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COMPOSTOS A PARTIR DE EXTRATOS DA
ARRABIDAEA BRACHYPODA, COMPOSTOS E
COMPOSICOES FARMACEUTICAS
COMPREENDENDO OS MESMOS. A invencao
ora descrita revela 0 método de obtencédo de
compostos a partir do extrato de rai-zes, caules,
cascas e folhas de espécies do género
Arrabidaea, em especial a Arrabidaea
brachypoda. Ainda, a invencao faz referéncia
aos compostos obtidos pelo referido método,
bem como as composi¢8es farmacéuticas
compreendendo 0s mesmos.
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METODO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS A PARTIR DE EXTRATOS DA
ARRABIDAEA BRACHYPODA, COMPOSTOS E COMPOSIGOES
FARMACEUTICAS COMPREENDENDO OS MESMOS

Campo da invencgdo:

A presente invencdo descreve o método de obtencdo de
compostos a partir do extrato de raizes, caules, cascas e
folhas de espécies vegetais do género Arrabidaea, em
especial a Arrabidaea brachypoda, conhecida como cipd-una
ou cervejinha do campo.

Além disso, a invencdo faz referéncia aos compostos
obtidos, bem como composig¢des farmacéuticas compreendendo
0S mesmos.

Fundamentos da invencdo:

As plantas correspondem a uma fonte importante de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais
derivam diversos farmacos comercialmente disponiveis.

Plantas medicinais podem ser utilizadas popularmente
de diversas maneiras, tailis como por infusdo, decocgdo ou
maceracdo, sendo os chéds as formas mais utilizadas.

As substéancias naturais extraidas a partir de vegetais
sdo utilizadas para o tratamento de diversas enfermidades,
sendo consideradas uma modalidade de terapia complementar
ou alternativa em saude.

Apesar das plantas medicinais terem se tornado parte
da cultura popular, a fitoterapia desperta interesse entre
0s usuarios e 0s pesquisadores. Por conta disso, a busca
por novas substdncias ativas de origem vegetal registrou um
aumento significativo.

Fm toda a sua extensdo, o Brasil apresenta uma flora

bastante diversificada, com vegetacdes de diferentes
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caracteristicas e principios ativos ainda desconhecidos.

O género Arrabidaea pertence a familia Bignoniaceae e
¢ encontrada principalmente em regides tropicais, com cerca
de 120 géneros e 800 espécies de plantas arbustivas,
arbdéreas e trepadeiras. No Brasil, esta familia apresenta
56 géneros e cerca de 338 espécies, a grande maioria com
alguma atividade medicinal.

A Arrabidaea brachypoda, conhecida como cipd-una ou
cervejinha do campo, €& uma planta nativa do Brasil. Perene
e arbustiva, pode chegar a até 2 m de altura e propaga-se a
partir de rizomas.

Estudos demonstram a presenca de algumas substancias
como fitoesterdis, flavondides e taninos em raizes e folhas
da Arrabidaea brachypoda.

Fm vista disso, a presente invengdo propde um método
de obtencdo de compostos a partir da Arrabidaea brachypoda,
bem como os referidos compostos e composigdes farmacéuticas
compreendendo 0s mesmos.

Estado da técnica:

Documentos disponiveis no estado da técnica descrevem
diferentes compostos obtidos a partir da Arrabidaea, bem
como a incorporacdo destes em composicdes farmacéuticas.

O documento brasileiro PI 0600943-3 A2 descreve o uso
de extratos fitoterapicos a base de Arrabidaea chica como
agente antifungico e antibacteriano. Os extratos podem ser
utilizados como farmaco ou aditivo a cosméticos, podendo
ser aplicados diretamente ou incorporados a um veiculo
farmacoldégico ou cosmético.

No documento WO 2013/091056, sdo descritas composicdes

farmacéuticas estaveis compreendendo o extrato de Arrabidae
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chica em sistemas de liberacdo controlada, na forma de
lipossomas, microparticulas ou nanoparticulas.

