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Resumo

Ede trabdho é uma pate de uma invedigacdo de plantas utilizades na medicina
popular pela populagdo que habita a Horeta Tropicd Atlantica (Mata Atlantica), regido do
Vde do Ribera, etado de Sfo Paulo.

Foram estudadas as folhas de duas espécies usadas para 0 tratamento de Ulceras
gadricas. Wilbrandia ebracteata (Cucurbitaceae) e Zollernia ilicifolia (Fabacezg). A
terceira espécie estudadafoi Caesalpiniaferrea (Caesdpiniacese), usada contra dergia

Os extratos hidrometandlico 70% das egpécies Z. ilicifolia e W. ebracteata foram
avdiados farmacologicamente em diferentes modelos de inducdo de Ulceras. Para 0 extrato
metandlico de C. ferrea foi avdiada a secrecio de mastocitos de pulmé e intetino de
cobaa visando uma comparacdo com drogas anttidérgicas. Os extratos ativos foram
fracionados por técnicas cromatograficass e as Substéncias identificadas por métodos
espectrométricos.

Do extrao de Z ilicifolia foram isoladas sgponines, flavondides glicosilados e
glicosideos cianogenéticos. O pefil cromaogrdfico usando HPLC-DAD de Z. ilicifolia
combinado a0 conhecimento desta espécie permitiu diginguir entre a verdadeira e a fdsa
espinharas-santas (Maytenus ilicifolia e Sorocea bomplandii).

Em W. ebracteata foram identificados &cidos graxos, dém de agliconas de
flavondides e C-glicosdeos Os flavondides C-glicodlados isolados de W. ebracteata
exibiram dgnificaiva dividade antioxidante e baixa atividade citotoxica

Na egécie C. ferrea foram encontrados flavondides C-glicoslados, triterpenos e
um derivado de &cido fendlico.

Como concdusio ede estudo contribuiu paa 0 conhecimento da quimica dessas
plantas brasleiras que ocorrem na Mata Atlantica e iso pode ser usado como base para a
consarvecdo da floreta assm como fonte de compostos para edtudos  fitoquimicos,
farmacol dgicos, toxicol dgicos e ecol Ggicos.
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Abstract

This work is pat of a sysematic invedtigation of plants used in fok medicines by
people that inhabit in Tropicad Atlantic Foret (Maa Atlatica), Vde do Ribera, Stae of
Séo Paulo.

We have dudied the leaves of two species used for trestment of gadtric ulcers
Wilbrandia ebracteata (Cucurbitacese) and Zollernia ilicifolia (Fabacesg). The third
speciesinvestigated was Caesal pinia ferrea (Caesdpiniacese), used againg dlergy.

The 70% methanolic extracts of Z. ilicifolia and W. ebracteata and the methanolic
extract of C. ferrea were submitted to pharmecologicd assays in different models to
evdude their activies The active extracts were fractionated by chromatography techniques
and the substances were identified by spectrometric methods.

Fom Z ilicifolia we have isolaed sgponin, glycoslaed flavonoids and cyanogenic
glycosdes. The chromatographic HPLG-UV-DAD profile of Z. ilicifolia combined to the
knowledge of the chemidry of this species dlowed to didinguish between true and fdse
“espinhairas-santas’ (Maytenusiilicifolia and Sorocea bomplandii).

W. abracteata afforded fetty acids as well as flavonoid aglycones and CGglycosdes
The C-glycodde flavonoids showed ggnificative antioxidant activity and low dtotoxic
activity.

C. ferrea led to the isolaion of C-glycosde flavonoids triterpenes and phenalic
acid derivetive.

In condusion, this study contributed to improve the knowledge of the chemidry of
Brazilian plants occurring in the Maa Atlantica and can be used as a basis for the forest
consarvation as wel as a source of compounds for phytochemicd, pharmacologicd,
toxicologica and ecologicd sudies
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Objetivos

Ede trabdho teve por objetivo o edudo quimico de plantas da Mata Atlantica do
Edado de Sfo Paulo que sfo usadas na medicina popula como anti-Ulceras e antidérgica:
Zollernia ilicifolia (Fabaceae), Wilbrandia ebracteata (Cucurbitaceae) e Caesalpinia ferrea
(Caedpiniacese).

Visamos gorofundar o conhecimento quimico das espécies, bem como obter dados
gue possam axxilir a compreender suas aividades bioldgicas e contribuir paa 0 uso
raciond e Seguro dessas espécies.



15

Introducéo

1. As plantas medicinais

As plantas tém Sdo um importante recurso medicind desde os primérdios da
humanidade. No momento em que a epécie humana surgiu no planeta, as plantas ja
exigian hd mas de 400 milhdes de anos. Témse registros como desenhos em cavernas,
gue revdam uma ligagdo muito intima do homem com a natureza, principdmente com as
plantas (CAMARGO, 1998).

Outros regidros podem s encontrados antes de 2500 aC., como a medicina
tradiciond chinesa Os egipcos, 0s gregos e muitas outras divilizagbes poderiores
possuiam conhecimentos sobre 0 usD de vegdas, tais como azeite, figos, cebolas dhos etc
(ROBBERS, 1997).

Ao longo da higtdria, vemos que a ate de curar peas plantas esteve por muito
tempo asxociada a prdicas mégicas, midicas e ritudidicas. Muitas vezes, uma planta era
descoberta smplesmente por gpresentar morfologia semelhante a dguma parte do corpo e
assim, ser associada a essa parte no processo de cura (FITOTERAPIA, 2000).

Durante as conquistas de novos continentes, houve uma difusio de espécies para
aeas colonizadas como forma de promover a cura ou mesmo como smples continuacéo
dos hébitos convencionais dos colonos. Esses colonos, juntamente com os povos indigenas
e negros dfricanos, possdiam grande conhecimento sobre ervas medicinas, e gudaam a
influenciar a cultura dos paises das Américas, Africa e Europa (CAMARGO, 1998).

Dese modo, as dvilizagdes em todo mundo foram juntando sues experiéncias de
forma Unica, deixando acumular até nossos dias um vasto conhecimento sobre as erves.

No Brasl, témse rdatos da utilizacdo de plantas ndo somente como fonte de
dimentos mas também como fonte de medicamentos desde que os primeros habitantes
chegaram agui, h& cerca de doze mil anos. No entanto, as primeiras informagBes sobre os
hébitos indigenas SO comegcaram a S propagadas com 0 inicio da colonizacdo portuguesa
Tempos depois, 0 padre Jos2 de Anchieta descreveu vias plantas comedtiveis e medicinas
do Brasl, como o fejag milho, a cevada, 0 grédo-de bico, o pamito e a mandioca Essas
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espécies faziam pate dos princdpas dimentos indigenes. Das plantas medicinais, Anchigta
relatou uma planta chamada de “erva-bod’, a pimenta, que era muito utilizada peos indios
contra indigestOes, para divir nevrdgias, reumaismos e doengas nevosss (SOARES
2004).

Uma pate do conhecimento indigena, juntamente com o0 herdado dos negros e
europeus, foi trangmitida para a populagéo. E dificil encontrar aguém que nunca curou a
odlica infantil com camomila ou erva-doce ou 0 md estar de uma ressaca com chas de
folhes de boldo. Numa populacdo como a bradlera agregar garantias cientificas a esa
prética traz inimeras vantagens.

Em 1978, a Organizacdo Mundid da Salde (OMS) reconheceu a importéncia das
plantas medicinais e das preparagies gaénicas na cura de doencas, recomendando a difusio
en nivd mundid dos conhecimentos necessxios paa 0 uso das platas medicinas
(SOARES, 2004). Es= incentivo gudou a formecdo de grupos que hoje estudam as plantas
medicinas. Além disso, o Brasl possui a maor biodiversdade do mundo, etimada em
cerca de 20% do nimero totd de espécies do planeta Essa grande biodiversdade chama a
aencdo de equipes multidisciplinares formadas por vaios profissonas como  boténicos,
fitoquimicos, farmacdlogos e bidlogos

De um modo ged, toda a higdria da medicina eda intimamente ligada as plantas.
Com o progresso das técnicas cromatogréficas e de ressonancia magnética nuclear, muitas
egpécies de diversas familiass de plantas foram e et@ sendo estudadas. Contudo, existe
uma gama muito grande de diversdade de edruturas e de propriedades fisico-quimicas e
biolégicas a serem pesquisadas dessas plantas. Apesar do aumento de estudos nesta &eq,
somente 15 a 17% das platas foran edudadas quanto a0 seu potencid medicind
(CALIXTO, 2000).

A farmecologia avangou para a Stuacdo aud de daboracdo de medicamentos
dntéticos, que domina o mercado de famacos ha muitos anos Apesar disso, hoje em dia,
muitas plantas medicinas sdo amplamente comercidizadas em paises ricos e pobres na
fooma de medicamentos fitotergpicos. Nos dltimos 20 anos, obsavouse  aumento
sgnificativo no mercado desses medicamentos na Alemanha e Edados Unidos A indUdtria
fitoterdpica movimenta cerca de 5% do cgpitd que circula no mecado globd de



17

medicamentos  Sntéticos No Brasl, os medicamentos representam 4% do  totd
comercidizado (FITOTERAPIA, 2000).

De um modo gerd, a populacdo recorre aos conhecimentos populares na hora de
uilizar plantas medicinas, por acreditar que, s bem ndo fizer, md tanbém ndo fad
Acreditar que as plantas medicinas sfo totdmente benéficas somente por serem plantas
pode ser muito perigosn. Muitas plantas contém  condituintes toxicos € 0 UL
indisriminedo de certas plantas pode resultar em intoxicagbes. A toxicidade pode resultar
de dtas concentragles ingeridas, do estado de conservacéo das plantas e também da forma
de uso.

No Brasl temos dguns exemplos de plantas que foram utilizadas para tratamento de
cancer, como o Symphytum officinalis (confrel), Alloe spp. (babosa) e Euphorbia tirucalli
(avdoz). O extrato aguoso de confreé obtido por meceracdo foi proibido para uso interno
devido a grande quantidade de dcddides pirrdlizidinicos, que o hepatotdxicos. No caso
da babosa, ndo h4 rdaos na literatura sobre a toxicidade de sua muscilagem, mas a
presenca de glicosideos hidroxiantracénicos torna-a toxica. Um de seus efetos é a diaréia
(RATES, 2001).

Exigem muitcs medicamentos  fitotergpicos que  estdo  sendo  usados
profilaticamente para manter uma boa salide ou prevenindo doengas. Contudo, com 0 usD
prolongado nem sempre € possivd prever 0 quanto SB0 seguros e eficazes, resultando
agumas vezes em intoxicagdes cronicas.

Alguns fitotergpicos condderados seguros goresentam problemas associados a0 seu
longo tempo de usn. Como exemplo, temos dguns laxaivos Senna alexandrina (Cassia
senna), Aloe vera, Rhamus frangula, Rhamus purshiana (céscara sagrada) que podem
causxy dores dbdominas, diaréa ec. As egécies Valeriana officinalis, Passiflora
incarnata e Bupleurum flacatum conhecidas por seus efeitos sedativos, causam dores de
cabeca, pdpitaghes e ingHnia O uso prolongado do guarana pode causar agitacdo e insdnia
(ELVIN-LEWIS, 2001).

E daro que nessa Situacio o fato de tomar ché para curar dgum ma repentino néo
conditui uma negacdo do conhecimento cientifico e da necessdade de orientacdo médica,
mas representa uma busca aguee homem dos primérdios da humanidade, época que tudo
eramais naturd.
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Deste modo, estudos sfo necessaios a fim de garantir & populagdo uma melhor
qudidade de vida e evitar adguns problemas como a utilizacdo erada de espécies vegetas
pela populacdo, dosagens incorretas, auséncia de um controle de qudidade e boas prétices
de cuitivo.

A qudidade da maéiaprima vegetd usada como fitoterdpico € de extrema
importéncia, pois afeta dirglamente a eficacia e a seguranca desses medicamentos. Para
mehorar a qudidade da matériaprima, as indldrias estfo invesindo mas em cultivo em
larga escda |90 permite sdecionar espécies com dto teor de principios ativos, controlar
prages e contaminagbes por metas pesados, insdticidas, dém de poder controlar o dima,
nutrientes e luminosdade. Todos esses fatores contribuem para manter a qudidade,
seguranca e eficacia dos fitotergpicas (CALIXTO, 2000).

A necessdade de um controle de qudidade também é importante, embora a
dificuldede em fazélo é um faor bastante critico. De uma mandra gerd, as plantas podem
possuir centenas de condituintes, dguns dedes presentes em concentragbes minimas. Os
condituintes das plantas variam em funcdo de fatores externos como temperatura, umidade,
luminosdade, méodo de coleta, secagem e trangpoote Com oS avangos tecnoldgicos
ocorridos em técnicas anditicas (HPLC, RMN, etc) € possive estabelecer critérios para
padronizar e manter o controle de quaidade dos fitotergpicos (FARIAS, 1999).

E necesshia a oconjungido de  profissonads num  trebdho  multidisdplinar e
interetivo, na busca de substéncias farmacolOgicas ativas com potencid tergpéutico. A
identidade  boténica, composicdo quimica e identificacdo dos condituintes quimicos e
andise das propriedades farmacolégicas faz pate desses dementos envolvendo deste modo
diferentes profissonais especidizados

Um faor importante na procura de novas moléculas depende da interacdo entre a
quimica e a famacologia Neste sentido, um diferencid a ser observado € que o estudo
quimico segue o caminho daqudes resultados farmecoldgicos que indicam uma atividade
mais interessante, embora toda a composicio quimica da planta deva s explorada. Sendo
assim, o quimico deve isola e identificar 0s compostos dos extratos que gpresentam a
aividade investigada

Muitas vezes a dta dividade bioldgica de um extrao ndo pode ser explicada
somente por uma substéncia, nem pela soma dos efetos das substéncias ativas, sugerindo a
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ocorréncia de €feitos Snérgicos ou a exigéncia de outros componentes mas aivos, mas
presentes em pequenas proporgdes. Por esse motivo, 0 edudo farmacologico de fraghes
enriquecidas ndo deve s deixado de lado. Parddamente a iso, torna-se indigpensave o
estabdecimento de um pefil quimico (cromatografico/espectrométrico) dessa  fragdo
enriquecida (BARATA, 2003).

A ocoréncia de efetos dnégicos em plantas € provada por meio de Vaios
exemplos encontrados na literatura. Um exemplo € o trabdho redizado por japoneses, que
comprovaram edta hipdtese no caso do fitotergpico denominedo Sho-Sako-To, que é uma
mistura de sete ervas que atua na prevencdo de cancer de figado (FILHO; YUNES, 2001).

Outra explicagdo anda paa 0 suposto "desgparecimento” da aividade biologica
a0s o fracionamento seria a biodigoonibilidade de dguma subgténcia que, quando pura,
néo sria asorvida da mesma forma que no extrato. Outro aspecto que deve ser levado em
consderago é a indabilidade de substéncias divas, que podem se degradar durante o
processo de isolamento e se transformar em substénciasinativas (FILHO; YUNES, 2001).

Todas consderagbes mostram que 0 estudo de plantas medicinais é bastante
complexo e que quanto maior for a interacdo entre quimicos e farmacdlogos, mais ampla
serd a possibilidade de sucesso no estudo de um extrato ivo.

Egte trabaho € uma tentativa de aprofundar interacdo. Além diso, todo ese
conjunto de fatos goresentados judifica a necessdade de gprofundar os estudos com os
recursos neturais brasileiros, especia mente com as plantas tidas como medicinas.

Cinco regides S0 especidmente importantes para o desenvolvimento de  trabahos
com plantas medicinais devido a0 condderavd nimero de espécies de plantas nativas a
regido Amazbnica, a Maa Atlatticas o Cerado, a Cadinga e o Pantand (BALICK;
ELISABTSKY; LAIRD, 1996).

A Maa Atlantica € disposta nas encodas serranas, boa pate ddas locdizadas na
regido codera e nos plandtos interioranos. A Maa exuberante do litord e das planicies
proximes, vase trandformando a medida que a dtitude aumenta Aos 800 metros
permanece a floresta densa, porém agpresentando caracteridticas de vegetacdo montanhosa; a
patir dos 1200 metros de dtitude inida-se a trandcéo para 0s campos de dtitude e ao
aingir os 1800 metros a vegetagdo passa a ter agpecto arbudtivo e herbéceo (SIQUEIRA,
2000).
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O dima mas representativo € tropicd Umido, caracterizado por um dto indice
pluviométrico, com temperaura média anud de 20°C, maximas e minimas abolutas entre
40e-4°C (SQUEIRA, 2000).

Antes do descobrimento e do inicio da colonizacdo do Brasl, no stculo XVI, havia
em torno de um milhd de quildmetros quadrados de Horesta Tropicd Atlantica A maa
cobria do norte ao sul todo o litord brasleiro e em aguns pontos penetrava para o interior,
savindo paa enriquecer a diversdade vegetd e biologica (SQUEIRA, 2000). Da Mata
Atléntica resta hoje cerca de 12% da cobertura origind e somente na fachada da Serra do
Ma e no Vde do Ribara reta um pouco da vegetacdo origind. No interior 0 restante de
meata nativa estdo extremamente fragmentados (JOLY; SPEGLICH, 2003).

A Maa Atlantica com sua imensa biodiversdade, possui muitas  espécies
endémicas, como dgumas espécies de pameras e bromdias. InUmeras expécies de plantas
de vdor medicind e outras promissoras também s encontradas nedta regid. Como € o
caso da espécie Bauhinia forficata Link. A infusio das folhas € amplamente referida como
diurético, hipoglicemiante e contra hipertensio e dores nas costas (DI STAS et d., 20024).

Estudo redizado por Di Stas e d. (2002) com comunidades ruras e urbanas da
Mata Atlantica, regido do Vde do Ribera no edado de Séo Paulo rdaa a utilizacdo de 114
egpécies de plantas para a cura de mdes. Dentre as familias vegetas, detacamse a
Leguminosse ou Fabacese (como € chamada audmente) e Cucurbitacese, as quas
abrangem epécies de interesse dimentar e medicind.

Ede trabdho tem como objeivo 0 edtudo quimico de plantas brasleiras que,
testadas farmacologicamente, apresentaram  propriedades anti-Ulceras e antidérgica.  Este
trabdho foi dividido em trés capitulos e descreve 0 estudo quimico feito com as folhas de
Zollernia ilicifolia (Fabacese), Wilbrandia ebracteata (Cucurbitacese) e Caesalpinia ferrea
(Caedlpiniacese). Visamos contribuir para o conhecimento quimico dessas epécies e dos
géneros, bem como obter contribuir para 0 uso raciona e seguro dessas espécies.
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Materiais e Equipamentos Utilizados

e Nas andisss por cromatografia comparativa em camada ddgada as placas foram
preparadas aplicando-se uma suspensio de dilica gd 60 G (Merck) em &gua dedtilada, na
proporcédo 1:2 (plv), sobre placas de vidro 5 x 10 ou 20 x 20 cm, obtendo-se 0,25 mm de
egpesaura de adsorvente. Apds a preparacdo das placas, estas foram deixadas em repouso
por cerca de 8 horas a temperatura ambiente, e depois em estufa a 120°C por cerca de 30
minutos. Foram usadas também placas compradas de dlica gd 60 (DC-FERTIGPLATTEN
DURASIL — 25UVv254 — MARCHEREY - NAGEL), de tamanho 10 x 20 cm e 0,2 mm de
espessura de adsorvente.

e O fracionamento por cromatografia em permescdo em gd foi feito em coluna de vidro de
80 cm x 2 cm (di), empacotada com Sephadex LH-20 (Phamacia). O solvente foi
bombeado na coluna por meio de uma bomba peiddtica a um fluxo de 05 mL/min. As
fragbes com aproximadamente 5 mL foram coletadas em um coletor automéatico Redifrac
(Pharmacia).

e A oduna comaogrdica usando palivinilpdipirrdidona  (SGMA, P-6755) como
adsorvente foi efetuadaem colunade vidro 5 x 1 cm (d.i) e euidacom MeOH.

e A coluna cromatogréfica usando dlica de fase reversa C18 (LiChroprep Rpl8 Merck, 40-
63 nm ) como adsorvente foi efetuada em coluna de vidro 20 x 1,0 cm (di).

e A filtracdo usando resna Amberlite XAD-2 (Supeco) como adsorvente foi efetuada em
colunade vidro 30 x 3,0 cm (d.i).

e Como reveladores para CCCD foram utilizados:
* Luz UV 254-366 nm ( Chromatovue)
* Vapores deiodo ressublimado
* Anisddeido/H, S0, (Wagner et al., 1984)



0,85 mL de anisdldeido

85 mL de MeOH

10 mL de &cido acético

5mL deH,SO4
RPulveiza-se a placa cromatogréfica com o revelador e pode-se observar manchas
roxas para terpenos, avermel hadas para saponinas e amareladas para flavonoides.
* NP/PEG (especifico paraflavondides) (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984).

100 mg de difenilaminoborato (NP)

500 mg de polietilenoglical 2000 (PEG)

20 mL de MeOH
Borrifase sobre a placa cromatogréfica e observa-s2 no visvd e sob luz UV.
Fornece manchas amardas para deivados do kaempferol e daranjadas para
derivados da quercetina.
* Solugdo de Sulfao de Cério IV, Codigo 43404 da Calo Erba As placas gods

pulverizadas com essa solugdo eram aguecidas a 80°C em placas aguecedoras para o

gparecimento das manchas.

e Os eypectros de Ressondncia Magnética Nuclear foram registrados em  espectrOmetro
Bruker DRX-600, operando a 599,19 MHz para o hidrogénio e a 15086 MHz paa o
cabono. As subgéncias foram disolvidas em meanol deuterado (CDsOD).  Esses
experimentos  foram redizados na Universdade degli Sudi de Sdeno, Itdia, em
colaboracd com o Prof. Cosmo Pizza e Profa Sonia Piacente. Para aguns experimentos
utilizourse espectrdmetro Bruker AC-200 F, operando a 200 MHz para o hidrogénio e 50
MHz paa o cabono e também em espectrometro Varian, INOVA 500, operando a 500
MHz para o hidrogénio e 125 MHz para 0 carbono. Os espectros foram registrados com
amodtras dissolvidasem DM SO ds, CDCl3 ou CD30D, usando TM'S como padrép interno.

e O eyectro de massa foi redizado em Espectrdometro Fisons VG Flaform de quadrupolo
amples. lonizacdo Electrogpray,+70 V, modo postivo.
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e Os eypectros de infravermdho foram fdtos em Espectrometro de Infravermedho FT-IR-
Nicolet-IMACT-400 em pastilhas de KBr.

e Asmedidas de [a]p foram feitas em polarimetro Polamat A Carl Zeiss Jena

e As andises por HPLC utilizando detector de aranjo diodo (DAD) foram feitas em
cromaogréfo com dgema bind&io Vaian Pro Star. Bombas modedo 210. PDA Detector
Varian Pro Sar moddo 330.

Coluna Phenomenex 250 mm x 460 mm 5 mRP 18.

Coluna Phenomenex 250 mm x 10,00 mm 10 m RP18.

Coluna Dynamax Modular Design 100 A, RP18.

e As andisss por HPLC utilizando detector indice de refracdo (IR) foram feitess em
cromatografo Waters 590. Bomba: Waters modedlo 6000 A, com injetor UBK e detector de
indice de refracdo da Waters 401.

Coluna Waters 300 mm x 7,80 mm, RP 18.

e As andisss redizadas por cromatografia gasosa foram feitas em cromatogrdfo Varian
3380 Gas Chromatography, equipado com detector de ionizacdo de chama (FID), Coluna
LM5 (5% fenil 95% mdilpolissioxano) com 15 metros de comprimento, 02 mm de
diametro interno, 02 nm de espessura do filme, fabricante L&M, CB). Condigbes de
opeacdo paa as andises de Wilbrandia ebracteata: ineor: 250°C, detector: 290°C,

Coluna com temperaiura programada 45°C por 2 minutos com aumento de 7°C/min aé
280°C/min 10 minutos. Utilizourse Split: 1:30.

CondicBes de operaco para as andlises das fraghes de Zollernia ilicifolia e Caesalpinia
ferrea: ineor: 250°C, detector: 300°C, Coluna com temperatura programada 150-240°C

com amento de 10°Cmin, 240-280°C/min, rampa de aguecimento 5°C/min por 20
minutos. Utilizou-se Split: 1:30.
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e GC-MS. Vaian 3380 Gas Chromatography, equipado com injetor automédico (8200 cx)
acoplado a0 egpectrometro de massas Saturn 2000, Coluna LM-5 (5% fenil 95%
metilpolissioxano) com 15 meros de comprimento, 02 mm de didmetro interno, 0,2 mMm
de espessura do filme, fabricante L&M, CB). Injetor: 250°C, detector: 290°C, Coluna com
temperatura programada 45°C por 2 minutos com aumeto de 7°C/min aé 280°C/min 10
minutos Utilizou-se Split: 1:30.

e Avdiacéo da dividade antioxidante com DPPH
Reagente: 1,1-difenil-1-picril-hidrazila (Merck).

e Teste de doracéo (atividade antioxidante)

Solugdes utilizadas no teste de doragéo:

* Solucdo OCI /HOCI:
HOCI foi produzido a patir de NaOCl comercid. A concentracéo do HOC! foi
determinada através do coeficiente de extingd molar  €202nm= 350 M*cmit). C=
009 mM

* Solucéo de &cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB):
uma solucio de 1 mM preparada. €412nm= 13600 M temt. C= 04 mM.

* Solucdo tampéo PBSD:
Solugio A: NaCl: 80 g, KCI: 02 g, NaHPO,: 1,15 g, KH2PO4: 0,2 g; Solugéo B:
CaCl.2H,0: 01 g, MgCh.6H0O: 01 g, HO gsp: 2000 mL. pH 74. A solugéo A
foi disolvida em 700 mL de HO deonizada A solucio B foi dissolvida em ~200
mL de HxO. Adicionou-se vagarosamente, eta solugdo ao contelido da solugdo
anterior e , podteriormente, o volume foi completado para 1000 mL. Ajustou-se 0
pH para7,4. Ederilizou-se o tampo por filtracdo em Milipore.

* Asleturas foram feitas em um espectrofotdmetro HP Agilent 8453.

e Testes de citotoxicidade
* Qubgtancias:
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As substéncias (we2, we3, wed, web e luteoling), foram pesadas e dissolvidas em
DMSO na concentracdo de 10,0 mg/mL. A concentracdo méxima de DMSO
utilizada como solvete foi de 4%, nd influencdando no crescimento cdular
(DEVIENNE, 2000).

* Meios de cultivo e solugles
Tampdo PBS Solucdo A: 0908 g de KH,PO4 /100 mL; Soluco B: 09475 g de
KH2PO4 /100 mL. Midurou-s2 285 mL de solugdo A para 71,5 mL de solugdo B e
acrescentou 0,85 g de NaCl. pH = 7,2-7,4. Edterilizacéo a 121°C por 15 minutos.

* Solucdo de vermdho neutro: Solugdo estoque do corante vermeho neutro (0,4%
em tampdo PBS) (Neutrdrot Redox-indikator - Riedd-De-Haén AG Sedze-
Hannover - co0d.326.60) foi diluida a 50 ngmL em meo Eagle sem soo e
edeilizada em membrana tipo Millipore 0,22m ApGs 24 horas, a 37°C, a 0lugdo
foi submetida a centrifugacdo (1500 rpm - 10 minutos), para remocéo dos cridas
remanescentes.

