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RESUMO 
 
 
O objetivo geral deste trabalho foi realizar um estudo químico-farmacológico do 
extrato etanólico de folhas de Casearia sylvestris Swartz (EEtCs), frações obtidas 
por extração em fase sólida (EFS1: apolar; EFS2: rica em diterpenos clerodânicos; 
EFS3: polar) e padrões de diterpenos clerodânicos (DC). Os objetivos da parte 
química foram caracterizar os padrões de DC por espectrometria de massas (full 
scan e fragmentação) com fonte de ionização por spray de elétrons (ESI-MS e MSn) 
e identificar DC no EEtCs e na EFS2 por ESI-MS, ESI-MSn e por cromatografia em 
camada delgada de alta eficiência com detecção por imagem química formada por 
espectrometria de massas com fonte de dessorção por spray de elétrons (HPTLC-
DESI-MS-IMAGING). A parte farmacológica consistiu na investigação da atividade 
anti-inflamatória e gastroprotetora do EEtCs, frações (EFS1-3) e padrões de DC. A 
atividade anti-inflamatória foi avaliada por meio de ensaios em ratos, pleurisia 
induzida pela carragenina e edema de pata induzido por uma fosfolipase A2 de 
veneno de Bothrops jararacussu (BthTX-II), e os seguintes ensaios in vitro: atividade 
enzimática das ciclo-oxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e produção de óxido nítrico 
(NO) e prostaglandina E2 (PGE2) por macrófagos estimulados por lipopolissacarídeo. 
A atividade gastroprotetora foi avaliada em modelo de lesões gástricas induzidas por 
indometacina em ratos e ensaio in vitro de atividade anti-Helicobacter pylori. Os 
resultados levaram às conclusões a seguir. A caracterização dos padrões de DC por 
espectrometria de massas permitiu estabelecer o padrão de fragmentação dos DC 
com anel diacetálico do tipo das casearinas, o qual representa uma importante fonte 
de informação para desreplicação em estudos metabolômicos de extratos vegetais. 
A análise do EEtCs e da EFS2 por ESI-MS (full scan e fragmentação) e HPTLC-
DESI-MS-IMAGING permitiu identificar as casearinas B, C, D, F, J, O e X. Os 
ensaios farmacológicos confirmaram que o EEtCs apresenta atividade anti-
inflamatória e gastroprotetora e que estas dependem essencialmente dos DC, uma 
vez que a EFS2 e DC isolados, mas não a EFS1 e a EFS3, reproduziram tais 
efeitos, exceto a atividade anti-H. pylori que foi reproduzida apenas pela EFS2. O 
efeito anti-inflamatório do EEtCs não depende apenas dos DC, mas também de 
prováveis metabólitos secundários capazes de inibir a PLA2 e a COX-2, uma vez que 
o EEtCs inibiu o edema de pata induzido pela BthTX-II, efeito não reproduzido por 
DC isolados, e a atividade enzimática da COX-2, efeito não reproduzido pela EFS2 
ou por DC isolados. A atividade anti-inflamatória dos DC do tipo das casearianas 
não foi associada à inibição da produção de NO, mas envolveu a redução da 
produção da PGE2 por macrófagos por mecanismos independentes da inibição da 
COX-2. É provável que o efeito gastroprotetor do EEtCs envolva tanto mecanismos 
de proteção contra lesões gástricas induzidas por anti-inflamatórios não-esteroidais 
quanto a atividade anti-H. pylori. No primeiro caso, a atividade deve estar 
relacionada com os DC, pois tanto a EFS2 quanto DC isolados reproduziram tal 
atividade. No segundo caso, apenas a EFS2 apresentou atividade anti-H. pylori, 
sugerindo a participação de outros metabólitos secundários presentes na EFS2. 
 
 
Palavras-chave: Casearia sylvestris. Diterpenos clerodânicos. Casearinas. 
Espectrometria de massas. Atividade anti-inflamatória. Atividade gastroprotetora. 
 
