252,8 mg) se apresentou como uma substância oleosa âmbar, em CCDA 

mostrou-se praticamente pura, por isso não foi incorporada a junção das frações 28-28. Foi 

submetida a CC em sephadex, conforme TABELA 6, para purificação. Não obtendo êxito, o 

mesmo ocorreu com a 28-38 (694,7 mg), conforme TAB. 7, p. 56. 

 

TABELA 5 - Processamento cromatográfico da Fase Hex:AcOEt (1:1) do EEB de 

Phyllanthus acuminatus Vahl – Coluna 2 em sílica gel.  

Sistema de eluição Frações coletadas Frações reunidas 

Hex:AcOEt (95:5) 1-3 

1-5; 7-9; 10-11; 12-16; 17-24; 

28-38 (exceto 29); 

Hex:AcOEt (9:1) 
4-5 

Hex:AcOEt (7:3) 6-8 

Hex:AcOEt (65:35) 9 

Hex:AcOEt (6:4) 10-11 

Hex:AcOEt (55:45) 12-13 

Hex:AcOEt (5:5) 14-16 

Hex:AcOEt (45:55) 17 

Hex:AcOEt (4:6) 18-19 

Hex:AcOEt (3:7) 20-22 

Hex:AcOEt (2:8) 23-24 
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TABELA 5 - CONTINUAÇÃO 

Sistema de eluição Frações coletadas Frações reunidas 

Hex:AcOEt (1:9) 25-26 

 

AcOEt 27-28 

AcOEt:MeOH (95:5) 29-30 

AcOEt:MeOH (9:1) 31-33 

AcOEt:MeOH (8:2) 34 

AcOEt:MeOH (7:3) 35 

AcOEt:MeOH (6:4) 36 

AcOEt:MeOH (5:5) 37 

MeOH  38 

 

TABELA 6 - Processamento cromatográfico da fração 29 da Coluna 2– Coluna 2.1 em 

sephadex. 

Sistema de eluição Frações coletadas Frações reunidas 

MeOH 1-18 1-7; 8-13; 14-18; 

 

TABELA 7 - Processamento cromatográfico das frações 28-38 da Coluna 2– Coluna 2.2 em 

sephadex. 

Sistema de eluição Frações coletadas Frações reunidas 

MeOH 1-31 1-12; 13-16; 17-22; 23-31; 
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ESQUEMA 3 - Fracionamento cromatográfico da Fase Hex:AcOEt 1:1 do EEB de 

Phyllanthus acuminatusVahl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: DUARTE, S.L.F., 2013. 

 

 

18 FRAÇÕES 

 

COLUNA 2.1 e 2.2 

Sephadex- MeOH 

COLUNA 2 

- CLMP (sílica gel);  

- Hex / Hex:AcOEt / AcOEt:MeOH  

(em gradiente crescente de polaridade) 

- CCDA 

38 FRAÇÕES  

FASE Hex:AcOEt 

1:1 

7 GRUPOS  

FRAÇÃO  

29 (252,8mg) 
FRAÇÃO 

28-38 (690,7mg) 

PhA-1  

76,7mg 
31 FRAÇÕES 

3 GRUPOS 

 
4 GRUPOS 

FRAÇÕES  

10-11 (76,7mg) 
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4.6.Métodos Espectroscópicos 

 

4.6.1. Espectroscopia no Infravermelho (IV) 

 

Os dados espectrais na região do infravermelho (4000 a 400 cm
-1

) foram obtidos em 

aparelho de BOMEN FT-IR (modelo MB 100) do Centro de Biotecnologia-UFPB, utilizando-

se de 1 a 3 mg de amostra em pastilhas de brometo de potássio (KBr), com número de onda 

medido em cm
-1

. 

4.6.2. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

Os espectros de RMN, uni e bidimensionais, foram registrados em espectrômetros 

VARIAN SYSTEM e BRUKER AVANCE III operando a 500 MHz (RMN 
1
H) e 125 MHz 

(RMN 
13

C) do Laboratório Multiusuário de Caracterização e Análise (LMCA) da UFPB e do 

Laboratório de Pós-graduação em Química da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. 

O solvente empregado para a dissolução das amostras foi clorofórmio deuterado (CDCl3), 

cujos picos característicos em RMN 
1
H e 

13
C serviram como padrão interno durante a 

obtenção dos espectros. Os deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão 

(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades dos deslocamentos 

químicos de RMN de 
1
H foram indicadas segundo as convenções: s (singleto), sl (singleto 

largo), d (dubleto), dl (dubleto largo), dd (duplo dubleto). 

