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RESUMO

O género Astronium, pertencente a familia Anacardiaceae, € composto por cerca de 35
espécies, sendo tipico das regides norte e nordeste do Brasil. De acordo com a literatura,
apenas a espécie Astronium urundeuva foi investigada sob o ponto de vista farmacoldgico,
sendo detectada atividades antiulcerogénica , antiinflamatéria e efeitos no transito
gastrintestinal . Nas espécies A. graveolens e A. fraxinifolium foram avaliados somente 0s
6leos essenciais, sendo que em A. graveolens um desses compostos volateis mostrou atividade
repelente a insetos. Desta forma, percebe-se que a investigacdo desse importante género
vegetal ainda é incipiente. Estudos preliminares com o extrato em acetato de etila das folhas
de A. graveolens mostraram grande concentracdo de compostos fenolicos, como derivados de
acido galico e flavonoides, os quais estdo descritos na literatura em geral como substancias
antioxidantes em potencial. As propriedades antioxidantes de diversas substancias sdo alvo de
interesse nos dias de hoje principalmente por estarem relacionadas a terapéutica de doencas
degenerativas. Com 0 objetivo de dar continuidade aos estudos das espécies citadas, foram
utilizadas neste trabalho técnicas de cromatografia como anélise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia para o estudo do perfil quimico de Astronium graveolens, separacdo e
identificacdo de metabolitos secundarios. Baseado na literatura e na comparacédo com padroes,
0s espectros de ultravioleta observados, indicaram que 0s extratos em acetato de etila da
espécie em estudo sdo compostos por substancias derivadas do acido galico, derivadas do
acido cafeoilquinico e também por flavondides. A substancia Agl foi identificada a partir de
experimentos de comparacdo por CLAE usando banco de padrdes, ap6s verificacdo de
similaridade entre tempo de retencdo e maximo de absor¢do na regido do UV, uma aliquota de
Agl foi misturada com padréo auténtico de galato de metila e sua identificacdo confirmada

apos experimento de co-injecdo. Analise da substancia Ag2 por CLAE-DAD analitico exibiu



um Unico pico cromatografico com maximo de absorcdo na regido do UV de 275 nm,
caracteristico do acido 3,4,5-triidroxi benzdéico e a confirmacdo da identificacdo da substancia
Ag2 como sendo &cido galico foi feita com experimentos de co-injecdo entre a amostra Ag2
com padrdo auténtico de acido galico. A substancia Ag3 foi obtida como um sélido de cor
amarela. Sua estrutura foi determinada por analise do espectro de RMN de ‘H, mesmo
estando impura, e por comparacao do espectro de ultravioleta com padréo de flavonoides. A
substancia Ag4 foi isolada como um sélido de cor amarela, caracteristica de flavonoides e
com o auxilio da anélise do espectro de RMN H, pode-se sugerir que a substancia é um
derivado da quercetina e possui uma unidade de rhamnose em sua estrutura. Na avaliagcéo da
atividade antioxidante dos extratos (acetato de etila, aquoso e hidroalcodlico) das folhas de A.
graveolens demonstrou-se que o0 extrato em acetato de etila apresenta consideravel atividade
antioxidante, provavelmente devido a sua composicdo rica em flavonoides e derivados do
acido galico como demonstrou o estudo de seu perfil quimico. Assim, o isolamento dos
metabolitos do extrato em acetato de etila das folhas de Astronium graveolens da continuidade
ao importante trabalho de conhecimento da quimica desse género de plantas, ao mesmo tempo
em que contribui para o estudo quimico-farmacolégico de plantas medicinais além de
permitir também, o contato e a familiarizagcdo com as técnicas cromatograficas empregadas no

isolamento e identificacdo de substancias presentes em plantas.
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1. INTRODUCAO
1.1. Produtos Naturais

Durante séculos as plantas foram a Unica fonte de agentes terapéuticos para o0 homem,
sendo no inicio do século XIX a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de
medicamentos. Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese orgénica e de novos
processos biotecnoldgicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados séo
originarios de plantas e 120 compostos de origem natural, obtidos a partir de cerca de 90
espécies de plantas, sdo utilizados na terapia moderna (Hostettmann,Kurt; Queiroz,E.F.;

Vieira,P.C. 2003).

A composicdo quimica das espécies vegetais, especialmente das plantas encontradas
nas florestas tropicais (representando apenas 7% da superficie da Terra), ainda esta longe de
ser descrita em sua totalidade. Uma gama enorme de constituintes naturais ainda nédo foi
isolada e estudada sob o ponto de vista quimico. Além disso, uma grande quantidade de
substancias, ja isoladas e com as estruturas quimicas determinadas, ainda ndo foi avaliada

quanto as atividades biologicas e/ou farmacoldgicas (Rates, 2001).

Ao se considerar a perspectiva de obtencdo de novos farmacos, dois aspectos
distinguem os produtos de origem natural dos sintéticos: a diversidade molecular e a funcéo
bioldgica. A diversidade molecular dos produtos naturais € muito superior aquela derivada
dos processos de sintese, que, apesar dos avangos consideraveis, ainda é limitada. Além disso,
como produtos de organismos que possuem muitas similaridades com o metabolismo dos
mamiferos, o0s produtos naturais muitas vezes exibem propriedades adicionais as

antimicrobianas a eles associadas (Phillipson, 2001).

A grande diversidade de metabdlitos em plantas ganha propor¢fes ainda maiores ao

considerarmos a rica biodiversidade em espécies do planeta.
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Com uma extenséo de mais de 8,5 milhdes de km? o espaco geogréfico brasileiro
apresenta uma grande diversidade de clima, de fisiografia, de solo, de vegetagédo e de fauna,
tendo pelo menos 10 a 20% do namero total de espécies (fauna e flora) do planeta. A riqueza
da flora e da fauna brasileiras séo reflexos da variedade dos biomas ou zonas biogeograficas

(Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Pampa) (Brasil, 1998).