 



  

ABSTRACT 
 
 
The aim of this study was to carry out a chemical-pharmacological study of the 
ethanol extract from leaves of Casearia sylvestris Swartz (EtECs), fractions obtained 
by solid phase extraction (SPE1: nonpolar; SPE2: rich in clerodane diterpenes; SPE 
3: polar) and standards of clerodane diterpenes (CD). The objectives of the chemical 
step was to characterize standards of CD by mass spectrometry (full scan and 
fragmentation) using electrospray ionization (ESI-MS and MSn) and to identify CD in 
EtECs and SPE2 by ESI-MS, ESI-MSn and high performance thin layer 
chromatography/desorption electrospray ionization mass spectrometry imaging 
(HPTLC-DESI-MS-IMAGING). The pharmacological study consisted in investigation 
of anti-inflammatory and gastroprotective activities of EtECs, fractions (SPE1-3) and 
CD standards. The anti-inflammatory activity was assessed in rats through pleurisy 
induced by carrageenan and paw edema induced by phospholipase A2 from 
Bothrops jararacussu venom (BthTX-II), and the following in vitro assays: enzymatic 
activity of cyclooxygenases 1 and 2 (COX-1 and COX-2) and macrophage 
stimulation by lipopolysaccharide to investigate the production of nitric oxide (NO) 
and prostaglandin E2 (PGE2). The gastroprotective activity was assessed in a model 
of indomethacin-induced gastric lesions in rats and in vitro assay of anti-Helicobacter 
pylori activity. The results led to the following conclusions. The characterization of the 
standards of CD by mass spectrometry demonstrated that it was possible to establish 
the fragmentation pattern of CD with diacetalic ring like casearins, which is an 
important source of information for dereplication in metabolomics studies of plant 
extracts. The analysis of EtECs and SPE2 by ESI-MS (full scan and fragmentation) 
and HPTLC-DESI-MS-IMAGING identified the casearins B, C, D, F, J, O and X. The 
pharmacological assays have confirmed that the EtECs exhibits anti-inflammatory 
and gastroprotective activities and these depend essentially on the CD, since SPE2 
and isolated CD, but not SPE1 and SPE3, reproduced these effects, except anti-H. 
pylori activity that has been reproduced only by the SPE2. The anti-inflammatory 
effect of EtECs depends not only on CD, but also likely secondary metabolites can 
inhibit PLA2 and COX-2, since EtECs inhibited the paw edema induced by BthTX-II, 
which was not reproduced for CD isolation, and the enzymatic activity of COX-2, 
which was not reproduced by SPE2 and isolated CD. The anti-inflammatory activity 
of the CD casearins-like were not associated with inhibition of NO production but 
involved the reduction of PGE2 production by macrophages through independent 
mechanisms of inhibition of COX-2. It is likely that the gastroprotective effect of 
EtECs involving both mechanisms of protection against gastric lesions induced by 
anti-inflammatory nonsteroidal and anti-H. pylori activity. In the first case, it must be 
related to the CD, since both the SPE2 and isolated CD reproduced this activity. In 
the second case, only SPE2 showed anti-H. pylori activity, suggesting the 
involvement of other secondary metabolites present in SPE2. 
 
 
Keywords: Casearia sylvestris. Clerodane diterpenes. Casearins. Mass 
spectrometry. Anti-inflammatory activity. Gastroprotective activity. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Uma das primeiras estratégias utilizadas para obtenção de fármacos foi o 

isolamento a partir de plantas medicinais, identificadas inicialmente por registros e 

estudos etnofarmacológicos (ELISABETSKY, 1999). Com o avanço científico e 

tecnológico, inúmeras estratégias foram desenvolvidas para obtenção de novos 

fármacos e, atualmente, uma das mais avançadas é o rastreamento de alto 

rendimento (high-throughput screening) a partir de quimiotecas (coleção de dezenas, 

centenas ou milhares de moléculas diferentes sintetizadas a partir de um ou mais 

substratos de partida) obtidas por química combinatória baseada no alvo molecular 

(planejamento racional) com auxílio de recursos computacionais de modelagem 

molecular (EVERETT, 2015). Apesar disso, dados comprovam que os produtos 

naturais continuam sendo importantes fontes de novos fármacos e medicamentos. 