 

4.6.3. Espectrometria de Massas (EM) 

 

Para obtenção dos espectros de massas das substâncias foram utilizados 

espectrômetros de massas de alta e de baixa resolução da marca Bruker, modelo Microtof II e 

Ion Trap-Amazonx, respectivamente, pela técnica de Ionização por Eletrospray, modo 

positivo (ESI+) ou negativo (ESI-), localizado no Laboratório Multiusuário de Caracterização 

e Análise (LMCA) da UFPB e no Núcleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NPPN) da 

UFRJ. As amostras foram diluídas em uma solução de H2O: MeCN (1:1). 
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4.7.Estudo Farmacológico 

Foram realizados ensaios farmacológicos com um dos compostos isolados (justicidina 

B) utilizando a seguinte metodologia. 

 

4.7.1. Citotoxicidade frente eritrócitos 

 

Os ensaios para avaliação da citotoxicidade em eritrócitos foram realizados segundo 

Kang et al. (2009), com algumas modificações. Os eritrócitos foram obtidos de sangue fresco 

de um camundongo Swiss coletado do sinus orbital. A agulha foi heparinizada (heparina 

sódica - Parinex® - Hipolabor) para prevenir coagulação. 

 Para obter a suspensão de eritrócitos, 1 mL de sangue total foi solubilizado em 10 mL 

de solução tampão fosfato (PBS) e então centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos. O 

plasma sobrenadante foi descartado e esse processo repetido mais duas vezes. Os eritrócitos 

foram finalmente resuspensos em PBS, obtendo-se então a suspensão de eritrócitos a 0,5% 

(v/v) que foi utilizada para o ensaio de hemólise.   

A justicidina B foi solubilizada em DMSO (5%) e preparada em PBS, no dobro das 

concentrações desejadas. A cada 100 μL dessas soluções foi adicionado 100 μL da suspensão 

de eritrócitos, em quadruplicata. Os controles, positivo e negativo foram também utilizados, 

pela incubação de eritrócitos em uma solução de 0,1% de Triton X-100 (Sigma- Aldrich®) 

em PBS (2 mL) e DMSO (5%) em PBS (2 mL), respectivamente.  

A placa de 96 poços foi mantida sob suave agitação por 60 minutos. Após esse 

período, a placa foi centrifugada por 5 minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante cuidadosamente 

removido. Após remoção, foi adicionado a cada poço 200 μL de solução de Triton X-100 

(0,1%) e a placa cuidadosamente agitada. A quantidade de hemólise causada pela solução do 

Triton X-100 (0,1%) foi determinada espectrofotometricamente a 415 nm e serviu como 

prova inversa para determinação da CH50 da justicidina B (concentração do que produz 50% 

de hemólise), utilizando a seguinte fórmula: 

 

%Hemólise = ATx – Ajusticidina B x 100 

              ATx 
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Onde: 

ATx = Absorbância do poço contendo controle positivo com Triton-X. 

Ajusticidina B = Absorbância do poço contendo a concentração da justicidina B. 

 

4.7.2. Avaliação da atividade antitumoral in vitro em linhagens de células tumorais 

e não tumorais humanas.  

 

Para a avaliação da atividade antitumoral in vitro da justicidina B pelo método da 

sulforrodamina B, foram utilizadas as linhagens de células: U251 (glioma, SNC); MCF-7 

(mama); NCI-ADR/RES (ovário com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos); NCI-

H460 (pulmão, tipo não pequenas células); OVCAR-3 (ovário); HT29 (colorretal); K562 

(leucemia); HaCat (queratinócito humano imortalizado, linhagem não tumoral), as quais 

foram semeadas, em meio RPMI-1640 suplementado (25 mM HEPES, 2 mM L-glutamina, 

100 UI/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal - SBF). As 

células foram incubadas com diferentes concentrações do justicidina B: 0,25; 2,5; 25 e 

250μg/mL, em quadruplicata (em 0,5% de DMSO). Doxorrubicina foi utilizada como 

controle positivo. Após 48 h de incubação, o experimento foi interrompido pela fixação das 

células via adição de 50 μL/compartimento de ácido tricloroacético (TCA) a 50%. As placas 

foram incubadas por 1 hora a 4 
o
C. Após esse período, as placas foram submetidas a quatro 

lavagens consecutivas com água para a remoção dos resíduos de TCA, meio de cultura e SBF, 

sendo mantidas à temperatura ambiente até a secagem completa. As células foram então 

coradas com 50 μL/compartimento de sulforradamina B (SRB) a 0,4% (peso/volume), 

dissolvido em ácido acético a 1%, por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas foram 

lavadas por três vezes consecutivas com uma solução de ácido acético 1% e secas à 

temperatura ambiente. O corante ligado às proteínas celulares foi solubilizado por adição de 

150 μL/compartimento de Trizma Base (10 μM). A leitura espectrofotométrica da absorbância 

foi feita em leitor de microplacas a 540 nm (SKEHAN, STORENG e SCUDIERO, 1990). 