Entretanto, com toda essa extensdo e complexidade, a composicdo da diversidade
bioldgica brasileira ndo é conhecida com precisao e talvez nunca venha a ser totalmente. A
perda da biodiversidade é consequéncia direta de fatores como: perda e fragmentagdo dos
habitats; introducdo de espécies e doencas exoticas; exploracdo excessiva de espécies de
plantas e animais, chegando ao nivel da extincdo; uso de hibridos e monoculturas na
agroindustria e nos programas de reflorestamento; contaminacdo do solo, agua e atmosfera

por poluentes, e mudancas climaticas (Ministério do Meio Ambiente, 2008).

Tendo como exemplo a devastacdo da Mata Atlantica, o ritmo atual de extingdo pode
fazer com que um grande numero de plantas, com possiveis propriedades medicinais,
desapareca antes de seu valor ser reconhecido uma vez que, apenas 8% das espécies vegetais
da flora brasileira e 15 a 17% das espécies no mundo foram estudadas sob este ponto de vista
(Ministério do Meio Ambiente, 2008). Dada a importancia econdmica e ecologica, a

biodiversidade brasileira é prioritaria para a preservacao, utilizacdo sustentavel e pesquisa.

A pesquisa fitoquimica, desta forma, auxilia no conhecimento dos constituintes
quimicos de espécies vegetais, e pode indicar os grupos de metabolitos secundarios de
interesse farmacolégico. O conhecimento dos constituintes quimicos de diversas partes da

planta favorece o seu uso sustentavel e contribui para sua preservagao.
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1.2 Técnicas de separacdo e andlise das substancias

O processo fitoquimico descrito neste trabalho envolve basicamente técnicas que se
baseiam nos principios da cromatografia. Entre os métodos modernos de anélise, a
cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a sua facilidade em efetuar a separacéo,
identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma, ou em conjunto com outras
técnicas instrumentais de analise.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separa¢do dos componentes de uma
mistura, realizada atraves da distribuicdo destes componentes entre duas fases, que estdo em
contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra se move através dela.
Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sdo
distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente
retido pela fase estacionaria, resultando em migracdes diferenciais desses componentes
(Collins,C.H.; Braga,G.L. 1997).

Sdo varios os critérios usados para classificacdo das diferentes modalidades de
cromatografia, sendo os mais comuns relacionados a técnica empregada, ao mecanismo de
separacao envolvido e aos diferentes tipos de fases utilizadas.

Uma das classificacGes baseia-se na polaridade relativa das fases. Em cromatografia
gasosa a fase movel € inerte e a separacdo ocorre devido as interacfes das moléculas da
amostra com a fase estacionaria, enquanto que, na cromatografia liquida, a polaridade de
ambas as fases é importante. Chama-se cromatografia liquida de fase normal quando a fase
estacionaria é mais polar do que a fase mdvel, e cromatografia liquida de fase reversa quando
se tem o inverso, ou seja, a fase movel € mais polar e a fase estacionaria mais apolar
(Collins,C.H.; Braga,G.L. 1997).

A cromatografia em camada delgada (CCDC) foi amplamente utilizada devido as

multiplas vantagens que ela oferece como facil compreenséo e execugdo, separagcdes em breve
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espaco de tempo, versatilidade, grande reprodutibilidade e baixo custo. Esta técnica consiste
na separacdo dos componentes de uma mistura através da migracao diferencial sobre uma
camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. O processo de separacao
estd fundamentado, principalmente, no fendmeno da adsorcdo. Entretanto, usando fases
estacionérias tratadas pode ocorrer também por particdo ou troca idnica, 0 que permite seu
emprego tanto na separacdo se substancias hidrofébicas quanto hidrofilicas (Collins,C.H.;
Braga,G.L. 1997).

O fendmeno de adsorcdo se baseia na competicao entre moléculas da amostra e da fase
movel em ocupar os sitios ativos na superficie de um solido (fase estacionaria). Para que a
molécula do soluto possa ser adsorvida na fase estaciondria, primeiro uma molécula da fase
movel deve ser deslocada da superficie. Se assumir que o adsorvente possui uma superficie
polar (por exemplo, silica ou alumina), grupos apolares (por exemplo, hidrocarbonetos) terdo
pouca afinidade por esta superficie e ndo irdo deslocar a molécula da fase maével; por isso, ndo
serdo retidos. Grupos funcionais polares capazes de formar ligagcdes de hidrogénio terdo fortes
afinidades pela superficie e serdo fortemente retidos. Moléculas polarizaveis (por exemplo,
moléculas aromaticas) irdo apresentar interacdo dipolo induzido-dipolo com a superficie do
adsorvente e, portanto, também serdo retidas; o grau de retencdo depende da polarizacdo de
cada molecula ou grupo funcional.

Muitas vezes, devido a uma forte adsorcdo ou retencdo de alguns componentes da
amostra no solido ativo, é necessario aumentar a polaridade da fase mével de uma maneira
constante e uniforme, com 0 que se consegue um incremento de solubilidade dos
componentes da amostra na fase moével. A esta variagdo da-se o nome de eluicdo por
gradiente da fase movel (Collins,C.H.; Braga,G.L. 1997).

A cromatografia por exclusdo, ou permeagdo em gel, por possuir vantagens como

simplicidade técnica, insensibilidade a solventes e temperatura, condi¢fes amenas e
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versatilidade, também foi utilizada no estudo descrito nesse projeto. A propriedade que
distingue a cromatografia por exclusdo é que o gel é constituido de macromoléculas que tém
ligagdes cruzadas, com afinidade pelos solventes, mas que neles sdo insolUveis. As particulas
estacionarias comp8em um gel, ndo carregado, inchado com o mesmo liquido que carrega as
substancias a serem separadas. O espaco entre as particulas é ocupado pelo liquido que flui
pelo material levando, ou ndo, as substancias a serem separadas. O carater da fase estacionaria
controla 0 movimento das substéncias, variando suas velocidades e assim promovendo a
separacdo (Collins,C.H.; Braga,G.L. 1997).