No WO 0152809, sé&o descritas preparac¢des cosméticas ou
farmacéuticas contendo uma quantidade ativa de extrato de
Arrabidae chica, enquanto que em JP 2001/122763, descreve-
se uma composicdo para uso externo compreendendo plantas,
tais como aquelas do género Arrabidaea, bem como seus
extratos.

Sumdrio da invencdo:

A presente invencgdo descreve o método de obtencgdo de
compostos a partir de extratos da Arrabidaea brachypoda,
bem como os referidos compostos e composicgdes farmacéuticas
compreendendo oS mesmos.

Descricdo detalhada da invencdo:

A invencdo consiste no método de obtencdo de compostos
a partir de extratos de raizes, caules, cascas e folhas de
espécies do género Arrabidaea, em especial, a partir de
raizes de Arrabidaea brachypoda, conhecida como cervejinha
do campo ou cipd-una.

Assim, a presente invencdo ainda faz referéncia aos
compostos obtidos pelo referido método e as composicgdes
farmacéuticas compreendendo 0s mesmos.

Método de obtengdo dos compostos:

Os compostos da presente invencdo sdo obtidos a partir
de extratos padronizados de espécies do género Arrabidaea,
em especial a Arrabidaea brachypoda.

Para a obtencdo do extrato, a biomassa compreendendo
raizes, caules, cascas, e folhas, bem como misturas destes,
& extraida por meio de percolacdo, maceracdo soxhlet ou por

meio de gases em estado supercritico, bem como uma mistura
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dessas técnicas.

A biomassa pode estar verde e/ou seca, pulverizada,
moida, em pedacos e/ou esfarelada. De forma opcional, a
biomassa ¢ congelada antes de ser processada.

O congelamento prévio do material vegetal evita a
degradacdo térmica provocada pelo aquecimento ao passar
pelo moinho elétrico.

A extracdo ¢é feita wutilizando meio bésico ou meio
dcido, em meio aquoso ou utilizando solventes orgadnicos,
isolado ou em combinacdes.

Os &cidos podem ser acidos fortes ou fracos, diluidos
ou concentrados, isolados ou em misturas.

Fm modalidades especificas da invengdo, o éacido ¢é
selecionado dentre acido acético, é&cido cloridrico e é&cido
férmico.

As bases, por sua vez, podem estar concentradas ou
diluidas, i1soladas ou em misturas.

EFm modalidades especificas da invencdo, a base ¢&é
selecionada dentre hidrdéxido de ambnia (NH,OH) e carbonato
de sdédio (Na,COs) .

O solvente organico é selecionado dentre aqueles gue
compreendem compostos halogenados, alcoois, aldeidos,
éteres, ésteres, cetonas, alcanos, cicloalcanos, compostos
fendélicos, benzenos e derivados, isolados ou suas misturas.

O extrato obtido pode ser seco com a tecnologia de
secagem por pulverizacdo (spray-drying), & pressadao reduzida
ou a temperatura ambiente.

Para a secagem por pulverizacdo, as temperaturas de
entrada e saida variam entre 150 e 190 °C e 80 e 90 °C,

respectivamente. J& na secagem & pressdo reduzida, a mesma
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varia entre 25 e 100 °C.

Os diferentes compostos sdo separados e purificados
por meio de técnicas cromatograficas com ou sem pressao,
como cromatografia a pressdo atmosférica ou cromatografia a
baixa, média ou alta presséao.

Para execucdo da técnica, pode-se utilizar uma fase
estaciondria normal, tal como a silica gel, ou uma fase
inversa, tal como a C-8 ou C-18.

Ainda, pode-se utilizar a particdo liquido/ligquido,
tal como a cromatografia contra corrente, ou a particdo
centrifuga, utilizando resinas de troca idnica ou membranas
de filtracéo.

A fim de identificar as moléculas responsaveis pela
atividade farmacoldgica, o extrato de raizes de Arrabidaea
brachypoda ¢ submetido a um fracionamento guiado.

O extrato ¢é fracionado por cromatografia a pressdo
média (MPLC) em fase reversa, com um sistema de solventes
apresentando gradiente por passos de metanol-agua a partir
de 10:90, com aumento gradual até 100%.