Foram elaborados gráficos relacionando a porcentagem de crescimento com a 

concentração da amostra teste. Os valores abaixo de 50% de crescimento celular e acima de 

zero representam inibição de crescimento (atividade citostática). Os valores negativos, abaixo 

de zero, representam morte celular (atividade citocida), pois a quantidade de células aferida 

pela absorbância no final do experimento, nesse caso, é menor da que iniciou o experimento. 
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Os resultados para a doxorrubicina e justicidina B. foram ainda expressos como GI50 

(Concentração que inibe o crescimento de 50% das células). 

 

4.7.3. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Os valores das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) da justicidina B e dos 

antibióticos, foram determinadas em duplicata, por meio da técnica de microdiluição, usando 

uma suspensão de c.a. 10
5
 ufc/mL em solução salina a 0,9% de NaCl e com concentrações 

variando de 512µg/mL a 8 µg/mL em diluições seriadas em caldo nutritivo (BHI – Brain and 

Heart Infusion) (SMITH et al., 2005). A CIM foi definida como a menor concentração que 

inibiu completamente o crescimento bacteriano após 24h, visualizada com o uso da solução 

(0,01%) de resazurina (Sigma-Aldrich), um indicador de crescimento bacteriano. 

 

 

4.7.4. Avaliação da atividade moduladora da resistência a drogas 

 

Para avaliar a atividade da justicidina B como inibidor putativo de bomba de efluxo, 

foi determinada a CIM de antibióticos, na presença e na ausência da justicidina B, em cepas 

de S. aureus que superexpressam bombas de efluxo específicas (GIBBONS et al., 2003). A 

concentração da substância teste foi a correspondente a ¼ de sua CIM, considerada uma 

concentração subinibitória, de modo a não interferir diretamente na atividade antibacteriana 

(STAVRI et al., 2007). A clorpromazina, um inibidor de bomba de efluxo, foi usada como 

controle positivo para as cepas IS-58 (TetK) e SA-1199B (NorA), ambas da subfamília MFS. 

Após 24h de incubação a 37°C, foi realizada a visualização da presença/ausência de 

crescimento bacteriano, com o uso da solução (0,01%) de resazurina (Sigma-Aldrich). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1.Identificação estrutural de PhA-1 

 

A substância codificada como PhA-1 foi isolada na forma de um pó amorfo 

esbranquiçado com rendimento de 3,36 %. O espectro de massas obtido em baixa resolução 

LR-ESI-MS (FIG.7, p. 66) mostrou um pico em 365 [M+H]+ compatível com a fórmula 

molecular C21H16O6. No espectro de RMN de 
13

C DEPT-Q (125 MHz, CDCl3) e suas 

expansões (FIG. 8-10, p. 67-69), foi possível observar a presença de vinte e um sinais. Destes, 

11 foram atribuídos a carbonos não hidrogenados, seis a carbonos metínicos, dois a carbonos 

oximetilênicos e dois a carbonos metoxílicos. O gênero Phyllanthus é rico em lignanas, 

baseado nessa premissa e nos deslocamentos químicos dos carbonos não hidrogenados entre 

δC 128,35 e 151,73, além dos sinais em  δC 68,03 e 169,99 e comparação com dados da 

literatura (SILVA, et al., 2007) foi possível propor um esqueleto carbônico para PhA-1 de 

uma lignana do tipo arilnaftaleno lactona sendo esses dois últimos sinais atribuídos aos 

carbonos C-9 e C-9’, respectivamente. Os sinais em δC 55,79, 56,04 e 101,21 foram atribuídos 

a duas metoxilas e um metilenodioxi, respectivamente. No espectro de RMN de 
1
H (500 

MHz, CDCl3) e suas expansões (11-13, p. 70-72) observou-se três singletos com integral para 

1H cada em δH 7,08, 7,16 e 7,68 e sinais correspondentes a um sistema ABX em δH 6,93 (d, J 

= 1,5), 6,95 (d, J = 8,0) e 6,81 (dd, J = 8,0 e 1,5). Esses sinais comparados com a literatura 

(SILVA, et al., 2007) foram compatíveis com esqueleto de lignanas arilnaftaleno lactona e 

foram atribuídos a H-3, H-6, H-7, H-2’, H-5’ e H-6’, respectivamente. Esse padrão de 

hidrogenação inferiu ainda substituição nos carbonos C-4, C-5, C-3’ e C-4’. Os sinais em δH 

6,07 (d, J = 1,5) e 6,02 (d, J = 1,0) foram compatíveis com substituinte metilenodioxi e os 

sinais em δH 3,79 e 4,02 foram atribuídos a duas metoxilas. Um singleto largo com integral 

para dois hidrogênios em δH 5,35 foi atribuído aos hidrogênios 2H-9 característicos das 

lignanas arilnaftaleno lactona.  