Comumente, a cromatografia convencional ndo é suficientemente eficaz para separar
quantidades em gramas de estruturas quimicas proximas. Por outro lado, técnicas de
cromatografia liquida sob pressdo, como a CLAE preparativa, com a fase estacionaria de
baixa granulometria, realizam separagdes mais dificeis gracas a melhores fatores de separacao

(Hostettmann,K.; Queiroz,E.F.; Vieira,P.C. 2003).

1.3 O Género Astronium

O género Astronium, pertencente a familia Anacardiaceae, € composto por cerca de 35
espeécies, sendo tipico das regides norte e nordeste do Brasil. De acordo com a literatura,
apenas a espécie Astronium urundeuva foi investigada sob o ponto de vista farmacoldgico,
sendo detectada atividades antiulcerogénica (Bandeira, 1993; Rao,V.S.; Menezes,A.M.S.
1987), antiinflamatdria (Menezes,A.M.S; Rao,V.S.; Fonteles,M.C. 1985) e efeitos no transito
gastrintestinal (Menezes,A.M.S; Rao,V.S. 1988) e em colites (Rao,V.S; Menezes,A.M.S;
Vasconcelos,F.A. 1986). A casca e entrecasca de A. urundeuva s&o indicadas na medicina
popular contra diarréias. A casca também é usada no tratamento de hemorroéidas. O cha das
raizes € empregado contra reumatismo, das folhas no tratamento de Ulceras da pele e dos

frutos contra dor de dente (Almeida et al., 1998; Desmarchelier et al., 1999). Sob o ponto de



14

vista quimico, foram detectados e isolados polifendis (proantocianidinas) e ligninas da
madeira (Morais,S.A.L; Nascimento,E.A.; Queiroz,C.R.A.A. 1999; Queiroz, 2001) e as
chalconas urundeuvinas I, 11 e I11, responsaveis pelas atividades analgésica e antiinflamatoria
(Viana,G.S.B; Bandeira,M.A.M; Matos,F.J.A 2003). Nas espécies A. graveolens e A.
fraxinifolium foram avaliados somente os Oleos essenciais (Maia,J.G.S; da Silva,M.H.L;
Andrade,E.H.A. 2002; Chen,T.K.; Wiermer,E.D.; Howard,J.J. 1984), sendo que em A.
graveolens um desses compostos volateis mostrou atividade repelente a insetos.

Desta forma, percebe-se que a investigacdo desse importante género vegetal ainda é
incipiente. O estudo de espécies de Astronium contribuird de forma significativa para o
conhecimento da quimica deste género, uma vez que quase nao ha dados sobre este aspecto.

A espécie escolhida para este estudo, A. graveolens (Figura 1), assim como outras
espécies de varias familias estudadas pelo grupo ( Laboratério de Fitoquimica do Instituto de
Quimica- Unesp Araraquara), faz parte de um levantamento etnofarmacolégico de plantas do
cerrado dos Estados de Séo Paulo e Tocantins, realizado pela Prof. Dra. Clélia Akiko Hiruma-
Lima do Instituto de Biociéncias — Botucatu/ UNESP, bidloga do grupo de pesquisa, e sdo

usadas pela populacdo local como planta medicinal.



| Astronium graveolens Jacq Famjlia Anacardiaceae

Figura 1. Foto da espécie em estudo, Astronium graveolens (Lorenzi, H., 1998.)
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2. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

e Solventes: Solventes PA: Acetato de etila, hexano, metanol (Marca Synthlab).
Metanol e acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt-), agua purificada em sistema Milli Q
e acido trifluoroacético (TFA) (Riedel-de Haén+). Solvente deuterado: DMSO-d6.

* CCDC: Placas preparadas de silica gel 60 (Merck:) (20 x 20 cm x 0,2 mm). Como
reveladores foram utilizados luz UV (254 e 366 nm) (Chromatovue:) e
Anisaldeido/H,SO,, seguido de aquecimento em estufa.

* Sistema de Permeacdo em Gel: Coluna de vidro preenchida com Sephadex LH-20¢
(57 cm x 3,0 cm d.i.) acoplada a uma bomba peristaltica modelo P1 18-1110-91
(Pharmaciar) e a um coletor automatico Redifrac (Pharmacia). O solvente (metanol)
foi bombeado para a coluna com o auxilio da bomba peristaltica em um fluxo de 0,5
mL/min. Foram coletadas fracdes com aproximadamente 10 mL cada uma;

* Evaporador Rotativo: As concentracfes das solucdes foram realizadas em
evaporador rotativo modelo Laborota 4001 — efficient, marca Heidolph-, equipado
com bomba a vacuo modelo Rotavac valve control Heidolphe.

* Balanca: Balanca (Marte:, AL 200) com capacidade para 200g e precisdo de 0,001g
para pesagem das fracOes e balanca (Quimis:, BG 4000) com capacidade para 4.040g e
precisdo de 0,01g para pesagem dos extratos.

e Centrifuga: CELM+, COMBATE, a 2500 rpm.

* Espectrofotometro Ultravioleta: A leitura no ultravioleta-visivel foi realizada no
Espectrofotdmetro Hachs, modelo DR/4000U, cubeta de quartzo de 1,0 cm®, para

medicdo dos valores de absorbancia das solu¢des no experimento com DPPH.
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Espectrometro de Infravermelho: O espectro de infravermelho foi obtido em um
aparelho Fourier Transform Infrared Spectrometer, modelo FT/IR — 4100 Jascor, por
reflectancia difusa com insercéo direta da amostra no compartimento de leitura.