Uma revisão recente (NEWMAN; CRAGG, 2016) realizou um levantamento 

dos novos agentes terapêuticos (fármacos, extratos vegetais, macromoléculas 

biológicas e vacinas) aprovados no mundo num período de 34 anos (janeiro de 1981 

a dezembro de 2014). O total encontrado foi de 1.211, e destes, 55% relacionados 

com produtos naturais (1% de extratos vegetais, 6% de fármacos naturais, 21% de 

fármacos derivados de produtos naturais e 27% de fármacos sintéticos análogos a 

produtos naturais). Dentre os fármacos naturais, por sua vez, predominaram aqueles 

extraídos de plantas medicinais. 

Um exemplo clássico de planta medicinal que deu origem a diversos agentes 

terapêuticos é uma espécie de Salicaceae conhecida mundialmente como salgueiro 

branco (Salix alba L.), cuja história foi revista recentemente por Wood (2015). O uso 

do extrato da casca e de folhas do salgueiro branco para aliviar dor, febre e 

inflamação remonta à antiguidade. A partir destes extratos, isolou-se a salicina, 

composto cuja hidrólise dá origem ao ácido salicílico, a partir do qual foram 

desenvolvidos outros fármacos tais como o salicilato de metila e o ácido 

acetilsalicílico. 

Durante as primeiras décadas do século XX o ácido acetilsalicílico foi o 

principal fármaco utilizado como anti-inflamatório até que a cortisona, um análogo 

semissintético dos glicocorticoides, fora introduzido na terapêutica. A partir daí, os 

glicocorticoides (naturais e seus análogos) passaram a ser chamados de anti-

inflamatórios esteroidais e o ácido acetilsalicílico de anti-inflamatório não-esteroidal 
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(SCHIMMER; FUNDER, 2011). Apesar do ácido acetilsalicílico ser um exemplo bem 

sucedido da obtenção de um fármaco anti-inflamatório com origem na 

etnofarmacologia, praticamente todos os outros anti-inflamatórios não-esteroidais 

(AINEs) disponíveis atualmente no mercado são totalmente sintéticos (GROSSER; 

SMYTH; FITZGERALD, 2011). 

Curiosamente, na atualidade outra espécie de Salicaceae com uso tradicional, 

Casearia sylvestris Swartz, destaca-se pela atividade anti-inflamatória, mas 

diferentemente da Salix alba L., também se destaca pelas atividades 

antiulcerogênica, antitumoral e antiofídica sendo amplamente distribuída no Brasil 

onde o principal nome popular é guaçatonga (FERREIRA et al. 2011). 

O fato de apresentar atividade gastroprotetora e anti-inflamatória destaca a C. 

sylvestris como uma provável fonte de agentes terapêuticos indicados para 

distúrbios gástricos e inflamatórios. No segundo caso seria uma excelente 

alternativa aos AINEs, pois uma das restrições quanto ao uso desta classe de 

fármacos é justamente o aparecimento de lesões gastroduodenais (GROSSER; 

SMYTH; FITZGERALD, 2011). 

Estudos comprovaram que extratos de folhas de C. sylvestris apresentam 

tanto atividade anti-inflamatória (RUPPELT et al., 1991; SILVA et al., 2004; ALBANO 

et al., 2013) quanto antiulcerogênica (BASILE et al., 1990; SERTIÉ, CARVALHO E 

PANIZZA, 2000; FIALHO et al., 2010). No entanto, nenhum destes estudos 

investigou os possíveis metabólitos envolvidos com tais atividades. Já Pierri (2013) e 

Santos (2008) o fizerem, respectivamente, para a atividade anti-inflamatória e 

antiulcerogênica. Em ambos os casos, a estratégia utilizada foi o fracionamento 

biomonitorado, o qual permitiu identificar o envolvimento de diterpenos clerodânicos 

(DC) típicos da espécie. Tais diterpenos vêm sendo descritos como as principais 

substâncias ativas e marcadores da espécie desde que Itokawa et al. (1990) 

publicaram a caracterização definitiva de seis DC inéditos (casearinas A-F) 

purificados a partir do extrato etanólico de folhas de C. sylvestris. Tais autores 

também utilizaram o fracionamento biomonitorado em ensaios de atividade 

antitumoral e citotóxica. Utilizando basicamente esta mesma estratégia, outros 33 