No espectro de HSQC FIG. 14-16, p. 73-75 e suas expansões, foi possível observar as 

correlações do sinal em δH 7,08 (H-3) com o carbono em δC 105,76, do sinal em δH 7,16 com 

o carbono em δC 105,96 e do sinal em δH 7,68 com o carbono em δC 118,26. Essas correlações 

corroboram para os hidrogênios e carbonos H-3/C-3, H-6/C-6 e H-7/C-7 das lignanas 

arilnaftaleno lactona com substituintes em C-4 e C-5. Observou-se correlação do sinal em δH 

5,35 (2H-9) com o carbono em δC 68,03 e dos sinais em δH 6,07 e 6,02 (OCH2O) com o 



 

65 
 

carbono em δC 101,21 e de δH 3,79 e 4,02 com o s carbonos em 55,79 e 56,04 confirmando os 

substituintes metilenodioxi e duas metoxilas. As demais correlações estão compiladas na 

TABELA 8, p. 65. Para o completo assinalamento de hidrogênios e carbonos fez-se o 

experimento HMBC (FIG. 17-19, p. 76- 78). Neste foi possível observar correlações do sinal 

em 7,68 (H-7) com os carbonos em 68,03 e 105,96 assinalando esses carbonos como C-9 e C-

6, respectivamente. O sinal em δH 7,16(H-6) correlacionou-se com o sinal em 150,01 e com 

151,73 que foram atribuídos a C-4 e C-5, respectivamente. Correlações dos sinais em 3,79 

(MeO-4) e 4,02 (MeO-5) com os carbonos em 150,01 e 151,73 confirmam a localização das 

metoxilas em C-4 e C-5. O substituinte metilenodioxi está localizado em C-3’-C-4’ e isso é 

confirmado pela correlação do sinal em 6,07 com os carbonos em 147,52 e 147,49 que foram 

atribuídos a C-3’ e C-4’, respectivamente. Observou-se também a correlação do sinal em 6,93 

(H-2’) com o sinal em 139,48 que foi atribuído a C-7’ e do sinal em 5,35 (2H-9) com o 

carbono em 139,59 e 118,44 que foram atribuídos a C-8 e C-8’, respectivamente. As 

correlações dos sinais em 7,08 (H-3) e 7,68 (H-7) com o carbono em 133,12 e comparações 

com a literatura permitiram atribuir esse carbono para C-1 e o sinal em 128,79 para C-2. As 

demais correlações estão compiladas na TABELA 8, p. 65. Através do experimento NOESY-

1D, (FIG.20-22 ,p. 79-81) foi possível observar um ganho de NOE do sinal em 7,16 (H-6) 

quando a metoxila em 4,02 foi irradiada, confirmando assim esse deslocamento químico para 

OMe-5. Esse mesmo efeito foi observado quando da irradição da metoxila em 3,79 o ganho 

de NOE foi observado no sinal em 7,08 (H-3). Assim o sinal em 3,79 foi confirmado para 

OMe-4. Uma vez estabelecido H-3 em 7,08 foi possível observar no HMQC uma correlação 

desse sinal com 105,76 atribuído a C-3. Através dessas informações foi possível inverter os 

sinais de C-3 e C-5’ publicados por Silva et al.,(2007).  

Assim, PhA-1 trata-se de uma lignana arilnaftaleno lactona denominada justicidina B 

com  atividade farmacológica como antifúngica, antitumoral, antireumática, antimalárica, 

antiprotozoária contra formas tripomastigota de T. brucei, atividade moderada contra T. cruzi 

e antiviral descritas na literatura (GERTSCH et al., 2003; PETTIT, et al, 1988; FONSECA, 

2009). 
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TABELA 8 - Dados de RMN 1D e 2D de PhA-1 em 500 MHz, CDCl3, comparados com 

justicidina B (SILVA et al., 2007). 

 

 HSQC HMBC justicidina B  

 δC δH 
2
JCH 

3
JCH δC δH 

C       

1 133,12 - H-7 H-3 133,1 - 

2 128,79 - H-3 H-6; H-7 128,8 - 

4 150,01 - H-3 H-6; MeO-4 151,2 - 

5 151,73 - H-6 H-3; MeO-5 150,0 - 

8 139,59 - H-7; 2H-9  139,8 - 

1’ 128,35 - H-2’ H-5’ 128,3 - 

3’ 147,52 - H-2’ H-5’; OCH2O 148,0 - 

4’ 147,49 - H-5’ H-2’; H-6’; OCH2O 147,8 - 

7’ 139,48 -  H-3; H-2’; H-6’ 139,8 - 

8’ 118,44 -  H-7; 2H-9 118,4 - 

9’ 169,99 -  2H-9 169,9 - 

CH      - 

3 105,76 7,08 (s)   108,1 7,08 

6 105,96 7,16 (s)  H-7 106,0 7,12 

7 118,26 7,68 (s)  H-6; 2H-9 118,2 7,61 

2’ 110,52 6,93 (d, J = 1,5)  H-6’ 110,5 6,78 

5’ 108,17 6,95 (d, J = 8,0) H-6’  105,8 6,98 

6’ 123,42 6,81 (dd, J = 8,0 e 1,5) H-5’ H-2’ 123,4 6,77 

CH2       

OCH2O 101,21 6,07 (d, J = 1,5) 