RMN *H: O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio foi obtido em
espectrometro Varian® INOVA 500, operando a 500 MHz para o hidrogénio em 11,7
T. Foi utilizado TMS como padréo interno.

CLMP: O equipamento utilizado na cromatografia liquida de média pressdo é da
marca Buchi, acoplado a duas Bombas Mddulo C-601 que possibilitam gradiente
binario de solvente.

CLAE: Cromatdgrafo analitico modelo PU-2089 (Jasco®), acoplado a um detector de
arranjo de fotodiodos (DAD, Jasco®), modelo MD-2010 e a um injetor automatico
modelo AS-2055, Rheadyne:. Coluna: ODS-Csg, fase reversa, Synergi Hydro (250 x
4.6 mm i.d.; 4 um, Phenomenex®) e uma coluna de guarda (Phenomenex®) de 4x3

mm.
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3. OBJETIVOS
v' Contribuir para uso sustentavel do bioma do Estado de Sao Paulo;

v' Dar continuidade ao estudo integrado quimico-farmacoldgico de plantas
medicinais, através do fracionamento quimico das folhas de Astronium graveolens Jacq

(guarita), ocorrente no Bioma do Estado de Sao Paulo.

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécie Astronium graveolens foi coletada no Bosque dos Jequitibas, municipio de
Campinas/SP em outubro/2007. Foi identificada pelo botanico Jorge Tamashiro do Instituto
de Biociéncias da UNICAMP e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario UEC, com o

numero de registro 148133.

4.2. Obtencao dos extratos de Astronium graveolens

O material vegetal, depois de separado em folhas e caule, foi seco em estufa a 40 °C
com ventilagdo forcada e triturado em moinho de facas. 237 g de folhas foram,
exaustivamente, extraidas com etanol por maceracdo, a temperatura ambiente, para que apos
concentracdo do extrato em evaporador rotativo a pressdo reduzida, fornecesse 48,4 g de
extrato bruto etanélico. Em seguida, o extrato bruto etandélico foi solubilizado em H,O/MeOH
(20:80, v/v) e submetido a parti¢do liquido-liquido com hexano, seguido de acetato de etila,
fornecendo ao final 3 extratos: de polaridades baixa (extrato hexanico), média (extrato em

acetato de etila) e alta (extrato hidroalc6olico), como esté ilustrado na figura 2:
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Folhas secas
e moidas (237 g)

Ext.maceragao EtOH
(x2L)
25°C- até exaustao

Ext.bruto
etanolico
48,49 ( 20,4%)

ext. bruto EtOH ext. bruto EtOH
25g 23,4 g (bioensaio)

parti¢ao liquido-liquido
1) MeOH/H,0 (8:2) (300 mL)
2) hexano (5 x 300 mL)

ext. hexanico extr.
442 hidroalcodlico
1) + 20% H20
2) AcOEt (5 x 300 mL)
ext. AcOEt extr.
3,829 hidroalcodlico
16,70 g

Figura 2. Obtencdo do extrato bruto e das fracdes de particdo liquido-liquido das folhas de

Astronium graveolens.

Uma aliquota de 20,0 mg de extrato em AcOEt foi solubilizada em 1,0 mL de
H,O/MeOH 05:95 v/v para realizacdo de clean-up e posterior analise em CLAE-DAD. O
clean-up foi realizado em cartucho preenchido com silica de fase reversa (Cig), ativado com
5,0 mL de MeOH e ambientados com 5,0 mL de H,O/MeOH 05:95 v/v. Apds a aplicacdo da

amostra no cartucho e eluicdo do material aplicado, foi passado mais 1,0 mL do sistema
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H,0/MeOH 05:95 v/v. Todo o material eluido foi seguido de filtragdo em membrana de teflon
(0,22 wm) e a solucdo da amostra acondicionada em vial de 2,0 mL.

O perfil cromatografico foi avaliado utilizando cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
analitico acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos e a um injetor automatico. A analise
foi feita em Coluna ODS-C;g Synergi Hydro (250 x 4.6 mm i.d.; 4 um). Fase movel:
H,O+TFA 0,05% (A); ACN+TFA 0,05% (B). Sistema de eluicdo gradiente: 1 - 30% B (50
min), 30-100% B (10 min) e 100% isocratico (5 min). Fluxo = 1 mL/min, volume de injecéo

20 pL.

4.3. Fracionamento do extrato e isolamento dos constituintes quimicos das folhas de
Astronium graveolens
O extrato AcOEt das folhas (3,82 g) foi solubilizado em metanol (10,0 mL),
utilizando-se banho ultra-som por 10 minutos, em seguida centrifugado por 10 minutos,
separando-se 0 precipitado, do sobrenadante. O sobrenadante foi aplicado na coluna
cromatografica de permeacdo em gel, eluido com metanol, fornecendo 317 fracGes, as quais
foram reunidas em 17 fragcdes apds analise por CCDC. Algumas fracdes foram selecionadas
para continuar o fracionamento fitoquimico e isolamento das substancias (figura 3):
>> A fragdo 51-76 (371 mg) foi diluida em 5,0 mL de CHCIs, misturada a 150 mg de
silica e o solvente evaporado em rotaevaporador. A amostra impregnada no adsorvente foi
aplicada no topo da coluna de silica fase normal (15 cm) no momento de seu empacotamento.
A coluna foi acoplada a sistema de CLMP e a eluicdo foi realizada em modo gradiente,
iniciando-se com CHCI; 100% e aumentado-se a quantidade de metanol gradativamente até
100%. Foi utilizado um fluxo de 3,0 mL/min. Apés andlise por CCDC, foram obtidas 25

fracdes cuja analise esta em andamento.