DC, majoritariamente inéditos, foram identificados em extratos de folhas de C. 

sylvestris (MORITA et al., 1991; CARVALHO et al., 1998, OBERLIES et al., 2002; 

SANTOS et al., 2007; WANG et al., 2009b, 2009c, 2009d; SANTOS et al., 2010). É 

evidente que a estratégia do fracionamento biomonitorado foi e continua sendo 
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extremamente importante, principalmente na identificação de moléculas inéditas, 

mas por outro lado, apresenta algumas desvantagens tais como a necessidade de 

diversos ensaios farmacológicos e diversas técnicas de separação, purificação e 

caracterização estrutural, principalmente quando se trata da identificação de 

moléculas já descritas na literatura. 

Uma alternativa emergente ao fracionamento biomonitorado é a abordagem 

baseada na metabolômica, ou seja, na ampla identificação de metabólitos presentes 

em uma determinada matriz biológica complexa. Para tanto, pode-se utilizar o 

processo de desreplicação dos dados obtidos a partir da análise de um extrato 

vegetal por modernas técnicas de separação hifenadas com técnicas de deteção 

espectrométricas avançadas. Além disso, informações sobre espectrometria de 

massas de padrões de fragmentação (MSn ou MS/MS) são extremamente úteis no 

processo de desreplicação (ATANASOV et al., 2015). 

Recentemente, Bueno (2015) desenvolveu um método analítico abrangente 

para análise simultânea de diterpenos clerodânicos e compostos fenólicos em 

extratos de folhas de C. sylvestris por técnica de cromotografia líquida de ultra 

eficiência (UHPLC) com detecção por arranjo de diodos (DAD) e espectrometria de 

massas de fragmentação com fonte de ionização por spray de elétrons em 

espectrômetro orbitrap (UHPLC-DAD-ESI-Orbitrap). Apesar de ter identificado 15 DC 

em extrato de folhas de C. sylvestris, a autora relata que uma das dificuldades foi 

obter informações sobre espectrometria de massas destes DC, especialmente sobre 

a fragmentação molecular. De fato, não foram encontrados trabalhos na literatura 

sobre o padrão de fragmentação de DC do tipo das casearinas, o que justifica um 

dos objetivos deste trabalho que foi justamente estabelecer este padrão. Outro 

objetivo foi identificar DC em extratos e frações de folhas C. sylvestris através de 

técnica hifenada de cromatografia em camada delgada de alta eficiência com 

detecção por imagem química formada por espectrometria de massas com fonte de 

dessorção por spray de elétrons (HPTLC-DESI-MS-IMAGING). 

Além desta parte química, este trabalho explorou aspectos farmacológicos de 

C. sylvestris através da comprovação e investigação dos mecanismos das atividades 

anti-inflamatória e gastroprotetora. 

Em relação aos prováveis mecanismos da atividade anti-inflamatória de C. 

sylvestris, a literatura é relativamente escassa, mas alguns estudos sugerem que 

podem estar associados à redução da produção óxido nítrico (NO) ou de 
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prostaglandinas (PGs) por inibição da ciclo-oxigenase (COX) ou da fosfolipase A2 

secretada (sPLA2). 

Foram encontrados dois trabalhos que avaliaram o efeito de extratos de 

folhas de C. sylvestris sobre a produção de NO, um deles em modelo de macrofágos 

in vitro (NAPOLITANO et al., 2005) e o outro em modelo de pleurisia em ratos 

(ALBANO et al., 2013). Já em relação às casearinas, encontrou-se um trabalho que 

investigou o efeito da casearina G sobre a produção de NO in vitro (DUPUY et al., 

2013). Apesar disso, os resultados destes três trabalhos foram contraditórios, o que 

justifica a investigação do efeito de DC isolados sobre a produção deste mediador 

químico. 

