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Relatério Descritivo de Patente de Invencao para "EXTRATO -
VEGETAL PADRONIZADO, PROCESSO PARA PREPARAGCAO DE EX-
TRATO DE PLANTAS DO GENERO SCLEROLOBIUM, COMPOSIGAO
COSMETICA, COMPOSIGAO FARMACEUTICA E USO DO REFERIDO
EXTRATO".

Campo da invengao

A presente invencao refere-se a um processo para preparagao
de extratos obtidos de plantas do género Sclerolobium e da utilizagao destes
extratos como antioxidantes e para atividade antienvelhecimento em compo-
sicoes cosméticas e farmacéuticas.

Antecedentes da invencg¢ao

A pele é talvez o 6rgao do corpo humano mais exposto ao es-
tresse oxidativo, incluindo fontes endégehas (enzimas, células, processos
patolégicos e doencgas) e fontes exdgenas (poluentes, gases atmosféricos,
radiacao e diversas substancias quimicas) de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que incluem radicais superéxido, radicais de 6xido nitrico e oxigénio
sihglete. Injuria oxidativa em componentes da pele como lipideos, DNA e
proteinas podem interferir significativamente nas fungdes normais da pele,
alem de induzir processos patolégicos como inflamagéo e cancer.

Os mecanismos mais especificos de defesa da pele contra o es-
tresse oxidativo incluem enzimas de atuacgao direta (SOD, catalase, peroxi-
dases) e de suporte (G6PD, xantina oxidase) e moléculas antioxidantes de
baixo peso molecular de atuacao indireta (agentes quelantes) ou de agao

direta (agentes sequestradores de radicais livres). Estes ultimos incluem

- substancias sintetizadas pelas células (GSH, NADH, carnosina) e substan-

cias obtidas de fontes alimentares (carotenos, tocoferéis, polifenéis, acidos
ascérbico e lipbico, etc.). Apesar do mecanismo seqilestrador de radicais
livres ser efetivo somente em altas concentragoes relativas dos sequestrado-
res de radicais, suficientes para competir com os alvos biolégicos em relagao
as espécies deletérias, ele ainda possui varias vantagens em relagao ao sis-
tema de defesa oxidativo enzimatico (KOHEN et al 1999).

Estudos tém demonstrado que a epiderme tem atividade antioxi-
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dante muito maior que a derme, indicando que a epiderme é muito mais sus-
ceptivel ao estresse oxidativo que a derme. Foi demonstrado que em decor-
réncia do envelhecimento da pele, ocorre uma diminui¢gao significativa no
poder redutor dos antioxidantes de baixo peso molecular da pele (KOHEN
1999). Assim, durante o processo de envelhecimento, € desejavel que seja
adicionado topicamente, substancias contendo agentes antioxidantes a fim
de restaurar, ou aumentar a concentracao local dos antioxidantes no tecido
cutaneo.

Agentes antioxidantes podem ser supridos pela alimentagao
sendo encontrado em alimentos de origem vegetal como, o tomate, a melan-
cia, a beterraba, o pimentao, a cenoura, a acerola, o mamao papaia, a laran-
ja, o liméo, o melao, o brécolis, 0 morango, a manga, o kiwi, a couve, a ervi-
lha, o caju, as nozes, a avela, a batata doce, a aveia, o abacate, os cereais
integrais, a abébora, o repolho, o espinafre, o agriao, o cha, o alecrim, o to-
milho, bem como de origem animal como, por exemplo, da carne, dos ovos,
do leite, do peixe, das ostras, das aves e dos mariscos. Podem também ser
fornecidos por suplementacgao alimentar.

Entretanto, sabe-se que nas etapas de absorgao, solubilidade e
transporte dos agentes antioxidantes ocorre uma perda significativa dessas
substancias, fazendo com que apenas uma reduzida quantidade dessas
substancias efetivamente chegue a pele. A aplicagao tépica, tem a vantagem
de possibilitar a concentracdo de agentes antioxidantes na regido da pele
em que ha maior necessidade de protecao.

No entanto, a viabilizacao de uma formulagao contendo agentes
antioxidantes visando a aplicagao tépica requer a transposi¢cao de alguns
obstaculos, como por exemplo, a instabilidade da molécula. A instabilidade
da molécula, evita a obtencao de uma formulagao cosmética estavel e apro-
priada para consumo. Além disso, muitas dessas substancias sao intensa-
mente coloridas, restringindo as caracteristicas estéticas do produto.