21

>> A fracdo 129-135 (126 mg) foi diluida em 5,0 mL de sistema MeOH/H,0 (5:95 v/v),
filtrada em um pequeno chumago de algodao e aplicada com auxilio de uma seringa de vidro
no sistema CLMP, acoplado a uma coluna empacotada com Cjg (150 mm x 1,5 mm). A
eluicdo das subfracGes foi realizada em modo gradiente, iniciando-se com sistema
MeOH/H,0 (5:95 v/v) e aumentado-se a quantidade de metanol gradativamente até 100% |,
foi utilizado um fluxo de 2,5 mL/min. Apds anélise por CCDC, foram obtidas 17 fracGes, das
quais trés foram caracterizadas como substéancias puras, sem etapas posteriores de purificacao:
subfracdo 46-51 como galato de metila (Agl 16 mg); subfracdo 27-34 como acido galico (Ag2
13 mg) e subfracdo 85-99 como quercetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (Ag4 17 mg).
Embora em mistura, a partir da subfracdo 74-84, foi possivel identificar a substancia Ag3 (14
mg). >> Condi¢bes cromatograficas para analise de Agl e Ag2: Fase movel: MeOH + TFA
0,05% (C), ACN + TFA 0,05% (B) e H,O + TFA 0,05% (A). Coluna Phenomenex® Synergi
Hydro RP18 (250 x 4.6 mm i.d.; 4 um), CLAE (Jasco®), fluxo 1,0 mL/min. Sistema de
eluicdo isocratico terciario: 11% C + 2% B. >> Condicdes cromatogréaficas para analise de
Ag3 e Ag4: Coluna ODS-Cyg Synergi Hydro. Fase movel: H,O+TFA 0,05% (A); ACN+TFA
0,05% (B). Sistema de eluicdo gradiente: 15-22% B (25 min), 22-40% B (15 min), 40-78% B
(5 min), 78-100% B (5 min) e 100% isocratico (5 min). Fluxo =1 mL/min, loop 20 pL.

>> A fragdo 136-177 (267 mg) foi submetida a fracionamento idéntico a fragdo anterior.
Foram obtidas 20 subfragdes, e algumas listadas no fluxograma abaixo foram analisadas por
CLAE analitico. Condicao de analise: Coluna ODS-Cyg Synergi Hydro (250 x 4.6 mm i.d.; 4
um, Phenomenex®). Fase mével: H,O+TFA 0,05% (A); ACN+TFA 0,05% (B). Sistema de
eluicdo gradiente: 15-22% B (25 min), 22-40% B (15 min), 40-78% B (5 min), 78-100% B (5
min) e 100% isocratico (5 min). Fluxo = 1 mL/min, loop 20 pL. Todas as amostras foram
filtradas em membrana de teflon (0,22 um) e a solu¢do (MeOH/H,0, 10:90, v/v) da amostra

acondicionada em vial de 2,0 mL.
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>> A fracdo final da Sephadex (300 mg) foi submetida a fracionamento no sistema
CLMP em condicdes idénticas as fragdes anteriores, obtendo 24 subfracfes das quais duas
foram analisadas por CLAE analitico. Condi¢do de analise: Coluna ODS-C;g Synergi Hydro
(250 x 4.6 mm i.d.; 4 um, Phenomenex®). Fase mével: H,O+TFA 0,05% (A); MeOH+TFA
0,05% (B). Sistema de eluicdo isocratico: 15% B (40 min). Fluxo = 1 mL/min, loop 20 pL.
Todas as amostras foram filtradas em membrana de teflon (0,20 um) e a solugédo (MeOH/H,0,
10:90, v/v) da amostra acondicionada em vial de 2,0 mL. A subfracdo 4-10 foi identificada

como a substancia Agl e a subfragdo 33-45 como a mistura das substancias Agl e Ag2.

Extrato em AcOEt
{ Astronium ganeolens — folhas)
3,829

Sephadesx LH-20

17 fragbes

Fragéo 32-50
147 mg

Fragéo 51-76

Fracdo129-135

Fragédo136-177

Fracdo178-230

371mg

126 mg

267 mg

145 mg

Fracéo Final
300mg

CLMP §
( coluna silica 15 cm)
CHCI,Me0H - gradiente

H,0/MeOH - gradiente

CLMP6
(coluna silica 15cm)

CLMP 1

( coluna C18 15 cm)
H20 /MeOH - gradiente

4 fragbes 25 fragbes 17 fragbes 20 fragdes 4 fragbes 24 fragbes
Seréo analisadas posteriormente Fraghodo-51 Serdo analisadas posteriormente
1 Acido Gilico —
Andlise das fracoes 13mg Andlise CLAE .DAD
em andamento. " Fragaal 3 por CLAE-DAD
|| Galatlosc::umema Fragaod-10
L | (Ag7
Ag3Fragao74-84 22mg
Quercetina-3-0-p -D-
I Glicopiranosideo
14mg Fragao33-45
AgdFracaoss-99 L{ (AgT+Ag2)
Quercetina-3-0-2-L 32myg
— Ramnopiranosideo
17mg

CLMP 2
( coluna C1815 cm)
H0 #eOH - gradiente

CLMP 3
( coluna C1815 cm)
H0 MeOH - gradiente

CLMP 4
( coluna C18 15 cm)
H;0 MeOH - gradiente

Figura 3. Fracionamento do extrato AcOEt das folhas de A.graveolens.
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4.4 Ensaio antioxidante