* Midura &ido acéticoletanol (1:50): Inicidmente, foi preparado dcool etilico 50%.
Para a preparacdo da midura, adicionorse 1 mL de &ido acético glacid a 99,0
mL de dcoal 50%.

*Qubgtancias tete e de referéncia (luteoling): Solugbes das subgténcias foram
preparadas nas concentragfes de 15625, 31,25, 625, 125, 250 e 500ug/mi,
utilizando-se 0 meio de crescimento como diluente.

*Meo de cultivo - condituido por meo Eagle (Indituto Adolfo Lutz) adicionado de
7,5% de soro fetd bovino (Cutilab).

*Células McCoy B (ATCC 1696), foram mantidess em garafas, tipo xaope,
contendo meio Eagle adicionado de 7,5% de soro fetd bovino.
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*Andie eddidica os dados da andise edatistica de regressdo, juntamente com os
goresentados na tabela de edatidtica descritiva, foram utilizados para avdiar se o
moddo de regressfo liner € adequado para a compilagdo, vdidacdo e
sgnificancia dos resultados. A reta doserepoda das substéncias foi  obtida
aravés do gréfico de dispersio xy contendo as observagbes (concentracdo X
absorbéndiad) e o indice dtotoxico (ICso) foi caculado a partir da equacéo da reta
obtida (BARILE, 1994; LAPPONI, 1997).

e Reagdo de metilacdo com diazometano

2 lentilhas (~ 0,1g ) de KOH foram dissolvidas na menor quantidede possivdl de
&ua e em 05mL de eanol. A midura foi adicionada lentamente a um ba& de dettilacéo
refriado em banho de gdo contendo 10g de Diazdd (N-meil-N-Nitroso4-
toluenosulfonamida) previamente dissolvido em 12mL de éer etilico (VOGEL, 1981).

Aquecimento dessa midura levou a dedtilagio da solugdo etérea de diazometano.
Eda solucdo foi imediatamente adicionada aos frascos contendo as fragbes a serem
metiladas, mantendo-os fechados por cerca de duas horas (VOGEL, 1981). Obsarvou-se 0
deorendimento de N, sugeindo que houve a meilacdo. Em seguida, evgporou-se 0
solvente e as fragBes foram andisadas por GC-HD ou GC-MS.



27

I .Estudo Quimico de Zollernia ilicifolia

1.1.1. A familia Fabaceae

As Fabacege pertencem a Ordem Fabdes (sensu Cronquigt, 1988) e condituem uma
das maores e mas importantes familias boténicas, vidto 0 grande nimero de espécies
vegetas. Eda familia tem grande importincia como fonte de maderas, produtos
dimentares medicinas, ornamentais e dgumas espécies tém vaor econdmico.

A familia Fdbacese também € dasdficada como subfamilia Pepilionoidese
(Feboidese) da familia Leguminosae, segundo 0 Sgema antigo de dassficacdo de Engler
(1786). Para a familia Fabacese et@ descritos gproximadamente 482 géneros e cerca de
12.000 egpécies de ampla didribuicdo nas regides temperadas e tropicas (BARROZO,
1978). Os principas géneros ed@ didribuidos em 31 sub-familias. Destacamos a seguir
adgumeas de importanda medicnd:

Dypteryxeee: Dypteryx; que <o utilizades como antiespamodica,  diaforética,
problemeas cardiacos e mengruais,

Dabergiese: Dalbergia e Andira;

Abrese: Abrus,

Millettieeee Tephrosia, Derris e Lonchocarpus, onde muitas epécies vegetais possuem
importantes  efdtos insgticidas, sendo amplamente utilizadas in natura, no combate de
inUmeras pragas de lavouras e de ectoparaditas de animais,

Robiniese: Sesbania e Robinia;

Indigoferese: Indigofera;

Swartzise: Svartzia e Zollernia,;

Sophoreses Sophora, Diplotropis (as plantas desse género séo misturadas com enxofre e
golicada no tratamento de impingem), Myrocarpus (sfo utilizadas como cicatnzante e
antiinflamatdrio) e Ormosia;

Desmodieae: Desmodium (antigonorreica, um banho com toda a planta combete cagpa);
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Phaseolese:  Phaseolus do famoso fejdo, importante produto dimentar no  Brasl,
Canavalia, Cajanus (as folhas o utilizadas contra dores de bariga, diaréa tosses,
gripes), Cymbosena (para desordens do figado e etémago), Dioclea e Mucung;

Psoraleae: Psorales;

Gdegeae: Adtragfalus e Glycyrrhiza;

Vicieee: Vicia e Pisum;

Trifolieae: Medicago;

Crotaariese: Crotalaria;

Genisteae: Lupinus.

1.1.2. A sub-familia Swartziae e o género Zollernia

A subfamilia Swartziae tem como principas representantes os géneros Snartzia e
Zollernia.

Os trabdhos fitoquimicos encontrados sobre o género  Swartzia, que €
taxondmicamente 0 mas proximo de Zollernia, destacamse por goresentar diterpenos do
tipo cassanos, sgponinas, pterocarpanos, isoflavanonas, flavonas e isoflavonas (ORPHELIN
e d. 1996, BOREL; HOSTETTMANN, 1987; FILHO;, DEMORAES, GOTTLIEB, 1980;

OSAWA e d., 1992).

Sobre 0 género Zollernia, foi encontrado apenas estudo quimico sobre o tronco de
Zollernia paraensis. Eda egpécie é uma &vore encontrada na regido norte e nordeste do
pais. E conhecida popularmente como pausanto e tem grande importancia econdmica pela
madera dura que € procurada principdmente para trabdhos de torno (REICHARDT,
1972). O edudo do extrao etandlico da madera mosrou a presenca de flavondides,
isoflavonas, isoflavanonas, chdcones (FERRARI; BOTTA; ALVES DE LIMA, 1983
FERRARI; ALVES DE LIMA; BETOLLO, 1983; FERRARI et d., 1984). Nenhum rdato
sobre atividade farmacol dgica desta espécie foi encontrada
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1.1.3. Zollernia ilicifolia

Como dito anteriormente, a literatura mostra que as plantas do género Zollernia
pertencem a familia Leguminosae segundo o Sstema de classificag@o descrito por Engler.

Neste trabdho condderaremos a espécie Zollernia ilicifolia Vog. como pertencente a
familia Fabaceae, sub-familia Swartziae (CRONQUIST, 1988).

Esta espécie é encontrada na Mata Atlantica, principadmente nos estacbs da Bahiag,
Egpirito Santo, S20 Paulo e Santa Catarina. Nessas regides é chamada de espinhera-santa,
pois € confundida e coletada como adulterante da espinherasanta verdadeira (Maytenus
ilicifolia) e suas folhas sdo utilizadas na forma de chés. Na regido do Vde do Ribara a
infusfo das folhas € usada internamente contra Ulceras e problemas estomecals, incusve
dor. Em outras regides do pals, a expécie € chamada de mocitaiba, laranjeira do mao,
mocataiba e ordhade onga (DI STAS et d.; 20024).

Zollernia ilicifolia € uma évore de porte médio (goroximadamente 15 metros);
folhas smples coriacess com cerca de 15 cm de comprimento e 5 cm de largura, oblongas
com magens onduladas e provides de expinhos goresentan  edtipulas  epessas
(caracteritica marcante na diferenciagdo  da espinherasanta verdadeira, Maytenus
ilicifolia); e flores rosadas (Fig.1.1). O género descrito por Maximilian Alexander Philipp
zu WiedNeuied e Chridian Gottfried Danid Nees von Esenbeck indui 14 egpécies
tropicas e o nome deiva de hohenzollern nome da antiga casa regente prussana (DI
STAS et d., 200249).

Exigem outras espécies que também sio condderadas adulterantes de Maytenus
por serem morfologicamente semdhantes, como € o cao de Sorocea bomplandii. A
adulterac®p, intenciond ou ndo, é um problema S&io quando s trata do emprego de
epécies paa uo medicind. |0 pode ocorrer durante a coleta e a venda das plantas,
principdmente quando feitas por pessoas que ndo tém conhecimentos sobre as epécies
comercidizadas (ANDRADE, 1996; NODARI; GUERRA, 1999).

Em vida dedes faos exide a necessdade de um estudo conjunto quimico-
famacologico das plantas utilizadas como medicinas Td efforgo conjunto pode resultar
na comprovacéo [ou néo] das aividades gpresentadas pela planta e, paraedlamente, fornecer
substéncias que possam ser marcadores para um controle de qualidade eficaz.



Fig. 1.1: Folhasde Zollernia ilicifolia
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1.2. Desenvolvimento, Resultados e Discussoes

1.2.1. Testes Antillceras

A Ucera € uma doenca que afeta milhdes de pessoas em todo os mundo. Esta
doenca traz inUmeros cudtos a sociedade, torna a vida das pessoas dificeis, dém de levar
muitas vezes amorte.

Véios faores ed@0 associados a0 desenvolvimento das Ulceras, como 0 habito de
fumar, utilizar bebidas dcodlicas, a dimentacdo, 0 edtresse diaio, a presenca da bactéria
Helicobacter pylori na mucosa do trato intestind e a utilizacdo de droges antiinflametérias
utilizadas em grande excesso como €0 caso daaspirina (LIMA, 1998).

No estbmago ocorre a secrecdp de 25 L de suco gédtrico diaiamente. O muco
(secregdo de bicarbonato) forma uma camada gdatinosa sobre superficie da mucosg,
protegendo-a do suco gadrico. O dcool, 0 vinagre e a hile do figado podem romper eta
camada As progaglandinas (PG's), que sdo hormonios locas, edimulan a secregéo de
muco e bicarbonato, dém de inibir a secrecéo &cida Deste modo, dguns antiinflamatorios,
como a agpiring inlbem a dntese de prodaglandines reduzindo o efeito protetor da
superficie da mucosa causando as Ulceras (RANG; DALE, 1993).

Pode-se aumentar a dntese de prodaglandines edimulando-se a  enzima
cdooxigenase que faz pate do complexo progaglandina-sintetase. Drogas Sintéticas e
substéncias naturals que auam neste processo B0 denominadas  citoprotetoras,  pois
protegem a mucosa gédtrica (RANG; DALE, 1993).

O prof. Luiz Claidio Di Sas (Unegpp — Botucatu) e sua duna Fabiana Gonzadez
(Unexp — Botucatu) tesaram a atividade farmacologica antilcera em camundongos do
extrato hidrometandlico 70% de Zollerniailicifolia (GONZALEZ et d., 2001).

Os moddos experimentas de Ulceras utilizados em camundongos auam  por
mecanismos que resumem, 0 modo pdo qud as lesdes gadtricas goarecem no homem. Um
dos moddos utilizado neste trabaho envolve tipos de Ulceras causadas por agentes
iritantes como o etanol asoluto. Egte tipo de Ulceras surge devido a acéo do eanol que
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ataca e mata as células da mucosa gadtrica, independentemente da secrecdo gadtrica (LIMA,
1998).

Outro moddo utilizado nese trabdho foi o da indometacinalbetanecol. A
indometacina (que tem acdo andgésicd) causa lesdes hemorrdgicas na mucosa géstrica
decorrentes da inibicdo da sintese de proganglandines e assm diminuindo 0S Mecanismos
de citoprotecdo da mucosa gédtrica O betanecol aua senshbilizando a mucosa gadrica
aravés do esimulo da secrecdo &cida e pepsina facilitando a irritagdo gadtrica causada por
indometacina (LIMA, 1998).

Os grupos de camundongos foram prétratados com 1000 mg/Kg quantidade de
extrato hidrometandlico 70%, depois de 45 min. Em um grupo as lesdes na mucosa gédtrica
foram induzides por 0,1 mL de eanol asoluto e outro grupo por indometacina (40mg/Kg)
e betanecol (5 my/Kg) (GONZALEZ et d., 2001).

A expécie Zollernia ilicifolia exibiu ggnificativo €feito nas lesdes gadricas
induzidas por indometacinalbetanecol em camundongos Em lesbes induzides por etanol o
moddo foi inaivo (GONZALEZ et d., 2001). Por motivos é necessio um estudo
quimico para eda eyécie, visando a separacdo e identificacd do maor nimero de
substéncias presentes neste extrato divo e poderiormente testar as substancias que forem

isoladas em maiores quantidades.

1.2.2. Coleta

A coleta da espécie Zollernia ilicifolia foi redizada em 20 de Mago de 2000 no
municipio de Sete Barras, Vade do Ribeira, estado de S. Paulo.

A exécie fo coldada pdo professor Dr. Luiz Claidio Di Stas e Wagner G.
Portilho. Uma exdcatafoi depositadano Herbério BOTU.

Foran coletadas as folhas e os calles dessa espécie que em seguida foram
amazenadas em sacos plagticos para evitar desidratacdo durante o trangporte até o locd de
trabal ho.



1.2.3. Preparacao dos

extratos das folhas

As folhas coletadas foram lavadas em &gua corrente, dessecadas em estufa a 60°C

por 1 hora e 45°C por 48 horas. Apds a secagem as folhas foram trituradas com auxilio de

um liquidificador (marca Arno).

Preparou-se 0 extralo usando-se maceracdo com metanol/agua 70:30 (4x, 48 h), da

mesma forma como ensaiado farmacol ogicamente.

Com a findidade de se extrair eventuals componentes gpolares ainda restantes na
planta, a torta resultante da extracdo anterior foi macerada com CHCl3; de modo idéntico ao

descrito (4x, 48h).

Os extraos foram filtrados em dgodd e concentrados a pressio reduzida em
rotoeveporador. A extragdo de cada solvente foi redizada quatro vezes, a fim de obter um

bom rendimento.

O fluxogramaa seguir mostra 0 procedimento utilizado para a preparacéo dos

extratos.

Z. ilicifolia
Folhas
110,09

P Secagem

P Moagem

P Extracdo com MeOH /H,O 70%
por maceracdo — 48 horas— (4x)

Extrato MeOH 70%
13,09

Torta

P Extracdo com CHCl3 100% por
maceracdo — 48 horas — (4x)

Extrato CHClg Torta

1,29 desprezada

Fluxograma 1.1: Preparacdo dos extratos das folhas de Zollernia ilicifolia



1.2.4. Analise do extrato hidrometanodlico 70%

A prospeccdo dos condituintes quimicos desse extrato foi redizada pdo prof. Luiz
Claidio Di Stas e possvemente podem estar presentes as seguintes classes de substéncias:
&idos fixos, flavones, flavondis, catequinas, sgponines, triterpenos e xantonas (MATOS,
1997).

O extrao hidrometandlico 70% foi inicidmente submetido a andise por CCDC. Os
mehores ssemas de solventes foram: misuras de BAW (nBuOH/HAC/H20) 65:15:30,
CHCl3/MeOH/n-PrOH/H,O 5614  (fa2  inferior) e  AcCOEYHCOOH/HAC/H,O
100:11:11:27.

Andises das cromatoplacas no UV (254nm e 360nm) modraram manches visives,
sugerindo a presenca de dorofila (manchas vermdhas), flavondides (amardas e marrons) e
outras manchas de cor azul cao. Quando = revdou as cromatoplacas com solucéo de
anisddeido/H,S0,, edtas gpresentaram manchas amarelas e arroxeadas, 0 que sugeriu mas
uma vez a presenca de flavondides, dém de triterpenos €/ou sgponinas como condtituintes
mgoritarios (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984).

Em seguida, regisrouse um espectro de RMN 'H desse extrato bruto, com a
findidade obter mais informacbes preliminares sobre as possives dasses de substéncias
presentes.

O egpectro modrou Snais pouco intensos tanto na regido dos hidrogénios difaticos
(entre 0,8d e d 2,0d) quanto na dos arométicos (entre 6,3d e 7,5d), e snais bem intensos na
regido dos aclcares (entre 30d e 55d). Essas informacles reforcaram a hipltese da
presenca de flavondides e de sgpponinas no extrao e Smultaneamente gpontou a
necessidade de se redizar uma separacdo preliminar dos aglcares livres. Por esse motivo,
indou-s2 0 estudo desse extrato diminando-2 0s aglcares livres, utilizando-s2 como
estratégia umafiltracdo em coluna contendo resna Amberlite XAD-2.

Para iss0, montou-se uma coluna (30 x 3 am) contendo XAD-2. Dissolveram-se 13
gramas do extrato em 15 L de &ua. A solucéo foi homogeneizada aé se obter uma solucéo
limpida Essa solucdo foi filtrada sobre a coluna de resna XAD-2, com fluxo de 1 mL/min.
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Apés a duicdo totd da solucdo, a coluna foi lavada com 2 L de égua dedtilada. Em seguida,
procedeurse a duicgo utilizando-se gradiente com metanol até chegar aacetona pura
1- H,0 100% (5,0 g)
2- H,O/MeOH 30:70 (~2009)
3 MeOH 100% (~5,2 g)
4 Acetona 100% (~0,8 g

Todas as fraghes foram andisadas por CCDC duides em BAW 65:.30:15 Veificouse
que as fragbes gpresentaram perfis cromatogréficos diferentes, com excegdo das fragtes 2 e
3, que mosraram s semehantes e conter as mesmas classes de substancias, apenas em
concentragbes diferentes. Essas duas fragbes foram juntadas. A CCDC sugeriu que esa
fracdo metandlica (2-3) depois de revdada com solugdo de anisddeido/H,SO,4, possuia
maiores quantidades de flavondides e sgponinas, pois goresentava manchas caracteridticas e
fortes destas classes de substéncias, clorofilas, dém de outras manches escures de Rf's
maores e semdhantes, mas que ndo foi possive reconhecer a que classe de substéncias

pertenciam.

Para o fracionamento desta fracdo metandlica (2-3) utilizorse uma coluna de
Sephadex LH-20 como fase edaciond&ia Ede tipo de adsorvente proporciona boa
separacdo de compostos polares, ndo causando muita adsorcéo.

Tomaan-se 25 g da fracdo meandlica, dissolveran-se em 10 mL de meand e
centrifugou-se a migura. Injetou-se a amodira na coluna e procederse a duicdo com
metanal puro, em fluxo de 0,5 mL/min. Obteve-se 108 fragdes de 5 mL cada

Foi redizada cromatografia comparativa em camada delgada das fragbes obtidas da
coluna em BAW 65:15.30. As fragdes foram revdadas sob luz ultravioleta e em seguida
com s0lucdo de anisaldeido/H, S0, e NPIPEG. As fragbes semel hantes foram agrupadas.

A fracdo 32 (30 mg, Sdlido amardo) goresentourse quase pura e com mancha
anada quando pulverizada com os dois revedadores, sugerindo a presenca de um
flavondide Foi purificada utilizando-se uma coluna de PVPP duida com metanol, pois este
adsorvente € indicado para separar substéncias fendlicas. Obteve-s2 uma fragdo pura (10
mg) que foi andisada por CCDC de manera andoga a destrita A substéncia pura foi
denominada zol1 e andisada espectrometricamente.
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A fracdo 25-29 também foi escolhida para a sgparacdo por HPLC-DAD usando
coluna semi-preparativa Paa iso, utilizowse o gradiente MeOH/H,O inidando-se com
20% MeOH aé 95% durante 45 min, com fluxo de 2 mL/min. Injetou-se 80 mg de amostra
e obtevese 15 fraghes. Essas fragbes foram andisadas por CCDC em BAW 651525 e
agrupadas de acordo com sua semehanca. Essas fragbes foram enviadas para andise
espectrométrica e denominadas zol 1 (13 mg), zol2 (5mg), zol3 (8 mg) e zol4 (4 mg).

A fracdo agrupada 30 foi submetida a fracionamento por HPLC-DAD. A
amogra(150 mg) foi disolvida na fase méve excolhida e em seguida filtrada em filtro
Millex. Deda vez, utilizou-s2 uma coluna preparativa com fluxo de 7 mL/min. O gradiente
utilizado inicdourse com 50% de MeOH aé 100%. A duicdo durou cerca de 70 min e
obteve-se 61 fragbes que foram andisadas por CCDC como anteriormente e as semehantes
foram agrupadas. A fracdo 24-25 gpresentou-se com gpenas uma mancha quando revelada
com anisadeido/H,SO, e também = goresentou na forma de um Sdlido crigtdino  branco
gue foi enviado para andise espectroméirica de infravermeho e RMN e denominada zol3
(30 mg).

A fragdo 22-24 também foi fracionada por HPLC com detector indice de refracéo.
Paa isn, foi utlizada uma coluna semi-preparativa e 100 mg foram disolvidos em
MeOH. Como duente utilizou-se MeOH/H,O, que foram testados em varias proporcOes.
65:45, 60:40, 5545. O que goresentou mehor separacdo foi a midura de MeOH/H,O
4555, Ese procedimento resultou no isolamento de uma fracdo pura que foi denominada
zal5.

O fluxograma a seguir mosra o0 procedimento experimental desenvolvido para eda
etgpa do fracionamento para esta espécie.
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Fracdo metandlica

2,59

CC (Sephadex LH-20 (1 m x 4 cm,
Fluxo: 0,5 mL/min, Pharmacia)

108 fragoes

CCDC (silica gel, BUOH/HAc/H,O

65:15:30)
UV/ anisaldeido/H.S O,
Fr.22-24 Fr.25-29 Fr.30 Fr.32
100 mg 80 mg 150 mg 30 mg
HPLC- Rl HPLC-DAD HPLC-DAD
55:45 MeOH/H.0 Gradiente Gradiente cC (PvPR),
fluxo: 2mL/min MeOH/H,0 MeOH/H,O MeOH
fluxo: 2mL/min fluxo: 7mL/min
19 fracdes 23 fracdes RMN, IV RMN, UV, EM
CCDC (S gd, CCDC (S gd,
BuOH/HAC/H,O BuOH/HAC/H ,O
65:15:30) 65:15:30)
UV/sulfato cério IV UV/sulfato cério IV
RMN zol3 zoll
RMN 30mg 10 mg
zol5
Smg
zoll zol4
13mg 4mg
zol2 zol3
5mg 8mg

Fluxograma. 1.2: Huxograma representativo do procedimento de
fracionamento, isolamento e identificacdo dos componentes de Z. ilicifolia.
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| dentificacio de zol1

O espectro de RMN *H (Fig. 1.2, pg. 32 tabea 1.1, pg. 30) forneceu um perfil de
uma molécula aroméica com dois dubletos de J = 2 Hz em 644d e 6,79d referentes aos H6
e H8, respectivamente, do and aomdico A de um flavondide subdtituido nas posigdes 5 e
7 (HARBORNE, 1996). Observourse ainda dois dubletos (J = 8,0 Hz) integrando para 2H
cada em 687 e 8,09d, aribuidos aos hidrogénios H3/H5 e H2/HE' do and B de um
flavondide derivado do kaempferol quando comparados com dados da literatura
(HARBORNE;, 1996).

A presenca de unidades de aglcares pdde s deduzida a partir dos snais entre 5,58d
e 312d. Embora os snas dos hidrogénios anoméicos ndo estgam bem definidos a
ampliagdo permitiu observar a presenca de quatro hidrogénios anoméricos (Fig. 1.3, pg. 33)
em 558d (J=80 Hz), 554d (J=15 Hz), 505d (J=15 Hz) e 437 (J=15 Hz). Pbde-se
observar também a presenca de trés dubletos com J=65 Hz em 0,79d, J=60 Hz em 1,0xd e
J=60 Hz em 1,13, caacterigicos do CHs; de unidades de ramnose (HARBORNE, 1996).
De acordo com a literatura, 0 dedocamento quimico da metila de uma unidade de ramnose
quando ed4 ligada a0 C3 do flavondide gparece em fregiéncia baixa (0,72-086d), quando
ligada @ poscéo 7 ocorre em frequéncia mas dta (1,04-1,21d) e tém dedocamento quimico
entre vaores intermediaios a guando eda ligada a outras unidades de agUcares
(HARBORNE, 1996). Baseado nisso, pdde-se sugerir que peo menos uma das unidades de
ramnose edaligadaaposicéo 7.

Pode-se determinar a configuracdo reldiva das unidades de aglcares peas suas
condantes de acoplamentos entre H1 e H2 Vdores proximos a 15 Hz indicam
configuragdo a, enquanto que vdores proximos a 7-9 Hz indican a configuracdo b
(HARBORNE, 1996).

Deste modo, estabeleceurse a configuracdo a para as trés unidades de ramnose e b,
para a outra unidade de aclcar ainda ndo identificada

O espectro de RMNYC (Fig. 1.6, p. 34; tabda 1.1, p. 30) apresentou dlaramente 15

sinas referentes a um derivado do keempfero. O snd em 177,6d é caracterigtico da
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cabonila, enquanto que os snais em 1559d e 1329d correspondem aos C2 e C3 de um
flavonal glicoslado na posicéo 3 (AGRAWAL,1989).

O espectro de RMN de C (Fig.1.4) edbiu também os 4 carbonos anoméricos em
98, 1005d, 9 e 984d. A regido entre 650 — 749d apresentou-se complexa com
vaios gnds O dnd em 172d referese a uma metila de uma das unidades de ramnose,
enquanto que o sind em 17,8d correponde as outras duas metilas (AGRAWAL, 1989).

Compararamse 0s dados de RMN 3C da parte regido dos aglicares e do and A de
zoll com oS da isoramnetina-3-O-a -L-diramnopirancs|-(1® 2), (1® 6)-b-D-
gdactopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosiden, que também possui  quaro unidedes de
aclcares (AGRAWAL, 1989). Os vaores podem ser observados natabelal.1.

Como pode ser observado pelos vaores de zoll quando comparados aos dados da
literatura, que a diferenca entre essas duas substéncias estd no and B do flavonbide, pois a
molécula da literatura € um derivado da quercetina com uma metoxila na poscdo C3 e
uma hidroxila na posicéo C4', enquanto zol1 possui gpenas uma hidroxilanaposcéo C4'.

Os vdores das unidades de aglcares etéo bem proximos podendo-se sugerir a
presenca de uma unidade de ramnose na posicdo 7 da aglicona e as outras trés unidades
ligadas a0 C3 e correspondem a uma unidede de gdactose e duas de ramnose em zoll
(AGRAWAL, 1989).

O experimento HMQC (Fig. 1.5, p. 35, Tabda 1.1) fornece as corrdagbes diretas
entre hidrogénios e carbonos. No caso dos hidrogénios de posicies 2/6 e 3/5 do and B
da aglicona keempferol, obsarvou-s2 a corrdacd com os carbonos 1309d e 1150d
respectivamente, e os hidrogénios das poscies 6 e 8 do and A com os carbonos 9,3d e
A,

Também veificou-se a corrdacdo dos cabonos em 984, 989, 99 e 1005d com
os hidrogénios anoméricos em 554, 558, 4,37, 505, respectivamente. As duas metilas
das unidades de ramnoses foram observadas em 17,8d para a ramnose ligada na podcéo 7
do and aomdico A e 17,2 e 17,8d para as outras duas unidades de ramnoses ligadas a
gdactose naposcéo 3do and C (Fig. 1.5).
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No espectro COSY 'H/*H (Fig. 16, p. 36) pode-se observar apenas os sinais dos
hidrogénios aromaticos. Na regido dos aglcares, este espectro apresentou muitos snais que
néo puderam ser analisados detal hadamente.