A pressdo maxima é de 20 bar (2x10° kPa) e as amostras
sdo colocadas em um cartucho de introducdo apds sua mistura
com a fase estacionaria (silica) em uma proporc¢do em peso
de 1:3.

A partir destas fracgdes, sdo obtidos os compostos
isolados RAB-01, RAB-02 e RAB-03, cujas estruturas séo
elucidadas através de métodos espectroscdpicos (tal como
ultravioleta - UV, ressonadncia magnética nuclear - RMN 1D e
2D, espectrometria de massa a baixa e alta resolugdo - MS e
HRMS), além de reacdes quimicas e enzimdticas.

Os compostos i1solados foram identificados como sendo
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flavonoides diméricos de férmula I abaixo:

e M ”T
i, e
=}

Em que, para RAB-01, R é hidroxila; para RAB-02, R &
metoxila e para RAB-03, R é hidrogénio.

A estrutura dos mesmos ¢ identificada por técnicas
clédssicas de elucidacgdo estrutural, incluindo ultravioleta,
ressonadncia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de
massa (MS).

Os dados referentes a ressonadncia magnética nuclear de
hidrogénio (MeOD, 500 MHz), ressondncia magnética nuclear
de carbono (MeOD, 125 MHz) e espectrometria de massas para
cada um dos componentes RAB-01, RAB-02 e RAB-03 estéo
descritos abaixo e nas tabelas 1, 2 e 3:

RAB-01 - Sélido amorfo vermelho; [alp””" -108,43° (c
0.1 MeOH); UV Xpax (log e) 266 nm (5.02); H-RMN (CDsOD, 500
MHz) e '3C-RMN (CDsOD, 125 MHz): Tabela 1; ESI-MS (modo
positivo): m/z 525.1 [M+H]'; HRMS: m/z 525.1926 [M+H]"
(calculado para CsyHps05, 525.1913, A ppm = 1.3).

RAB-02 - Sélido amorfo laranja; [o]p?”® -118,80° (c
0.1 MeOH); UV Apax (log e) 254 nm (4.82); H-RMN (CDsOD,
500 MHz) e *'3C-RMN (CD30OD, 125 MHz): Tabela 1; ESTI-MS (Modo
positivo) m/z 539.1 [M+H]'; HRMS (modo positivo) m/z 539.

2095 [M+H]" 17 (calculado para Css3H305, 539. 2070, A ppm =



7/13

4.6).

RAB-03 -~ S6lido amorfo laranja; [a] 2%t -82,86 (¢ 0.1
MeOH); UV Amx (log e) 266 nm (5.78); H-RMN (CDs;OD, 500
MHz) e 3C-RMN (MeOD, 125 MHz): tabela 1; ESI-MS (modo
positivo) m/z 509.1 [M+H]'; HRMS (Pos. Mod): 509.1974[M+H]"
1" (calculado para Ci3;Hz906, 509.1964, Appm = 2.0).

Tabela 1. Dados de RMN de 'H e RMN de 'C (500 e 125 MHz,

CDs;0D, & em ppm) do composto RAB-01.

N° 'H 13C
1 161.1
2 6.08 d, J= 2.2 92.8
3 161.1
4 5.94 d, J= 2.2 96.4
4a 157.8
6 4.78 d, J= 11.2 78.2
6a 2.22 dt, J=11.2, 1.9 Hz 42 .4

3.17 ddd, J = 5.5, 1.9,
7 34
1.6 Hz

Ta 101.8
8 160.2

9 6.05 d, J= 2.1 Hz 93
10 159.1
11 5.98 d, J= 2.1 Hz 96.5
lla 155.4
12a 5.28 d, J= 2.3 Hz 63.5
12b 103.8
1 140.4
2',6' 7.24 d, J= 7.6 Hz 128.5

3',5" 7.38 m 129.5
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4’ 7.38 m 129.6

A 5.95 dd, J = 15.9, 5.5 Hz 130.7

5.81 dd, J = 15.9, 1.6 Hz 131.7

1" 130.4

2'', 6" 7.05 d, J= 8.6 Hz 128.4

3*', 5" 6.64 d, J = 8.6 Hz 116.2

4 157.7

1-OMe 3.81 s 56.1

8-OMe 3.62 s 55.9
4''-OMe - -

Tabela 2. Dados de RMN de H e RMN de °C (500 e 125 MHz,

CDs;0D, & em ppm) do composto RAB-0Z2.