O potencial antioxidante dos extratos em acetato de etila, aquoso e hidroalcéolico das
folhas de A. graveolens foram avaliados através de ensaio espectrofotométrico, modificado
(Blois, 1958; Choi et al., 2002), na regido do visivel, utilizando uma solucdo de DPPH
0,004% em metanol, o qual é adicionado a solucdo das amostras em analise. Solugdes estoque
dos extratos de particdo e dos padrdes séo preparadas a partir de 2,5 mg da amostra em 10,0
mL de metanol. Em seguida, sdo feitas diluigdes para as concentracfes de 5, 10, 20, 40, 80 e
160 ug/mL. A cada 1,0 mL da amostra € adicionado 2,0 mL da solucdo de DPPH e apds 30
minutos de reacdo, as absorbancias das solu¢des sdo medidas a 517 nm. A solucéo referéncia
é constituida de 2,0 mL da solucdo de DPPH acrescido de 1,0 mL de metanol. O
espectrofotdbmetro foi calibrado com metanol. A atividade seqlestradora de radical livre de
cada amostra foi calculada pela inibicdo do DPPH (diminuicdo da absorbancia), de acordo
com a equacao: %A = (A — A/ Ap) x 100 (Ao — absorbancia do DPPH em metanol; A —
absorbancia da amostra apos 30 min). Os valores obtidos foram plotados em um gréafico de %
de variacdo da absorbancia versus concentracdo da amostra. Foram utilizados padrbes de

quercetina, acido galico, acido elagico e rutina.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Estudo do extrato em acetato de etila das folhas de Astronium graveolens

Para avaliagdo do perfil quimico, a fim de se determinar as principais classes de
metabolitos secundarios presentes no extrato AcOEt de A. graveolens, foi realizada uma
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
fotodiodos.

Dentre todos os comprimentos de onda o qual foi avaliado o extrato, aquele que se

mostrou mais representativo foi 254 nm e o cromatograma resultante estd mostrado na (figura

4):
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Figura 4. Cromatograma do extrato em acetato de etila das folhas de A. graveolens.
CondicBes cromatograficas descritas na Metodologia Experimental. [*derivados de &cido

galico; “derivado do &cido cafeoilquinico; ¢ flavonoides)

Baseado na literatura (Salminen et al., 1999) e na comparacdo com padrdes, 0S
espectros de ultravioleta observados (figura 5), sugerem que o extrato ACOEt é composto por
substancias derivadas do &cido gélico, derivadas do acido cafeoilquinico e também por

flavonoides.
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Figura 5. Espectros no ultravioleta das classes de substancias presentes em A. graveolens (A

— derivados de acido galico: B — derivados de &cido cafeoilquinico; C — flavonoides).

A cromatografia em camada delgada confirmou a presenca de flavonoides, pela
coloracdo amarelada desenvolvida antes e apds a revelagdo das placas com solugdo de

anisaldeido/acido sulfurico, como pode ser visto na placa de reunido das fracdes (figura 6):

& 1 Q.QQQ% AAARANS

¢ P
Wi
,.

Figura 6. Placa cromatografica de algumas fracdes reunidas obtidas da CPG.

A grande abundancia e diversidade dos flavonoides sugerem que eles sejam
importantes para as plantas superiores. Contudo ndo esta claro que também o sejam para o
homem. De fato, pode-se inferir que 0s seres humanos ingerem muitos gramas de flavonoides
diariamente, sendo encontrados com frequéncia nas frutas e em muitas outras espécies

vegetais, no vinho, em cereais e ocasionalmente em corantes alimenticios.

O emprego terapéutico de plantas contendo flavonoides é vasto e, em muitos casos,

empirico. Embora alguns resultados tenham mostrado que os flavonoides possam apresentar
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efeito mutagénico, em geral, sdo considerados como benéficos. Alguns medicamentos sdo
elaborados a partir dessa classe de substancias, em particular para doengas circulatorias,
hipertensdo e agindo como cofator da vitamina C. Outras pesquisas sugerem que alguns
flavondides sdo responsaveis por acdo antitumoral consideravel, podendo ainda agir como
antivirais, anti-hemorragicos, hormonais, antiinflamatérios, antimicrobianos e antioxidantes, o
que faz a pesquisa desses metabolitos importante do ponto de vista cientifico

(Barreiros,A.L.B.S.; David,J.P.; David,J.M. 2006).

5.2 Avaliacéo do potencial antioxidante das folhas de Astronium graveolens

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a propriedade antioxidante em extratos e
substancias isoladas consiste em utilizar a atividade sequestradora do radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila). Por acdo de um antioxidante, o DPPH é reduzido formando o
difenilpicrilhidrazina, monitorado pelo decréscimo de absorbancia.

De acordo com os dados obtidos (Figura 7) o extrato AcOEt das folhas de A.
graveolens mostrou propriedades antioxidantes semelhantes aos padrdes utilizados, mesmo
em baixas concentracdes. Provavelmente a presenca de flavonoides é responsavel pela
atividade observada. Os extratos aquoso e hidroalcoolico tem capacidade de sequestrar

radicais livres somente em altas concentragdes.
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Figura 7. Gréafico da capacidade sequestradora de radicais livres dos extratos obtidos das

folhas de Astronium graveolens, frente ao reagente DPPH.