Especidmente importante é o experimento HMBC que fornece as interagbes a longa
digéncia Por meo dedta técnica pdde-se confirmar as dribuigdes dos hidrogénios e
cabonos da aglicona do keempferol, dém de determinar de que forma est@o ligados os
aclcares. Neste espectro (Fig. 1.7, p. 37) veificowse 0 acoplamento entre o H1- Rha
(554d) com o C7 (1608d) da aglicona confirmando que uma unidade de ramnose esta
ligada nessa posicdn. Pode-se obsarvar também o acoplamento entre H1 (5,05d) de Rha
com o C2 (74,d) da galactose.

Outro acoplamento obsarvado é entre H1- Rha’ (4,37d) com C6 (650d) da
gdactose. Deste modo pdde-se conduir que uma unidade de ramnose etta ligada & poscéo

2 da gdactose e a outra unidade de ramnose edta ligada na posicdo 6 da mesma unidade de
gdactose, como € mostrado a seguir:

- Galactose »raminose
L 6®1)

raminose

Dessa  forma, zoll € o0 kaempferol-7-O-a-L-ramnopirancsi-3-O-{a-L-

ramnopirancs| (1® 2) — [a-L-ramnopirancs| (1® 6)]-b-D-gdactopiranosideo} (Fig. 1.8).
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Fig. 1.8: Edruturado flavondide tetraglicosilado isolado de Zollerniailicifolia
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Tabela 1.1: Dedocamentos quimicos de RMN “H e RMN *°C de zol1 comparado ao da literatura(500
MHz e 125 MHz, respectivamente, DMSO dg, TMS, d).

Isorhamnetina-3-O-a-L-
zol2 diramnopiranosil-(1® 2),(1® 6)-b-D-
galactopiranosideo-7-O-a -L-
ramnopir anosideo
Posicéo RMN “H RMN “C RMN ~C
2 155,9 156,6
3 1329 132,8
4 177,6 177,3
5 161,6 160,8
6 6,44 (3=2,0Hz) d 99,3 98,9
7 160,8 161,5
8 6,79 (F2,0H2)d 94,5 94,6
9 156,8 1559
10 105,5 105,5
1 120,6 120,8
2' 8,09(F8,5H2)d 130,9 1133
3 6,87 (F=9,0Hz) d 115,0 1495
4 160,0 146,9
5' 6,87 (F9,0H2)d 1150 115,0
6' 8,09(F85Hz)d 130,9 1219
3-Gd

1 5,58 98,9 99,5

2 749 75,1

3 737 73,3
4 68,1 68,1
5 733 73,3
Gal6 65,0 64,9

(2® 1)Rha

1 5,05 100,5 100,7
2’ 70,6 70,0
3 705 70,5
4 715 717
5 715 69,7
6’ 0,79 17,2 16,9
4,37 99,9 99,9

70,5 70,2

70,2 70,3

718 71,5

718 68,2

1,05 178 17,8

7-Rha

1 554 934 99,2
2 70,0 70,3
3 70,3 70,5
4 718 71,8
5 69,8 68,4
6 1,13 178 184
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O exectro no UV de flavondides quando dissolvido em metanol goresenta dois
méximos de absorcdo: Banda | (330-370 nm) e Banda Il (240-280 nm), vaiando os vadores
de acordo com a dasse de subgéncias andisadas (MABRY; MARKHAM; THOMAS,
1970). Alteragbes no and A podem ser observadas na absorcéo da Banda Il, enquanto que
dteragbes nos anéis B e C gparecem na absor¢do da Banda | (MABRY; MARKHAM;
THOMAS, 1970). Para os flavondis a Banda | gpresenta vaores entre 352-385 nm. Quando
o flavonol gparece subgtituido na posicdo 3 ede vaor passa a ser 328-357 nm. O epectro
de zoll goresentou Banda | em 346 nm, indicando que ete flavondide é subdtituido na
posicéo 3 como pode ser observado reFg. 1.9.

A Banda | influencia no grau de oxidacdo do and A. Se 0 egpectro goresentar uma
banda somente, o flavonol é derivado do keempferol e se mostrar duas € um derivado da
quercetina. O espectro da Fg. 1.9 goresenta gpenas uma banda em 346 nm, confirmando
Ser um derivado do keempferal.

O espectro de massas forneceu o pico de MVz 887 [M+H]", miz = 741 [M-rhat+H] ",
miz = 595 [M-2rha+H]" e m/z = 431 [M-3rha-H,O+H]" e o pico da aglicona protonada em
m/z = 287, comprovando mais umavez a estrutura proposta

07543
0.50-1

0.251

200
nm

Fig. 1.9: Espectro de absorgéo de zol 1 naregiéo do ultravioleta
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| dentificac&o de zol2

O espectro de RMN H de zol2 (Fig. 1.10, p. 40) mostrou-se semelhante @ de zol1.
A principd diferenca € a auséncia do snd em 554d referente a0 hidrogénio anomérico e
do dubleto da metila em 1,13d, ambos pertencentes a unidade de ramnose locdizada na
poscio 7 do and A de zoll Além disso, na aglicona, ocorreu uma vaiacdo nos
dedocamentos quimicos dos sinas dos hidrogénios H6 e H8 paa vdores de freqiéncia
baxa (do que o de zoll). Iso sugeriu que OH-7 edd livre, sam a unidade de ramnose
(tabdla 1.3).

O expaimento HSQC (Fg. 111, p4l; tabda 1.2) forneceu a corrdagcdo dos
hidrogénios e seus respectivos carbonos. A seqiiéncia dos dedocamentos quimicos de cada
unidade de aclcar foi obtida aravés de experimentos 1D-TOCSY (Fig. 112, p. 42). A
iradiacd0 detiva em cada um dos hidrogénios anoméicos em 453d, 523d e 562d
possibilitaram individudizar os sstemas de spins de cada unidede de aglcar. Deste modo, a
seqliéncia de aglicares ligados na posicao 3 do flavondide €igud adezol 1.

Assm sendo, a edrutura sugerida para zol2 € kaempferol-7-hidroxi-3-O-{a-L-
ramnopiranos| (1® 2) — [a-L-ramnopiranos| (1® 6)]-b-D-gdactopiranosideo} (Fig. 1.13).

Fig. 1.13: Estrutura do kaempferol-7-hidroxi3-O« a-L-ramnopiranosi| (1® 2) — [a-L-
ramnopiranos| (1® 6)]-b-D-gdactopiranosideo} isolado de Z. ilicifolia
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Tabea 1.2: Dedocamentos quimicosde RMN *H e RMN **C de zol2 (600 MHz e 150 MHz,
respectivamente, DMSO ¢, TMS d)

zol2
Posicéo RMN “H RMN °C
2
3
4
5
6 6,204 1005
-
8 6404 %
9
10
T
2 8,13 (3F9,0H2) 1330
3 6,94 (=8,5Hz) 1150
7
5 1150
6 6,94 (=8,5H2) 1330
OH-5 8,13 (F9,0H2)
3-Gal
1 5,62 100,8
2 3,9 779
3 3,70 758
4 3,80 708
5 3,60 755
Gal6 3,75, 348 67,1
(2® 1)Rha
1 523 102,7
2 4,02 725
3 382 725
& 336 741
5 4,09 69,8
6 1,01 17,7
453 1018
358 722
353 24
336 741
354 69,6
122 183
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Fig. 1.10: Espectiro de RMN 'H de zal2 (600 MHz. CO0OD, TMS. &)

Fig. 1.10: Espectro de RMN H de zol2 (600 MHz, CD;0D, TMS, d)



Fig. 1.11: Expenmento HSOC de zol2 (600 MHz. CDL0D. TMS, &

Fig. 1.11: Experimento HSQC de zol2 (600 MHz, CD;0D, TMS, d)
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Fig. 1.12: Especiro 1D -TOCSY de zol ioiit Mz CDWOD, TMS. 8)

Fig. 1.12: Espectro 1D -TOCSY de zol2 (600 MHz, CD30D, TMS, d)



| dentificac&o de zol3

O egpectro no infravermdho (Fig. 1.14, p. 47) de zol3, apresentou banda larga de
Now em 3264 cm*. O Ney aifaico POde ser observado em 2881 cmit €0 Ne aromatico €M 2927
cm™. Em 1458 e 1605 om* tém as bandas Ne=c aromaico © €M 695, 773 e 886 cmi’ as bandas
que mostraram que o and aroméico é metasubdtituido. Por fim, a banda em 2476 cm*
modrou apresencade um nNC°N (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

O espectro de RMN *H (Figs 1.15, p. 48 e 1.16, p. 49) de zol3 mostrou um padréo
complexo na porgdo aromdtica. Obsarvou-s2 um t em 7,24d, um ddd (J= 80, 1,5 1,5 H2)
em 6,96d, umdd (J= 1,5, 1,5 Hz) en 6,92d eum ddd (J= 80, 1,5e 1,5 Hz) em 6,83d.

O espectro COSY *HAH (Fig. 1.17, p. 50) confirmou estas relagdes dos hidrogénios
no and aomaico. Deste modo, 0 padrép de subdituicio no and aromaico sugerido pode
Ser observado abaixo:

6,83 (ddd)
H

7,24 (dd) o

6,96 (ddd) 6,92 (dd)

O espectro de RMN *3C (Fig. 1.18, p. 51) forneceu 14 carbonos e o DEPT 135°
(Fig. 119, p. 52) mosgtrou a presenca de 3 carbonos quaternérios, 5 carbonos —CH que tém
dedocamentos na regido de carbonos aromdicos, 6 carbonos que correspondem a —CH
diféico e um carbono —CH,, diféaico. O espectro HMQC (Figs 1.20, p. 53 e 1.21, p. 54)
mostrou a corrdacdo direta entre os hidrogénios e seus respectivos carbonos, como é
mostrado natabela 1.3.
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Tabela 1.3: Correaczo diretaentre H e*3C de zol3 (500 MHz e 125 MHz,
respectivamente, DMSO ds, TMS, d)

Deslocamentos Quimicos (d)

Posicdo RMN “H RMN *~C
1 _ 1188
2 590 s 66,5
3 _ 1349
4 6,92 dd (J=1,5; 1,5 H2) 1142
5 - 1578
6 6,83 ddd (J=8,0; 1,5; 1,5 H2) 116,6
7 7241 1300
8 6,96 ddd (J=8,0; 1,5; 1,5Hz) 1180
1’ 4,18d (J=8,0H2) 1009
2' 3,07 73,2
3 3,07 77,2
4 3,07 69,9
5 3,07 76,6
6’ 348,369dd 61,1

No experimento HMBC (Fig. 1.22, p. 55) as principais corrdacies observadas sfo
entre o hidrogénio em 590d (H2) e os carbonos aromaicos em 114,2d (C4), 1180d (C8),
1349d (C3) e 1188d (Cl). Egte Ultimo dedocamento quimico ndo faz pate do sstema
aromético.

O snd em 6834 (H6) modra corrdacdo também com os carbonos 114,2d (C4) e
1180d (C8). O mesmo espectro modtra a corrdacdo do hidrogénio em 6920 (H4) com
1180d (C8) e 157,8d (C5 e em 69ad (H8) com 114.2d (C4) e 116,6d (C6). Por fim, o
and em 7,24d (H7) corrdaciona com os carbonos 134,9d (C3) e 157,8d (C5) (Fig. 1.23, p.
56).

Na regido difética pdde-se observar as interagfes a longa disténcia do hidrogénio
em 3,07d (H2) com os cabonos 73,2d (C2) e 699d (C4). Os hidrogénios 4,18d (H1') e
6,94 (H4) modrou corrdacdo com o carbono em 66,5d (C2). Dessa forma, pode-se propor
aexigénciade uma unidade de glicose ligada ao carbono em 66,5d (C2).

O expaimento TOCSY (Fg. 124, p. 57) modra as interagbes dos oins que etdo
associados entre 5. Neste espectro pdde-se obsarvar principdmente as interagbes  dos
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hidrogénios diféicos que mostraram snas em 307d (H3', H4 e H5) com os hidrogénios
em 348d (H6'), 3,6 (H6') e4,18d (HT').

Assim, esses dados sBo compdivels com a edrutura de um glicosideo cianogénico.
Dependendo da edterenquimica assumida pdo C2 quird esta molécula va s denominada
(R-hdocdina ou (Srzieina (Fg. 125, que ndb so enatidmeros mas Im
diasterenisdmero.

(R)-holocalina

(9-zierina
Fig. 1.25: Edruturas possivels dos glicosideos cianogénicos (zol 3) detectadosem Zollernia
ilicifolia

Estudos espectroméricos redizados para auxiliar a determinagdo da configuragdo
aboluta de subgdncias quiras modram que exigem diferengas nos  dedocamentos
quimicos dos hidrogénios metinicos do C2 de glicosideos cianogénicos Carbonos que
possuem configuragdo absoluta S em seu centro estereogénico  gpresentam  dedocamentos
quimicos do C2 em frequéncia mas baixa (66,0d) do que o C2 do seu respectivo isdmero R
(69,0d) (SEIGLER, 1975, ROCKENBACH; NAHRSTEDT; WRAY, 1992). Além diso, o
hidrogénio anoméico do composo com configuracdo S asorve em frequéncia mas dta
(4,50d) do que o hidrogénio anomérico do isdmero R (3,99d) (SEIGLER, 1975).

Dese modo, comparando os resultados obtidos para zol3 com os da literatura,
observou-se que a substancia zol3, identificada como (S)-ziering, gpresentou dedocamento
no C2 igud 666d (SEIGLER, 1975, ROCKENBACH; NAHRSTEDT; WRAY, 1992).
Além disso, 0 hidrogénio anomérico agoresentou dedocamento quimico semehante a0 da
(9)-zeina



59

Com a guda de um polarimetro, mediu-se 0 [a]p que fol igud a —28,5. Comparagéo
com dados da literatura modra que este vador s goroxima daguele referente a da (S)-
Ziering, que goresenta [a]p de -2905 (SEIGLER, 1975). O sau edeeniOmeo, (R)-
holocaling, gpresentaa]p igud a59,0.

AsSm, sugeiu- que zol3 sga a subgdnda (9)-zigina (2S-b-D-glicopirancdloxi-
[3-hidroxifenil]acetonitrila(Fig. 1.26).

OH

(9-zeina

Fig. 1.26: Edtrutura proposta para zol 3, isoladade Z. ilicifolia
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Fig. 1.14: Espectro de absorgéo de zol 3 naregido do infravermelho (Kbr)
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Fig. 1.16: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO s, TMS, d) dezol3 (expansio da
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Fig. 1.17: Espectro COSY *H'H de z0l3 (expansio daregid aroméica)
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Fig. 1.18: Espectro de RMN "'C de zald (125 MHz, DMSO .. TMS. &)

Fig. 1.18: Espectrode RMN 3C de zol3 (125 MHz, DMSO ds, TMS, d)
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Fig. 1.19: Espectro DEPT 1357 de zel3 (125 MHz, DMSO di.. TMS, 60

Fig. 1.19: Espectro DEPT 135° de zal3 (125 MHz, DMSO d;, TMS d)



h Tosddd | 14

it '-+ T i ar TEl (34

{ gl

Bl

(hafnn)

1
|
|
|
| |
o=k 4L
:Eu -
e

T wIl L14]

i
LY -

___r.. gl * | et |

&1

™S,

FI". 1.20: Expenmenta HMOC de rold {500 MHz. DMVSO ..

Fig. 1.20: Expearimento HMQC de zol3 (500 MHz, DMSO &, TMS d)
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Fig. 1.21: Experimento HMOC de 2ol (500 MHze, DMSO d., TMS. &

Fig. 1.21: Expearimento HMQC de zol3 (500 MHz, DMSO &, TMS d)
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Fig. 1.22: Experimento HMBC de zol3 (500 MHz, DMSO &, TMS d)
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Fig. 1.13: Expenmenio HVBC de zold ( 500 MHz. DMSO 4, TMS, 53

Fig. 1.23: Exparimento HMBC de zol3 (500 MHz, DMSO &, TMS d)
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Fig. 1.24: Espectro TOCSY dezol3 (500 MHz, DMSO ¢, TMS d)
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| dentificacéo de zol4

O egectro de RMN *H (Fig. 1.27, p. 60 e 1.28, p. 61) apresentou um padréo de
ubdiituicBo um pouco menos complexo que 0 goresentado por zol3. Além do snd do H2
en 590d, observaramse dnds sobrepostos de dificil determinacdo das congtantes de
acoplamentos em 745d e 7,58d. Comparando-se com os dados especiras da (S)-ziering,
observou-se que os dnas referentes aos hidrogénios aromdicos estéo em frequéncia mais
dta O espectro COSY *H/*H (Fig. 1.29, p. 62) mostrou que esses hidrogénios aroméicos
esto relacionados entre 5.

A andise conjunta dos experimentos HMQC (Fig. 1.30, p. 63), que goresenta as
interagdes diretas entre hidrogénios e seus carbonos e o experimento HMBC (Fig. 1.31, p.
64), que apresenta as interagBes a longa digancia entre hidrogénios e carbonos, possibilitou
a condrucdo de uma tabela de vaores de hidrogénios e carbonos e por comparagdo com
dados da literatura, pdde-se identificar um outro glicosideo cianogénico (Tebda 1.4)
(NAHRSTEDT; ROCKENBACH, 1993). Comparacd com dados da literatura permitiu
identificar a (R)-prunesina (Fig. 1.32).

(R)- prunasina

Fig. 1.32: Egtruturade zol4 isoladade Zollernia ilicifolia



Tabela 1.4: Vaoresde RMN H e *3C de zol4 (500 MHz e 125 MHz, respectivamente,
CD3;0D, TMS, d)

Ded ocamentos Quimicos(d)

(R)-prunasina
Posicéo RMN 'H RMN °C
1 - 1197
2 591s 68,5
3 - 1349
4 744-750m 1290
5 755-7,61m 130,2
6 - 131,0
7 744-750m 1290
8 755-7,61m 130,2
1 4,26 (d,7,7) 1021
2 - 74,8
3’ 334 779
4 3,20 71,5
5 - 784
6’ 393(dd, 23, 12,1 62,9
3,70 (dd, 5,5; 11,9)
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Fig. 1.27: Especiro de RMN'H de zold (500 MHz. CDWOD. TMS. 8)

Fig. 1.27: Espectro de RMNH de z0l4 (500 MHz, CD;0D, TMS, d)
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Fig. 1.28: Espectro de RMN'H de 2ol { 500 MHz. CDyOD, TMS, ) (expansio da remio
aromatica)

Fig. 1.28: Espectro de RMN *H de zol4 (500 MHz, CD;0D, TMS, d) (expansio da regizo
aromética)
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Fig: 1.2%: Espectro COSY "H'H de 2ol (500 MMz, CDGOD. TAIS, &)

Fig. 1.29: Espectro COSY *H*H de zol4 (500 MHz, CD30D, TMS, d)

75



PO

il 1w I

3 - =
]
i
e i Aot sl . 2 NP i - e et
i 'IT

Fig. 1.30: Expenimemo HMOQC de zold {300 MHz, CDyOD. TMS. )

Fig. 1.30: Experimento HMQC de zol4 (500 MHz, CD;0D, TMS, d)
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Fig. 1.31: Experimento HBMC de zold (500 MHz CD,0D, TMS, &)

Fig. 1.31: Experimerto HBMC de zol4 (500 MHz, CD;0D, TMS, d)
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| dentificac&o de zol5

O espectro de RMN 'H de zol5 apresenta um conjunto de caracteridticas peculiares
do esqueeto de uma sgponina |0 0 torna muito complexo. Inicidmente goresentaremos
as caracteristicas principais que podem ser encontradas em um espectro de RMN *H de uma
sgponina A Fig. 1.33 representa 0 esqueleto de sgponinas  triterpénicas  derivedas  dos

&idos oleandlico e ursdlico. A cor vermeha representa as principals caracteridicas que
devem ser observadas.

19a-hidroxiursano
esquel eto ursano esquel eto oleanano

Fig. 1.33: Edtrutura de esquel eto sgponinas triterpénicas

Para subgsténcias derivadas do esqueeto oleanano observamse sete singletos. JA
paa os deivados do &ido ursdlico verifican-se cinco sngletos e dois dubletos, referentes
& metilas C29 e C30. Os derivados dos 19 -hidroxiursanos goresentam 6 metilas na forma
de sngletos e a metila em 30 como dubleto. Nos exemplos goresentados acima, a metila 28
gpresentase na forma de &cido carboxilico, como no caso de zol5 (GUO; KENNE, 2000;

AQUINO & 4., 1997).
No espectro de RMN *H (Fg 134, p. 70) de zol5, observaramse sds snas

referentes a unidades de metilas como singletos em 087d , 094d, 1.01d, 1,19d, 1,26d e
1,31d. Um dubleto foi observado em 1,33d.

Na regido entre 2,1d e 28d observamse 0s sSnas correspondentes a H18. Paa
derivados do exqudeto oleanano, 0 snd de H18 gresentase em 2,8d com congante de
J=4 e 12 Hz, mas que normdmente € observado como dubleto largo (RASTRELLI et d.,
1996). Para 0 esqueeto ursano, 0 H18 apresenta snd na regido de 2,1 a 25d, que pode




79

estar na configuracdo a (J=12 Hz) ou b (35 Hz). Quando 0 esqueleto é 19a-hidroxiursano,
H18 gpresentase em 2,6d e apresentase como um sngleto (Fig. 1.34, p. 70) (RASTRELLI
et d., 1996).

Outra caracteridica a ser observada é o snd de H3. Este sind pode ser vido entre
32d e 34d. Edta pequena variacdo entre dedocamentos quimicos e suas congtantes de
acoplamentos pode indicar s 0 grupo hidroxila et na poscédo equaorid (H3 agpresenta
and em 32d com congtantes de J= 5 e 11 Hz) ou axid (H3 ocorre em 34d com um J=20
e 20Hz) (AQUINO e d., 1997). Algumas vezes ese vdor etd sobreposto aos dos
acUicares ndo possibilitando a digtinggo dos sinais, como no caso de zol5.

O cabono olefinico H12 pode sr obsavado em ~53d. Em zol5 observouse este
snd em 529d.

Nese mesmo egpectro de RMN 'H, foi possivél observar a presenca de trés
hidrogénios anoméricos em 4,18d, 448d e 495d (Fig. 1.34, p. 70), 0 que sugere que zol5
deve posauir trés unidades de aclicares.

O expaimento HSQC (Fg. 1.35, p. 71; fig. 1.36, p. 72 e fig. 1.37, p. 73) pemitiu
obter as corrdagbes entre os snais de hidrogénios e seus respectivos carbonos (Tabela 1.6).
Dese modo, foi possive observar, dém dos carbonos oxigenados dos aclicares, a presenca
de mais trés carbonos oxigenados em 76,9d, 720d e 925, sendo este Ultimo aribuido a0
C3

O expaimento HMBC agoresentou principdmente as corrdagbes dos hidrogénios
das metilas com os carbonos do and triterpénico (Fig. 1.38, p. 74). Neste espectro pudemaos
obsarvar 0s acoplamentos de uma metila em 1,31d com os cabonos em 445; 57,3, 925.
Deste modo, dribuiu-se esse snd a metila C23 do and triterpénico. Outra metila em 0,94d
correlaciona com os carbonos os vaores em 37,84, 399d, 489d e 57,3d, sugerindo ser este
and correspondente ap C25. Outro snd de metila pode ser observado em 1,01d, que
correlaciona com os cabonos em 34,1, 405, 433 e 489d. Ese snd foi dribuido a0 C26.
A mdila em 1,19d corrdlaciona com os vaores de dedocamentos em 40,5 e 43,3d que foi
aribuido a0 C27. Outro snd em 087d modra corrdagbes com os cabonos em 29,8d,
3B, 466 e 76 sugerindo s 087d a metila C29. O snd em 1,26d aribuido a C30

corrdlaciona.com o carbono em 385d atribuido ao C20.
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Andise dos experimentos HMBC e HSQC e comparacdo com dados da literatura,
ugere a presenca de duas hidroxilas em 16 e 22 (YESILADA, TAKAISHI, 1999,
MAHATO, KINDU, 1994).

O dnd em 2,71d (H18) mostra correlagbes com os carbonos em 703d e 1731d, que
foram dribuidos aos C22 (quando ede estd subdtituido por uma hidroxila) e por C28. Ede
sind de C28 em 173,1 sugere a presenca de um &cido carboxilico ligado a este carbono.

Outros snais obsarvados sfo referentes a unidades de aglcares. Um snd em 5,2d
(H1-Rha) corrdaciona com o carbono em 71,7d e outro snd em 4,48d com o 831d. Além
diso, pode-se obsarvar 0 Snd de uma metila em 1,33d (H6-Rha) que foi aribuida a0 -CH3
de uma unidade de ramnose Ede vdor de metila modra corrdagbes com 69,4d e 74,24,
que sfo caracterigticos de C4 e C5.

O expectro HOHAHA (Fig. 1.39, p. 75 mosrou a presenca de uma unidade de
glicose, gdactose e ramnose. O expeaimento HSQC (Fig. 1.36, p. 72) mosrou a corrdagéo
entre esses sinai's e seus respectivos carbonos (Tabela 1.6).

O espectro COSY *HAH (fig. 140, p. 76) gpresentou corrdlagdes que possibilitaram
a confirmagao das identidades dos aglcares.