N° 'H 13C
1 160.9
2 6.08 d, J= 2.1 Hz 92.7
3 161,1
4 5.94 d, J= 2.1 Hz 96.3
4a 157.7
6 4.77 d, J= 11.3 Hz 78.1
6a 2.19 dt, J= 11.3, 1.9 Hz 42.3
3.17 ddd, J = 5.6, 1.9,
7 34
1.6 Hz

Ta 101.6
8 160.2
9 6.05 d, J = 2.1 Hz 93
10 159.2
11 5.98 d, J= 2.1 Hz 96.5
1lla 155.3

12a 5.27 d, J 2.3 Hz 63.4

il
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12b 103.7

1’ 140.4
2',6’ 7.23 d, J= 7.0 Hz 128.5
3',5 7.38 m 129.5
4’ 7.38 m 129.5

A 5.99 dd, J = 15.8, 5.6 Hz 131.5
5.83 dd, J = 15.8, 1.6 Hz 131.3

1 131.1
2'', 6"’ 7.11 d, J = 8.8 Hz 128.2
3'*, 5" 6.75 d, J = 8.8 Hz 114.8
4’ 160.2
1-OMe 3.79 s 56.1
8-OMe 3.62 s 55.9
4''-OMe 3.73 s 55.6

Tabela 3. Dados de RMN de H e RMN de °C (500 e 125 MHz,

CDs;0D, & em ppm) do composto RAB-03.

N° 'H 13C
1 161.1
2 6.08 d, J= 2.2 Hz 92.8
3 161.1
4 5.95d, J= 2.2 Hz 96.4
4a 157.8
6 4.79 d, J = 11.3 Hz 78.2
ba 2.24 dt, J = 11.3, 1.9 Hz 42.2
3.21 ddd, J= 5.7, 1.9,
7 34.2
1.7 Hz
Ta 101.5
8 160.2

9 6.05d, J = 2.3 Hz 93
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10 159.2
11 5.99 d, J= 2.3 Hz 96.6
lla 155.4
12a 5.28 d, J = 2.4 Hz 63.5
12b 103.8
1! 140.4
2',6" 7.24 d, J= 7.6 Hz 128.5
3',5" 7.38 m 129.5
4 7.38 m 129.6
A 6.15 dd, J = 15.7, 5.7 Hz 133.8
B 5.91 dd, J = 15.7, 1.7 Hz 132
i 138.6
2'', 6" 7.18 m 127.2
3'', 5" 7.18 m 129.4
4 7.10 m 128
1-OMe 3.79 s 56.1
8-0OMe 3.61 s 55.9
4''-0OMe - -

Incorpora¢do dos compostos RAB-01, RAB-0Z e RAB-03 em

composi¢bes farmacéuticas:

As composicdes farmacéuticas obtidas de acordo com a
presente invencdo compreendem os compostos RAB-01, RAB-02 e
RAB-03 em quantidades padronizadas, em sua forma isolada ou
em associlac¢do com outros produtos naturais ou sintéticos,
em diferentes proporcgdes.

Preferencialmente, as composic¢des farmacéuticas desta

invengdo compreendem os compostos RAB-01, RAB-02 e RAB-03

O

em uma faixa de concentracdo que varia de 0,001 a 50 % de
pelo menos um dos compostos em sua forma livre ou na forma

de sal (como cloratos, sulfatos ou boratos), associados a
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excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

As composicdes farmacéuticas podem ainda compreender
farmacos, vitaminas, sailis e/ou acucares.

As composigles ora descritas sdo apresentadas na forma
de comprimidos, capsulas gelatinosas (duras ou moles),
microcapsulas, nanoparticulas, tinturas, =xaropes, emulsdes
do tipo O/A e A/O, lipossomas, liquidos injetéaveis,
aerossdis, pds, liofilizados e similares, para serem
administradas por via oral, tdépica, injetédvel ou inaléavel.