Finalmente, os antioxidantes precisam ter também efeitos foto-
protetores incluindo reducao de eritema, reducao de formagao de “sunburn

cell’, redugao de danos no DNA como ocorréncia de dimeros de timina ou
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nucleotideos oxidados, redugdo da imunossupressao por UV, redugao de
anomalias pigmentares e, eventualmente, redugao de cancer de pele e foto-
envelhecimento (Pinnell, et al. 2003).

Portanto, agentes antioxidantes capazes de remover ROS ou de
inibir a peroxidacgao lipidica podem ser efetivamente utilizados na protegao
ou tratamento de patologias relacionadas as espécies de radicais livres de
oxigénio e para prevenir o envelhecimento (ou os sintomas de envelheci-
mento cuténeo).

Substancias antioxidantes podem também ser obtidas a partir de
vegetais nao utilizados na alimentagcdo humana, como ja documentado nas
patentes US 2003/0170332 e WO 2004/009575, sendo obtidos a partir espé-
cies da familia Pinaceae (US 2003/0170332), da familia Typhaceae (WO
2004/009575).

Nao ha registro de substancias antioxidantes obtidas a partir de
espécies do género Sclerolobium spp da familia Leguminosae, com excegao
de estudos conduzidos pelos requerentes do presente pedido.

O género Sclerolobium spp pertencente a familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinioideae compreende as espécies S. aureum, S. denuda-
tume S. paniculatle que sao arboreas. A espécie S. aureum, também co-
nhecida como fede-fede, gongalo-do-campo e pau-bosta, tem porte médio,
casca aspera e descamante, clara, ramos jovens pubescentes; folhas alter-
nas, compostas imparipinadas, com 5 a 9 foliolos opostos ou subopostos,
ovais e oblongos, base obtusa a arredondada, apice agudo a arredondado,
com cerca de 7 cm de comprimento e 3,5 cm de largura, glabros a pubes-
centes. Suas flores sdao amarelo-ouro, aromaticas, dispostas em paniculas
terminais amplas. Seus frutos sao do tipo vagem oblonga, achatada, indeis-
cente. A espécie S. paniculatum, também conhecida como taxi-branco, car-
voeiro e passariliva, € uma arvore de grande porte, tronco ereto, casca es-
branquicada, aspera a estriada em arvores jovens, fendilhada em arvores
mais velhas, ramos jovens pubérulos; folhas alternas, compostas imparipi-
nadas, com 4 a 8 pares de foliolos glabros ou com pélos claros esparsos na

face inferior, oblongos, base arredondada a obtusa, levemente inequilatera,
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apice acuminado, com cerca de 7 a 3 cm de largura. Possui flores amarelo-
esverdeadas, pequenas, dispostas em paniculas terminais e fruto tipo va-
gem plana elipséide (DURINGAN, et al. 2004).

As trés espécies citadas ocorrem no Brasil: S. aureum ocorre em
éreaé de cerrado tipico e em cerraddo. S. paniculatum ocorre na Amazoénia,
mas também esta bem distribuida por todo o territério brasileiro, em diferen-
tes tipos de solo. Esta € uma espécie potencial para a recuperagao de solos
degfadados e enriquecimento de capoeiras (DIAS et al 1991). Em plantios,
apresenta crescimento rapido, elevada produgao de liteira e capacidade de
associar-se com bactérias do género Rhizobium, fixadoras de N, potencial.
S. denudatum é arvore endémica da Mata Atlantica, mais frequentemente
encontrada nas areas de floresta ombroéfila densa, embora atualmente rara.

Esqualeno é usado como ingrediente em formulagdes cosméti-
cas por suas propriedades fotoprotetoras (HE et al 2002). O a-tocoferol (vi-
tamina E) € um dos antioxidantes naturais mais importantes, principalmente
por seu efeito inibidor da peroxidagao lipidica (KATSANDIS et al 1999). Ad-
ministracao tépica de lupeol numa dose de 1-2 mg/rato preveniu a formacao
e crescimento de um modelo de cancer induzido por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (SALEEM et al 2004). Foi também de-
monstrado que lupeol recupera danos em fragmentos de carboidratos de
DNA, causados por radicais livres, sendo também capaz de diminuir os ni-
veis de peroxidagao lipidica microssomal induzida por ascorbato de ferro in
vitro (SULTANA et al 2003). A administragcdo de lupeol por 10 dias, em do-
ses de 40-80 mg/kg de massa corpérea do animal, resultou em diminuigao
nos teores de uréia e creatinina no sangue e diminuigao da peroxidagao lipi-
dica. Simultaneamente, um aumento no contetdo de glutationa no sangue e
da atividade da catalase sob as condi¢gbes de nefrotoxicidade induzida por
cisplatina também foi observada (SHIRWAIKAIR et al 2004). Esses dados
possibilitam relacionar lupeol como um antioxidante efetivo com efeito quimi-
oprotetor (TOLSTIKOVA et al 2006). Lupeol inibe a peroxidagao lipidica in-
duzida por sais de cobre (ANDRIKOPOULOS et al 2003) Lupeol possui tam-