Dete modo, sugerimos que zo5 sda um deivado do &ido 3-O-[a-L-
ramnopiranosi|-(1® 6)-O-b-D-gdactopiranosil-(1® 2)-glicopirancsil]-3,16b,22b,19-
tetraidroxi-olean-12-eno (Fig. 1.41).
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Fig. 1.41: Estruturade zdl5 isoladade Zollernia ilicifolia



Tabela 1.6; Vaoresde RMN *H e *°C
de zol5 (600 MHz e 150 MHz, CD5;0D,
TMS, d)

* vaores da literatura
(AQUINO et a. 1997,
YESILADA; TAKAISHI,
1999; GARAI;
MAHATO, 1997)

** yalores ndo observados

Posicdo RMN *H (zol5) RMN C (zol5) RMN 2C (*)

1 1.69 39,7 386
217 26,9 26,7

3 345 92,5 91,3
4 - 445 439
5 0,99 57,3 56,2
6 o x 185
7 34,1 333
8 40,5 399
9 1,63 48,9 478
10 - 37,8 38,0
11 1,92 24,7 24,0
12 529 1235 122,3
13 ** *x 144,8
14 - 433 424
15 o 27,3 26,4
16 4,00 72,0 69,4
17 o 36,4 36,4
18 2,71 45,8 453
19 381 76,9 46,7
20 38,5 30,9
21 2,06 46,6 423
22 o 70,3 75,6
23 131 233 230
24 3,79 62,1 61,6
25 0,94 16,4 15,8
26 1,01 17,4 17,0
27 1,19 24,9 257
28 - 173,1 28,7
29 0,87 29,8 333
30 1,26 26,1 21,2

Glicose
1 4,95 101,9 102,0
2 352 83,1 83,4
3 3,63 78,3 78,4
4 331 71,6 71,7
5 330 77,9 78,0
6 3,69; 3,88 62,5 62,7
Galactose

1 448 105,6 105,2
2 3,30 75,0 74,8
3 321 75,1 749
4 4,07 71,1 70,9
5 3,30 75,0 75,0
6 418 64,3 64,2
Ramnose 5,20 102,4 101,9
373 72,0 72,4

343 71,2 71,9

343 74,1 743

4,13 69,4 69,5

133 18,2 19,0
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Fig. 1.34: Espectro de RMN 'H de zol5 (600 MHz. CDy0D, TMS. §)

Fig. 1.34: Espectro de RMN *H de zol5 (600 MHz, CD;OD, TMS, d)
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Fig. 1.35: Experimento HSQC de zol8 (600 MHe €D 0D TMS: &) éxpansdo da rewilio
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Fig. 1.35: Espectro HSQC de zol5 (600 MHz, CD30D, TMS, d), expansio da regido entre
10 e 60d)
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Fig. 1.36: Experimento HSQC de zol5 (600 MHz, CD;OD, TMS, d), expanséo daregido
entre 40 e 100d)



Fig. 1.37: Expenmento HSQC de zolS {600 MMz, CDyOD. TMS, 51, expansio ds regilo

entre 30 e 1408)

Fig. 1.37: Espectro HSQC de zol5 (600 MHz, CD30D, TMS, d), expansio da regido entre
90 e 140d)
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Fig. 1.38; Expennmento HMBC de zolS (600 MHz, CDJOD, TMS. &)

Fig. 1.38: Espectro HMBC de zal5 (600 MHz, CD30D, TMS, d)



Fig. 1.3%: Especire HONAN A de rolS (600 MMz, CDWOD. TS, &6

Fig. 1.39: Espectro HOHAHA de zol5 (600 MHz, CD;OD, TMS, d)



Fig. 1.40: Espectro COSY 'HH de eol® 600 MHe CDLOD. TVS &)

Fig. 1.40: Espectro COSY *H/*H de zol5 (600 MHz, CDs0D, TMS, d)
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1.2.5. Consideracbes parciais

Exigem in0meros trabdhos que rdaam a dividade antidlcera envolvendo
flavondides. C. La Casa et d.. (2000) descrevem o efeito da rutina em lesBes gédtricas
induzides por etandl 70%. De acordo com o adtor, a ruting, um flavonal glicosilado
derivado da querceting, induziu um aumento dgnificativo na dividade enziméica, mas
ato que o grupo do controle. Esse resultado sugere um efeito gastroprotetor da rutina nesse
moddo experimentd aravés de um efdto anti-lipoperoxidante e também por um aumento
da aividade enziméica

Outros flavondides como o kaempferol e a quercetina foram tedados e também
goresentaram  efeito  antiulcerogénico o moddo induzido por eanol adidificado em ratos
(1ZZO et d., 1994). Em outro trabdho (REYES et d., 1996), o pré traamento redizado
com uma fragéo rica em flavondides de Erica andevalensis Cabezudo-Rivera modrou a
diminuicdo de Ulceras gadricas. O experimento foi redizado com a indugdo de Ulceras por
administracéo ord de etandl

Sanomiya e d. (1998), estudando a infusfo de Maytenus aquifolium encontrou os
flavondis tetraglicodlados: kaempferdl-3-O-{ a-L-ramnopiranos|(1® 6)-[b-D-
glicopiranos|(1® 3)-a-L-ramnopiranos|(1® 2)]-b-D-gdactopiranosideo} e quercetina-3-
O-{a-L-ramnopiranos | (1® 6)-[b-D-glicopirancs|(1® 3)-a-L-ramnopiranos|(1® 2)]-b-D-
gdactopiranosideo}. A autora verificou o efeito antilceras de uma fragdo aguosa em que
os flavondides tetraglicoslado estavam presentes A partir dos resultados obtidos, sugeriu-
s uma corrdacéo entre este flavondide e atividade das folhas de Maytenus, visto que esta
substéncia é condderada como condituinte mgoritaio do cha Lete & 4d. (2001
redizaam um esudo com a infusio desta egpécie o qua foi verificado a presenca de
derivados do kaempferol com duas e trés unidades de aclicares (kaempferol-3-O-a-L-
ramnopirancs|(1® 6)-[b-D-ramnopirancsi(1® 2)]-b-D-gdactopiranosideo e o kaempferol-
3-O-a-L-ramnopirancs|(I® 2)-b-D-gdactopiranosiden) e a  quercetina  triglicoslada
(quercetina-3-O-a-L-ramnopiranos|(1® 6)-[b-D-ramnopiranos|(1® 2)]-b-D-
gdactopiranosiden). Além diso, os autores redizaram andise quantitetiva dos flavondides
isolados na infusfo. Eda andlise goresentou como condituintes mgoritéios os derivados
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tetraglicoslados do  kaempferdl e quecdina-3-O-{a-L-ramnopiranos|(1® 6)-[b-D-
glicopiranos|(1® 3)-a-L-ramnopiranos|(1® 2)]-b-D-gdactopiranosideo}, assm ugerindo
mais uma vez a atividade apresentada por esses flavondides tetraglicosiados.

Alguns trabadhos encontrados na literatura sugerem que a dividade antioxidante
edga ligada com os efetos attiticeras dos flavonbides (YESILADA & d., 2000). Os
flavonGis tri- e tetraglicoslados isolados de Zollernia ilicifolia podem gpresentar esta
atividade ou um efeito Snérgico das substancias presentes nesse extrato.

As sgponinas tém suas dividades biolOgicas rdaadas na literatura por seus efetos
tensodtivos molusticida,  atiinflanatdrios,  anti-cancer, antibidtico e hemolitico. Mas
poucas vezes a dividade anti-Ulcera tem dSdo associada a presenca de  sgponines
(MATSUDA et d., 1998).

Edtudos fetos em dgumas platas do género Swartzia, que € 0 mas proximo de
Zollernia sugerem que as sgponinas encontradas em dgumas espécies dfricanas deste
género, tenham dividade moluscicida (BOREL ; HOSTETTMANN, 1987).

Das flores de Sartium junceum (Fabacese) foi isolada uma sgponina denominada
oatitriosiden. Esta substéncia exibiu um potencid efetto antiulcerogénico contra Ulceras
induzidas por etanol em ratos (YESLADA; TAKAISHI, 1999). A sgponina isolada de
Spartium junceum apresenta algumas caracterigticas estruturais semelhantes a zol5, como a
presenca de grupos hidroxilas nos carbonos 16 e 22.

Sae sgponinas deivadas do &ido oleandlico foram testadas em lesbes causadas
pela indometacing, por etanol e ligadura do piloro na mucosa gedrica. Apresentaram efeitos
gadroprotetores, mas 0s mecanigmos precisam ser mehor andisados (MATSUDA et d.,
1998).

Alguns triterpenos, como 0 &ido dleandlico, que eda presente em vaias egpécies
vegetals, tais como as flores de Prosopis glanulosa, espécies de Calendula, espécies de
Helianthus e Solidago foram patenteedos como compostos antiulcerogénicos, depois de
comprovada a aividade contra Ulceras induzides por aspiring indometacing, reserpina e
tetragestrina Como ja dito anteriormente, a aspirina e indometacina abaixam os niveis de
prostaglandines inibindo sua sintese. O &cido dleandlico promove a restauracdo dos nivels
dessas progtaglandines (LEWIS;, HANSON, 1991).
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Dessa forma, € possivd supor que a sgponina encontrada no extraio MeOH 70% de
Zollernia ilicifolia possui td dividade Mas é necessxio redizar de testes para td
Comprovacao.

Os dlicosidens cianogénicos podem ser definidos quimicamente como  glicosideos
de a-hidroxinitrilas e <Sio deivados biossntéticanente de aminoacidos Na egpécie
Zollernia ilicifolia foi encontrado um derivedo dafenildanina (VETTER, 2000).

Os glicoddens danogénicos et@ presentes em mas de 2500 egpécies de plantes.
Alguns deles foram mas estudados por pertencerem a epécies de plantas economicamente
importantes, como € o caso da linamaring, encontrada em Manihot esculenta (mandioca),
dhurrina foi encontrada em Sorghum amydalin  (sorgo); amyddina em espécies de Rosacess
(diversasfrutas comegtivels); lotaugtrainaem L6tus corniculaus, etc (VETTER, 2000).

A ocorréncia ou austncda de subdtancias cianogendtices tem  possivemente
importdncia quimiotaxondmica, maes essas rdagbes anda sfo pouco ou nd foram
edudadas. Em espécies de trés sub-familias de Fabacese foram destritas dgumas dessas
ubgincias, mas exige a necessdade de uma invesigagdo mas profunda (VETTER,
2000).

Todos os glicosidens danogénicos sB0 perigosos devidos a producdo de HCN via
hidrdlise (esponténea ou por reegbes enzimdicas). Muitos estudos publicados em  revigtas
epecidizadas redlaam a toxicidade dessas subgdnciass em  animas. Observaramse
diferencas na senghbilidade de diferentes espécies animais, nas doses leas de plantas, na
vaiagdo de producdo de HCN, etc. Partes diferentes (folhas, gdhos ) de Prumus padus
foram dadas a bezerros de trés anos de idade. Esses animais exibiram snais de anorexia,
depressdo, bruxismo e sdivacdo excessva (VETTER, 2000).

A presenca de glicosideo cianogénico em Zollernia ilicifolia é bastante preocupante
tendo em vida que 0 ensaios farmacolOgicos preliminares com camundongos condataram a
morte dos mesmos apés tratamento ord com o extrao MeOH 70%. Ese extrato matou
uma fémea (2916 mg/kg), 5 fémeas (5248 mg/kg) e 4 machos (5248 mg/kg). Embora, essa
concentracd0 sga muito devada ede fato precisa ser andisado cuidadosamente. Além
diso, animais tratados com esse extrato exibiram um aumento de irritabilidede, diminuico

dos batimentos cardiacos e da atividade motora.
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1.2.6. Analise do extrato cloroférmico

Para fins de conhecimento da fitoquimica de Z. ilicifolia redizanos o esudo do
extrato cloroférmico.

O extrao doroformico (1,2 @) foi fracionado por coluna de dlica utilizando-se
gradiente de tolueno, acetato de etila e metanol. As fragbes foram andisadas por CCDC e
agrupadas de acordo com a semelhanca

A fraco 4-7(5) foi andisada por RMN H e '3C e gpresentou sinais caracteristicos
dos ederdides b-stosterol, estigmasterol. Para confirmar a presenca desses esterGides,
andisamos eda fragdo por CGDIC, injetando uma midura de padrbes de b-Stogerdl,
esigmesterol e campesteral. Esta andise permitiu confirmar a presenca do b-stosterd e
ainda evidenciou a presenca do estigmasterol e do campesterol naamostra

As fragbes 4558 e 70-77, que foram previamente metilades com diazometano
foram disolvides em hexano e andisadas por CG-EM e seus cromatogramas apresentaram
picos em tempos de retencdo coincidentes das amostras quando comparados a0 padréo de
é&teres meilicos. Dese modo, veificourse que a fragdo 4558 goresentou picos
magoritaios rdativos aos ados Ci, (larico), Cis (miridico), G (pdmitico) e Cig
(estedrico) e a fracdo 7077 goresentou picos mgoritéios rddivos aos &idos Ciy
(miridico), Cie (pdmitico) e Cis (estearico). Desse modo, 0 extrao cdoroférmico de
Zollernia ilicifolia goresentou em sua composcéo os ederdides campederol, estigmasterol

e stogterol e também &cidos graxos.



1.3. Analise comparativa dos chas de espinheiras-
santas

Como pate degte trabaho, redizou-s2 a andise comparativa das infusdes das folhas
das espécies Zollernia ilicifolia (Fabaceag), Maytenus aquifolium (Celastraceae), Maytenus
ilicifolia (Celastracese) e Sorocea bomplandii (Moracese). Visando verificar possiveis
diferencas quimicas entre estas espécies, as andises foram redizadas por CCDC e por
HPLC-DAD.

Prepararamse infusdes tomando 1 g de folhas moidas de cada planta acrescentando
10 ml de &ua fervente. Abafou-s2 com pgpd duminio e deixourse em repouso aé dingir a
temperatura ambiente.  Em  seguida, filtror-se em  dgoddo e concentrou-se  em
rotoevaporador.

1.3.1. Andlises por CCDC

A andiee das infusdes por CCDC fo redizada em places de slica gd, duindo-se
com miguras de CHCl3/MeOH/n-ProOH/H,O 5:6:1:4, fase inferior. Uma vez que as
epécies Maytenus aquifolium e Maytenus ilicifolia ja possuem seus condituintes
mgoritaios identificados sendo flavondides (VILEGAS e d., 1999), optou-se colocar
padréo de aclcares ramnose e gadactose, viso que estes aglcares sB0 encontrados como
condtituintes dos flavondides glicoslados das egpécies de Maytenus, e a rutina por sr um
flavondide polar derivado da quercetina com duas unidades de aglcares (quercetina-3-O-
glucoramnosiden) na poscdo 3. Além disso pudemos obter informaches sobre a
glicodlacdo dos condituintes dos chas Foram duidas duas placas cromatogréficas, uma
revelada com solucdo de NP/PEG e outra com 0lucdo de anisddeido/H, SO, (Fig. 1.42).
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Fig. 1.42: Cromatograma dos chés de epinheiras-santas (CHCl/MeOH/n-
ProOH/H,0O 5:6:1:4, fase inferior)
A: Revedador anisddeido/H,SO,.
B: Revdador NPIPEG

Observaramse manchas de Rf’s muito pequencs (entre ~0,1 e ~0,4) nas fragbes dos
chas Na placa revdlada com s0lucdo de anisddeido, observourse a presenca de manchas
anadades de Rf~ 02 e ~04 , que podem s aribuidas aos flavonGides nos chas de
Maytenus ilicifolia, Maytenus aquifolium e Zollernia ilicifolia. Tas manchas ndo foram
observadas no ché de Sorocea bomplandii. O chd de Sorocea bomplandii revelou manchas
marrons de Rf ~0,1 que podem aribuidas aos aglcares, uma vez que carbonizam quando
em contato com o0 acido sulfirico. Este resultado esta de acordo com o obtido por Andrade
(1996). O autor evidencia a presenca de grande quantidade de acUcares (ANDRADE,
1996).

Os chas das duas espécies de Maytenus gpresentaram manchas de Rf ~0,1 e 0,2, que
s tornaram amardadas e daanjadas quando revdadas com NP/PEG, confirmando a
presenca dos flavondides derivados do kaempferol e da quercetina isolados anteriormente
(SANNOMIYA et d., 1998, VILEGAS & d.,1999). Zollernia ilicifolia revelou manchas
levemente amardladas, com Rf’s entre ~0,1 e ~04. O chd de Sorocea bomplandii ndo
indicou a presenca dgnificativa de flavonbides, conforme anteriormente  congtatado
(ANDRADE, 1996).
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Notase os Rf's dos aglcares correspondem a ~0,3 para a gdactose e ~04 paa a
raminose. A ruting, com duas unidades de aglicares, gpresentou Rf ~0,4. A pouca diferenca
entre estes Rf's pode s aribuida as suas edruturas quimicas. Uma andise do conjunto
mostra que, conforme o grau de glicoslacéo aumenta, os Rf's das subgéndias diminuem,
como podemos observar nos cromatogramas das especies de M. ilicifolia e M. aquifolium
comparado com o padréo de rutina. Dados da literatura indicam que os chés dessas epécies
contém flavonGides dtamente glicoslados com trés a quatro unidades de aglcares
(SANNOMIYA ¢ d., 1998, VILEGAS et d.1999; LEITE et d., 2001). Em Zollernia
ilicifolia observou-se manchas de Rf’s maores e iguas as duas espécies de Maytenus o
que sugere a presenca de flavondides tetra, tri- e tavez diglicoslados. Era também
esperado encontrar saponinas no cha de Zollernia ilicifolia, uma vez que estas foram
Oetectadas no extrao MeOH 70%, mas O cromatograma revdado com solugdo de
anisaldédo/H,S0, ndo mostrou claramente a presenca dessa classe de substéncias. A Unica
evidéncia € que, quando os chés edavam sendo preparados, observou-se a formacdo de
espumas no cha de Zollernia ilicifolia, o que pode sugerir a presenca de saponines.

1.3.2. Analises por HPLC

Para a andise por HPLC, as amodras foram filtradas em filtros Millex 0,45 nm e
inglorse 20 N de s0lugio em uma coluna C18. Utilizowrse como gradiente uma midtura
de MeOH/H,O0. Iniciou-se com 20% de MeOH aé 100% em um fluxo de 1 mL/min durante
30 min, pamanecendo por mas 10 min em 100% de MeOH. A duicdo foi monitorada com
0 detector de fotodiodo em cinco comprimentos de onda diferentes 205 nm, 254 nm, 273
nm, 330 nm e 360 nm. Estes comprimentos de onda foram escolhidos porque a andise por
CCDC mogrou a presenca principdmente de flavondides, e de subgéncias que estes
comprimentos abrangem desde substancias diféticas até as arométicas.

A adise do cromatograma da infusito de Sorocea bomplandii (Fig. 143)
goresentou  poucos picos que absorvem no UV nestes comprimentos de onda, quando
comparado com os cromatogramas de Zollernia ilicifolia e das espécies de Maytenus. Este

resultado eta de acordo com as andises por CCDC fetas anteriormente, confirmando que
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0 extrao é pobre em subgténcias fendlicas ou que contenham grupos que absorvem pouco
ou ndo absorvem no UV. Sfo obsarvados picos maores na regido entre 2 e 5 minutos, cujos
espectros no UV agpresentam bandas em 205 nm e 250 nm. (Fig.1.44).

100~

IR of

205.00 nm or
254.00 nm

:

Fig. 1.43: Cromatograma obtido por HPLC dainfusio de Sorocea bomplandii (C18,
gradiente, MeOH/H,O, 1 mL/min, 205 e 254 nm
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Fig. 1.44: Alguns espectros ultravioleta do cha de Sorocea
bomplandii
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Os cromaogramas de Maytenus aquifolium (Fig. 1.45) goresentam diversos picos,
principdmente no cromatograma obsarvado a 205 nm. Picos mgoritaios duem em 192
min e 21,8 min e seus espectros UV mostram bandas em 2550 nm e 354,2 nm, 264,3 nm e
3465 nm, respectivamente (Fig. 1.46). De acordo com a literatura, a infusfo de Maytenus
aquifolium goresenta como condituintes mgoritaios os flavondides  tetraglicoslados
kaempferol-3-O-{ a-L-ramnopirancs| (1® 6)-[b-D-glicopirancs|(1® 3)-a-L-
ramnopirancs|(1® 2)]-b-D-ga actopiranosideo} e quercetina-3-O-{a-L-
ramnopirancs|(1® 6)-[ b-D-glicopirancs|(I® 3)-a-L-ramnopiranos|(I® 2)]-b-D-
gdactopiranosideo (SANNOMYA e d., 1998; VILEGAS et d. 1999). Assm, com bae
neses trabadhos podemos verificar que o derivado da quercetina dui em 192 min e 0 do
kaempferol em 21,8 min.

AU
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20F

205.00 nm

| v— )

's "o 15 T20 T25 £) 5 minutes
minutes

254.00 nm

i
Fig. 1.45: Cromatograma obtido por HPLC dainfusdo de Maytenus aquifolium. (C18,
gradiente MeOH/H2O, 1 mL/min, 205 nm e 254 nm, 273 nm)
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Fig. 1.46: Alguns espectros no ultravioleta dainfusio de M. aquifolium

Os rdaos da literatura mostram gpenes 0 islamento e identificacdo de dois
flavondides exigentes na infusio de Maytenus aquifolium (SANNOMIYA & d. 1998
VILEGAS & d., 1999), e a CCDC redizada anteriormente também mostrou a presenca
predominantemente  desses flavondides glicoslados. Por outro lado, a andise por HPLC
maostrou picos que euem entre 23 e 4,0 min. Os epectros de UV dos picos de maores
intenddades que duiu em 2,3 min, goresentou bandas em 220 nm e 273 nm (Fg.l47) e a
gue duiu em 4, 0 min, goresentou bandas em 2051 nm e 2588 nm (Fig. 1.47). Desse
modo, podemos conduir que exigem outras subgéncias que também fazem pate da
condituicBo quimica da infusio dessa espécie que duem e goresentam espectro UV
semelhantes as de Sorocea bomplandii.
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Fig. 1.47: Espectros no ultravioleta de M. aquifoliumdaos picos com
tempos de retencdo 23 mine 4,0 min
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Um pefil cromaogréfico semehante pdde ser observado no  cromatograma
referente & espécie Maytenus licifolia (Fg. 1.48). Ede cromatograma gpresentou poucos
condituintes mgoritdios A literdura rdlaa a exigéncda de flavondides di-, tri- e
tetraglicoslado derivados do kaempferol (LEITE e d., 2001). O cromaograma gpresentou
um pico em 189 min e 0 espectro de ultravioleta goresenta bandas em 2552 nm e 354,3 nm
(Fg. 149). Edte pico pode s devido a0 flavondide tetraglicodlado isolado das folhes de
M. ilicifolia e o] kaempferol-3-O-a -L-ramnopirancs|(1® 6)-O-[a-L-
arabinopiranos|(1® J-0-a-L-ramnopirancs | (1® 2)]-O-b-D-gd actopiranosideo. Ege
difere do aglcar encontrado em M. aquifolium apenas por agoresentar uma unidade de
ardbinose ligada a ramnose, a0 invés da glicose que edd ligada neta mesma posicdo na
outra substancia.

Com bases neses dados podemos conduir que para edas  condigbes
cromaogréficas de HPLC, os flavondides tetraglicoslados encontrados em M. aquifolium
duemem 19,2 e 21,8 mineoisolado de M. ilicifolia dui em 189 min.

Outros picos de menor intensdades duem em 20,8 min e 30,1 min. O espectro UV
goresenta bandas em 2649 e 346,6 nm. Também pudemos observar picos em 29 min e 35
min, que sf0 devidos a outras cdases de substdncias que absorven no UV nos
comprimentos de 2052 nm e 2588 nm, samdhattes as de M. aquifolium e Sorocea
bomplandii.
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Fig. 1.48: Cromatograma obtido por HPLC dainfusio de Maytenusiilicifolia. (C18,
gradiente MeOH/H >0, 1 mL/min, 205 nm, 273 nm e 254 nm)
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Fig. 1.49: Espectro no ultravioleta de M. ilicifolia no tempo de retenco 18,9 min
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A andise do cromatograma de Zollernia ilicifolia (Fig. 1.50) mostrou um padréo
mas complexo, porédm mdhor rexolvido. Pode-se observar vaios picos de grande
intenddade duindo aé 23 min,, principdmente nos comprimentos de onda 254 e 273 nm.
Na regido proxima a 17 min observamse 2 picos em 16,7 min e 17,6 min, cujos epectros
UV goresentam bandas em 254 e 273 nm e 264 e 346 nm. Tas resultados, comparados com
os da literatura (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970) e com 0s dos cromatogrames
anteriores, modra que essas ubgténcias 2o derivados tetraglicoslados da quercetina e do
kaempferol, respectivamente. Adicdo do padrdo isolado de zoll confirmou que o0 pico que
dui em 17,6 min é zol. Embora ndo tenha Sdo isolado, 0 tempo de retencdo do pico em
16,7 min e su egectro UV pemitem sugerir que se traa do respectivo derivado
tetraglicoslado da quercetina  Evidentemente, para comprovacdo Serd necessaio  obter
outros dados. Contudo, como mosra O cromatograma, substéncia encontrase em
peguena gquantidade e prevé-se que seu isolamento sga dificll.

Os picos com tempos de retencdo 29, 32, 45 51 , 59 e 65 min goresentam
bandas de UV em 260 nm. Os picos com tempos de retencdo 3,8 e 4,1 min absorvem em
252 e 280 nm. Rt= 8,4 e 9,8 min gpresenta bandas em 218 e 277nm (Fg. 1.51).

Tendo em vida que os chas de M. ilicifolia, M. aquifolium e Zollernia ilicifolia
goresentam  picos de flavonbides tetraglicoslados na regido de ~20 min, um eventud
controle de qudidade poderia s tornar um pouco dificultado. Contudo, a presenca do pico
com tempo de retencdo 10 min no chd de Zollernia ilicifolia digingue cdaramente Zollernia
das espécies de Maytenus Deste modo, tencionamos contribuir paa o0 esudo das
espinhdras-santas no controle de qudidade. Também exigte a necessdade de um esudo
sazond envolvendo as espécies de Maytenus, a fim de verificar exaamente todos os

congtituintes dessas espécies em varias épocas do ano.
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I1. Estudo Quimico de Wilbrandia ebracteata

11.1.1. A familia Cucurbitaceae

A ordem Viddes (sensu Cronquist) contém 23 familias de plantas dentre das a
familia Cucurbitaceee. No Bresl, a familia possui cerca de trinta géneros, com
goroximadamente  duzentas espécies (BARROZO, 1978). As Curcubitacese sfo  plantas
herbécess, trepaderas ou radgantes com caule com fexes bilaeras, com folhas
gedmente grandes, interas ou prdundamente lobadas de disposcdo interna,  sem
edtipulas. Possuem frutos e sementes numerosas (JOL Y, 1998).

A madoria das espécies da familia Cucurbitecese é de plantas comedtiveis e de
importante vaor econdmico. Dentre as mais comuns temos. abdbora, moranga, abobrinha,
jeimum  (Cucurbita), meancia (Citrullus), bucha-de-metro, bucha, cabacinha, maxixéo
(Luffa), cabaca, cuia (Lagenaria), pepino, mddo, maxixe (Cucumis). O popular chuchu
(Sechiun) é o fruto carnoso contendo uma Unica semente, também conhecido por maxuxo
(DI STASI et d., 2002b).

Dentre as plantas nativas, destacase 0 conhecido meldode sdo-cagtano, meaozinho
(Momordica), com seus caracteridicos frutos carnosos deiscentes, de cor abdbora e
sementes com tesa canosa vermeha tdo comum nas cercas do litord e interior do pais
(JOLY, 1998).

Di Stad e d. (2002c) rdaam o0 uso de 114 egpécies medicinas da Mata Atlantica,
dentre as quais as folhas e raizes da espécie Wilbrandia ebracteata Cogn (Cucurbitacese),
S50 usadas no tratamento de Ulceras e gadtrites pelas comunidades tradicionais do Vde do
Ribera

Dos Santos Dos Santos, Schenkd (1996), demondraram em estudos fitoquimicos,
que as raizes de W. ebracteata sfo consumidas e comercidizadas como a verdadeira taiuia,
denominada Cayaponia tayuya, espécie oficid descrita na primera Farmacopéia Brasilera

e suprimida nas pogteriores.
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11.1.2. As espécies de “taiuia”

Outras espécies da familia Cucurbitacese também so conhecidas popularmente
como tauia Como a tauiade-fdpas tauid-de-Goigs (ou abdbora do mato) (Cayaponia
racemosa Cogn), tauia-doPara (Cayaponia glandulosa), tauia grande (Bryonia
Cordatifolia) (PIO CORREA, 1975).

Nos edados de Minass Geas e S Paulo temos a tauid-de-fruta-envenenada
(Trianosperma tayuya, Bryonia tayuya Vel., Bryonia tayuya M). Suas raizes gpresentam
um amargor insuportave e sfo utilizadas na forma de infusio, decoccdo, xarope ou tintura,
sendo Util contratodas as enfermidades da pele, sfilis, etc (PIO CORREA, 1975).