Em relação à inibição da COX, existem poucas e fracas evidências, uma 

delas sugerida por Sassioto et al. (2004) que verificaram que o decocto de folhas de 

C. sylvestris apresentou um efeito semelhante aos AINEs, clássicos inibidores de 

COX, em um modelo de osteogênese. Esteves et al. (2005) sugerem mecanismo 

semelhante, pois o óleo essencial de folhas de C. sylvestris reduziu o edema de pata 

induzido por carragenina, mas não o aumento da permeabilidade vascular induzido 

por substâncias que degranulam mastócitos. Por outro lado, esta hipótese gera a 

seguinte indagação: como pode um mesmo extrato ou diterpeno clerodânico de 

folhas de C. sylvestris inibirem a COX e, ao mesmo tempo, apresentar efeito 

antiulcerogênico? Uma possível resposta para tal indagação seria a inibição 

altamente seletiva da COX-2 que é a isoforma da COX envolvida com a produção de 

PGs no local da inflamação. Assim, a produção de PGs no estômago pela COX-1 

não seria afetada. Uma maneira extremamente útil para esclarecer tal dúvida é a 

investigação do efeito do extrato, frações e DC sobre a atividade enzimática in vitro 

das ciclo-oxigenases 1 e 2, o que foi realizado neste estudo. Também se investigou 

o efeito destas amostras sobre a produção de prostaglandina E2 (PGE2) em 

macrófagos estimulados in vitro por lipopolissacarídeo, uma vez que a inibição da 

produção de prostaglandinas pode ocorrer por mecanismos independentes da 

inibição da COX. 

Quanto à inibição da sPLA2, Borges et al. (2000) demonstraram que o extrato 

aquoso de folhas da C. sylvestris inibiu a atividade enzimática in vitro de sPLA2s 

isoladas dos venenos de Bothrops pirajai e Bothrops jararacussu. Além disso, 

trabalhos têm demonstrado efeito de extratos de C. sylvestris sobre atividade 

biológica de sPLA2s isoladas de venenos (CAVALCANTE et al., 2007; OSHIMA-
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FRANCO et al., 2005; RASLAN et al., 2002). Sendo assim, neste estudo investigou-

se o efeito do extrato etanólico de folhas de C. sylvestris (EEtCs) e diterpenos 

clerodânicos isolados sobre o edema de pata em ratos induzido por uma sPLA2 

isolada do veneno de Bothrops jararacussu chamada de bothropstoxina II (BthTX-II). 

Quanto à atividade gastroprotetora de folhas de C. sylvestris, o extrato 

hidroalcoólico (BASILE et al., 1990) e o óleo essencial (ESTEVES et al., 2005) 

preveniram o aparecimento de lesões gástricas induzidas por estresse em ratos. 

Sertié, Carvalho e Panizza (2000) comprovaram que o mesmo tipo de extrato, além 

de prevenir úlcera por estresse, também foi capaz de reduzir lesões gástricas em 

modelo de úlcera crônica induzida por ácido acético em ratos. Além disso, o extrato 

etanólico apresentou efeito antiulcerogênico em modelo de úlcera aguda induzida 

por álcool em ratos (SANTOS, 2008) e por privação de alimentos sólidos em equinos 

(FIALHO et al., 2010). Através de fracionamento biomonitorado, Santos (2008) 

demonstrou que as casearinas são os princípios ativos antiulcerogênicos presentes 

no extrato etanólico de folhas de C. sylvestris. 

Nota-se que nenhum destes trabalhos utilizou AINE para induzir úlcera cuja 

fisiopatologia é bem conhecida e foi descrita anteriormente. Além disso, os AINEs, 

juntamente com a bactéria Helicobacter pylori, representam os principais agentes 

etiológicos de úlceras pépticas. O H. pylori é um bacilo gram-negativo que coloniza o 

estômago humano e sua presença está associada ao maior risco de incidência de 

várias doenças, incluindo úlceras pépticas, linfomas gástricos e adenocarcinomas 

gástricos, segunda causa de mortes por câncer no mundo (ATHERTON; BLASER, 

2009). Em uma recente e extensa revisão sobre a atividade anti-H. pylori de plantas 

medicinais, Wang (2014) elencou inúmeros trabalhos que investigaram a ação de 

extratos e substâncias isoladas de dezenas de plantas medicinais. No entanto, 

nenhum destes trabalhos foi realizado com espécies do gênero Casearia ou com 

diterpenos clerodânicos típicos deste gênero. Levantamento bibliográfico atual sobre 

o assunto confirmou esta situação. 