bém atividade antiinflamatéria, por interferir na biossintese de prostaglandi-
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nas, inibindo a sintese de PGE2 (RAMIREZ-APAN et al 2004, REYES et al
2006). Lupenona possui significativa atividade inibitéria em virus herpes
simplex HSV-1 e HSV-2 e também em virus da febre suina africana (ASFV)
(MADUREIRA et al 2003). Atividades antifungica (Saccharomyces cerevisae
e Microsporum gypseum), bactericida (Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Pseudomonas pyocyanea, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus) e anti-
oxidante (inibicdo da peroxidacao lipidica) da lupenona foram relatadas (KIM
et al 2001).

Flavonodides, mais especificamente aqueles contendo unidades
catecolicas (orfo-diidroxifenilas) em sua estrutura quimica, como os deriva-
dos de quercetina e aqueles contendo unidades de pirogalol (1,2,3-
triidroXifeniIas), como os derivados de miricetina, podem atuar como micro-
moléculas antioxidantes tanto na supressao de espécies de oxigénio reativas
através da inibicao de enzimas e da quelagéo de elementos tragos, ambos
envolvidos na produgao de radicais livres; como no sequestro de espécies
de oxigénio reativas e também na indugao e protecado das defesas antioxi-
dantes (PIETTA 2000). Mais especificamente, tem sido demonstrado que
flanénoides inibem enzimas responsaveis pela produgcéo de anions supero-
xidos, como xantina oxidase e proteina C quinase. Flavonéides inibem tam-
bém ciclooxigenases, lipoperoxidases, monooxigenases mitocondriaias, glu-
tationa-S-transferase, succiniloxidase mitocondrial e NADH oxigenase, todas
envolvidas na formacdo de espécies de oxigénio reativas (URSINI et al
1994, BROWN et al 1998). Flavonoéides quelam eficientemente metais tra-
¢os, como ferro e cobre, que desempenham papel importante na formacgéo
de espécies reativas de oxigénio, sendo que a presenc¢a de unidades cate-
col, pirogalol e dos grupos 4-oxo juntamente com 5-hidroxi sdo fundamentais
para a eficiéncia dessa quelagao. De forma complementar, devido ao baixo
potencial redox destas substancias (0,23 < E; <0,75 V), os flavonodides sao
termodinamicamente capazes de reduzir radicais livres altamente oxidados,
com potencial redox entre 2,13 — 1,0 V, tais como radicais superéxido, pero-
xila, alcoxila e hidroxila, através da doagao de hidrogénio radicalar (BUETT-
NER 1993; ROBAK, & GRYGLEWISKI 1988; HUSSAIN et al 1987; TOREL
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et al 1986).

A literatura patentaria menciona o uso de Sclerolobium spp em 2
documentos, WO 00/03749 e WO 00/03748. Em ambos, este género & suge-
rido como fonte de triterpenos utilizados em processos de regulagao de
crescimento de cabelo.

Portanto, nao ha registro do uso de Sclerolobium spp como fonte
de agentes antioxidantes.

Sumario da invengao

A presente invencao se refere a um processo de extracao carac-
terizado por compreender as etapas de:

a) contactar o material vegetal escolhido de plantas
pertencentes ao género Sclerolobium com, pelo menos, um sol-
vente de extragcao adequado;

b) agitar a mistura; e

c) separar a fase liquida da fase sélida.

E um objeto da presente invengdo o uso de plantas do género
Sclerolobium spp na obtengao de substancias antioxidantes e/ou antiinflama-
torias.

E também objeto da presente invengao, proporcionar um pro-
cesso de obtencdo de extratos vegetais organicos e hidro-alcodlicos a partir
de extratos vegetais de Sclerolobium spp.

Mais particularmente a presente invengao refere-se a um pro-
cesso para preparagdao de um extrato de plantas do género Sclerolobium
compreendendo as etapas de submeter folhas de plantas de Sclerolobium a
uma extracdo com hexano para obtencdo de um extrato contendo compo-
nentes lipofilicos.