6,02 (d, J = 1,0) 

  101,2 6,08 

9 68,03 5,35 (s)  H-7 67,9 5,33 

CH3       

MeO-4 55,79 3,79 (s)   56,0 3,20 

MeO-5 56,04 4,02 (s)   55,8 3,95 
Fonte: DUARTE, S. L. F., 2013. 
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FIGURA 7 - Espectro de massas de PhA-1 obtido em baixa resolução LR-ESI-MS. 
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FIGURA 8 - Espectro de RMN de 
13

C DEPT-Q (125 MHz) de PhA-1 em  CDCl3. 
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FIGURA 9 – Expansão do espectro de RMN de 
13

C DEPT-Q de PhA-1 na região de 131-103 ppm (125 MHz, CDCl3).  
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FIGURA 10 – Expansão do espectro de RMN de 
13

C DEPT-Q de PhA-1 na região de 70-50 ppm (125 MHz, CDCl3).  
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FIGURA 11- Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de PhA-1. 
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FIGURA 12 – Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de PhA-1 na região de 7,75-6,80 ppm. 
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FIGURA 13 – Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de PhA-1 na região de 6,31-3,7 ppm.  
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FIGURA 14 - Espectro HSQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-1. 
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FIGURA 15 - Expansão do espectro HSQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-1 na região de (6,3-3,7 ppm) x (30-120 ppm).   
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FIGURA 16 - Expansão do espectro HSQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-1 na região de (7,8-6,3 ppm) x 100-130 ppm).   
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FIGURA 17 - Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-1. 
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FIGURA 18 - Expansão do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-1 na região de (7,35-6,6 ppm) x (100-155 ppm).   
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FIGURA 19 - Expansão do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-1 na região de (7,75-7,1 ppm) x (65-160 ppm).   
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FIGURA 20 – Espectro NOESY 1D (500 MHz, CDCl3) de PhA-1.    
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FIGURA 21 – Espectro NOESY 1D (500 MHz, CDCl3) de PhA-1.    
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FIGURA 22 – Espectro NOESY 1D (500 MHz, CDCl3) de PhA-1.    
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5.2.Identificação estrutural de PhA-2 

 

A substância codificada como PhA-2 foi isolada na forma de óleo âmbar com 

rendimento de 0,04%. O espectro de massas obtido em alta resolução HR-ESI-MS (FIG. 23, 

p. 85) mostrou um pico em 447,1065 [M+Na]
+
 compatível com a fórmula molecular 

C23H20NaO8. No espectro de RMN de 
13

C APT (125 MHz, CDCl3) e suas expansões (FIGS. 

24-26, p. 86-88), foi possível observar a presença de vinte e três sinais. Destes, 12 foram 

atribuídos a carbonos não hidrogenados, seis a carbonos metínicos, dois a carbonos 

oximetilênicos, dois a carbonos metoxílicos e um a carbono metílico. Os deslocamentos 

químicos de carbonos de PhA-2 foram semelhantes a PhA-1 e com base nas absorções de 

carbonos não hidrogenados entre δC 127,74 e 150,48 inferiu-se que PhA-2 também possui 

esqueleto carbônico de lignana arilnaftaleno. Diferentemente de PhA-1 o sinal correspondente 

ao C-9 em δC 68,03, característico de lignanas arilnaftaleno lactona, sofreu uma proteção e 

absorveu em δC 65,01, sugerindo a abertura do anel lactônico. Ainda nesse espectro, foram 

observados os sinais em 171,03 e 20,76 que, quando associado com o deslocamento químico 

do C-9 em 65,01, inferiu a inserção de um grupo acetoxi nessa posição (PETTIT, 1988). 

Detectou-se ainda um deslocamento químico em 172,38 que associado com a informação do 

espectro de infravermelho (FIG. 27, p. 89) onde se observou uma banda larga em 3100-3500 e 

uma banda forte em 1680 características de ácido carboxílico, sugeriu-se uma oxidação em C-

9’. Os demais deslocamentos químicos de carbonos foram semelhantes à filantostatina A e 

estão compilados na TABELA 9. No espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) e suas 

expansões (FIG.28-32, p. 90-94) observaram-se três singletos com integral para 1H cada em 

δH 6,86, 7,11 e 7,68 e sinais correspondentes a um sistema ABX em δH 6,84 (sl), 6,85 (d, J = 

8,0) e 6,79 (dd, J = 8,0 e 2,0). Esses sinais comparados com a literatura (SILVA, et al., 2007) 

foram compatíveis com esqueleto de lignanas arilnaftaleno e foram atribuídos a H-3, H-6, H-