S0 plantas empregadas na medicina popular por seus efetos curdivos, tas como:
depurativo, andgesa, anti-Ulcera, antiepilepsa, enfermidades da pee,  antiescorblitico,
antissifilico etc (PIO CORREA, 1975).

O taui&de-comer (Cyclanthera pedata Schrad var edulis Naud) apresenta frutos
gue sarvem de dimento. Em dguns paises da Europa, como Itdia, plata é livremente
comercidizada

As folhas e as raizes de Wilbrandia ebracteata Cogn (Fg. 2.1), mencionada
anteriormente, sSo comercidizadas pda populacdo do Vde do Ribera como sndo a
verdadera tauia e td praica representa uma fonte adiciona de recursos econdmicos para
populacdo da mata Atlantica Outros dados etnoboténicos referemrse ap uso exclusivo das
raizes deta egpécie no tratlamento de reumatismo, afecgdes da pele, tumores e distirbios
gadtrointestinai's servindo como laxativo (DI STAS et d., 2002).

PETERS et d. (1999) demongraram que os €fetos antiinflanatdrios e andgésco
das raizes de W. ebracteata devem-se a presenca de cucurbitacina B e sdo decorrentes ch
reducdo dos nivels de progaglandines. Ese mecanismo de acdo andgésca e anti-
inflamatdria, gpresenta como efdto adverso e toxico 0 aparecimento de Ulceras, vito que
as prostaglandinas 5o um dos faores protetores da mucosa géstrica. Neste contexto, torna-
s cdao que 0 uso popular das raizes da espécie no tratamento de Ulceras e gadlrites 0 e
judificaria e eda egpécie produzisse condituintes quimicos aivos como  antiulcerogénicos,
diferentes das cucurbitacinas (GONZALEZ, 2001).
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Um estudo quimico das folhas dessa espécie torna-se importante, tendo em vidta que
0s tedes famacolOogicos redizados com O extrao goresentaram  Sgnificativa  aividade
antivlcerogénica Além disso, € possivd que a composcdo quimica das folhas sga
diferente da composicdo quimica das raizes e judificar 0 efeito antiulcerogénico referido
popularmente para as folhas.

Além deses agpectos, a exploracdo comercid das folhas ndo compromete a
sobrevivéncia da egpécie, como € 0 can da exploragdo das raizes. Isso também €
importante quando = conddera que populagdes, principdmente do Vde do Ribera s
utilizam muito dessa espécie. A exploracdo raciond da espécie representaria uma melhora
na qudidade de vida da populacdo, vigo que o produto poderia sr explorado de forma
udentdvel e posir um maor vaor agregado devido aos edudos redizados com base
cientifica

Fig. 2.1: Folhasde Wilbrandia ebracteata (foto origina por M. S. Rels)
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11.2. Desenvolvimento, Resultados e Discussoes

11.2.1. Testes Antillceras, Analgesia e Toxicidade

Aguda e DLg,

Os testes farmacoldgicos foram redizados por Fabiana Gonzdez (Unesp-Botucatu)
e sau orientador Prof. Luiz Claudio Di Stas (Unexpp- Botucatu). Os ensaos foram
antiulcerogénico, andgesa e toxicidade aguda e DL 5.

Os moddos experimentals usados paa avdiagdo dos extratos de Wilbrandia
ebracteata foram de inducéo de ulceracéo por etanol, etanol/HCl e indometacinalbetanecal.

O agente irritante etanol provoca reducdo do fluxo sanguineo na mucosa gadtrica,
quecontribui para o desenvolvimento de hemorragias (RANG; DALE, 1993).

O moddo experimentd induzido por indometacina causa a inibicdo da dntese de
prosaglandines. Estas contribuem para a dcitoprotecdo gadrica, aumento da sintese de
muco, protecido codular primé&ia, ec. O beanecol edimula a secrecdo  gadtrica
principdmente 0 acido e pepsina (RANG; DALE, 1993).

As ulceragBes induzides por etanol e indometacina também causam danos diretos
sohre as cdulas da mucosa gadrica, resultando no desnvolvimento de radicas livres e
hiperoxidacéo de lipideos (GONZALEZ, 2001)

Os grupos de camundongos foram prétratados com 1000 mg/kg de quantidede de
extrato MeOH 70%, fracdo aguosa e AcOEt obtida da particdo H,O/AcOEt. Os grupos pré-
tratados com extratos de W. ebracteata nd produziram protecdo contra lesbes gédtricas
induzidas por indometacina associada a betanecol .

JA 0s grupos que <ofreram lesdes gadrices induzides por eanol, etanol/HCI
goresentaram um elevada porcentagem de cura, 73%. O extratlo MeOH 70% um efeito mais
pronunciado a lesbes quando comparado as droges de referéncia (omeprazol e
carbenoxolona).

A fracdo AcOEt modrouse tdo eficaz quanto a carbenoxolona na protecdo da
mucosa gégtrica contra 0 agente nocivo EtOH absoluto.
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A aividade andgésica fa obtida com a administraco de 1000 mgkg, via ord, de
extrato MeOH 70% de folhas de W. ebracteata, nos seguintes modelos de andgesa tede
da imersio da cauda e teste das contorgdes abdominais. O teste da imersio da cauda basga-
s na determinacdo do tempo de reacdo do animd apds a imersio de 1/3 da sua cauda em
benho-maria, com &gua na temperaura de 55°C. O méodo utilizado neste trabaho foi
adgptado por Di Stas, 1987 para camundongos, utilizando-se &gua a temperatura congtante
de 51°C . Eda metodologia bassia-se no tempo de reacio do animd a0 edimulo nocivo,
caracterizado peo comportamento de retirada da cauda da &gua aguecida (GONZALEZ,
2001).

O tede das contorgdes abdominas € feto com a administracdo de um agente
irritante (&cido acético 0,8%) cagpaz de provocar dor, senda esta caracterizada por um
comportamento de contorgdes abdominals, seguida de torgbes do corpo e ediramento dos
membros, principdmente os podeiores (GONZALEZ, 2001). Em seguida, contase O
ndmero de contorgdes abdominais feitas durante um intervalo de tempo.

Edes tedes ndo produziran efatos sgnificativos com o extrato MeOH 70% e
demongtram que a espécie W. ebracteata ndo possui dividade andgésica detectavel pelos
moddos expeimentais utilizados (tete da imersfo da cauda e teste das contorgdes
abdominais), demondrando que o divio de dntomes de gedrite reumaismo e digdrbios
gastrointestinais referidos popularmente ndo dependem da aividade andgésica da espécie.
Ao passo que, estudos recentes demondraram que extrato e cucurbitacines isoladas da raiz
desta expécie vegetd produziram inUmeras aividades farmacoldgicas induindo o eféto
anti-inflamatdrio e andgésico (ALMEIDA; RAO; MATOS, 1992, PETERS & d. 1999).
Peters et d. (1999) mostraram que a dividade andgésica da raiz de W. ebracteata etd
rdlacionada a inibicdo de progaglandina do tipo PGE, e provavelmente td efeito se deve a
presenca de cucurbitecines. Dessa forma, o efeito ulcerogénico deve ser eperado, gpds a
utilizacd da raz. Ao contrario desses redultados, os ensdos fitoquimicos preiminares
redizados com as folhas de tauid reagiram negativamente a presenca de cucurbitacines e
goresentaram um importante efeito antiulcerogénico (GONZALEZ, 2001).

O tede para veificar a dose letd mediana de DLsp também foi redizado. A dose
letd mediana ou DLsp € um vdor edatigticamente derivado da adminisracdo de uma dose
Unica de uma substAncia que pode provocar a morte de 50% dos animais da experiénda E
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uma avdiacdo prdiminar e estimada das propriedades toxicas de uma substancia teste,
fornecendo informagBes acerca dos riscos para a salde, resultantes de uma exposicéo de
curta duragéo pela via escolhida (GONZALEZ, 2001). Os resultados obtidos evidenciaram,
que as doses crescentes dos extratos MeOH 70% ndo foram cgpazes de promover visives
efaitos toxicos no periodo de 48 h gpds a administracdo aguda, por via ord, do extrato de
W. ebracteata ndo sendo possivedl determinar a DLso, dose letd mediana e a margem de
seguranca desse extrato vegeta defolhasdetauia

O extrao MeOH 70% das raizes dessa mesma espéecie vegetd gpresentou DL s de
22,10 mglkg para as fémess e 5831 mg/kg paa machos, dém de inlmeros efeitos toxicos
como diaréia, diminuicdo da aividade motora e freqiéncia respiratoria até parada cardio-
respiratoria e morte.

11.2.2. Coleta

A coleta da espécie Wilbrandia ebracteata foi redizada em 31 de Mao de 2001, na
comunidade de Rio Preto, no municipio de Sete Barras, Vde do Ribeirg, S. Paulo.

A expéiie foi coletada peo professor Dr. Luiz Claddio Di Sas e Wagner G.
Portilho. Para montagem da exscata foi coletado o materid fértil da egpécie, em seguida
depositada no Herbario BOTU.

Coletourse as folhas dessa espécie, que em seguida foram armazenadas em sacos

plagticos para evitar desdratacdo durante o trangporte aé o locd de trabaho.

11.2.3. Preparacao dos Extratos das Folhas

Os extratos de W. ebracteata foram preparados como os de Zollernia ilicifolia.
Depois de lavadas em &gua corrente, as folhas foram dessecadas em edtufa a 60°C por 1
hora e 45°C por 48 horas. Em seguida, as folhes foram trituradas manudmente com auxilio
de um liquidificador (marca Arno).



110

Preparou-se 0 extralo usando-se maceracdo com metanol/agua 70:30 (4x, 48 h), do
mesmo modo como foram testados farmacol ogicamente.

A torta resultante da extragéo anterior foi macerada com CHCl3 de modo idéntico ao
descrito (4x, 48h) a fim de se extrar componentes gpolares ainda restantes na planta, viso
gue as folhas desta planta néo foram estudadas.

Os extratos foram filtrados em dgodé e evaporados na capda A fim de obter um
bom rendimento, a extragéo de cada solvente foi redizada trés vezes.

O fluxograma 2.1 mostra o procedimento utilizado para a preparacéo dos extratos.

W. ebracteata
Folhas
200,0 g

P Secagem
P Moagem
p Extracdo com MeOH/H,0 70%
por maceracao — 48 horas — (4x)

Extrato MeOH 70% Torta
14,09

P Extragdo com CHCl3 100% por
maceragao — 48 horas— (4x)

Extrato CHCl; Torta
4,09 desprezada

Fluxograma 2.1: Preparacéo dos extratos das folhas de Wilbrandia ebracteata
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11.2.4. Analise do Extrato Hidrometanodlico 70%

A andlise prévia dos constituintes quimicos desse extrato foi realizada pelo prof. Luiz Claddio Di
Stasi, o qual concluiu a presenca das seguintes classes de substéncias: acidos fixos, bases quaternérias,
flavonas, flavondis, flavanonas, flavanondis, saponinas, taninos e xantonas (MATOS, 1997).

O extraio MeOH 70% foi primeramente submetido a andise por CCDC. Utilizou

* ddemas de solventes usudmente usados em noso laboratdrio. O mehor Sstema de
olvente foi: CHClz/MeOH/n-PrOH/H20 5:6:1:4 (fase inferior).

Andises das placas modraram manchas visivels a olho nd, sugerindo a presenca de
cordfila e flavondides Quando observado no UV, a CCDC apresentou manchas de cor
vemeha (corofila) e manchas amardadas e marrons, sugerindo a presenca de flavondides.
Diferentes placas foram revdadas com solugdo de anisaldeido/H,SO, e outras anda com
solucdo de NP/PEG, e apresentaram predominartemente de manchas amardlas com os dois
revdadores, 0 que mas uma vez sugere a presenca de flavondides (WAGNER; BLADT;
ZGAINSKI, 1984).

Regisrou-se 0 espectro de RMN *H desse extrato bruto com a findidede obter mais
informagdes preliminares sobre as possivel's classes de substancias presentes.

O egpectro modtrou picos nas regides dos hidrogénios ligados a ands aroméaticos
(entre 6,0d e 8,0d) e de hidrogénios ligados a nideos difé&icos (entre 0,8d e d 2,0d), dém
de picos na regido dos aglicares (entre 3,0d e 5,5d).

Indouse 0 edudo do extrao MeOH 70% seguindo um dos esquemas feito peo
Prof. Luiz Claidio Di Stad e sua duna Fabiana P. Gonzdez, para a redizacdo dos tedes
farmeacol dgicos

Tomaranse 140 g de extrao e fez-se uma particdo utilizado AcOEt e H,O 1.1
Com ese procedimento, obteve-se uma separacdo prévia de substéncias mais polares das
menos polares, dém de retira-se a dorofila A andise por CCDC (CHCl3/MeOH/n-
PrOH/H,O 56:1:4, fase inferior, revdador iodo) modrou que a dorofila e substéncias
menos polares ficaeam na fase ACOEt, enquanto que as substancias mas polares passaram
paa a fase aguosa (Fig. 22). Um Sdlido de dificl solubilizacdo foi retirado e depois de
sec0 mediu-se asuamassa (2,0 g).
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Fig. 2.2: Cromatograma das fragdes obtidas da particdo AcOEY/H,O a partir do extrato
bruto (CHCl3/MeOH/n-PrOH/H0 5:6:1:4, fase inferior, revelador iodo)

11.2.5. Estudo da fracao acetato de etila

Foi dada preferéncia a0 edudo do extrao ACOEt, vido que ede goresentou
resultados sgnificativos nos testes biol dgicos antiulcerogénicos.

Andise por CCDC modrou que a fracdo AcOEt obtida a patir da particdo do
extrato bruto gpresentou grande concentracdo de flavondides. Para a separacdo  dos
componentes desta fragdo uilizowse uma coluna contendo Sephadex LH-20 como fase
edaciondia. Egte tipo de adsorvente tem demonstrado bons resultados na separacéo de
flavondides

Tomaanse 20 g da fragdo AcOEt, dissolveramse em 10 mL de meanol e
centrifugou-se a mistura.  Injetou-se a amostra na coluna e procedeurse a duicdo com
metanal puro, em fluxo de 0,5 mL/min. Obtiveram-se 286 fragdes de 5 mL cada.

Foi redizada cromatografia em camada delgada comparativa das fragdes obtidas da
coluna em AcOEt/n-PrOH/H,O 140:8:80, fase superior. As fraches foram reveladas sob luz
ultravioleta e em seguida com iodo, solugdo de anisddeido/H,SO, e NP/PEG. As fraghes
seme hantes foram agrupadas.

Tendo em vida que a aividade antiulcerogénica e dividade antioxidante tém ddo
corrdacionadas entre s (C. LA CASA 4 d, 2000; LEWIS, HANSON, 1991), e que
flavondides tém  importantes  aividades  antioxidantes  (RICEEVANS, MILLER;
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PAGANGA, 199), as fraghes obtidas a patir da separacdo do extrato AcOEt foram
novamente cromatografadas em CCDC (AcOEU/n-PrOH/H,O 140:880, fase superior),
desta vez pulverizando-se a placa com solucéo de 5% betacaroteno em DCM, usando rutina
como padréo.

A Fig. 23 mogtra 0 cromatograma das fraghes gpds a reacd com o betacaroteno.
Na placa, observa-se que as fraghes 95106 até a fracdo 246-269 gpresentaram atividade
antioxidante, pois mantém a cor amardla forte do betacaroteno. De acordo com as andises

redlizadas anteriormente, essas fragdes contém flavonoides.

e EA S AR SR 4

95-106 158-159 161-184 199-211 234245

Fig. 2.3: Cromatograma das fragbes obtidas do fracionamento da fracdo AcOEt (AcOEt/n-
PrOH/H, 0O 140:8:80, fase superior) e revdadas com b-caroteno

As fragbes 56-61 (30 mg) e a fragio 6264 (20 mg) gpresentaramtse puras € com
Rf's semehantes Foran entdo agrupadas e andisadas  espectrometricamente,
denominando-as wel (50 mg). Pdo mesmo moativo as fragdes 95-105 (8 mg) e 106108 (5
mg), denominadas we2 (13 mg), foran agrupadas e também submetidas a andises
espectrométricas.

A fracdo 109-120 (40 mg) apresentou particulas insoliveis em MeOH. Centrifugou-
S vaias vezes a amodra, lavando-s2 0 dlido com MeOH e obteve-se um pbé amardo que
fo andisado por CCDC (AcOEY/ n-PrOH/H,O 140:8:80, fase superior) e goresentou uma
mancha de cor amarda, que foi identificada como we3 (20 mg). O mesmo procedimento foi
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usado para a fracdo 125-141 (50 mg). A CCDC goresentou novamente gpenas uma mancha
amardada e foi denominada dewe4 (25 mg).

A fragdo 142-157 (30 mg) fo purificada utilizando-se uma coluna contendo PVPP
como adsorvente e duida em metanol. Olteve-se uma fracdo pura (8 mg) que foi andisada
por CCDC de mandra andoga a dexrita A subsénda pura foi denominada web e
andisada espectrometricamente.

As fragbes 158-159 (40 mg) e 183-198 (30 mg) foram refracionadas por HPLG-RI
duides en MeOH/H,0O 5347 com fluxo de 20 mL/min. Da fraco 143-159 obteve-se trés
substancias puras que foram andisadas por CCDC, como as anteriores e denominadas wed
(5mg), web (15 mg) e we7 (5 mg). Da fragdo 188-198 obteve-se a substéncia we6 (10 mg)
novamente.

A fracdo 161-184 (30 mg) foi purificada em uma coluna contendo slica de fase
reveesa C18 e duida com gradiente de ACN/H.0, inidandose com 20% de ACN aé
100%. Foram coletadas 10 fragbes de 5 mL cada que foram andisadas por CCDC
(ACOEt/nPrOH/H,O 140:8:80, fase superior). A fracdo 5/6 gpresentou gpenas uma mancha
e foi enviada paraandise espectrométrica, sendo denominadawe8 (7 mg).

O fluxograma 22 modra o procedimento experimentd desenvolvido para eda egpa
do fracionamento de W.ebracteata.

Em sguida, srd gpresentado as identificagbes das substéncias isoladas de W.
ebracteata. E tera inicdo por ordem de complexidade das moléculas Primeiro as agliconas,
seguido dos flavondides glicos|ados.
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Fracao AcOEt
2,09

CC (Sephadex LH-20-1 m x 4 cm,
fluxo: 0,5 mL/min)

1 286 fracoes “

CCDC (silica gel, AcOEt/n-PrOH/H,0
140:8:80, fase superior UV/
iodo/anisaldeido/H,SO,/NP-PEG

Fr5664 || | Fros108 | | Fr, 10 || [ Fr. 12 ‘ Fr.14 Fr.14 [ Fr.16 ‘ Fr.18 ‘
50 mg 13 mg
a- 120 K- 141 2-1R7 2-1RK0Q 1-1R4 - 108
centrifugacdo centrifugacéo CC (PVPP, HPLGCRI CC (fasereversa, C1.
MeOH 53:47MeOH/Hz0| gradiente, ACN/H;
RMN, CG RMN fluxo: 2mL/min
Solido Solido web HPLG-RI
insolavel insolavel 8mg 8 53:47 MeOH/Hy!
wed  web we7 we fluxo: 2mL/min
wel we2 5my 15mg  5mg 7mg
Dy 13mg 6
we
RMN RMN 10mg
we3 wed
20mg 25 mg

Fluxograma 2.2: Huxograma representetivo dos procedimentos de fracionamento,
isolamento e identificacdo dos componentes de W. ebracteata



Acido palmitico
C16:0

Acido estedrico
Cci18.0

Acido oleico
C18:1D°

Substancias isoladas das folhas de W. ebracteata

IOV |

OH
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| dentificacdo de wel.

O espectro no infravermelho observou-se uma banda em 1711 cmit caracteristica de
Nc-o de &idos carboxilicos Em 2858 e 2927 cnt verificou-se a presenca de bandas devido
a0S Nc.y € em 1455 cmi! bandas de den. Bandas largas aparecem entre 3000 e 3500 cmit e
correspondem aosno.n. No caso de &cidos carboxilicos pode haver a formacdo de dimeros
devido aforte ligagéo hidrogénio.

O egpectro de RMN 'H (Fig. 24, p. 105) apresentou desocamentos quimicos na
regido de hidrogénios diféicos Observou-s2 um triplto em 0,96d atribuido a presenca de
uma metila termind. Na regido etre 128 e 280d obsavou-se V&ios multipletos que
podem s dribuidos a ligagbes —CH, e outro multipleto em 533d devido a presenca de
ligaghes duplas. O tripleto em 2,25d indicaa presenca do CH,, ligado a carboxila

O espectro de *C confirmou a presenca dos sinais desses carbonos diféicos e das
ligaches duplas. Esses dados sugeriram s a molécula um &ido graxo de cadeia longa
Para a confirmacdo, optou-se por fazer uma reacd de metilacdo com diazometano, a fim de
trandformar 0 &ido graxo em seu deivado metilado, e poderiormente identifica-lo por
cromatografia gasosa e comparacdo com padrdes de ésteres metilicos.

A fracdo metilada goresentou pico de tempo de retencdo Smilar a0 padréo édteres
graxos (Fig. 25, p. 106). Redizou- também o eviquecimento da amodra com o padréo
auténtico, verificando a intensficacdo da a@ea do respectivo pico. Logo, a fragdo wel
correponde a uma mistura e o0s &acidos pamitico, eteaico e oleico o condituintes
mgoritérios (Fg. 2.6).

Acido palmitico C16:0 /\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\

OH

Acido estedrico C18:0 /\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\

OH

Acido oleico C18:1 D° \/\/\/\/W/ﬁ\

OH

Fig. 2.6 Estruturas de alguns é&cidos graxos
detectados em wel
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Fig. 2.5 :Cromatograma A (wel)
Cromatograma B (Padréo de ésteres graxos)
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| dentificacéo de we2

O eypectro de RMN H (Fig. 2.7, p. 108; tebda 2.1) de we2 apresentou picos
somente na regido dos hidrogénios aromédticos. Obsarvou-se em 6,79 um dubleto de J=85
Hz (orto) referente a0 H5', um duplo dubleto em 7,41d (=20 e 85 Hz) e em 743d (J=2
Hz) referentes a0 H2'e HE', respectivamente, ambos do and aroméico B (HARBORNE,
1996).

Os dados de RMN 'H e comparac com dados da literatura indicam que esta
moléculatratase do 3 4 ,5,6,7,8-hexadroxiflavonal (Fig. 2.8) (SANTOS, 2001).

Tabela 2.1: Dedocamentos quimicosde RMN *H (500 MHz, CDs0D, TMS, d) do
3 4 ,5,6,7,8-hexadroxiflavonadl * e de we2

Dedocamentos Quimicos (d)

Posicio RMN *H (%) RMN *H (We2)
7 7.77d (2,0 Hz) 743 d (2,0 Hz)
5 6,92 d (8,0 Hz) 6,79 (8,5 Hz)
& 7,67 dd (2,0, 8,0 Hz) 7.41 (2,0, 8,5 Hz)

*SANTOS, 2001

Fig. 2.8: Edruturade 3 4’ ,5,6,7,8-hexadroxiflavonal isolado deWilbrandia ebracteata.
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Fig. 2.7: Espectro de RMN *H de we2 (500 MHz, CD;0D, TMS, d)
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| dentificacdo de web.

O espectro de RMN de 'H (Fig. 29, p. 112) mostrou-se semelhante a we2 para o
and B, mas que difere porque gpresentou picos na parte difética do espectro.

Visudizorse um dubleto em 7,64d (J=2 Hz) referente a0 hidrogénio H2 do and
ubdtituido em meta. Um duplo dubleto em 7,35d (J= 25 e 80 Hz) aribuido ao H6' e um
dubleto em 691d (J= 85 H2z) referente ab HS', ambos do and B. Esses dedocamentos
quimicos o caacterigicos de hidrogénios do and B, indicando que exigem duas
hidroxilasem orto. Observou-se também dois Sngletos em 6,28d 6,65d (Tabela 2.2).

O espectro RMN °C (Fig. 210, p. 113) goresentou os carbonos da molécula e o
experimento HMQC (Fig. 211, p. 114, tabda 2.2) forneceu as corrdagbes diretas entre
hidrogénios e carbonos. No caso dos hidrogénios de posgbes 2, 5 e 6 do and B da
aglicona querceting, observou-se corrdacdo entre o snd em 114,8d e o H2 (7,64d), entre o
snd em 116,7d e o H5' (6,91d) e entre 0 snd em 120,4d e o HE' (7,3%d).

Também veificorse a corrdacdo do snd em 100,9d com um sngleto em 6,28d e
entre 0 9nd em 105,1d com o hidrogénio em 6,65d.

Na regido dos hidrogénios diféticos, visudizaramtse dois duplo dubletos em 264d
e 2,84d, ambos referentes a dois hidrogénios ligados a0 carbono que absorve em 44,9d. Um
acoplamento entre 0 dubleto devido a uma metila (3H, 1,40d) pdde ser observado com o
cabono que absorve em 204d. O multipleto em 590d corrdlaciona com o snd em 73.3d,
caracterigtico de umaligagdo —CH-O- (Fig. 2.11, p.114).

No egpectro COSY 'HH (Fig 212, p. 115) pdde-se observar acoplamentos
independentes entre s nas partes aomdica e diféica da molécula, ou sga, um conjunto de
acoplamentos entre os hidrogénios aroméicos e outro conjunto de acoplamentos entre os
hidrogénios diféicos

O expaimento de HMBC (Fig. 213, p. 116) foi importante, pois é por meio deta
técnica que obsarvamos os acoplamentos a longa disténcia e também pudemos aribuir os
vaores de ded ocamento quimico aos carbonos do and A.

O vdor em 735 (HE) corrdaciona com 151,3 (C4') e 167,8d, aribuiu-se assim o
vaor em 167,8d aC2.
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O dnd em 6,650 acopla com os carbonos 1235d (C1'), 167,8d (C2) e 182,5d(C4),
podendo s ede dnd de hidrogénio aribuido a0 H3 do flavondide. Observou-se também
0s snas das corrdagbes do hidrogénio 7,64d (H2') com os carbonos 147,5d (C3'), 151,3d
(C4) e 167,8d (C2).

Uma das principais corrdlagbes obsarvadas € entre 0 hidrogénio em 6,28d, atribuido
a H8 do and A, e os cabonos aomdicos em 167,8d (C2) e 170,7d (C7). O mesmo
espectro modra a corrdacdo dos hidrogénios em 264d e 284d com o snd em 178X
(C4”). Por fim, o snd em 1,40d acopla com o cabono 733d (C2’) (Fg. 213, p. 116).
Dessa forma, pdde-se propor a exigéncia de um cicloand difético ligado aos carbonos C6
e C7, como o proposio naFg. 2.14.