Ainda mais particularmente a presente invengéo refere-se a um
processo para preparagao de um extrato de plantas do género Sclerolobium
compreendendo as etapas de:

a) submeter folhas de plantas de Sclerolobium a uma extragao
com hexano para obtengao de um extrato contendo componentes lipofilicos;

b) submeter o residuo obtido em (a) a uma extragdo com uma
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solugdo aquosa de etanol para obtengdo de um extrato hidroalcoodlico con-
tendo componentes hidrofilicos.

De uma forma ainda mais particular a presente invencao refere-
se a um processo para preparacao de um extrato de plantas do género Scle-
rolobium compreendendo as etapas de:

a) submeter folhas de plantas de Sclerolobium a uma extragao
com hexano para obten¢ao de um extrato contendo componentes lipofilicos;

b) submeter o residuo obtido em (a) a uma extragao com uma
solugdo aquosa de etanol para obtengdo de um extrato hidroalcodlico con-
tendo componentes hidrofilicos;

c) misturar os extratos obtidos em (a) e em (b) obtendo-se um
extrato Unico contendo tanto fragées enriquecidas com componentes lipofili-
cos quanto fragdes enriquecidas com componentes hidrofilicos.

O exemplo de tecido vegetal inclui, mas nao se limita as folhas
da espécie de Sclerolobium spp.

Breve‘descricéo das fiquras

A Figura 1 mostra diagramas esquematicos que demonstram os
procedimentos utilizados para a obtencdo das substancias antioxidantes e
das fragdes antioxidantes lipofilica (FAL) originada do extrato orgéanico e hi-
drofilica (FAH) originada do extrato hidro-alcodlico, a partir de folhas de es-
pécies de Sclerolobium spp. PE-DVB: poliestireno-divinilbenzeno.

A Figura 2 mostra as substancias antioxidantes presentes nos
extratos e fragcoes antioxidantes (FAH e FAL) de Sclerolobium paniculatum,
Sclerolobium aureum e Sclerolobium denudatum: a-tocoferol (1), esqualeno
(2), lupeol (3), lupenona (4), miricetina-3-O-galactopiranosideo (5), miriceti-
na-3-O-ramnopiranosideo (6), quercetina-3-O-galactopiranosideo (7), quer-
cetina-3-O-arabinopiranosideo (8), quercetina-3-O-ramnopiranosideo (9),
miricetina-3-O-(3"-galoil-ramnopiranosideo) (10), miricetina-3-O-(2"-galoil-
ramnopiranosideo) (11).

A Figura 3 mostra os cromatogramas obtidos em cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa dos extratos organicos de Sclero-

lobium aureum (A), de Sclerolobium denudatum (B), de Sclerolobium panicu-
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latum (C) e de agentes antioxidantes (D) utilizados como padrao: y-tocoferol
(11,01 min), lupenona (11,96 min) a-tocoferol (12,75 min) e esqualeno
(20,19 min).

A Figura 4 mostra os cromatogramas obtidos em cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa dos extratos hidro-alcoélicos de
Sclerolobium aureum (A), de Sclerolobium paniculatum (B), de Sclerolobium
denudatum (C) e dos padroes utilizados: miricetina (13,06 min), quercetina-
3-O-arabinopiranodiseo (17,03 min), quercetina 2"-O-galoil-
ramnopiranosideo (22,38 min) (D).

A Figura 5 mostra as atividades seqiiestradoras do radical DP-
PH apresentadas pelos extratos hidro-alcodlicos de Sclerolobium aureum
(W: agua; EtOH: etanol).

A Figura 6 mostra as atividades sequiestradoras do radical DP-
PH apresentadas pelos extratos hidro-alcodlicos de Sclerolobium denudatum
(W: agua; EtOH: etanol).

A Figura 7 mostra as atividades sequestradoras do radical DP-
PH apresentadas pelos extratos hidro-alco6licos de Sclerolobium panicula-
tum (W: agua; EtOH: etanol).

A Figura 8 mostra a atividade sequestradora do radical DPPH
pelos flavonéides glicosilados, que correspondem aos numeros de 5 a 11 na
Figura 2. A rutina, solubilizada em metanol, foi utilizada como padrao positi-
VO.

A Figura 9 mostra a avaliagao da protecao a peroxidacao lipidi-
ca durante 1 e 2 horas de lipossomos tratados com amostras de extratos
obtidos de folhas de S. aureum. O extrato hidro-alcodlico 50% (SaHA), o ex-
trato organico (SaH) e a fragdo dos antioxidantes lipofilicos (SaFAL) foram
administrados aos lipossomos em concentragées variando de 40 e 400
pg/ml.