De modo geral, os polifendis e em particular os flavonoides possuem estrutura ideal
para o sequestro de radicais sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E. A
atividade antioxidante dos flavonoides depende da sua estrutura e pode ser determinada por
cinco fatores: reatividade com agente doador de H e elétrons; estabilidade do radical flavonoil
formado; reatividade frente a outros antioxidantes; capacidade de quelar metais de transigéo e
solubilidade e interacdo com membranas (Barreiros,A.L.B.S.; David,J.P.; David,J.M 2006).
Quanto maior o numero de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de H e elétrons.
Flavonoides monoidroxilados apresentam atividade muito baixa, por exemplo, a 5-hidroxi-
flavona tem atividade ndo detectavel (Cao,G.H.; Sofic,E.; Prior,R.L. 1997). Entre o0s
flavonoides diidroxilados destacam-se aqueles que possuem o sistema catecol (3’, 4”-
diidroxi) no anel B. Os flavonoides com multiplas hidroxilas como a quercetina e a luteolina
possuem forte atividade antioxidante quando comparados ao a- tocoferol ,3- caroteno e &cido

ascorbico (Yang et al , 2001).
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5.3 Identificacéo das substancias isoladas de Astronium graveolens

Agl galato de metila

A substancia Agl foi identificada a partir de experimentos de comparagéo por CLAE
usando banco de padr@es, apds verificacdo de similaridade entre tempo de retencdo e maximo
de absorcdo na regido do UV, uma aliquota de Agl foi misturada com padrdo auténtico de

galato de metila e sua identificacdo confirmada apos experimento de co-injecao (figura 8):

mv
PDA-254nm
—

001 Agl Agl + GM

0 5 10 15 20 25 30 35 Minutes 40

Figura 8. Cromatograma de analise por CLAE-DAD do experimento de co-injecdo de Agl
com padrdo comercial de galato de metila. Condi¢bes cromatograficas descritas na

Metodologia Experimental.

Foi realizado também, experimento de espectrometria de absorcdo na regido do
infravermelho para as substancias Agl e Ag2.

Para a substancia Agl foram observadas as absorcées em v(cm™) (figura 9): 3286, 16686,
1603, 1535, 1431, 1306, 1259, 1202, 1035, 994 e 775, as quais estdo de acordo com dados da

literatura (Sigma-Aldrich, 2009).
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Figura 9. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para a substancia Agl.

Ag2 acido galico

Anadlise da substancia Ag2 por CLAE-DAD analitico exibiu um Unico pico
cromatografico com maximo de absorcdo na regido do UV de 275 nm, caracteristico do acido
3,4,5-triidroxi benzdico e a confirmacao da identificacdo da substancia Ag2 como sendo acido

galico foi feita com experimentos de co-injecéo entre a amostra Ag2 com padrdo auténtico de

acido galico (figura 10).

400
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Figura 10. Cromatograma de analise por CLAE-DAD do experimento de co-injecdo de Ag2

com padrdo comercial de acido galico. Condi¢do cromatografica descrita na parte

Metodologia Experimental.

Para a substancia Ag2 foram observadas as seguintes absorcdes em v(cm™) (figura 11):
3277, 1663, 1604, 1536, 1424, 1382, 1307, 1259, 1222, 1026, 866 e 734, as quais estdo de

acordo com dados da literatura (Sigma-Aldrich, 2009).
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Figura 11. Espectro de absorcédo na regido do infravermelho para a substancia Ag2.
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Ag3 Quercetina-3-0O-B-D-glicopiranosideo

A substancia Ag3 foi obtida como um sélido de cor amarela. Sua estrutura foi
determinada por anélise do espectro de RMN de ‘H, mesmo estando impura, e por
comparacdo do espectro no ultravioleta com padréo de flavonoides.

O espectro de RMN *H de Ag3 (figuras 12 e 13) apresentou sinais caracteristicos de
anéis aromaticos de um flavonoide. O anel B foi caracterizado pela presenca de dubleto em 8
6,85 (J = 9,0 Hz) e de um multipleto em & 7,57 — 7,59. O anel A foi caracterizado pelos
dubletos em & 6,21 e 6,41 de J = 2,0 Hz, tipico de hidrogénios em posi¢cdo meta. Ainda com
relacéo ao espectro de RMN *H, foi observado sinal em & 5,45 (J = 7,5 Hz) e caracteristico de
hidrogénio anomérico de acticar. Como resultado da anélise do espectro de RMN *H, pode-se
sugerir que a substancia é um derivado da quercetina e esta substituida por um glicosideo
(Tabela 1). Para confirmacdo da substancia foi realizada analise por CLAE, descrita ap0s

determinacdo estrutural de Ag4.
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Figura 12. Espectro de RMN de *H da substancia Ag3 (500 MHz, DMSO-gs).
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regido dos hidrogénios aromaticos e do hidrogénio anomérico.

Ag4 Quercetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (Quercitrina)

A substancia Ag4 foi isolada como um sélido de cor amarela, caracteristica de
flavonoides.

O espectro de RMN *H da substancia Ag4 (figuras 14 e 15) apresentou Varios sinais na
regido de hidrogénios aromaticos, cujos acoplamentos séo caracteristicos de um flavonoide. O
anel B foi caracterizado pela presenca de dubleto em 6 7,31 (J = 2,0 Hz), duplo dubleto em &
7,26 (J = 2,0 e 8,4 Hz) e dubleto em & 6,87 (J = 8,4 Hz). O anel A foi caracterizado pelos
dubletos em & 6,39 e 6,21, de J = 2,0 Hz, tipico de hidrogénios em posicao meta. Ainda com
relagio ao espectro de RMN *H, foi observado sinal em & 5,26 (J = 1,5 Hz) e caracteristico de
hidrogénio anomérico de aclcar em posicdo equatorial. A determinacdo de qual aclcar se
trata, foi evidenciada pela presenca de um dubleto em & 0,82 (J = 6 Hz) referente aos

hidrogénios metilicos de rhamnose.

Como resultado da anélise do espectro de RMN *H, pode-se sugerir que a substancia é

um derivado da quercetina e possui uma unidade de rhamnose em sua estrutura (Tabela 1).
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Figura 14. Espectro de RMN de *H da substancia Ag4(500 MHz, DMSO-g).
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Figura 15. Expanses do espectro de RMN de 'H da substancia Ag4 (500 MHz, DMSO-):
a) hidrogénios do anel B; b) hidrogénios do anel A; c) hidrogénio anomeérico; d) hidrogénios

metilicos da rhamnose.




Tabela 1. Dados de RMN *H para as substancias Ag3 e Ag4 (500 MHz, & em ppm, DMSO-).