Diante do exposto, justifica-se a avaliação de extratos, frações e substâncias 

purificadas a partir de C. sylvestris em modelos de úlcera induzida por AINEs e nos 

ensaios de atividade anti-H. pylori, até porque foi justamente o uso tradicional em 

doenças do trato digestório que resultou na presença da droga vegetal derivada da 

espécie no Formulário de Fitoterápicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011). 

Apesar disso, esta planta não foi incluída na última lista de medicamentos ou 
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produtos tradicionais fitoterápicos de registro simplificado (BRASIL, 2014) e 

atualmente não há nenhum fitoterápico a base de C. sylvestris registrado na ANVISA 

(AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2016). Também não há 

medicamentos a base de casearinas, ou mesmo fármacos semissintéticos ou 

análogos sintéticos destes metabólitos secundários. 
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6 CONCLUSÕES 

 

a) A caracterização dos padrões de DC do tipo das casearinas por 

espectrometria de massas permitiu estabelecer o padrão de fragmentação no 

qual os radicais esterificados no anel diacetálico são fragmentados em MS2 e 

MS3, enquanto que os radicais esterificados nas posições R1 e R5 são 

retirados na fragmentação MS4. Este padrão representa uma importante fonte 

de informação para desreplicação em estudos metabolômicos de extratos 

vegetais; 

b) Nas condições otimizadas, a análise do EEtCs e a EFS2 por ESI-MS (full 

scan e fragmentação) e HPTLC-DESI-MS-IMAGING permitiu identificar as 

casearinas B, C, D, F, J, O e X, inclusive com indicações sobre as abundância 

destes diterpenos nas amostras. Além disso, sugere a existência de novos 

DC ou ainda não descritos em extratos de C. sylvestris, uma vez que foram 

encontrados picos com fragmentação típica das casearinas, mas não 

atribuídos a nenhum dos 39 DC já descritos na espécie; 

c) Os ensaios farmacológicos confirmaram que o EEtCs apresenta atividade 

anti-inflamatória e gastroprotetora e que estas dependem essencialmente dos 

DC, uma vez que a EFS2 e DC isolados, mas não a EFS1 e a EFS3, 

reproduziram tais efeitos, exceto a atividade anti-H. pylori que foi reproduzida 

apenas pela EFS2; 

d) O efeito anti-inflamatório do EEtCs não depende apenas dos diterpenos 

clerodânicos, mas também de prováveis metabólitos secundários capazes de 

inibir a PLA2 e a COX-2, uma vez que o EEtCs inibiu o edema de pata 

induzido pela BthTX-II, efeito não reproduzido por DC isolados, e a atividade 

enzimática da COX-2, efeito não reproduzido pela EFS2 ou por DC isolados; 

e) A atividade anti-inflamatória dos DC do tipo das casearianas não foi 

associada à inibição da produção de óxido nítrico, mas envolveu a redução da 

produção da PGE2 por macrófagos por mecanismos independentes da 

inibição da COX-2. Em conjunto, estes dados levantam a hipótese de que os 

DC inibem a sinalização celular através da qual as citocinas induzem a 

expressão da COX-2, mas não a sinalização via NF-κB através da qual o LPS 

induz a expressão de citocinas e da enzima óxido nítrico sintase; 
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f) É provável que o efeito gastroprotetor do EEtCs envolva tanto mecanismos de 

proteção contra lesões gástricas induzidas por anti-inflamatórios não-

esteroidais quanto a atividade anti-H. pylori. No primeiro caso, a atividade 

deve estar relacionada com os DC, pois tanto a EFS2 quanto DC isolados 

reproduziram tal atividade. No segundo caso, apenas a EFS2 apresentou 

atividade anti-H. pylori, sugerindo a participação de outros metabólitos 

secundários presentes na EFS2. 
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