A Figura 10 mostra a avaliacao durante 1 e 2 horas da protecao
a peroxidacao lipidica de lipossomas tratados com misturas de agentes anti-
oxidantes hidrofilicos e lipofilicos obtidos de extratos de folhas de S. aureum:
extrato hidro-alcodlico 50% (SaHA) e o extrato organico (SaH) 60:40 (m/m),
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e a mistura contendo o extrato hidro-alcodlico 50% (SaHA) e a fragao antio-
xidantes lipofilicos (SaFAL) 50:50 (m/m). As duas misturas foram adminis-
tradas na concentragcao 40 pg/ml.

A Figura 11 mostra o rendimento, em relagcdo a massa de folha
seca utilizada, de obtengao de todos os flavondides glicosilados a partir dos
extratos hidro-alcodlicos de trés espécies de Sclerolobium spp.

A Figura 12 mostra o rendimento dos derivados glicosilados dos
flavonodides miricetina e quercetina nos extratos de folhas das trés espécies
de Sclerolobium. Resultado expresso em miligramas de flavonéide por gra-
ma de folhas secas.

A Figura 13 mostra as fotos ilustrativas das fragbes e imagem
da placa de CCDC em silica gel das fragdes F1, F2 e F3 do extrato orgénico,
apos a extragao em fase sélida utilizando carvéao ativo.

A Figura 14 mostra os cromatogramas das fragées F1, F2 e F3
obtidas de extratos de folhas secas de Sclerolobium aureum, obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV). Os cromatogramas foram
obtidos em 200 nm utilizando-se coluna C18, eluida com acetonitrila a 2,0 mi
min'. Cada amostra foi injetada em volume de 10 pl.

A Figura 15 mostra os cromatogramas das fracoes XAD-A em
agua (A), XAD-B em agualetanol 1:1 (B), XAD-C em etanol (C) e XAD-D em
acetato de etila (D), do extrato hidroalcodlico, obtidos por cromatografia li-
quida de alta eficiéncia (CLAE-UV). Os cromatogramas foram obtidos a
254nm utilizando-se coluna C18, eluida com 16 a 21% acetonitrila em 13",
21% para 35% de acetonitrila em 25min, 35% de acetonitrila até 30min com
fluxo de 1,5ml min™". Cada amostra foi injetada em volume de 20ul.

Descricao detalhada da invencao.

Para o efeito desta invengao, as seguintes siglas e abreviagoes
serao utilizadas:

ACN — Acetonitrila

AcOEt — Acetato de etila

CC —Cromatografia em coluna

CCD - Cromatografia em camada delgada
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CCDC- Cromatografia em camada delgada comparativa

CDCI; - Cloroférmio deuterado

CLAE- Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DAD- Detector de arranjo de diodos

DMSO - Dimetilsulfoxido

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

EH — Extrato apolar ou hexanico

EHA — Extrato polar ou hidro-alcodlico

EM — Espectrdmetro de massas

EtOH- Etanol

FAH — Fracao enriquecida em antioxidantes hidrofilicos

FAL - Fragao enriquecida em antioxidantes lipofilicos

Hex — Hexano

HOAc — Acido acético

IES — lonizagao por eletronspray

MeOH - Metanol

RMN - Rssonancia magnética nuclear

SFB — Soro fetal bovino

SPMH — Sclerolobium paniculatum — extrato misto (hexanico +
hidroalcodlico)

TMS - Trimetilsilano

UV - Ultravioleta

VIS - Visivel

A presente invengao combina extratos e fragbes polares e apola-
res, associando antioxidantes e quimioprotetores hidrofilicos e lipofilicos, de
forma a se obter efeitos aditivos na protegao contra a peroxidagao lipidica.
Além disso, na presente invencao propdem-se procedimentos para a obten-
¢ao das fragdes antioxidantes FAH e FAL com auséncia de pigmentos, pos-
sibilitando a preparagao de formulagdes cosméticas mais atraentes.

Na presente invencao, optou-se por estudar espécies do género
Sclerolobium spp, uma vez que as espécies deste género sao endémicas no

Brasil.
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Além disso, a presente invengao propde a padronizagao de ex-
tratos de folhas de Sclerolobium spp, visando a exploragdo das mesmas
como matérias-primas fonte de antioxidantes naturais, aplicaveis em formu-
lacGes cosméticas.