Posicdo 'H 8) - Ag3 'H(3) - Agd
2 - -
3 _ -
4 _ )
5 - -
6 6,21 (d, J = 2 H?) 6,21 (d, J = 2 H2)
7 - -
8 6,41 (d, J = 2 H?) 6,39 (d,J = 2 H)
9 - -
10 - -
1’ - -
2 7,57 -17,59 (m) 7.31(d, J = 2 H2)
3’ _ -
4’ - -
5 6,85 (d, J = 9,0 H2) 6,87 (d, J = 8,4 H2)
6 7,57 7,59 (m) 7,26 (dd, J = 2 ¢ 8,4 Hz)
1 5,45 (d, J = 7,5 Hz) 5,26 (d, J = 1,5 H?)
2 3,24 (m) 3,99 (dd, J= 1.5 € 3.2 H2)
3" 3,33 (m) 352 (dd, J=3.2¢€ 92 H2)
47 3,10 (m) 3,16 (t, J= 9.2 Hz)
5 3,24 (m) 3,20-3,27 (m)
6" 3,58 (dl, J = 11,3Hz) 0,82 (d,J = 6 Hz)
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A confirmacdo das estruturas das substancias Ag3 e Ag4 foi realizada por analise em
CLAE-DAD, por comparacdo com padrdes através do tempo de retencdo e espectro no

ultravioleta (figura 16).
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27,77 Min
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LI |, T T T
200 250 300 350 400

Figura 16. Substancia Ag4: a) cromatograma analitico; b) espectro no UV. Substancia Ag3:
c) cromatograma analitico; d) espectro no UV. Condi¢Oes cromatograficas descritas na

Metodologia Experimental.

O conjunto dos dados obtidos confirma a substancia Ag3 como sendo quercetina-3-O-
a-L-rhamnopiranosideo (quercitrina) e a substancia Ag4 como quercetina-3-O-p-D-

glicopiranosideo.
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Figura 17. Estrutura quimica geral e especifica das substancias Ag3 e Ag4.

Flavonoides sdo reconhecidos por apresentarem, no geral, duas bandas de absorgéo

referentes aos dois sistemas aromaticos encontrados nas agliconas: a Banda I, com maximos

na faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel A e a Banda I, com méaximos na faixa

espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel B (figura 18a) (Merken & Beecher, 2000). A

Banda | é associada a absorcdo do Anel B, que possui o sistema cinamoil com maior extensdo

da conjugacdo eletronica. A Banda Il é atribuida ao Anel A, que envolve a absorcdo do

sistema benzoil de menor conjugacéo (figura 18b).
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Figura 18. a) Espectro no ultravioleta caracteristico de flavonoides. b) Estrutura geral de um

flavonoide, com os anéis A e B em destaque.
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5.4 Estudo das subfragdes obtidas do fracionamento CLMP 2
Algumas subfrac¢des obtidas da fracdo 136-177 foram analisadas por CLAE-DAD para
verificacdo de complexidade e confirmagdo da constituicdo quimica, ja que, por CCDC, as

subfracGes se mostraram ricas em flavondides.

Na figura 19, encontram-se 0s cromatogramas analiticos obtidos, seguindo as
condi¢Bes cromatograficas estabelecidas por Rodrigues et al (2008), e desta forma, os
flavonoides eluidos na faixa de 25 a 35 minutos podem ser considerados monoglicosidicos.
Isto se confirmou na andlise das substancias Ag3 e Ag4 em que seus tempos de retencao
foram 27,7 e 32,4 min, respectivamente. As subfracdes analisadas sdo constituidas de
flavonoides, de acordo com os espectros no ultravioletas observados, e apresentaram pouca

complexidade cromatografica (figura 19).
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Figura 19. Cromatogramas analiticos obtidos para as subfracbes de CLMP 2: a) 123-127 (45
mg); b) 130-132 (68 mg); ¢)133-134 (64 mg); d)143-155 (48 mg). CondicOes cromatograficas

descritas na Metodologia Experimental.
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Ainda, pode-se verificar que a cromatografia de média pressdo foi eficiente na

separacdo de grupos de substancias e ndo em isolamento de substancias puras. Todavia, nos

grupos de metabdlitos, algumas substancias se repetem, variando apenas sua concentracao

(figura 20).
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Figura 20. ExpansGes e comparacfes dos cromatogramas analiticos obtidos para as

subfragées de CLMP 2: b) 130-132 (68 mg) ; €)133-134 (64 mg); d)143-155 (48 mg).

Condic¢es cromatograficas descritas na Metodologia Experimental.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O fracionamento do extrato em questdo em equipamento de CLMP se mostrou
bastante eficiente ja que através dessa teécnica foram obtidas fragdes enriquecidas das
substancias: Agl - galato de metila; Ag2 — &cido gélico; Ag3 — quercetina-3-O-p-D
glicopiranosideo; Ag4 — quercetina-3-O-a-L ramnopiranosideo. Sendo que Ag3 e Ag4 sao
flavonoides monoglicosilados.

Na avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos (acetato de etila, aquoso e
hidroalcodlico) das folhas de A. graveolens demonstrou-se que o extrato em acetato de etila
apresenta consideravel atividade antioxidante, provavelmente devido a sua composicao rica
em flavonoides e derivados do acido galico como demonstrou o estudo de seu perfil quimico.

Assim, o isolamento dos metabdlitos do extrato AcOEt das folhas de Astronium
graveolens da continuidade ao importante trabalho de conhecimento da quimica desse género
de plantas, ao mesmo tempo em que contribui para o estudo quimico-farmacologico de
plantas medicinais. Permitiu também, o contato e a familiarizacdo com as técnicas
cromatograficas empregadas no isolamento e identificacdo de substancias presentes em

plantas.
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