Eda propota € a que etd mas proxima da biossintese dos flavondides que
goresenta usudmente o carbono  oxigenado ligado ao C7. Além diso, W. ebracteata
gpresenta a subgtancia we3, que apresenta ligacdo GC com o subdituinte na posicio 6 Néo
fol encontrado na literatura substéncia com essa edrutura. Deve-se anda ressdtar que o
C2” é um cabono quirdico, sendo necesshia a redizacdo de expeimentos paa a

determinacdo de sua estereoquimica

Fig. 2.14: Edgtrutura propogta do flavonGide web isolado de W. ebracteata
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Tabela2.2: Dedocamentos de RMN *H e RMN *C de we5 (500 MHz e 125 MHz,
respectivamente, CD;OD, TMS d)

Posicéo RMN “H RMN ~°C
2 167,8
3 6,65 s 105,1
4 182,5
5 159,1
6 *

7 170,7
8 6,28 s 100,9
9 *
10 *

T 123,5
2 7,64 d 0= 2,0 Hz) 1148
3 147,5
4 151,3
5 6,91 d (J=8,0 Hz) 116,7
6 7,35 dd (3= 2,0 € 8,0 H?) 1204
2" 5,90 m 73,3
3" 2,64 dd; 2,84 dd 44,9
4" 178,5
CHs3 1,40d J= 6,5 Hz) 20,4

* valores ndo observados (pequena intensidade)
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Fie. 3.1%; Espearo COSY H'H de wed { 500 MHz. CDGOD, TWS, 81

Fig. 2.12: Espectro COSY *H'H de we5 (500 MHz, CD;0OD, TMS, d)
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O espectro de RMN *H (Fig. 215, p. 118, tabela 2.3) gpresentou picos somente na
regido aomdtica Em 6,90d observa-se um dubleto de J = 8,0 Hz (©rto) referente ao H5' do
and aromdico B. Na regido de 750d pdde-se observar uma s&ie de sinas sobrepostos
referentesaH2 e H6' (HARBORNE, 1996).

O espectro de RMN *H mostrou também os sinais de H6 em 6,15d e 0 H8 em 6,40d
do and aomdico A. Devido a condante de acoplamento que € baixa observouse dois
dngletos largos. Além diso, 0 espectro de RMN 'H mosrou um sngldo em 655d
referente 20 H3 (HARBORNE, 1996).

Os dados de RMN 'H e comparacid com dados da literatura indicaram que esta
moléculatrata-se da luteolina (HARBORNE, 1996).

Tabela 2.3: Dedocamentos quimicosde RMN *H (600 MHz, CDs0D, TMS, d) da

lutedlinae de we7
RMN “H
Posicao Dados da literatura (Harborne, 1996) we7
3 6,69 s 6,55 s
6 6,22 d (2,0 Hz) 6,15 Si
8 6,47 d (2,0 Hz) 6,40 S|
2'l6’ 7,43 d (2,0 Hz); 7,44 dd (2,0; 9,0 Hz) 7,50 m
6,92 d (9,0 Hz) 6,90 (8,5 Hz)

Fig. 2.16: Edrutura da lutedlina isolada de W. ebracteata
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Fig. 2.15: Espectro de RMN 'H de weT (600 MHz CDOD. TMS, 51

Fig. 2.15: Espectro de RMN *H de we7 (600 MHz, CD;OD, TMS, d)
| dentificacéo de we8
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O espectro de RMN *H (Fig. 2.17, p. 120) dessa fragdo sugeriu um perfil espectral
semehante aquele gpresentado por we7 para 0 and B, com a presenca de sSnais sobrepostos
referentesaH2 e HE' em 7,50d. O snd em 6,95d pode ser atribuido ao H5'do and B.

E possivel observar também outros snais Em 6,40d e 6,60d observa-se os sinais de
H3 e H8, regectivamente. E em 3,91d obsarva-se a presenca de um de singleto referente a
uma metoxila ligada no and aromatico. Comparacdo com dados da literatura (VILEGAS et
d., 1998) sugerem que a metoxila estga ligada na poscéo 7 do and A. Deste modo,
sugerimos we8 como sendo 5,6,3 4 -tetrai droxi-7-metdxi-flavona (Fig. 2.18).

Fig. 2.18: Edruturada’5,6,3 4 -tetraidroxi- 7-metdxi-flavonaisolada de W. ebracteata
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Fig. 2.17: Espectro de RMN *H de we8 (600 MHz, CD;OD, TMS, d)

| dentificacao de we3, we4 e web
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Os espectros de RMN de 'H das fragBes we3, wed e web (Fig. 2.19 , p. 124; 2.20, p.
125 e 221, p. 126, respectivamente) goresentaram semelhancas. Observaramse Snais na
regido de hidrogénios arométicos entre 6,00d € 8,00 d.

Para as fragbes we3 e web os perfis egpectrais gpresentados pelos picos entre 6,90d
e 7,50d sugeriram um padréo de subgtituicio no and B com a presenca de duas hidroxilas
em3 e4.

O espectro de RMN 'H de we3 mosrou também um singleo devido a0 H8 em
6,54d do and aromdico A e outro sngleto em 6,50d referente ao H3 (HARBORNE, 1996).
Ja 0 espectro de web goresentou dois Sngletos observados em 6,28 d e 656 d e por
comparagdo com dados da literatura (HARBORNE, 1996), 0 primeéro refere-se ap H6 do
and A eo segundo ao H3 do andl C.

O espectro de RMN H de we4 (Fig. 2.20, p. 124; tebela 2.4) apresentou um padrdo
de subgtituicdo do and B diferente daguele de we3 e web.

Obsarvou-2 dois dubletos em 802d (J = 85 Hz) e 683d (J = 85 H2 foram
aribuidos respectivamente a H2/H6' e H3H5 e so rddivos ao and B do flavondide,
indicando que este and goresenta-se com uma Unica oxigenagdo na poscéo 4' do and
(HARBORNE, 1996).

Dois dngletos tém dedocamentos em 6,27d e em 6,77d. Comparacdo com dados da
literatura modraram que o primeiro € referente a0 H8 e o Ultimo ao H3 (HARBORNE,
1996).

O hidrogénio anomérico do aglicar (4,59d) gpareceu sobreposto ao pico da agua do
CD30OD em we3. Para wed e web podemse obsarvar ese pico do hidrogénio anomérico
em 469 e 492, regpectivanente. Esses vdores de dedocamentos quimicos S0
compativeis com H1 de C-glicosideos uma vez que 0 hidrogénio anomérico goarece em
freguéncia mas baxa (4550 pom) do que um Oglicoddeo (50 - 56 ppm)
(HARBORNE, 1996). Além disso, a condate de acoplamento em uma ligagdo C-
glicodidica é de 10 Hz, em contraste com congantes de acoplamentos menores (~15 - 7,5
Hz) nos O-glicosideos (HARBORNE, 1996).

Nos espectros de RMN *C (tabela 2.4) observaramse o sind da carbonila C4 entre
1820d e 1839d, o dnd de C2 entre 1639d e 1648d e o de C3 emn 1024d 3 1038,
sugerindo que as moléculas devem sr uma flavona (AGRAWAL, 1989).
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Sas dnas entre 62,7d e 825d caracteriticos de C-glicosideos podem ser aribuidos
a uma unidade de b-D-glicopiranosidica e os outros 13 dnas sfo dribuidos a aglicona
(AGRAWAL, 1989).

Com relacéo ao and A, para we3 obsarvou-se em 95,2d e 109,1d o vaor de C8 e
C6, respectivamente. Comparacdo com dados da literatura referentes a esses dedocamentos
quimicos modraram que a unidade b-glicosidica deve edtar ligada a poscéo 6 do and A,
enquanto que para web obsarvou-e C6 e C8 em 1002d e 104,8d, respectivamente.
Diferentemente de we3, paa eta molécula a unidade b-glicosidica deve estar ligada a
posicio 8 do and A (AGRAWAL, 1989).

Do mesno modo, por comparagdo com dados da literatura, os dedocamentos
quimicos observados para we4 dos carbonos C6 (98,1) e C8 (104,6) mostram que a unidade
b-glicosidica também deve edar ligada a posgéo 8 do and A como em web (AGRAWAL,
1989).

Assim, esses dados goresentados S0 compativeis com os da isoorientina (5,7,3 4 -
tetrai droxi-6-C-b-D-glucopiranos|flavona) (we3), vitexina (5,74 -triidroxi-8 C-b-D-
dlucopiranogiflavona)  (wed), orientina (5,7,3',4'-tetraidroxi-8-C-b-D-glucopiranosilflavona)
(web) (Fig. 2.22) (AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1996).

Fig. 2.22: Edruturadaisoorientina (we3), vitexina (wed) e orientina (web) isoladas de W. ebracteata.

Tabela 2.4: Dedocamentos quimicosde RMN *H* e RMN 3C** dewe3, wes e web
comparado ao da literatura(500 MHz e 125 MHz, respectivamente, CD30D, TMS, d)



136

we3 (CD3;0D, 500 MHz) We4 (CD3;0D, 500 MHz) web (CD3z0D, 500 MHz)
Posicé&o RMN “H RMN ~°C RMN “H RMN °C RMN “H RMN —°C
2 164,8 163,9 166,6
3 6,50 s 103,8 6,77 s 102,4 6,56 s 103,8
4 183,9 182,1 183,9
5 158,6 156,0 158,6
6 109,1 98,1 100,2
7 166,2 162,2 164,7
8 6,54 s 95,2 6,27 s 104,6 6,28 s 104,8
9 161,9 161,1 162,8
10 105,1 104,0 104,8
1 123,4 121,6 123,7
2 7,36 d 114,1 8,02 d (J=8,5 Hz) 128,9 7,40 d 114,6
3 146,9 6,89 d (J=8,5 Hz) 115,8 146,8
4 151,0 160,4 150,9
5 6,90 d (J=9,0 Hz) 116,7 6,89 d (J=8,5 Hz) 115,8 6,91 d (J=8,5 Hz) 116,8
6’ 7,36 dd 120,3 8,02 d (J=8,5 Hz) 128,9 7,40 dd 121,2
Glicose
17 80,0 78,6 4,92 (J= 9,5 Hz) 75,0
2" 75,2 73,3 70,8
3" 72,4 70,8 76,8
4 71,6 70,5 68,1
5 82,5 81,8 -
6" 62,7 61,2 -
OH-5 - - -

* HARBORNE, 199%.

** AGRAWAL, 1980.
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Fig. 2.19: Espectro de RMN *H dewe3 (500 MHz, CDs0D, TMS, d)
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Fig. 2.20: Espectro de RMN *H de we4 (500 MHz, CD;OD, TMS, d)
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Fig. 2.21: Espectro de RMN *H de we6 (500 MHz, CD;OD, TMS, d)

11.2.6. Estudo da fracdo metanolica
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A fracdo aquosafoi filtrada em uma colunacontendo resina Amberlite XAD-2 pararetirar os aglicares
livres. Paraisso, montou-se uma coluna (30 x 3 cm) contendo XAD-2. Dissolveuse ~9 gramas da fragao
aquosaem 1,5 L de agua. A solucéo foi homogeneizada até se obter uma solucdo |impida. Essa solugéo foi
filtrada sobre a coluna de resina XAD-2, com fluxo de 1 mL/min. Ap6s a eluigdo total da solucéo, a

colunafoi lavada com 2 litros de &gua destilada. Em seguida, procedeu-se a elui¢do utilizando-se 1 L
metanol e por Ultimo 300 mL acetona pura. Obteve-se entdo 3 fragdes:

5 H»0 100% (~6,7 )
6- MeOH 100% (~ 3,0g)
7- Acetona100% (~0,3 g)

As fraghes obtidas foran andisadas por CCDC duidass em CHCls/MeOH/n-
PrOH/H,O 5:6:1:4, fase inferior. Verificamos que a fracdo 1 (aguosa) gpresentou um odor
caracteristico de aclcar. Seu espectro de RMN mostrou gpenas picos entre 30 e 55 d
evidenciando a presenca de aglicares livres. A fragdo acetbnica foi desprezeda por conter
gpenas manchas verdes devido a presenca de clorofila

A fracdo metandlica gpresentou um perfil cromatogréfico predominantemente com
manchas amardadas quando revdadas com anisadeido/H,SO,, devido a presenca de
flavonGides glicoslados. Para a andise dessa fracdo, tomou-se 2,0 g da fracdo metandlica
Disolveurse a amodra em 15 mL de metanol e centrifugouse. Injetouse a amostra na
coluna de Sephadex LH-20 e procedeu-s2 a duicdo com metanol puro, em fluxo de 0,7
mL/min. Obtiveramse 100 fragbes de 6 mL cada.

Foi redizada CCDC das fraghes obtides da coluna em CHCl3/MeOH/n-PrOH/H20
5:6:1.4, fase inferior. Diferentes placas foram revdadas sob luz ultraviolela e em seguida
com iodo, solucdo de anisddeido/H,SO, e NPPEG. As fracbes semdhantes foram
agrupadas.

O pefil cromaogréfico agoresentado por todas as fragbes mostrou a presenca
predominante manchas de cor amardada, sugerindo a presenca de flavondides e de Rf’'s
semdhantes a we3, wed e web. Andise das fragdes por RMN H e 3C, HMQC, HVIBC e
compaacd com dados da literaiura (HARBORNE, 1996, AGRAWAL, 1989) permitiu
condaar a presenca de isoorientina (we3), orientina (web), vitexina (wed) e isovitexina
(we9) (Fg. 2.23).
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isovitexina

Fig. 2.23: Subgtancias detectadas no extrato metandlico de Wilbrandia ebracteata

O pefil comaogréfico redizado por HPLC (Fig. 2.24) do extrao metandlico de W.
ebracteata agoresentou  predominantemente os  flavondides  C-glicoslados  iguas  aos
mostrados na figura 2.24. Para a confirmagdo dos tempos de retencéo de cada substéncia do
cromatograma foi injetado nas mesmas condicbes as substéncias isoladas. Os espectros
ultravioleta eséo digpodos de acordo com a duicdo. Primero duiram a orientina e

isoorienting, seguida da vitexinaeisovitexina
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[-60

Fig. 2.24: Cromatograma obtido por CLAE do extrato metandlico de W. ebracteata (C18,
MeOH/H20 82:18, 2 mL/min, 254 nm)

Dentre os flavondides isolados das folhas de Wilbrandia ebracteata, quetro
flavondides C-glicoslados foran  encontrados em  suss folhas  vitexing,  isovitexing,
isoorientina e orientina.

Estudo quimico redizado com as raizes modrou que dasse de flavonGides
(spinosina,  swetisna,  ioswvetisna,  vitexing,  isovitexing,  vicenina2,  orientina e
isoorienting) et8o presentes no extrato metandlico dessa mesma epécie (DOS SANTOS;
DOS SANTOS; SCHENKEL, 199).

Rdatos da literatura mostram que véaias expécies da familia Cucurbitacese
goresentam  flavondides  C-glicoslados, como as epecies Bryonia dioica, Bryonia alba,
Cayaponia tayuya, Cucumis mdo, Cucumis sativus, Lagenaria Siceraria. Das folhas do
mdéo fol isolada a isovitexina- 2'7'-O-b-glicopiranosiden. Por outro lado, 0 género Marah
néo acumula tipos de substdncias. E importante notar que as folhas das espécies da
familia Cucurbitacese tém tendéncia a produzir flavonas C-glicosladas, enquanto que as
flores produzem flavondis O-glicoslados (KRAUZE-BARANOWSKA; CISOWSKI,
2001).
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Do ponto de vida quimico, flavondides C-glicoslados sbo importantes como
marcadores taxondmicos em familias de plantas onde ha dificuldades em dassficar as
espécies e seus géneros, como € 0 can do género Syngonanthus pertencente a familia
Eriocaulacese (RICCI et d., 1996).

Além da importnca taxondmica, os flavondides C-glicodlados goresentam
inlmeras aividades biologicas. Os efetos hipotensvos de quatro flavondides isolados do
género Citrus foran tedtados As aubdancias 2'-O-xilodlvitexina e vicenina-2
goreentaram  forte  efeito hipotensor, enquanto  3,8-d-C-glicodlgpigenina e 38-di-C-
glicodldiosmetina ndo modraram tais efeitos (HARBORNE, 1996).

O extrao MeOH 70% de Lavandula stoechas L. (Lamiacese) apresentou atividades
anticonvuldvante, seddiva e antipasmddica em camundongos. Esse extraio é condituido
por flavondides como luteoling, acacetina e vitexina (GILIAN et d., 2000).

Outres dividades tém ddo exibida por flavondides C-glicoslados, como
antibacterid. As flavonas gpigenina e seus derivados glicodlados, lucenina2, lutedling,
sgponarina e vitexina apresentaram  efeitos pronunciados contra adguns tipos de bactérias
(Enterobacter cloaceae, E. aerogenes e Pseudomas aeruginosa) (BASILE e d., 1999).
Outros flavondides como querceting, kaempferol e miricetina goresentaram também  outras
atividades farmacolOgicas, como  antimutagénica e anticarcinogénica in vitro e in vivo
(KARAKAYA; NEHIR, 1999).

Um dos principais efeitos dos flavondides € a cgpacidade de auar como substéncias
antioxidantes,

Relaos da literatura sobre ulceragcbes gédricas induzides por etanol e andgésicos
ndo-ederoidas, como a aspiring, informam que tais moléculas podem causar danos diretos
sobre as cdulas da mucosa gédtrica, resultando no desenvolvimento de radicas livres e
hiperoxidacgo de lipideos (KARAKAYA:; NEHIR, 1999). Estudos tém demonstrado que oS
radicais livres derivados de oxigénio estdo direlamente relacionados as lesbes provocadas
peo eanol elou pela associacdo deste com o HCl, o qud acarea injdria isquémica no
edmago, levando desta forma a hipdxia e consequentemente a0 aumento da concentracéo
de ions superoxidos. Assm, edes dados sugerem que subgténcias antioxidantes podem ser
divas nestes moddos experimentals, produzindo efeito antiulcerogénico, vio que edas
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substéncias S0 cgpazes de e instdarem obre a membrana gédtrica, de inibirem a
peroxidacéo lipidica e de inativarem os anions superoxido (GONZALEZ, 2001).

Essa dividade antioxidante € corrdacionada a determinadas caracteridticas
estruturais dos flavondides, como por exemplo (FILHO; SLVA; BOVERIS, 2001):

a) presencade grupamento hidroxila naposicéo 3 do and C;

b) ligacdo duplaentre os carbonos 2 e 3 do and C;

C) grupo carbonilanaposcéo 4 do and C;

d) aividade queante pda asociacido do grupo carbonila no cabono 4 e uma

hidroxilano carbono 3 ou 5;

€) padrdo e nimero de grupos hidroxilas dosanés A, B, C.

Esss caacteridicas podem ser obsarvadas principdmente na molécula we2
(34 56,78 hexadroxiflavonol) que apresenta o conjunto de caracteriticas necessxias a
essa dividade.

O tege prdiminar com betacaroteno para verificar a presenca de substéncias
antioxidantes no extrao bruto confirma esta proposa Outros flavondides que possuem
unidades de aglicares isolados neste trabadho de W ebracteata apresentaram também essa
atividade.

A presenca de unidades de agUcares ainda € discutida, pois exitem poucos dados na
literatura que dribuem atividades farmacoldgicas ou como é 0 nosso caso, aividade
antivlcerogénica a flavondides glicoslados Gardmente € proposo que a glicoslacéo
dessas substéncias reduz a dividade antioxidante quando comparado a correspondente
aglicona (FILHO; SLVA; BOVERIS, 2001). Outros dados modran que substéncias
glicosladas mantém sua dividade antioxidante in vivo, pois as ligaghes glicosidicas so
provavelmente hidrolizadas em condigdes gadtricas fornecendo grupos  hidroxilicos  livres
(YESILADA et d., 2000).

Alguns flavonGides glicodlados, como € 0 can de quercetina-3 .4 -diglicodden e
quercetina 4 -glicosideo gpresentaram atividades antioxidantes in vitro (YESILADA & 4.,
2000).

Eda propriedade antioxidante dos flavondides tem ddo dvo de grande interesse e
draido a aencdo para a nutricdo preventiva, pois pode contribuir para a prevencdo de
importantes doencas.
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Alguns tipos flavonGides podem ocorrer na natureza com uma cadeia difética ligada
a pate aomdica, como a encontrada em web. As caddas difdicass mas comumente
encontradas podem s grupos prenila, isoprenila, furano, dimetilcromano e seus derivados
(BARRON; IBRAHIM, 1996).

S2o rdaados na literaura cerca de 700 flavondides prenilados que pertecem a
clase das chdconas, flavonas e flavondis, dém de seus derivados diidro. As flavonas o a
segunda classe mais abundante na natureza que gpresenta esse tipo de esqueeto carbdnico.
Esses tipos de substéncias sfo encontrados principdmente nes familias Moracese e
Leguminosae (BARRON; IBRAHIM, 1996).

Quanto a aividade biolégica, ha rdaos de flavondides prenilados que possuem
dividede anttifingica, antimicrobid e hipotensora  (BARRON; IBRAHIM, 1996,
MONACHE & d. 1996). A flavona vexibinol exibiu sgnificante acdo antitlcera, inibindo
a secrecio &cida (BARRON; IBRAHIM, 1996).

11.2.7. Avaliacdo da atividade antioxidante

Vé&ios tetes S0 reaados na literaura com a findidede de observar a atividade
attioxidante. Com ede intuito redizamos dois ensdos paa veificae a aividade
antioxidante de dguns flavondides isolados de Wilbrandia ebracteata.

11.2.7.1.Avaliacdo da atividade antioxidante com DPPH.

O ensao espectrofotomérico utilizando o radicad livre DPPH é um dos testes que
permite fazer uma avdiacdo indireta da capacidade antioxidante da substénciaem andise.

A capacidade seqlestradora de radicais livres pode ser verificada pdo méodo de
Blois, 1958. O DPPH aoresenta coloracéo violeta, tendo assm uma absorcdo em 517 nm,
guando s encontra reduzido torna-se amardo. Edta reducdo € devida a acdo de agumas
substéncias cgpazes de doar hidrogénio radicdar a0 DPPH, formando assm um radicd
estavel, 0 qua é associado a propriedade antioxidante (SROKA; CISOWSKI, 2003).
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Figura. 2.25: Representacéo da reacdo de doacdo de hidrogénios para uma substancia
seqiestradora de radicais livres, no caso DPPH

Nese ensao espectrofotométrico utiliza-se uma solugdo de DPPH a 0,004% em
metanol, 0 qua € misturado a lucdo da amostra em andise. As amodras S0 preparadas a
10mg/ml em DMSO, preparando-s2 s0lugbes de concentragbes de 5, 10, 20, 40, 80 e 100
pg/ml. A cada 50pL da amodra é adidonado 100uL da solugdo de DPPH, sendo que as
absorbancias resultantes B0 medides a 540 nm em epectrofotdmetro de  microplaca
(Tecan-Spectra) apds o intervalo de 30 minutos de rescdo. E tomaedo como referéncia de
méxima absor¢do, 100uL da solucdo de DPPH adicionado a 50uL de DMSO. Utilizouse
como padréo de antioxidante a luteolina Por melo dos vaores das absorbancias obtidas e
plotado um gréfico de variacdo da absorbancia pela concentracéo da amostra

o A
%= —— 100

Fig. 2.26: Equagdo utilizada para verificag8o da variac8o da absorbancia (%D), onde Ao é a absorbancia do
DPPH em DM SO e A, corresponde a absorbancia verificada apds 30 minutos de reacéo
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Fig. 2.27: Edafiguramostra o gréfico da capacidade sequiestradora de radicais livres das
substéncias isoladas e das fragbes de W. ebracteata sobre 0 DPPH, comparadas com o

padréo de luteolina. Absorbancia em 540 nm, gpds 30 minutos de reacéo

Tabea. 2.5: Variagdo percentud de absorbancia obtida das substéncias isoladas e das
fracOes de W. ebracteata pelo ensao antioxidante com DPPH

Concentracéo Luteolina wel We2 Wed Web
(ng/ mL) (D%) (D%) (D%) (D%) (D%)

5 68,8 0 23 45 42,3

10 67,6 0 428 127 554

20 69,2 12 59,6 233 58,0

40 721 5,6 66,4 451 61,5

50 70,2 8,0 66,9 65,3 63,6

80 67,4 20,2 69,0 54,0 63,6

100 69,7 254 65,5 69,5 634
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Andise do gréfico obtido a patir do ensdo com DPPH (Fig. 227, p. 134)
permite verificar que as substancias we2, wed e web (Fig. 28, p. 107 e fig. 223, p. 128)
tiveram pefis semehantes de absorcdo nas concentragbes usadas no ensao. Esses
flavonGides apresentaram absor¢do compardvel a da luteolina em concentragbes acima de
50 ng/mL. A subgtdncia we2 é um flavondl interamente hidroxilado no and A e néo posui
nenhuma unidede de aglcar ligado a0 esqueeto flavondidico. Essa molécula  possi
caacteridicas necessxrias para aividade antioxidante descritas por véios autores, como
por exemplo a presenca de grupamento hidroxila na poscédo 3 do and C, dupla ligagéo
entre os cabonos 2 e 3 do and C, grupo hidroxila na posicéo 4 do and B, ec (FILHO;
SILVA; BOVERIS, 2001).

Os outros dois flavondides (wed4 e wef) avdiados o flavondides C-glicodlados
com a unidade de aglicar locdizada na posicdo 8 do and A. A diferenca entre des esa no
and B. Wed4 possui goenas uma hidroxila no and B (4), enquanto we6 possui duas
hidroxilas (3,4). De acordo com véaios autores (RICE-EVANS, MILLER; PAGANGA,
1996); dém dos requistos apresentados anteriormente, 0 padrdo de subdgtituicdo nos anéis
A, B e C também € um dos pré-requistos para esse tipo de atividade.

A dividade antioxidante dos flavonbides ja € bagtante reportada na literatura. Por
outro lado, a literatura relaa que a presenca de uma unidade de agicar na forma de G
glicosdeo diminui  ou dimina completamente ta dividede para essa classe de flavondides
(YESILADA & 4d. 2000),, Contudo, observamos que as substéncias isoladas de W.
ebracteata apresentaram atividade semelhante a do padréo, sugerindo que a presenca de
acucar ndo interfere nessa atividade.

A atividade apresentach por wel, que € uma migura de &cidos graxes, ndo foi muito
dgnifictiva, goresentando  baixo potencid  antioxidante no ensao  redizado. Deve-se
sdientar, contudo, que derivados de &cidos graxos tendem a goresentar mehores resultados
guando avdiadas pdo tete de peroxidacdo lipidica, devido & suss carecteridticas
lipofilicas (SANTOS, 2001).
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11.2.7.2. Teste de cloracéo

As oxidaghes biolOgicas redizadas por meio do oxigénio molecular representam a
principd fonte de energia utilizada peda grande maoria de plantas e animais. Através do
processo fotossntético e bioldgico, as reagbes bioquimicas se desenvolvem de td manera
gue geram produtos secundaios (H.O e CO,). Os intermediaios dessas reagfes S0
conhecidos como especies redtives de oxigéno (ERO), e possuem redtividades quimicas
mai's acentuadas que o oxigénio molecular (FILHO; SILVA; BOVERIS, 2001).

Esdas EROs 20 0 radicd anion superdxido (O 7), 0 perdxido de hidrogénio (H.O,),
o radicd hidroxila (OH), o 'O, snglee e mas recentemente foi também descoberto o
radicd peroxila (ROO’). Estas espécies regtivas sdo formadas a patir do Q°, HO,, NO e
HOCI, que vém de sucessvas reagdes hioquimicas, sendo que na formacdo das EROs estéo
envolvidos reagfes ndo enzimdticas Na formacdo do radicd hidroxila (OH'), por exemplo,
dois mecanismos estéo envolvidos reacéo de Fenton entre HO2 e um meta de trandcéo e a
reac0 de HOCI com O, ~ (KITAGAWA, 2002).