7, H-2’, H-5’ e H-6’, respectivamente. Esse padrão de hidrogenação inferiu ainda substituição 

nos carbonos C-4, C-5, C-3’ e C-4’. Os sinais em δH 5,99 (d, J = 1,0) e 5,95 (d, J = 1,0) foram 

compatíveis com substituinte metilenodioxi e os sinais em δH 3,73 e 3,96 foram atribuídos a 

duas metoxilas. Dois dubletos em 5,32 (d, J = 12,5) e 5,31 (d, J = 12,5) atribuído aos 

hidrogênios 2H-9 característicos das lignanas arilnaftaleno. Ainda nesse espectro observou-se 

um singleto em 2,03, característico de metila de grupo acetato. No espectro de HMQC 

FIG.33-35, p. 95-97 e suas expansões foi possível observar as correlações do sinal em δH 6,86 

(H-3) com o carbono em δC 105,48, do sinal em δH 7,11 (H-6) com o carbono em δC 106,33 e 
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do sinal em δH 7,68 (H-7) com o carbono em δC 126,72. Essas correlações corroboram para os 

hidrogênios e carbonos H-3/C-3, H-6/C-6 e H-7/C-7 das lignanas arilnaftaleno com 

substituintes em C-4 e C-5. O Sinal em 126,72 para C-7 corrobora com a abertura do anel 

lactônico e oxidação em C-9’(172,40) (PETTIT, 1988). Observou-se correlação do sinal em 

δH 5,32/5,31 (2H-9) com o carbono em δC 65,01 e dos sinais em δH 6,95 e 6,99 (OCH2O) com 

o carbono em δC 101,07 e de δH 3,73 e 3,96 com o s carbonos em 55,66 e 55,86 confirmando 

os substituintes metilenodioxi e duas metoxilas. As demais correlações estão compiladas na 

TABELA 9 p.84. Para o completo assinalamento de hidrogênios e carbonos fez-se o 

experimento HMBC (FIG. 36-39, p. 98-101). Neste foi possível observar correlações do sinal 

em 7,68 (H-7) com os carbonos em 65,01 e 106,33 assinalando esses carbonos como C-9 e C-

6, respectivamente. O sinal em δH 7,11 (H-6) correlacionou-se com o sinal em 150,18 e com 

150,48 que foram atribuídos a C-4 e C-5, respectivamente. Correlações dos sinais em 3,73 

(MeO-4) e 3,96 (MeO-5) com os carbonos em 150,18 e 150,48 confirmam a localização das 

metoxilas em C-4 e C-5. Assim o substituinte metilenodioxi está localizado em C-3’-C-4’ e 

isso é confirmado pela correlação do sinal em 5,99 e 5,95 com os carbonos em 147,36 e 

147,15 que foram atribuídos a C-3’ e C-4’, respectivamente. Observou-se também a 

correlação do sinal em 5,32/5,31 (2H-9) com o sinal em 128,75 que foi atribuído a C-8’ e com 

171,03 que foi atribuído a carbonila da acetoxila. As demais correlações estão compiladas na 

TABELA 9. O Sinal em 7,11 foi atribuído a H-6 e através do espectro de NOESY, FIG. 40-

41, p. 102-103, foi possível observar uma correlação do sinal em 3,96 com o H-6 (7,11), 

confirmando esse sinal para MeO-5 e de 6,86 (H-3) com 3,73 (MeO-4). H-6 ainda se 

correlacionou com o sinal em 7,68 (H-7) e esse com 5,32 (H-9). Através da análise dos dados 

acima foi possível concluir que PhA-2 abriu o anel lactônico, acetilou C-9 e oxidou C-9’ 

gerando um ácido carboxílico. A abertura do anel lactônico em lignanas isoladas de 

Phyllanthus foi relatado para a filarimicina e filantostatina A (PETTIT, 1988; BACHMANN, 

1993). Levantou-se a hipótese de PhA-2 ser um produto da hidrólise ácida da filantostatina A, 

porém segundo Pettit, et al (1988) a hidrólise ácida produz a justicidina B e a D-glicose e não 

o ácido como aqui relatado. Assim PhA-2 trata-se de uma lignana arilnaftaleno inédita 

denominada luclaricina, um novo produto natural. 

Conforme relato de Pettit, 1988 diversas lignanas biossintéticas têm atividade 

citostática e/ou antineoplásica, como a filantostatina A e o ácido picropodofílico, levando a 

crer que esta nova lignana, a luclaricina, é uma substância com possível atividade citostática 

e/ou antineoplásica. 
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TABELA 9 - Dados de RMN 1D e 2D de PhA-2 em 500 MHz, CDCl3, comparados com 

filantostatina A (PETTIT, 1988). 