Exemplos da invencgdo:

A seguir, sdo apresentados exemplos expositivos de
realizac¢des particulares da presente invencdo, sem criar
quaisquer limitacdes ao seu escopo.

1 - Obtengdo do extrato hidroalcodlico de Arrabidaea

brachypoda:

Numa cuba de um extrator dotado de agitacdo mecénica,
adicionam-se 1,5 kg de raizes, caules ou folhas de plantas
do género Arrabidaea, tais como a Arrabidaea brachypoda,
secas em estufas com temperatura controlada a 60 °C.

0O material ¢é pulverizado e congelado em nitrogénio
liquido e, posteriormente, triturado em moinho elétrico.

Em seguida, adiciona-se 9,0 L de etanol 70% (v/v), com
agitacdo frequente, pelo periodo de 150 horas.

A dorna de extracdo é aquecida gradativamente, em uma
velocidade de aquecimento de 10 °C por minuto, até que se
atinja uma temperatura entre 45 e 50 °C. Em seguida, o
extrato é filtrado a quente, em uma temperatura gue varia
de 35 a 40 °C a vacuo, através de filtros de 100 a 150 mm.

Apds evaporacdo do solvente em evaporador rotativo com

pressdo reduzida e temperatura maxima de 40 °C, obtém-se
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cerca de 20 g de um extrato hidrcalcodlico concentrado.

2 - Obtencdo da particdo diclorometano de Arrabidaea

brachypoda:

Cerca de 8,0 g do extrato hidroalcodlico é dissolvido
em 500 mL de solucdo de agua/metanocl 8:2 e 250 mL de
diclorometano a uma temperatura que varia de 20 a 25 °C.

A solucdo é adicionada a um baldo de separacgdo e, apds
a agitacado, aguarda-se a separacgdo das fases ao abrigo da
luz. A fase diclorometdnica é retirada e adicionam-se mais
250 mL de diclorometano, repetindo-se as etapas de agitacdo
e separacdo de fases ao abrigo da luz.

O processo é repetido até a exaustdo, ou seja, até gue
a fase diclorometanica ndo apresente mais coloracdo ao ser
misturada com a fase aquosa. A fase diclorometéanica é
rotaevaporada, apresentando um rendimento de 31,2%.

3 =~ Obtengdo dos compostos ativos a partir da

purificacdo do extrato de Arrabidaea brachypoda:

Apdbs obtencdo do extrato hidroalcodlico (conforme
exemplificado em 1) e obtencdo da particdo diclorometano
(conforme exemplificado em 2), uma fase diclorometénica
apresentando um rendimento de 33,7% é obtida.

O extrato diclorometdnico assim obtide é purificado
por cromatografia liquida a média pressdo (CLMP) utilizando
sistema eluente composto por uma mistura de metanol e agua
em modo gradiente (5 % a 100 % em 72 horas) e uma fase
estacionaria a fase inversa (C-18 e 15-25 um) em uma coluna
de 460 mm de largura por 70 mm de diémetro.

Os compostos foram detectados por ultravioleta a 254
nm. As fragdes obtidas sdo submetidas a diversas técnicas

cromatogridficas, de modo a isolar os compostos RAB-01, RAB-
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02 e RAB-03.

Os compostos RAB-01, RAB-02 e RAB-03 sdo incorporados
as composigdes farmacéuticas em quantidades padronizadas,
em sua forma isolada ou em associagdo com outros produtos
naturais ou sintéticos, em diferentes propor¢des, bem como
excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

As composigdes ora descritas s&o apresentadas nas mais

diferentes formas farmacéuticas.
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REIVINDICACOES

1. Método de obtencdo de compostos caracterizado

pelo fato de gue uma biomassa compreendendo raizes, caules,
cascas e folhas de Arrabidaea brachypoda, ou sua mistura, é
extraida por meio de percolacdo, maceragdo soxhlet ou por
meio de gases em estado supercritico.