A madeira de espécies de Sclerolobium ja é utilizada em carvoa-
ria e a viabilizagdo desta invencgado utilizando as folhas de espécies deste
género, hoje totalmente descartadas, proporcionara aumento do valor agre-
gado ao cultivo de Sclerolobium spp, estimulando a agricultura familiar e a
recuperacao da densidade arb6rea em areas degradadas.

O processo de extracdo caracterizado por compreender as eta-
pas de:

a) contactar o material vegetal escolhido de
plantas pertencentes ao género Sclerolobium com, pelo menos,
um solvente de extragao adequado;

b) agitar a mistura; e

C) separar a fase liquida da fase solida.

De acordo com uma concretizagao preferida da invengao,
a etapa de agitacao (b) é realizada por sonicacao e a etapa de separacgao
das fases liquida e sélida é realizada por centrifugagao.

Preferencialmente o processo da presente invenc¢ao inclui as
seguintes etapas:

a) secagem do tecido vegetal;

b) trituracao do tecido vegetal do item a); e

c) extragao com solvente organico do material do item b).

Exemplos de tecidos de plantas sdo, mas ndo estao limitados a,
Sclerolobium aureum, Sclerolobium paniculatum, Sclerolobium denudatum e
mistura dos mesmos. Os niveis mais altos de ativos foram detectados nas
folhas mas podem ser usados também caule, raiz, fruto, flores e mistura dos
mesmos.

Como exemplo de tecido vegetal pode-se citar, sem se limitar a,
folhas da espécie de Sclerolobium spp. Os maiores teores dos ativos foram

encontrados nas folhas. Exemplos de solvente organico descritos no item c)
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e e) sao solventes organicos apolares, como éteres, diclorometano, cloro-
formio, acetato de etila, sendo preferencialmente hexano.

Opcionalmente, o extrato vegetal pode ser clareado através de
resinas de clareamento que é escolhida do grupo que compreende as resi-
nas de extragdo de pigmentos vegetais como celite® e derivados desta, car-
vao ativo, divergan®F, acetato de polivinila, etil celulose, polimetilmetacrilato,
copolimero metacriloetil-betaina/metacrilato, copolimeros de acidos metacri-
licos, copolimeros aminoalquiilmetacrilatos, ftalato celulose acetato, poli-N-
vinil piperidona, poli-N-vinil-2-caprolactam, poli-N-vinil-3-metil-2-caprolacam,
poli-N-vinil-3-metil-2-piperidona, poli-N-vinil-4-metil-2-piperidona, poli-N-vinil-
4-metil-2-caprolactam, poli-N-vinil-3-etil-2-pirrolidona, poli-N-vinil-4,5-dimetil-
2-pirrolidona e mistura destes.

A obtencao dos extratos hidro-alcodlicos de espécies do género
Sclerolobium incluem as seguintes etapas:

a) secagem do tecido vegetal;

b) trituracao do tecido vegetal do item a); e

c) extragdo com solugao hidro-alcodlica do material do item b).

Um exemplo de solugdo hidro-alcodlica inclui, mas nado se limita
a solugao etanol:agua 1:1 (v:v) podendo ser utilizado também metanol, pro-
panol ou isopropanol, sendo preferencialmente etanol.

Opcionalmente, o extrato vegetal pode ser clareado através de
resinas de clareamento que é escolhida do grupo que compreende as resi-
nas de extracao de pigmentos vegetais como resinas de troca idnica como
resinas de polimeros mistos de poliestireno-divinilbenzeno (XAD-4%), carvao
ativo, divergan F (PVP), acetato polivinila, etil celulose, polimetilmetacrilato,
copolimero metacriloetil-betaina/metacrilato, copolimeros de acidos metacri-
licos como o Eudragit L 100®, Eudragit L 125®, Eudragit L 100-55%, Eudragit
L 30D-55°, copolimeros aminoalkilmetacrilatos, ftalato celulose acetato, e
mistura destes, poli-N-vinil piperidona, poli-N-vinil-2-caprolactam, poli-N-vinil-
3-metil-2-caprolacam, poli-N-vinil-3-metil-2-piperidona, poli-N-vinil-4-metil-2-
piperidona, poli-N-vinil-4-metil-2-caprolactam, poli-N-vinil-3-etil-2-pirrolidona,

poli-N-vinil-4,5-dimetil-2-pirrolidona, similares e mistura das mesmas.
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Portanto, de acordo com a presente invencao foi verificado que
tecidos de espécies de Sclerolobium, mais especificamente folhas, quando
sdo submetidos a extragdes sucessivas com solventes organicos como he-
xano e com misturas hidro-alcodlicas, particularmente etanol/agua, provém
extratos e fragbes com propriedades antioxidantes.