 HSQC HMBC Filantostatina A – 

200MHz 

 δC δH 
2
JCH 

3
JCH δC δH 

C       

1 129,51 -  H-3 129,70 - 

2 127,74 -  H-6; H-7 127,70 - 

4 150,18 -  H-6; MeO-4 150,35 - 

5 150,48 -  H-3; MeO-5 150,63 - 

8 127,90 -   127,70 - 

1’ 131,53 - H-2’ H-5’ 131,17 - 

3’ 147,36 -  H-5’ 147,58 - 

4’ 147,15 -  H-6’ 148,58 - 

7’ 136,90 -  H-3; H-2’ 137,31 - 

8’ 128,75 -  2H-9; H-7 128,59 - 

9’ 172,38 - - - 167,42 - 

Ac 171,03 - Me do Ac 2H-9 172,92 - 

CH      - 

3 105,48 6,86 (s)   105,45  6,90 (s) 

6 106,33 7,11 (s)  H-7 106,37 7,45 (s) 

7 126,72 7,68 (s)  H-6 126,92 7,85 (s) 

2’ 110,47 6,83 (sl)   110,84 6,85 (d, 1,7) 

5’ 108,14 6,85 (d, J = 8,0)   108,31 6,90 (d, 7,9) 

6’ 123,40 6,79 (dd, J = 8,0 e 

2,0) 

H-5’  123,86 6,81 (dd, 7,9, 1,7) 

CH2       

OCH2O 101,07 5,99 (d, J  = 1) 

5,95 (d, J = 1) 

  101,28 6,18 - 5,98  

9 65,01 5,32 (d, J =12,5) 

5,31 (d, J = 12,5) 

  65,26 5,21 (s) 

CH3       

MeO-4 55,66 3,73 (s)   55,79 3,66 (s) 

MeO-5 55,86 3,96 (s)   55,94 3,92 (s) 

Ac 20,76 2,03 (s)   - - 
Fonte: DUARTE, S. L. F., 2013.  
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FIGURA 23- Espectro de massas de PhA-2 obtido em alta resolução HR-ESI-MS. 
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FIGURA 24 - Espectro de RMN de 
13

C APT (125 MHz, CDCl3)  de PhA-2.  
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FIGURA 25– Expansão do espectro de RMN de 
13

C APT (125 MHz, CDCl3)  de PhA-2 na região de 174-122 ppm. 
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FIGURA 26– Expansão do espectro de RMN de 
13

C APT (125 MHz, CDCl3)  de PhA-2 na região de 130,5-123,0 ppm. 
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FIGURA 27 - Espectro de infravermelho de PhA-2. 
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FIGURA 28 - Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de PhA-2. 
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FIGURA 29– Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de 7,0-5,75 ppm. 
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FIGURA 30– Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de 6,95-6,61 ppm. 
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FIGURA 31– Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de 6,1-5,2 ppm. 
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FIGURA 32– Expansão do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de 7,75-6,70ppm. 

 



 

95 
 

FIGURA 33 - Espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-2. 

 



 

96 
 

FIGURA 34 - Expansão do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de (5,6-2,0 ppm) x (20-75 ppm).  
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FIGURA 35 - Expansão do espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de (7,8-5,7 ppm) x (90-130 ppm).   
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FIGURA 36 - Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-2. 
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FIGURA 37 - Expansão do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de (6,2-3,6 ppm) x (100-190 ppm).   
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FIGURA 38 - Expansão do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de (8,2-6,8 ppm) x (60-155 ppm).   
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FIGURA 39 - Expansão do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de (7,22-6,74 ppm) x (100-160 ppm).   
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FIGURA 40 - Espectro NOESY (500 MHz, CDCl3) de PhA-2. 
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FIGURA 41 - Expansão do espectro NOESY (500 MHz, CDCl3) de PhA-2 na região de (7,5-1,0 ppm) x (0-9 ppm).   
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5.3.Citotoxicidade frente eritrócitos 

 

A citotoxicidade da justicidina B foi avaliada frente eritrócitos de camundongos Swiss. 

A CH50 (concentração do que produz 50% de hemólise) foi maior do que 1000 µg/mL. O 

resultado obtido sugere que a justicidina B apresenta baixa toxicidade frente eritrócitos. 

 

5.4.Avaliação da atividade antitumoral in vitro em linhagens de células tumorais e 

não tumorais humanas 

 

Segundo Fonseca (2009), a justicidina B possui atividade citotóxica inespecífica em 

cultura de células neoplásicas, isto pode ser observado nos resultados compilados no 

GRÁFICO 1B onde mostram que justicidina B é citotóxica para a maioria das linhagens 

celulares utilizadas, atividade que ocorreu dependente de concentração. 

O GRÁFICO 1 (A e B) representam a avaliação da atividade citotóxica da 

doxorrubicina e da justicidina B, respectivamente, em cultura de células tumorais humanas e 

em uma linhagem de células não tumorais (HaCat). 

Como esperado, a doxorrubicina apresentou efeito citotóxico, para a maioria das 

linhagens celulares, em todas as concentrações testadas (GRÁFICO 1A). Os valores de GI50 

variaram de 0,026 a 0,69 µg/mL na diferentes linhagens testadas (TAB. 10, p. 106). 