2. Método, de acorde com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a biomassa estd verde e/ou

seca, pulverizada, moida, em pedacos e/ou esfarelada.
3. Método, de acordo com a reivindicacédo 2,

caracterizado pelo fato de que a biomassa é congelada antes

de ser processada.
4. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de gue a extracdo & executada em

meio basico ou meio acido, em meio aquoso ou utilizando
solventes orgénicos, isolado ou em combinacdes.
5. Método, de acordo com a reivindicacédo 4,

caracterizado pelo fato de que os acidos sdo acidos fortes

ou fracos, diluidos ou concentrados, isolados ou em
misturas.
6. Método, de acordo com as reivindicagdes 4 ou 5,

caracterizado pelo fato de que o acido é selecionado dentre

dcido acético, acido cloridrico e acido fdérmico.
7. Método, de acordo com a reivindicacédo 4,

caracterizado pelo fato de que as bases sdo concentradas ou

diluidas, 1isoladas ou em misturas.

8. Método, de acordo com as reivindicagdes 4 ou 7,
caracterizado pelo fato de que a base é selecionada dentre
hidréxido de amdénia (NH4OH) e carbonato de sdédio (Na,COs) .

9. Método, de acordo com a reivindicacédo 4,
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caracterizado pelo fato de que o solvente organico é

selecionado dentre aqueles qgue compreendem compostos
halogenados, alcooilis, aldeidos, éteres, ésteres, cetonas,
alcanos, cicloalcanos, compostos fendlicos, Dbenzenos e
derivados, i1solados ou suas misturas.

10. Método, de acordo com as reivindicagbes 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8 ou 9 caracterizado pelo fato de que o produto

obtido ¢é, ainda, seco com a tecnologia de secagem por
pulverizacdo, a pressdo reduzida ou a temperatura ambiente.
11. Método, de acordo <com a reivindicacdo 10,

caracterizado pelo fato de que, na secagem por

pulverizacdo, as temperaturas de entrada e saida wvariam
entre 150 e 190 °C e 80 e 90 °C, respectivamente.
12. Método, de acordo com a reivindicacéo 10,

caracterizado pelo fato de gue, na secagem a pPressdo

reduzida, a temperatura varia entre 25 e 100 °C.
13. Método, de acordo com as reivindicagbes 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 ou 13, caracterizado pelo fato

de que os compostos sdo separados e purificados por meio de
técnicas cromatograficas com  ou sem  pressao, como
cromatografia a pressdo atmosférica ou cromatografia a
baixa, média ou alta presséo.

14. Compostos obtidos a partir do método descrito em
qualquer uma das reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12 ou 13, caracterizado pelo fato de que séo

flavonoides diméricos compreendendo a férmula:
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em que R é hidroxila, metoxila ou hidrogénio.

15. Composicdo farmacéutica caracterizada pelo fato

de que compreende pelo menos um dos compostos conforme
descrito na reivindicacdo 14, em uma faixa de concentracéo
que varia de 0,001 a 50 %, na forma livre ou na forma de
sal (como <cloratos, sulfatos ou boratos), associados a
excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

16. Composicéao farmacéutica, de acordo com a

reivindicacéao 15, caracterizada pelo fato de ainda

compreender farmacos, vitaminas, sails e/ou acgucares.
17. Composicao farmacéutica, de acordo com as

reivindicag¢des 15 ou 16, caracterizada pelo fato de que sédo

apresentadas na forma de comprimidos, capsulas gelatinosas
(duras ou moles), microcéapsulas, nanoparticulas, tinturas,
xaropes, emulsdes do tipo O/A e A/0O, lipossomas, liquidos
injetaveis, aerossdis, pds, liofilizados e similares, para
serem administradas por via oral, tépica, injetdvel ou

inalavel.
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Resumo
METODO DE OBTENGAO DE COMPOSTOS A PARTIR DE EXTRATOS DA
ARRABIDAEA BRACHYPODA, COMPOSTOS E COMPOSIGCOES
FARMACEUTICAS COMPREENDENDO OS MESMOS
A invencgdo ora descrita revela o método de obtencgédo de
compostos a partir do extrato de raizes, caules, cascas e
folhas de espécies do género Arrabidaea, em especial a
Arrabidaea brachypoda. Ainda, a invencdo faz referéncia aos
compostos obtidos pelo referido método, bem como as

composicdes farmacéuticas compreendendo 0s mesmos.
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