Conforme ja mencionado acima, o género Sclerolobium pertence
a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae. As espécies S. aureum,
S. denudatum e S. paniculatum sao arbéreas sendo que S. aureum, também
conhecida como fede-fede, gongalo-do-campo ou pau-bosta, tem porte mé-
dio, casca aspera e descamante, clara, ramos jovens pubescentes; folhas
arternas, compostas imparipinadas, 5 a 9 foliolos opostos ou subopostos,
ovais e oblongos, base obtusa a arredondada, apice agudo a arredondado,
cerca de 7 cm de comprimento e 3,5 cm de largura, glabros a pubescentes;
flores amarelo-ouro, aromaticas, dispostas em paniculas terminais amplas;
fruto vagem oblonga, achatada, indeiscente. Ocorre em areas de cerrado
tipico e em cerradéo.

S. paniculatum conhecido como taxi-branco, carvoeiro ou passa-
rilva, € uma arvore de grande porte, tronco ereto, casca esbranquicada, as-
pera a estriada em arvores jovens e fendilhada em arvores mais velhas, ra-
mos jovens pubérulos; folhas alternas, compostas imparipinadas, 4 a 8 pares
de foliolos glabros ou com pélos claros esparsos na face inferior, oblongos,
base arredondada a obtusa, levemente inequilatera, apice acuminado, cerca
de 7 cm a 3 cm de largura; flores amarelo-esverdeadas, pequenas, dispos-
tas em paniculas terminais; fruto vagem plana elipséide (Duringan, G. et al.,
Plantas do Cerrado Paulista, Paginas & Letras Editora e Grafica, Sao Paulo,
2004). Ocorre na Amazoénia, mas também esta bem distribuida por todo o
territério brasileiro, em diferentes tipos de solo. Em plantios, apresenta cres-
cimento rapido, elevada produgao de liteira e capacidade de associar-se
com bactérias do género Rhizobium, fixadoras de N, — estas informagoes a
qualificam como espécie potencial para a recuperagao de solos degradados
e enriquecimento de capoeiras (Dias et al. Pesq. Agropec. Bras. 1991, 26:

69-76). S. denudatum, por sua vez, é arvore endémica da Mata Atlantica,
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mais frequentemente encontrada nas areas de floresta ombréfila densa, em-
bora atualmente rara. As espécies de Sclerolobium sao tipicamente utiliza-

das na producgao de celulose, de laminados e de carvao vegetal.
As extracoes com solventes organicos de material de espécies
5 de Sclerolobium e mais particularmente de suas folhas, levam a obtencéao de
fragoes compreendendo antioxidantes lipofilicos e antioxidantes hidrofilicos.
Os antioxidantes lipofilicos incluem esqualeno, a-tocoferol, lupeol e lupenona

representados pelas seguintes formulas:
HO

o) X B X

. a-Tocoferol (1) Esqualeno (2)

, .

10 Luperol (3) Lupenona (4)
Ja os antioxidantes hidrofilicos compreendem flavonéides glico-

silados tais como:

OH OH OH OH OH
Miricetina-3-O-galactopira-  Miricetina-3-O-ramno  Quercetina-3-O-

nosideo (5) piranosideo (6) galactopiranosideo (7)
OH OH

OH

15  Quercetina-3-O-arabinopiranosideo (8) Quercetina-3-O-ramnopiranosideo (9)
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Miricetina-3-O-(3"-galoil- Miricetina-3-O-(2”-galoil-ramnopi
ramnopiranosideo) (10) ranosideo) (11)

O extrato compreendendo as fragdes lipofilicas e hidrofilicas,
que apresenta propriedades antioxidantes, é util para uso em composi¢oes
cosméticas ou farmacéuticas.

De acordo com uma concretizagao preferida do processo de ex-
tracdo da presente invencao tecidos de espécies de Sclerolobium, mais es-
pecificamente folhas, sdo secos a sombra ou, preferivelmente, em estufa
com circulagéo de ar a cerca de 40° C, e moidos. A seguir esse material ve-
getal seco e moido é submetido a extragbes sucessivas com solventes or-
ganicos, a saber, com hexano e subsequentemente com misturas hidro-
alcodlicas, de preferéncia misturas etanol/agua 1:1 (V/v).