Fez+ + HyO, — > intermedi&io —»Fe 3++ OH + OF

HOCI + O,——— OH + CI" + O,

O HOCI pode s condderado 0 oxidante mas toxico e € produzido em grandes
quartidades pelos neutrdfilos, que sfo cdulas orientadas para a defesa imune cdular de um
hospedeiro contra infecgdes (CHING; JONG; BAST, 1994). Tendo em vida a presenca de
oXigénio nos tecidos, plantas e animais desenvolveram mecanismos de defesa antioxidantes
para compensar os efeitos deletérios associados a congtante formagdo de EROs.

Recentemente houve um aumento nas pexquisas com plantas envolvendo a busca
por substancias capazes de capturar egpécies redtivas de oxigénio. Nesse contexto,
destacamse os efdtos de extraos brutos, de fragbes ou de componentes isolados eou
modificados. As plantas edudadas @€ o momento, e que apresentam  propriedades
antioxidantes, compreendem desde dgas passando por todos OS grupos taxondmicos
vegetais (FILHO; YUNES, 2001).
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As expécies attioxidantes B0 de natureza variada Dentre das, os flavonGides
condituem O grupo mas representaivo. Além deses  encontram-se oS  carotendides,
terpendides, cumarinas, sgponinas, acido cafeico, &cidos hidrocindmicos, entre outros.

Por esses motivos, redizanos o tete de cloracdo para avdiar uma possive
atividade antioxidante de dguns flavondides isolados de Wilbrandia ebracteata.

O tegdte de doracdo € um ensaio dternativo para verificar a dividade antioxidante de
um substancia, que envolve a cgpturado HOC! (CHING; JONG; BAST, 1994).

O méodo de doragdp basda-se na oxidagdo do &ido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB)
pdo HOC formando o &ido 55 -ditiobig2-nitrobenzico) (DTNB), conforme a seguinte
reaczo (CHING; JONG; BAST, 1994):

HOCI + TNB —=DTNB + Cl + H ,C

A aorbancia do TNB a 412 nm diminui na presenca de HOC!| pda formacéo do
DTNB que asorve em 325 nm. Nede tede, colocou-2 HOCI (26 nb) com diferentes
concentragdes (1 ngmL, 5 ng/mL e 10 ng/mL) das substéncias we2, wed e web e lutedina
(utilizada como padrdp) mas solugdo tampdo PBSD por 1 minuto e poseriormente,
adicdonourse a solugdo contendo TNB (40 nh). Em seguida mediu-se a absorbancia
utilizando um espectrofotdometro. As figs. 228, 229, 230, 2.31 goresentam 0S epectros
obtidos da reac&o das substancias com o HOC!.
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Fig. 2.29: Efeito do HOCI sobre o espectro de we2 em tampéo PBSD
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Fig. 2.30: Efeito do HOCI sobre o espectro de we4 em tampéo PBSD
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Fig. 2.31: Efeito do HOCI sobre o espectro de web em tampéo PBSD

Uma substéncia é consderada um bom “cgpturador” de HOCL quando é capaz de
competir como 0 HOCI na oxidacdo do TNB (CHING; JONG; BAST, 1994). O HOCI néo
oxida 0 TNB quando esta na presenca das substéncias we2, we4 e web e luteoling, por
flavondides seqiiestrarem o HOCI impedindo a formacdo do DTNB. Essa obsarvacéo €
decorrente da manutengZo da dosorbancia a 412 nm do Sstema quimico, comprimento de
onda de absorcdo do TNB.

Os flavondides testados teriam

importancia  bioldgica por cgpturar o HOC!,

principdmente nas condigdes de excessva producdo de EROs. HOCI é importante para a
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morte bacteriana, mas também é capaz de produzir condderdavel dano tecidud pea sua
regtividade bioldgica

11.2.8. Atividade citotdxica

Apesar de a literatura apontar vaios efeitos benéficos paa a salde, ja foi
demondrado que um nimero goreciavel de diferentes dlases de flavondides podem possuir
dividade citotoxica (HARBORNE, 1996). No edudo quimico de Wilbrandia ebracteata,
ilou-se, entre outras, as seguintes substancias. we2, we3, wed, we6, que anda néo foram
avdiadas quanto a dividade biologica

Tendo em vida os problemas discutidos na introducdo deste trabaho com reacéo a
toxicidede de dguns produtos naurals, enviamos dgumes subdancias iDladas de
Wilbrandia ebracteata paa a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraguara no
Laboratdrio de Cultivo Cdular com a supervisio da profa Maia Sdla Goncaves Raddi, a
fim de se redizar testes visando a dassficagdo quanto a atividade citotdxica, sobre cdulas
de linhagem continua, em relacdo alutedlina

Tedes inicias in vitro sfo gplicados em edudos piloto como um moddo econdmico
na triagem de xenchidticos Cerca de 20 diferentes méodos sfo utilizados na determinacéo
da toxicidade gerd. Cdulas S50 expodas a diferentes concentragbes da substéncia por um
periodo de tempo. Poderiormente, avdiamse a vidblidade e as condigbes funcionas
cdulaes Os méodos mas utlizados so: andise higologica aravés de microscopia
comum, numero, morfologia, crescimento, divisito e metabolismo cdular, integridede de
membrang, aividede mitocondrid, lisossomd e ribossomd. Critérios menos comuns, mas
também de grande vador (estudos mecanidicos) sfo: andise ultraestruturd por microscopia
detronica de transmissfo, freqiéncia mitdtica utilizando andlise caridtica, retencdo do azul
de tripan entre outras (BARILE, 1994).

Algumas técnicas para determinac@o da citotoxicidade utilizam substéncias que o
incorporadas ou transformadas em produtos coloridos gpenas por cdulas vivas, mas ndo
por cdulas mortas ou pdo proprio meio de cultivo. A formacd desses produtos reflete o
endpoint toxico e quanttifica 0 nimero de cdulas vidves modrando uma rdacéo linear
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entre esses dois parametros (WILSON, 1992). Essas técnicas foram condderadas pela
Convencdo Farmecopda dos Edados Unidos como um dos componentes dterndivos para
ostestes de toxicidade in vivo (GOLDBERG; STARK; 1987).

Os méodos coloriméricos que S0 redizados em placas de microtitulacdo seguido
por leitura em egpectrofotdmetro multicand  automéico oferecem  vantagens como
smplicdade, rgpidez, custo e seguranca Um dos méodos utiliza o vemeho neutro
(doridrato  de  3-amino-m-dimetilamino-2-metilfenazing), corante supra vitd, fracamente
bésico, catibnico e solived em &ua que é absorvido peas cdulas, por pinocitose ou
transporte ativo, aravés da membrana plasmdica e acumula-se gpenas nos lisossomas de
cdulas vivas (BABICH; BORENFREUND, 1992).

Para a determinac@0 da citotoxicidade in vitro cdulas McCoy B (ATCC 1696)
foram mantides en meo Eagle (Indituto Adolfo Lutz, adicionedo de 75% de soro fed
bovino - Cutilab). Apés tripsinizacdo (2 mL de solugdo de tripsna 0,2% + Versene 0,02%,
Indituto Adolfo Lutz), as cdulas foran contadas em camara de Neubauer e 200 ni do
meio, contendo aproximadamente  10°-10° cdulagml, inoculados em microplacas (96
orificios) para cultura de tecido (Corning cod. 25860) as quas foram incubadas a 35-37°C.
Apbs 24 horas, 0 meio foi removido e cada orificio tratado com diferentes concentragbes
das substéncias teste. ApGs incubacdo por 24 horas, as placas foram preparadas para o teste
do vermeho neutro (FRESHNEY, 1994; MOSMANN, 1983). Os testes foram
acompanhados de crescimento controle, redizados em triplicata e repetidos, no minimo, 3
Vezes.

Nesses ensaos paa avdiacdo de citotoxicidade foi possivel estabelecer uma curva
de regressfo linear para we2, we3, wed, web e luteoling, obtidas aravés de 3 experimentos
independentes  pela técnica do vermeho neutro (gréficos 21, 22 , 23 e 24,
respectivamente). Para we3 ndo foi possivd estabdecer uma reta de regresséo linear para a
relacdo dose-efeito, pois a concentraco necesstia de DMSO para ressuspender a fracéo,
gue gpresentou baixo rendimento na purificacdo, ultrgpassou os 4% estabelecidos para néo
interferir no crescimento celular (DEVIENNE, 2000).
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Tabea 2.6- indice ditotdxico (1Gso) das substancias teste sobre cdulas McCoy obtido pela
equacdo dareta de regresséo linear

Substéancias ICso (ug/mL) Vermelho Neutro
We2 399° + 10°
We4 383°+6°
We6 263% +1°
Luteolina 75° +1°

* n= média dos 3 experimentos independentes, ° Desvio Padréo

Avdiacdo biolégica de novas aubgancias € sem  dlvida uma aividade
multidisciplinar, onde os estudos sobre eficacia mecanismos de acdo, potencid toxico e
genotoxico dependem de biocensaios famacotoxicoldgicos in vitro e in vivo para que esses
agentes possam s utilizados como fitofarmacos.

Os flavonbides sBo conhecidos por contribuirem para a resiséncia das plantas a
doencas, como agentes antifungicos (fitodexinas) e mas recentemente aumentam as
evidécias de que dguns desses compodtos, epecidmente flavonas e proantocianidinas
proporcionam defesa, de plantas, contra herbivoros. Alguns experimentos que mosram
interagdes ente animais-plantas tém comprovado essas observagtes (HARBORNE, 1996).

O interese pela dexobeta de agentes citotoxicos antitumoras levou ao
isolamento e identificacd de um grande nimero de flavondides aivos Entre des a
Quercetagetina-6,7,3 4 -tetrametileter, isolado das pates afreas de Artemisa annua
(Compositae), que modrou dgnificaiva toxicidede para cdulas tumorais P-383, A549, HT-
2, MCF-7 e KB (ZHENG, 1994). Outra descobeta foi a 5,2 -didroxi6,7,86 -
tetrametoxiflavona isolada de raizes de S. baicalensis, que modrou dividade in vitro (1Gsp)
de 1,5 ugml em cdulas L1210 (RYU, 1985).

As dividades atitumord e dtotoxica de agentes quimicos estéo intimamente
relacionadas. A citotoxicidade € um complexo evento in vivo, cuja expressio pode ser
manifestada aravés de um amplo espectro de efeitos, desde aberragbes metabdlicas, com
dteraghes funcionais, até amorte cdular (FRESHNEY, 1994).

O vdores médios de IC5 obtidos para as substéncias e os respectivos desvios
padrdo si0 agoresentados na Tabda 2.6. As fragbes ensaadas demonstraram  menor



156

citotoxicidade que o padréo de referéncia utilizado (p<0,05), sendo que we2 e wed foram
menos toxicas que web (p<0,05). A ordem crescente de citotoxicidade obtida para as
frag0es e substéncia padréo foi: we2~ wed < web < lutedlina

Comparando-se a edrutura quimica da lutedina com a dessas fraghes observamos
gue a introducdo de uma unidade de glicose na pos¢do 8 (web) reduz em 4 vezes a
ctotoxicidade da Iuteolina Apaentemente, a hidroxila da poscédo 3 contribui  para
aumentar a dtotoxicidade, pois quando comparamos as edruturas de we6 e wed
veificamos que a retirada do OH-3 contribui paa uma diminuicdo anda maor da
citotoxicidede. Por outro lado, quando comparamos a edrutura de we2 com a da lutedlina
percebemos que a introducdo as duas hidroxilas nas posicdes 6 e 8 do and A também
contribuem para diminuir a citotoxicidade em cercade 5 vezes.

A citotoxicidade de uma substéncia pode s relacionada a sua caracteridica
lipofilicalhidrofilica, uma vez que essa aividade edta rdacionada a cgpacidade de uma
subgténcia de penetrar na membrana lipidica e portanto, exercer dividade no interior da
cdula (WANG; JAMES, 1999).

Quanto maor o nimero de grupamentos hidroxila menor a lipdfilicidade da flavona
Isso fornece uma explicacd para a diminuicdo da citotoxicidade de todas as subgténcias
quando comparadas a Iutedling, tendo em vida que todas das 5o menos lipdfilicas, sga
pdo amento do nimero de hidroxilas fendlicas, sga pea introducdo de hidroxiles
acodlicas presentes na unidade do aglicar.

Vigdgo que as flavonas por nos ensdadas apresentaram  dividades citotOxicas
menores do que a da lutedling is0 edimula a invedigacdo de outras pexquisas para
possive utilizacdo em dinica médica
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11.2.9. Andlise do extrato cloroférmico

Assm como foi feito para o extrao gpolar de Z. ilicifolia, o extrao doroférmico
(40 g) de W. ebracteata foi fraconado por meo de CC de slica com gradiente de tolueno,
acetato de dila e metanol. A fracdo 9 foi purificada por CCPC obtendo a subfracdo 9(3),
gue fo identificada como sendo uma mistura de esterdides (epinesterol e estigmesta-7-en-
3b-ol). As fragbes de 1 a 13 goresentaram caracteridticas semdhantes a da fracdo 9. As
fraghes 14-16, 28-32 e 42-47 meiladas com diazometano, foram disolvidas em hexano e
andisades por GC-MS e saus cromaogramas goresentaram picos em tempos de retencéo
coincidentes das amostras quando comparados ao padréo de ésteres metilicos.

Essas fragbes goresentaram um mesmo pefil cromatografico e picos mgoritarios
relativos aos eéderes dos acidos pentadecandico (C15) , &cido estearico (C18) e ecosandico
(C20).
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111. Estudo Quimico de Caesalpinia ferrea

111.1.1. A familia Caesalpiniaceae

Como anteriormente, adotaremos 0 Sdema de Cronquis (1988), que consdera
Caedpiniaceee como uma familia Ela fol descrita origindmente por Antoine Laurent de
Jusseu e redefinida em 1983 por Ledie Watson e M.J. Dawits, petence a Ordem Fabdes.
As expécies dedta familia estéo didribuidas em 4 tribos conforme indicado abaixo para os
principais géneros.

P Ceedpiniese, que indui o género Caesalpinia, no qud edt@ didribuides
inlmeras  espécies medicinds com uso em inmeros paises, das quas e destacam as
espécies C. bonduc, C. bonducella; C. sapan e C. pulcherrima. No Brasl, destacase o
conhecido patbrasi| (Caesalpinia echinata Lam.) e pau-ferro (Caesalpinia ferrea).

P Cassese, que inclui os géneros Cassia, Dialium e Senna, todos contendo varias
epécies de vdor medicind amplamente usadas e comercidizadas como  medicamento,
dentre as quas a C. senna, C. angustifolia e C. occidentalis (utilizada no tratamento de
anemias e contra doencas do figado, estbmago e bagco; o sumo das folhas é usado
topicamente em locas com cocera e na cura de micoses. A infusio das folhas tambeém é
utilizzdo contra a mddria, contra dores de barriga, gripes, febre, enquanto que o macerado
daraiz em aguardente de cana € usado como diurético e contra infecgdes gerais).

P Cercddese, que indui 0 género Bauhinia, no qud pode-se referir a conhecida
patade-vaca (Bauhinia forficata) espécie vegetd com grande utilizacdo medicind em todo
o teritdrio braslero (na regid da Maa Atlantica, a infusio das folhas é amplamente
referida como diurética, hipoglicemiante e contra hipertensdo e dores nas costas, 0S mesmo
usos aribuidos a decocco das folhas (SANGUINETTI, 1989).

p Detaiese, que inclui os géneros Copaifera, que indui a famosa copaba
encontrada no Norte e Nordeste do pais, de onde se extra um importante 6leo com grande

vaor naindidria
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111.1.2. O género Caesalpinia

O nome do género Caesalpinia destrito por Carl Linaeus foi dado em homenagem a
Andrea Caesdlpino, boténico itdiano. A madeira da espécie é muito usada na construcéo
cvil, dém de possuiir um intenso UL como espécie ornamentd, egpecidmente de ruas e
avenidas.

Dos cales de Caesalpinia pulcherrima foram isolados homoisoflavondides
pdtogindides, chdcones (PARMAR; SINGH; JACOBSEN, 1987), diterpenos do tipo
cassano (PATIL; FREYER; WEBB, 1997; CHE ¢ d, 1986) (Fig. 3.1). De diferentes partes
de C. pulcherrima foram isolados quinona terpendides e amincécidos (MCPHERSON,
1983; AWASTHI; MISRA, 1977, WATSON; FOWDEN, 1973).

De Caesalpinia bonducella foran isolados furanoditerpencs, triterpenos e
ederdides. (PASCOE;, BURKE;, CHAN, 1986; PETER TINTO; MACLEAN, 19975
KINOSHITA; KANEKO; NOGUCHI, 199%; PETER; TINTO; MACLEAN, 1997b;
AHMAD; ALI; USMANGHANI, 1997) (Fig. 3.2).

Da madera de C. sappan foram isolados ederdides, chadconas diterpenos e
flavondides (NAMIKOSHI; NAKATA; YAMADA, 1987, NAMIKOSHI; NAKATA,;
SAITOH, 1987, KIM; BAEK; OH, 1997), Das raizes de C. mgjor foram isolados
diterpenos  (KITAGAWA; SIMANJUNTAK; MAHMUD, 199), da madera de C.
japonica foi encontrado chdconas (NAMIKOSHI; NAKATA; NUNO, 1987) e dcddides
em C. digyna (MAHATO; 1983).

Dentre as aividades farmacolOgicas encontradas, os dibenzoatos das pulcherriminas
A e B, que s diterpenos de C. pulcherrima, foram ativos na reparacéo de DNA de
leveduras (PATIL; FREYER; WEBB, 1997).

O diterpeno bradlina isolado de vérias expécies de Caesalpinia também foi cgpaz de
modular a fungdo imune, principdmente pdo aumento da aividade des cdulas T em
camundongos com haotano (CHOI; YANG; JEON, 1997).

Embora as sementes de C. occidentalis sgam utilizades na medicina tradiciond e
ainda, em muitos paises como ubdituinte do café estudos dinicos tém demondrado sua
toxicidade, sga na forma fresca, seca €ou torrada. A ingestéo de grandes quantidedes dessa
samente tem causado problemas de toxicidade e @é mesmo de morte em vacas, cavaos e
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cabras. |0 pdde ser verificado em intoxicacdo de suinos, que agoresentaram um  quadro
daxia, apdtia, diar@a digpnda anorexia e morte gpds 8 a 12 dias da ingestéo, com
degeneracdo de musculos esqueléticos e cardiaco. Dessa forma, semertes  s80
referides  como toxicas, produzindo sntomas como figado amentado com  &ess
anadadas e hemorrdgicas e musculaiura lisa com edrias amardas (DI STAS e 4.,
20029).

A expécie C. pulcherrima é condgderada planta de uso perigoso devido a seus efdatos
toxicos e abortivos da casca (MACPHERSON, 1983).

Com a adminisracdo de folhas de C. talica em cabras e carneros verificou-se um
quadro de aaxia, anemia, cansago e dores, dém de lesdes renas e disfuncdo hepdtica,
enquanto que um quadro de envenenamento foi verificado com C. roenwilana (DI STAS
et d., 2002a).

Dessa forma, mesmo que extratos, fragdes enriquecidas ou substéncias gpreserntem
dividede bioldgica promissora, € indispensive que edudos de toxicidade também sgam
redizados.
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Fig. 3.1: Exemplos de subgténcias (pdtogindides, homoisoflavanona, furanoditerpenos)
isoladas de espécies do género Caesalpinia.
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111.1.3. Caesalpinia ferrea Mart.

A expécie € denominada na regido amazbnica como Juca, mas conhecida em todo o
Brasl como paufaro ou parfero verdedero, dém dos nomes indigenas ibiraabi, imird
ith muiraobi e muiréitd (LORENZI, 1998).

Arvore de grande porte com tronco liso e camne duro, podendo chegar a 15 metros
de dtura; folhes bipinades com foliolos oblongos, ovaados ou obovas flores didamidess,
hermafroditas com corola de 4 pédas subiguas e uma quinta supeior, Sl
ultrgpassando 0 cdice gamossépdo; 10 edames ovaio s&ssil e pubescente com 10-12
ovulos fruto levemerte edipitado, quase reto (Fig. 3.2). A exéce é hdidfita com
caacteridica de mata pluvid com ampla dispersio. S0 muito comuns duas variedades a
Caesalpinia ferrea Mat. ex Tul. var. ferrea e a Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var.
leiostachya Benth (LORENZI, 1998).

Vé&ias utilizagdes medicinas desta egpécie sBo encontradas na regido  amazbnica
As folhas desta espécie, na forma de decocto, sfo Uutilizadas externamente e no loca, contra
hemorrdides, enquanto que o0 uso interno desta decocgéo € Util contra amebiase e problemas
hepdticos, dém de ser usado como fortificante para criangas. O sumo das folhas € usado
internamente para problemas cardiacos. A infusdo conjunta das folhas e frutos é (til para
tratar inflamagbes do figado e tuberculose, enquanto que a decocgdo da casca € usada
internamente como anti-disentérico. O preparado da casca com | litro de &ua e | kg de
aclcar, agquecido aé formar um xarope, é utilizado contra asma e bronquite A infusio
conjunta da raspa da casca com folhas de manga € (til como antigripd e anti-tussigeno,
enquanto que os preparados das cascas de juca, cascas de jatobd, folhas de manga, aclicar e
agua, gpds aguecimento sfo Uutilizados como anti-catarrd. A vagem crua € Util contra tosse,
inflanagdes do figado e bago, desaranjo mendrud, problemas renas e mendruas
(SANGUINETTI, 1989).

Na regido da Mata Atlantica, a infusio das folhas da espécie € usada para problemas
respiratdrios, egpecidmente bronquites, dém do uso comum contra gripes, refriados e
tosses (DI STAS et d., 2000).
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Outros usos medicinas desta espécie S0 referidos por véaios autores tas como o
uso das raizes como febrifugas e anti-dirreicas, do fruto com propriedades anti-diabéticas;
da casca como desobstruente e da medeira como anti-catarral e contra ferides. No Paui a
espécie também é utilizada contra feridas e contusdes e em Alagoas contra tosse cronica,
asmae como cicatrizante (PIO CORREA, 1975).

Egtudos com extratos brutos dos frutos e caules de C. ferrea revelaram a presenca
de atividade antillceras (BACCHI et d, 1995) e de redricdo ao fluxo coronariano por
possivel acdo sobre a musculatura lisa dos vasos, com dteragBes detrocardiogréficas
secunddias (PINTO, 2000). De C. ferrea foram anda caracterizades as  atividades
cadiotonica, antimicrobiano, andgésco e attiinflamatorio (CARVALHO & 4., 199),
antihisaminico e antidérgico, anticoagulante e hepatotoxico (DI STAS et d, 20024).

Fig. 3.2: Caesalpinia ferrea Mart
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111.2. Desenvolvimento, Resultados e Discussoes

111.2.1. Testes Farmacologicos

Diferente das espécies Zollernia ilicifolia e Wilbrandia ebracteata, para esta espécie
agoresentaremos dguns resultados de testes farmacolGgicos que foram redizados pela duna
Eliane Ap. Toedo PFnto, no ldboradrio de famecologia da Unesp de Botucatu, sob a
orientacdo dos professores Luiz C. Di Stad e Jos2 Calos Gomes. Os ensaios preiminares
permitiram detectar a aividade do extrato bruto metandlico das folhas de C. ferrea sobre a
secrecdo de madtocitos de pulmé@ e intestino de cobaia, visando uma comparagdo com
drogas antidérgicas.

No animd vivo, a reagdes anttigeno-anticorpo produzem uma resposta do
hospedeiro a fim de protegé-lo contra doencas. Antigeno é quaquer substéncia ou particula
edranha que a0 ser introduzida no corpo, provoca ma reecdo de defesa imunitaia, com
producio de anticorpos (GOODMAN e d, 1996). A respoda fisoldgica do hospedeiro
imune pode produzir dntomas de hipasenshilidede a0 antigeno, um  fendmeno
denominado dergia Os antigenos que podem causar sintomas aérgicos sGo chamados de
dérgenos. Uma dergia é o €feto colaterd de um sisema imune que funciona corretamente
(PELCZAR; CHAN; KRIEG, 199).

Uma das formas de dergia mais comum € o tipo de reacéo a picada de insgtos. Se o
dérgeno é indado e reage nos pulmdes restringi assm o fluxo de ar, causando adfixia nos
cans graves de asma Uma das principas cdulas-advo das reacOes de hipersengbilidade
imediata B0 0s magtécitos, que armazenam maores quantidades de higamina. Higamina €
uma subgténcia que exerce um pape centrd nas reagbes de hipersenshilidade imediata e
nes respodas dérgicas. Além diso, dguns famacos comumente usados podem agir
diretamente nos megtécitos para liberar higaming, explicando assm adguns dos seus efdtos
indesgavels (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996). A higamina também tem um pgpd
importante na regulaco da secrecdo gédrica de &ido e como neurotransmissor do Sstema
nervoso centrad (GOODMAN et d., 1996).
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Os principios divos de Caesalpinia férrea, gue se encontram no extrato metandlico
das folhas, modram atividade inibitoria da secrecdo de higamina em madocitos de pulméo
e intesino de cobaia Essa dividade € maior do que a do cromoglicao de sodio e de seus
andogos, que 0 exemplos déassicos de droges atidérgicas Uutilizades no  traamento
proflildico da asma bronquica leve a moderada Essas droges tambéem sfo téo eficazes
guanto a teofiling, mas sem possuir seus efeitos indesgéves, tas como anorexia, nauses,
vOmito, desconforto abdomind, diarréia, etc (PINTO, 2000).

A dividade goresentada em magtdcitos de intesino sugere que os principios aivos
de Caesalpinia ferrea possam ser Uteis em molédias intestinas como doenca de Crohon,
colite ulcerdiva e dergias a dimentos, que estéo rdacionadas com mastdcitos (PINTO,
2000).

111.2.2. Coleta

As folhas da espécie Caesalpinia ferrea Mart. foram coletadas no més de dezembro
de 2000 junto a0 Jardim Boténico do Indituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu, etado de
So Paulo.

Exdcaa contendo flores e frutos foran depostados no Hebd&io BOTU,
Depatamneto de Boténica, Indituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu, Séo Paulo. As
espécies foram autenticadas pelo prof. Dr. Ayrton Amard .

Colegourse as folhas dessa espécie, que foram armazenadas em sacos plésticos para

evitar desidratacdo durante o transporte até loca de processamento.

111.2.3. Preparacao dos Extratos das Folhas

Os extratos de Caesalpinia ferrea foram preparados como os de Zollernia ilicifolia
e Wilbrandia ebracteata. Depois @ lavadas em agua corrente, as folhas foram dessecadas
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em edufa a 60°C por 1 hora e 45°C por 48 horas. Em seguida, as folhas foram trituradas
manud mente com auxilio de um liguidificador (marca Arno).

Preparou-se 0 extrato usando-se maceracd com metanol (3x, 48 h), do mesamo
modo como foi testado farmacol ogicamente.