Os valores de GI50 da justicidina B variaram de 0,83 a 67,2 µg/mL (TAB. 10). Pode-se 

observar que a referida substância apresenta citotoxicidade especialmente para as linhagens de 

câncer colorretal, leucemia, glioma e mama (TAB. 10, p. 106). Apresentando atividade 

citocida para linhagem de células de glioma com certa seletividade, numa concentração 

<25µg/mL o que corrobora com dados encontrados na literatura sobre outras lignanas 

arilnaftaleno como a podofilotoxina e seus derivados que também apresentam potente 

atividade antitumoral (CRAGG e NEWMAN, 2005; ZI, et al., 2013), confirmando a 

viabilidade de dar continuidade a estudos sobre a atividade antitumoral dessas lignanas. 
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Fonte: DUARTE, S. L. F., 2013. 

 

GRÁFICO 1- Atividade antitumoral da doxorrubicina (A) e justicidina B (B) em cultura de 

células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentração da 

amostra. U251 – glioma; MCF-7 – mama; NCI/ADR-RES – ovário resistente a múltiplos 

fármacos; NCI-H460 – pulmão; OVCAR-3 – ovário; HT29 – colorretal; K-562 – 

leucemia; HaCat – pele (linhagem de células não tumorais). 
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TABELA 10 - Valores de GI50 (µg/mL) para a doxorrubicina e justicidina B 
  

GI50 (µg/mL) 

LINHAGEM / TRATAMENTO JUSTICIDINA B DOXORRUBICINA 

U251 (glioma, SNC) 2,1 0,026 

MCF-7 (mama) 2,9 0,033 

NCI-ADR/RES (ovário resistente) 31,4 >25 

NCI-H460 (pulmão) 21,1 0,043 

OVCAR-3 (ovário) 67,2 0,69 

HT29 (colorretal) 0,83 0,25 

K562 (leucemia) 1,2 0,22 

HaCat (linhagem não tumoral) 3,7 0,08 

 

5.5.Concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Segundo GOUN et al., (2003) a justicidina B não apresenta boa atividade antibacteriana, o 

que foi comprovado, pois mesmo utilizando 512µg/mL da justicidina B ocorreu crescimento 

bacteriano, desta forma a CIM da justicidina B para as cepas testadas é >512µg/mL. 

 

5.6.Atividade moduladora da resistência a drogas 

 

Nos dados compilados na TABELA 11, observou-se que a justicidina B não modulou 

atividade antibacteriana da tetraciclina, eritromicina e norfloxacino, não havendo alteração da 

CIM destes antibióticos frente às cepas resistentes testadas, ao contrário do que foi observado 

quando utilizada a substância controle, a clorpromazina, que reduziu a CIM do norfloxacino 

em quatro vezes e da tetraciclina em duas vezes. 

 

TABELA 11 - Concentração Inibitória Mínima (CIM) de justicidina B para as cepas 

bacterianas da espécie S. aureus que super expressam bombas de efluxo TetK, MsrA e NorA. 

 Cepa (Bomba de efluxo) /Antibiótico utilizado (CIM do 

antibiótico μg/mL) 

Substâncias 

(¼ da CIM) 

IS-58 (TetK) / 

Tetraciclina (64) 

RN4220 (MsrA) / 

Eritromicina (512) 

SA-1199B (NorA) / 

Norfloxacino (64) 

Justicidina B 

(512/4) 

64 512 64 

Clorpromazina 

(64/4) 

32 (2)* 512 16 (4)* 

( )* Entre parênteses, fatores de redução da CIM. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O estudo fitoquímico de Phyllanthus acuminatus Vahl levou ao isolamento de duas 

lignanas com relevância para a espécie, a justicidina B e a luclaricina, esta última relatada 

pela primeira vez. Estas substâncias foram identificadas por Espectroscopia no Infravermelho, 

Espectrometria de Massas e Ressonância Magnética Nuclear de 
1
H e 

13
C uni e bidimensionais 

(HMQC, HMBC, COSY e NOESY).  

A justicidina B, antes isolada nas raízes de P. acuminatus, foi obtida em grande 

quantidade nas partes aéreas da espécie sendo então submetida a testes farmacológicos que 

confirmaram sua atividade antitumoral, em especial sobre linhagens de câncer colorretal, 

leucemia, mama e glioma, apresentando elevada citotoxicidade para esta última.  

A justicidina B não apresentou toxicidade em ensaio utilizando hemácias de 

camundongos Swiss. 

A justicidina B não apresentou efeito modulador frente a cepas bacterianas 

resistentes a tetraciclina, eritromicina e norfloxacino pelo mecanismo de bomba de efluxo. 

A justicidina B não apresentou atividade antibacteriana na maior concentração 

utilizada contra as cepas testadas, o que não descarta a possibilidade de futuras derivatizações 

estruturais para submissão de novas avaliações. 
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