A torta resultante da extracdo anterior foi macerada com CHCl3 de modo idéntico ao
decrito (3x, 48h) a fim de se extrar componentes menos polares resantes na planta. A
extracdo foi redlizada trés vezes para obter um maior rendimento.

O fluxograma 3.1 mostra o procedimento utilizado para a preparacéo dos extratos.

C. férrea

Folhas
300,0 g
P Secagem
P Moagem
p Extracdo com MeOH 100% por

maceracdo — 48 horas— (3x)

Extrato MeOH Torta I
30,09

P Extracdo com CHCl3 100% por
maceracdo — 48 horas— (3x)

Extrato CHCI4 Torta
5,0g desprezada

Fluxograma 3.1: Preparaco dos extratos des folhas de Caesalpinia ferrea
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111.2.4. Analise do Extrato Metandlico

Uma andise prdiminar utilizando reegbes quimicas foi redizada pdo prof. Luiz
Claidio Di Sas e goresentou 0 seguinte perfil fitoquimico: esterGides, flavonas, flavondis,
flavanonas, flavononais, saponinas, taninos e xantonas (MATOS, 1997).

Seguindo 0 mesmo esquema utilizado paa as plantas anteriormente edtudadas, 0
extralo metardlico foi inicddmente submetido a andise por CCDC. Os mdhores sstemas
de olventes foram: miduras de ACOEY/n-PrOH/H,O 140:8.80 (fase inferior),
CHCI3/MeOH/H,0 8:13:7 (faseinferior).

Andises dos cromatogrames no UV (254nm e 365nm) apresentaram  manchas
vemehas sugerindo a presenca de dordfilas, amardas e marons, que podem sugerir a
presenca de flavondides e xantonas, vermehas (taninos ou terpendides) e outras manchas
de cor azul claro (triterpenos €lou sgponinas). Quando se revelou 0s cromatograres com
lucdo de anisAdeido/H,SO,, estes apresentaram manchas amardlas e arroxeadas, 0 que
sugere a presenca de flavonGides ou xantonas, sgponinas €ou  triterpenos  como
condtituintes mgoritérios (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984).

Regisrou-se um espectro de RMN 'H desse extrao bruto, a fim de se obter mais
informagBes sobre as possive's classes de substancias presentes.

O espectro modrou picos intensos tanto na regido dos hidrogénios difaticos (entre
08d e d 20d) e de menores intensdade na regido dos arométicos (entre 6,0d e 8,0d), dém
de picos bem intensos na regi&o dos aglicares (entre 3,0d e 5,5d).

Tomaanse 250 g de extrao e fez-se uma paticdo utilizando AcOEt e H,O 1.1
Com esse procedimento, obtive-se uma separacdo prévia de substéncias mas polares das
menos polaes. A andise por CCDC (AcCOEY/nPrOH/H,O 140:8:80, fase inferior,
revdador anisddeido/H,S0,) mogrou que a clordfila e substéncias menos polares ficaram
na fase AcOEt, enquanto que as substéncias mas polares passran para a fase aguosa
Durante a evgporacdo do solvente da fragdo acetato de etila, observou-se a formacdo de um
precipitado vemdho, que foi retirado por filtracdo Imples (05 g). Andise por CCDC

sugere ser taninos.
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Inicdouse 0 estudo da fracdo AcOEt obtida da particio AcOEt/H,0 1.1, pois andise
por CCDC indicou a presenca de um maor nimero de substéncias Para o fracionamento,
utilizou-se uma coluna de Sephadex LH-20 como fase estacionaia

Tomaran-e 25 g da fracd metandlica 3, dissolveramse em 10 mL de metad e
catrifugou-se a midura Injelou-se a amodra na coluna e procedetrse a duicdo com
metanal puro, em fluxo de 0,5 mL/min. Obteve-se 234 fragbes de 5 mL cada

Foi redizada andise das fragbes obtidess por CCDC em AcOE/n-PrOH/H,O
140:8:80, fase superior. As fragbes foram reveladas sob luz ultravioleta e em seguida com
s0lucéo de anisddeido/H, 0,4 € NPIPEG. As fragces semel hantes foram agrupadas.

As fraghes obtidas a patir da sepaacdo do extrao AcCOEt foram novamente
cromaografades em CCDC (AcOEY/n-PrOH/H,O 140:8:80, fase superior), deda vez
pulverizando-se a placa com solucdo 5% de betacaroteno em DCM. Egste procedimento foi
redizado a fim de verifica uma possivd aividade antioxidante des substéncias presentes

nesse extrato.

=

Fig. 3.3: Cromatogr ama das fragdes obtidas do fracionamento da fracdo AcOEt
(ACcOEt/n-PrOH/H20 140:8:80, fase superior) e reveladas com betacaroteno

A fracdo 22-23 (50 mg) foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna de dlica utilizando inicdidmente como Sgema de lventes uma migura de
CHCI3/MeOH/H,0O 43:.37:20 (fase inferior) e em seguida AcOEY/N-PrOH/H,O 140:8:80
(fase superior). Obteve-se 50 fragbes de 5 mL cada. As fragbes foram andisadas por CCDC
utilizando como fase mévd a misura de CHCl/MeOH/H,O 43:37:20 (fae inferior).
Obsarvaram-s= duas manchas de Rf semdhantes nas fragbes 17 e 18, e que quando
reveladas com solugdo de anisddeido/H2SOw mostraram manchas arroxeadas. Essa fragéo



Capitulo Il — Caesal pinia ferrea 156

foi enviada para andise epectrométrica e denominada cf1 (10 mg). A fracdo 45 (3 mg)
goresentou gpenas uma mancha  aroxeeda quando revdada com  solugdo  de
anisddeido/H,S0,4, mas devido & pouca messa de substéncia foi regidrado agpenas 0
espectro de RMN H.

As fragbes 28 (10 mg) e 29 (20 mg) obtides da coluna de sephadex LH-20,
apresentaramse com  Rf's semdhantes Foram entéo agrupadas e submetidas a um
fracdonamento por cromatografia em coluna utilizando com adsorvente  PVPP
(pdlivinilpalipirrolidonad) e como solvente MeOH. Obteve-se 19 fragbes. As fragbes foram
andisadas por CCDC (CHCls/MeOH/H,O 43.37:20, fase inferior). Obsarvou-se apenas
uma mancha nes fragdes 16 e 17, quando reveladas com anisadeido/H,S0,. Essas fragbes
foram agrupadas e andisadas espectrometricamente, denominando-as cf2 (10 mg).

Com a fragdo 109113 (40 mg) também sguiu-2 0 mesmo  procedimento,
utilizando PVPP como adsorvente para separacdo em coluna e MeOH como duente.
Andlise das fragbes por CCDC das fragbes evidencdou manchas amardadas quando
revdadas com anisddeido/H,SO, e as fragbes foram agrupadas de acordo com os Rf’'s
semehantes. A fracdo 3036 apresentouse mais pura e foi enviada para andises
espectrométricas, sendo denominadacf3.

Para a separacéo da fracdo de 114-123 (50 mg)., utilizou-se o gradiente MeOH/H,O
inidando-s2 com 30% de MeOH aé 100%, com fluxo de 2 mL/min, en 35 min. Obteve-se
15 fragbes. Essas fraghes foram andisadas por CDCC em CHCly/MeOH/H,O 80:182 e
agrupadas de acordo com sua semehanca A fracdo de nimero 6 e 10, e foram
denominadas 4 e cf5, respectivamente, e seréo discutidas a seguir.

O fluxograna 32 modra o0 procedimento experimental do fracionamento
desenvolvido paraaespécie C. ferrea.

Em sguida, goresentaremos a identificacdo das substéncias isoladas de Caesalpinia
ferrea.
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Fracdo AcOEt

2,59

CC (Sephadex LH-20-1m x 4 cm,
fluxo: 0,5 mL/min)

234 fracbes

[

CCDC (silica gel, AcOEt/n-PrOH/H,0
140:8:80, fase superior, UV/
iodo/anisaldeido/H,SO/NP-PEG

| | |
ooy

CLAE- UV
CC (silica gel, CHCI /M eOH/H,O CcC (PVPP, 1
433720 (fase inferior): ACOEUN- CC (PVPP, MeOH) MeOH) ﬁff;ﬁiﬁﬁ“’ H20
PrOH/H,0 140:8:80 (fase superior) '
19 fracbes 40 fracdes 15 fragBes
50 fragdes
s CCDC (silicagel, CCDC (silica gel,
cCDC (silica gel CCDC (silicagd, CHCIy/MeOH/H,0 CHCIy/MeOH/H,0
CHCI/M eOH/sz SSHsglglcl)VI(fa.;ﬂ/nTefor) 43:37:20 (fase inferior); 80:18:2; UV/ sulfato de cério IV
37 inferior): =l ’ UV/ anisal deido/H SO,
43..37.2(,) (fase inferior); UV/ UV/ anisadeido/H,SO, 23y
anisaldeido/H S0,
Fr 28.20(16/17 Fr.109-113(30-36)
r.eo cf2( ) cf3 Fr.114-123(6) Fr.114-123(10)
1 20mg cf4 cf5
Fr.22-23(17/18)  Fr.22-23(45) Omg 2my 3mg
cfl dl
10 mg 3nyg

Fluxograma 3.2: Fuxograma representativo dos procedimentaos de fracionamento,
isolamento e identificacdo dos componentes de C. ferrea
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Substanciasisoladas dasfolhasde C. ferrea
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| dentificagdo de cf1.

O epectro de RMN de 'H da fragio ol (2223(17/18)) (Fig. 34 , p. 161)
goresentou vaios picos na regido entre 0,75d e 2,09d. Outros sSnais de menor intensdade
foram observados na regido entre 20d e 55d. Essas caracteridticas indicaram que cfl € um
triterpeno.

O espectro de RMN °C goresentou picos em 1092d e 151,0d, referentes a
triterpeno com esqueeto lup-20(29)-eno. Outros picos em 124,3d e 1395d foram atribuidos
a triterpeno com esqudeto urs-12-eno. Comparando-s2 0s outros dedocamentos com  dados

da literatura sugeriu-se a presenca de uma mistura de lupeol e a-amirina (MAHATO,
1994).

Fig. 3.5: Edtruturas das substancias presentes em cfl isoladade C. ferrea
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Tabela. 3.1 Dedocamentos de RMN *3C de ¢f1 (CDCls, 50 MHz, TMS, d) comparado

com valoresdaliteratura

Posicao do L upeol a-amirina
carbono T aturar cf1 Literatura* cof1
1 38,7 38,9 38,7 38.8
2 27.4 27,7 27,2 27,1
3 78,9 79,0 78,3 79,0
Z 38,8 38,9 38,7 38,8
5 55,3 55,6 55,0 55,7
6 18,3 18,2 18,3 18,2
7 34,2 343 32,9 32,2
8 20,8 415 40,0 39,7
9 50,4 51,1 47,7 478
10 37.1 37.8 36,9 36,5
11 20,9 21.6 23,3 22,7
7 25,1 255 1243 1243
13 38,0 38,1 1393 1395
14 22,8 22,8 42,0 223
15 27.4 27,1 28,7 28,5
16 35,5 35,2 26,6 26,5
17 43,0 435 33,7 33,9
18 28,2 28,2 58,9 59,4
19 47.9 478 39.6 39.6
20 150,9 151,0 39,6 39,5
21 29.8 29.8 31,2 30,8
2 20,0 39,7 41,5 415
23 28,0 28,0 28,1 28,3
24 15,4 15,3 15,6 15,6
25 16,1 16,7 15,6 15,6
26 15,9 15,9 16,8 16,8
27 14,5 14,4 23,3 233
28 18,0 18,2 28.1 28.3
29 109.3 109.2 17.4 17.9
30 19,3 19,2 21,3 21,8

* MAHATO, 19%4
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Fig. 3.4: Especiro de RMN "H de efl (200 MHz. CDCls. TMS. &)

Fig. 3.4: Espectro de RVMN *H de d1 (200 MHz, CDCls, TMS, d)
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O egectro de RMN *H (Ag. 36, p. 163) da fracio 22-23(45) apresentouse
semehante a0 de cfl. Observaramse snas intensos entre 0,62d e 1,50d. Snais de menor
intensdade ocorrem entre 1,80d e 510d. Devido a pouca quantidade de massa ndo
conseguil-se obter o espectro de RMN 3C. Entdo, optou-se por andisar a fracgo 22-23(45)
por GC-FID paraidentificar-se as substancias presentes.

A fracdo ol tanbém fo andissda por GC-FID para confirmar a presenca dos
triterpenos, injelando uma midura de padrdes de a-amiring, b-amirina e lupeol (Fg. 3.7).
Eda andise permitiu confirmar a presenca da a-amirina e lupedl em cfl e na fragdo 22-
23(45). Ainda, evidenciou pico mas intenso paa 0 lupeol, sugeindo que ese deve edar
presente em maior quantidade em cfl do que a a-amirina Para a fragdo 22-23(45) os dois
picos goresentaram iguais intensidades (Fig. 3.7).

lupeol

> O O

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
(1] 115 o s oo s HO 183 o s F ] B no s HO = ¥o kL3 ano 0L
P s : CI0TAREUARD) SRR TR A ODTT B T ATS 35 LN Crasssd: 4.7 4

LETAL

Fig. 3.7: Cromatograma A (lupedl)
Cromatograma B (22-23(17/18)
Cromatograma C (22-23(45)
Cromatograma D (padréo lupeol, a-amiring, b-amirina
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Fig. 3.6: Espectro de RMN 'H de 22-230455 (500 MHz. CDCl,, TMS. &

Fig. 3.6: Espectro de RMN *H de 22-23(45) (500 MHz, CDCls, TMS, d)
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Identificacao de cf2

O espectro de RMN *H de cf2 (Fig. 38, p. 165, tabda 3.2) apresentou um espectro
muito smples com poucos picos. Obsarvourse na regido dos hidrogénios arométicos apenas
um sngelo em 7,04d. Em 381d outro sngleto, sugerindo a presenca de uma metoxila
ligada a uma unidade de &cido carboxilico.

O espectro de RMN de *C gpresentou apenas 6 carbonos na molécula evidenciando
goenas um and aomdico. O expeimento HMQC (Tabela 3.2) forneceu as corrdaghes
diretas entre hidrogénios e carbonos. O Unico snd observado na regido aroméica (7,04d)
modra corrdagdo com cabono em 110,09d. O snd da meoxila (381d) corrdaciona-se
com o carbono em 52,25d, evidenciando um sind tipico de éster de acido carboxilico.

O expeaimento de HMBC forneceu as corrdagfes necesskias para
determinar-se a estrutura dessa molécula O snd em 7,04d corrdlaciona com os carbonos
em 11009, 12149, 13977, 14651 e em 16904 O dSnd da meoxila (381d) mostra
corrdacéd com o snd de carbonila em 169,04d, comprovando a presenca do éster metilico.
Esses dados sfo compdtiveis com o gdato de metila.

COOCHs

H
. — |
Fig. 3.9: Edruturade cf2 isoladade C.ferrea

Tabela 3.2: Corrdacio diretaentre H e *C de cf2 (500 MHz, CD;0OD, TMS, d)

Deslocamentos Quimicos (d)
Posicao RMN “H RMN ~C
_ 121,49
704s 110,09
146,51
139,77
146,51
_ 110,09
Ome 381s 52,25

O Ol | W|IN|F-
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Fig. 3.8: Espectro de RMN "H de €2 500 MHz. CDOD, TMS, &)

Fig. 3.8: Espectro de RMN *H de c¢f2 (500 MHz, CDzOD, TMS, d)
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As substéncias cf3, cf4 e cf5 apresentaram espectros semehantes aos flavondides
C-glicodlados de W. ebracteata. Deste modo, a substéncia cf3 foi identificada como sendo
a isoorienting, cf4 como sendo vitexina e cf5 como orientina AsSm, mostraremos  gpenas

0s espectros de RMN *H dessas substancias.

i
— ]
|
|
-— e —— !_-
& ]
i 3
Fig. 3.1 Espectro de RMN 'H de ef3 £50 MiHz, CDGWOD, TMS, §)

Fig. 3.10: Espectro de RMN *H de d3 (500 MHz, CD;0OD, TMS, d)
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Fig. 3.11: Espectro de RMN *H de cf4 (200 MHz, DMSO d, TMS, d)
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Fig. 3.12: Espectro de RMN *H de cf5 (200 MHz, DMSO d, TMS, d)



Capitulo Il — Caesal pinia ferrea 169

Edtudos anteriores mostraram que 0 extrato benzénico de C. ferrea apresentou
dtogterd, &cidos pamitico e octacosandico, enquanto que o extrato dcodlico forneceu os
&didos gdico e d&gico, dém do gdato de etila (DI STAS & d, 20023).

O pefil fitoquimico goresentado pelas folhas do extrato metandlico de Caesalpinia
ferrea goresentou uma midura de triterpenos, um derivado do &ido gdico e trés
flavondides C-glicoslados Edes dltimos agoresentan véias  dividades  biologicas,
discutidas anteriormente no capitulo sobre Wilbrandia ebracteata.

Andisando as subgténcias isoladas do extralo em estudo, percebemos que o gdato
de metila (cf2) isolado do extrao metandlico pode ser um atefato, vido que anteriormente
fo isolado do extrao dcodlico dessa mesma epécie 0 gdao de dila Essa Ultima difere de
cf2 gpenas por agoresentar um grupo metileno a mas ligado a0 grupo do éder. Artefatos
podem ser formados quando subgténcias resgem com 0 <solvente utilizado na
preparacdo do extrato.

Outra observagdo interessante neste estudo é a presenca de flavondGides C-
glicoslados, que ndo tinham ddo isolados @€ 0 momento neste género. Outros flavondides
com a ruting, miricetina e quercetina foram isolados de C. pulcherrima (DI STAS « 4.,
20029).

Alguns flavonGides, asam como dguns &idos (eg. acido clorogénico), apresentam
atividade artiinflamatéria (YAMURA et d. 1998, MIYASE e d, 1999; ITO e d, 1998).
Substéncias dessas mesmas classes foram isoladas do extrato metandlico de C. ferrea. Isto
sugere que a aividade agoresentada pelo extrato pode edtar relacionada a dguma dessas
subgténcias ou muitas vezes 0 gue ocorre € Snergismo, onde ndo é gpenas uma ubgténcia
responsavel pela atividade, mas um conjunto de substancias,
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111.2.5. Analise do extrato cloroférmico

O extrao doroférmico (50 @) foi fracionado por coluna de dlica utilizando-se
como duentes gradientes de hexano, acetato de etila e metanol. Obteve-se 105 fragbes de
50 mL cada que foran andissdas por CCDC e revdadas com solugdo de
anisadeido/H,S0,. e foram agrupadas conforme a semelhanca

As fraghes de 1 a 46, 47 a 65 goresentaram 0 mesmo perfil cromatogréfico quando
andisdas por GC-MS. A fragdo 1-46 apresentou  principdmente a presenca de
hidrocarbonetos de cadeia diféticalonga



Capitulo I'll — Caesalpinia ferrea 171

Consideracoes Finais

O principd objetivo dete prgeto de pesquises foi 0 de estudar trés espécies
vegetas, que so utilizadas pda populacédo do Vde do Ribera como medicnd, e que
foram tedadas farmacologicamente. As trés espécies petencem a diferentes familias de
plantas. Fabacese, Caesalpiniaceae e Cucurbitaceae, sendo que as duas primeiras englobam
aantiga familia Leguminosae.

Essas plantas agpresentaram  resultados promissores frente a testes de  atividade
antillceras e sobre secrecdo de mastécitos de pulméo e intestino de cobaia (GONZALEZ,
2001; GONZALEZ & d, 2001; PINTO, 2000).

O edudo das folhas do extrato MeOH 70% da epécie Zollernia ilicifolia
(Fabacese) aoresentou sgponina derivada do &ido  dleandlico, flavondides tri- e tetrar
glicoslado e dois glicosideos canogénicos. Apesyr de essa egpécie também  apresentar
efaitos antiulcerogénicos, €la € condderada um adulterante da espinherasanta (Maytenus
ilicifolia e M. aquifolium) (GONZALEZ et d, 2001). Esse €feito pode estar associado a
presenca dos flavondides glicoslados as sgponines ou a0 conjunto dessas subgténcias,
resultando em efeito sSnérgico. A partir desse estudo quimico é necessario tedtar as fragbes
ricas em sgponinas e flavondides a fim de descobrir qua dessas classes de substéncias é
responsave por esta atividade gpresentada. Esta continuidade sera feita pelo grupo.

E interessante ressdtar que, embora a espécie Zollernia ilicifolia e as duas espécies
de Maytenus possuam flavondides tri- e tetraglicodlados Zollernia se diferencia das
espécies de Maytenus, por apresentar saponines. Ainda, como foi demondrado, Zollernia
produz glicosideos cianogenéticos, 0 que € um faor preocupante para uma planta
considerada como medicind.

Né se tém edtudos de outras especies vegetas do género Zollernia, a ndo ser da
egpécie Z. paraensis. O género Swartza, o0 mas proximo taxonomicamente, goresenta
diterpenos do tipo cassano, sgponinas, pterocarpanos e flavondides (ORPHELIN & 4.,
1996, BOREL; HOSTETTMAMN, 1987, FLHO; DEMORAES GOTTLIEB, 1980;
OSAWA « d., 1992). Deta forma, a presenca de saponines e flavondides em Zollernia
ilicifolia € um resultado que enriquece 0 conhecimento da composico quimica do género e
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da egpéce A presenca dos glicosidens cianogenéticos, ndo rdaados na  sub-familia
Swartziae, aqud pertence Z. ilicifolia é assm, um diferencid entre Svarzia e Zollernia.

A oura eypécie invedigada neste trabdho foi  Wilbrandia ebracteata
(Cucurbitacesg). Os estudos quimicos e farmacoldgicos rdaados na literatura com eda
epecie foram redizados somente com as raizes dessa especie e gpresentaram em sua
composicéo principamente cucurbitacinas (PEREIRA; FARIAS, VARGAS, 1996).

Ensaos farmacoldgicos com o extrao MeOH 70% das folhas de W. ebracteata
permitiran  comprovar aividade antiulcerogénica nos moddos induzido por etanol @isoluto
e eand/HCl. Além diso, resultados dos testes de toxicidade aguda (DLsp) mostraram que
asfolhas de “taiuid’ sBo mai's seguras para 0 uso do que as raizes dessa espécie vegetd.

Das folhas de W. ebracteata (Cucurbitacese) isolanos uma midura de é&cidos
graxos, vitexing, isovitexing, orientina e isoorientina Os  flavondides  C-glicodlados
goresentam  ocorréncia limitada entre os  vegetals, sendo que na familia Cucurbitacese
encontramse V&ios géneros que produzem essas substéncias. Quanto a atividade bioldgica
de flavondides C-glicoslados, exisem poucos rdaos na literaura Além das dividades
goresentadas no  capitulo 11, rdatase que as flavonas sgponaring, orientina 2''-O-
rhamnosideo,  vicenina2, isovitexina  27-O-rhamnosideo,  vitedna  2-O-rhamnosideo,
lutedlina-2 e lucenina-2 apresentam dividade anti-hepatotdxica em culturas priméias de
hepatdcitos de ratos ativados por CCl, e gdactosamina (HARBORNE, 1996).

Os flavonGides goresentam diversas fungdes biologicas tanto para oS organiamos
vegetas como animas. Inimeros trabdhos rdatam aividades, como antimicrobiang,
attivird, attineoplésco, attiinflanadria,  antihepatotdxico,  antihipertensvo,  potencid
antidiabético (GUARDIA &t d., 2001; HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Edudos que tradam da rdacdo edruturadividade dos flavondides tém e
intengficado ultimamente. Algumas carecteridicas edruturais parecem S responsavels
pela bioatividade. Algumas flavones, flavanas biflavanes e seus derivados metoxilados ou
hidroxilados tendem ser mais citotdxicos do que seus andogos menos oxigenados (WANG;
JAMES, 1999). As flavonas C-glicosladas (we2 wed, we6) por nés ensaadas
goresentaram dividades citotoxicas menores do que a da Iuteoling que foi utilizada como

padréo.
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A dividade antioxidante de flavondides é extensamente discutida na  literatura
(RICE-EVANS, MILLER; PAGANGA, 199; YESLADA & 4d. 2000; COOK;
SAMMAN, 1996). Alguns flavondides S0 capazes de sequestrar radicas livres, e iSO
pode ser veificado nos tetes com solugdo de beta-caroteno, DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrezila) e teste de doragcdo. Ha dgum tempo, essa dividade aribuida aos flavondides tém
Sdo detectada tanto in vitro quanto em animas de experimentacdo, nos quas st gplicadas
dosss farmacologices. Contudo, efdtos antioxidantes in vivo anda ndo estéo totamente
cdaos Uma vez que as observagbes em seres humanos gerdmente sfo reaivas a
quantidede de flavonGides ingeridas dravés dos dimentos, ha a necessdade de = avdiar
mecanismos de elucidacdo de absorgio, metabolismo e agdo bioguimica e interacdo com
outros nutrientes in vivo. (COOK; SAMMAN, 1996).

Quanto a utilizacdo medicind pea populacio das expécies Wilbrandia ebracteata e
Zollernia ilicifolia como antitlceras, percebe-se uma corrdacdo, visto que os testes
famacologicos redizados demondraran essa td  dividade, e a presenca de flavonGides
pode estar reacionada a acdo biologica (GONZALEZ, 2001, GONZALEZ & 4,
2001).

A expécie Caesalpinia ferrea € uma espécie utilizada em véarias regifes do pais, na
Mata Atlantica é usada para problemas respiratorios, gripes, resfriados e tosses e os testes
famacologicos redizados com 0 extrao dessa planta verificou resultados promissores
quanto a aividade antidérgica quando comparado com drogas comercias Uutilizadas no
tratamento profilédico de asma leve a moderada Caesalpinia ferrea goresentou triterpencs,
um &ido fendlico e trés flavondides C-glicodlados isoorienting, orientina e vitexina. Néo
exigem reaos na literatura sobre a presenca de flavondides C-glicoslados em C. ferrea.
Esses dados gorofundam o conhecimento da composicdo quimica dessa egpécie. Além de
flavonoides C-glicoslados, foi isolado o gdao de meila que pode ser  precursor
biossntéico de meabdlitos seaund&ios naturas (cumainas, lignanes e  neolignanas)
(DEWICK, 1998). Os triterpencs isolados de C. ferrea sGo os mas comuns encontrados em
plantas superiores. Dentre as dividades biolOgicas aribuides aos triterpenos isolados, pode-
* dtar a dividade attinflamadria do lupeodl, da a- e b-amirina (GEETHA;
VARALASHMI, 2001).
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Devemos sdientar que ede trabaho representa uma importante contribuic2o para o
esdudo do conhecimento dessa espécie presente na Mata Atlantica, a medida que gpresenta
0s dados farmacol 6gicos, complementado peo estudo fitoquimico.

Esses dados S0 de grande importancia a populacéo do Vde do Ribera ndo s6 sob
0 ponto de vida de vdorizacdo do conhecimento tradiciond da populacdo locd, mas
também sob o aspecto econdmico e ecoldgco, pois a exploracdo de folhas representa uma
importante edtratégia que permite a continuidade da exploracdo vegetd e manutencdo da
fonte de renda sem prejuizos para a consarvacdo ambientd.
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