A fragédo enriquecida em antioxidantes lipofilicos (FAL) e sem
pigmentos interferentes, mais especificamente clorofilas, € preparada atra-
vés do tratamento do extrato hexanico com pelo menos um substrato adsor-
vente de origem natural, sendo preferencialmente utilizada proporgao extra-
to/substrato igual a 1:4 (m/m). A fragdo obtida, eluida com hexano, contém
esqualeno (1), a-tocoferol (2), lupenona (3) e lupeol (4). O extrato lipofilico (o
extrato hexanico) e a FAL contém preferencialmente substancias antioxidan-
tes representadas pelas formulas 1 a 4, com teores variando entre 0,001 —
1% e 0,01 - 10 %, respectivamente. A faixa de teores de substancias antio-
xidantes se deve a variagOes sazonais e a variagdes interespécies.

A fragéo enriquecida em antioxidantes hidrofilicos (FAH) € pre-
parada através do tratamento do extrato hidroalcodlico, mais especificamen-
te do extrato etanol/agua 1:1 (v/v), com pelo menos uma resina polimérica

mista de adsorcéo, eluida inicialmente com agua para eliminagao de aguca-
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res e outras substancias polares, e em seguida com misturas de eta-
nol/agua, preferencialmente com solugéo etanol/agua 60:40 (v/v). O extrato
hidroalcodlico e a FAH contém preferencialmente substancias antioxidantes
representadas pelas formulas 5 a 11, com teores entre 0,001 — 1% e 0,01 -
15 %, respectivamente. A faixa de teores de substancias antioxidantes se
deve a variagoes sazonais e a variagoes interespecies.

As substancias obtidas de acordo com a invengéao e representa-
das pelas féormulas quimicas 1-11 acima possuem atividades antioxidantes
pelas tais como atividade seqiiestradora de radicais livres 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH). As Figuras 1 a 4 apresentam graficos que demonstram
resultados de seqiiestro de radicais livres de varias fragdes obtidas de acor-
do com a presente invengao.

O extrato hexanico e o extrato hidroalcodlico foram analisados
por processo de extracao em fase sodlida eluindo a amostra em gradiente
Hex — AcOEt — MeOH sobre adsorvente de fase normal e cromatografia li-
quida de fase reversa respectivamente, onde foram verificados os compos-
tos ilustrados nas figuras 1 a 11 e mencionados no fluxograma encontrado
no exemplo 1 mais adiante. Estes compostos se mantém, ou seja, sao verifi-
cados nas fragdes antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (FAL e FAH).

Os extratos hexanicos e hidro-alcodlicos, bem como as fragbes
FAL e FAH poderao ser adicionados isoladamente, combinados em variadas
proporgdes ou serem combinados com outras substancias antiradicalares
para a preparagao de formulagdes cosméticas e farmacéuticas nas quais
atuarao como sistemas antioxidantes.

Exemplo 1

Material vegetal. As folhas de Sclerolobium paniculatum foram
coletadas no Instituto Florestal de Assis, em Assis-SP, no dia 18 de julho de
2003, enquanto a espécimen Sclerolobium aureum foi coletada em uma pas-
tagem, proximo ao Km 376 da SP-333, no municipio de Assis, na mesma
data. A espécimen Sclerolobium denutatum foi coletada no Campus da USP,
na cidade de Sao Paulo em setembro de 2003.

Exemplo 2 - Obtengédo e quantificagao dos extratos hexani-
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cos das folhas de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum.

Extrato hexénico: 500 mg de folhas secas a sombra e moidas
foram extraidas com 5 ml de hexano por sonificagao (30 min). Apés centrifu-
gacao (10 min, 1200 rpm) o sobrenadante (extrato hexanico) foi removido.
Esse procedimento foi repetido 5 vezes, fornecendo os extratos hexanicos 1,
2, 3, 4 e 5, que ap6s tomada de aliquotas para pesagem e andlise por CLA-
E, foram reunidos. Nestes extratos foram quantificados a-tocoferol, y-
tocoferol, esqualeno e lupenona.

Exemplo 3

A. Clareamento do extrato hexanico

O extrato hexanico de S. aureum foi submetido a extracdo em
fase solida utilizando-se trés fases estacionarias distintas, carvao ativo, celi-
te® e divergan. O objetivo das extracdes foi obter uma fragdo rica em com-
ponentes antioxidantes e com pouco ou henhum pigmento.

B. Clareamento do extrato hexanico com carvao ativo:

Foi utilizada uma coluna de vidro, contendo 5,0g de carvao ativo.
Uma mistura contendo 9,0g de amostra e 40g de carvao ativo foi suspensa
em hexano e aplicada na coluna. A eluicao da amostra foi feita com: 300ml
de hexano (F1), 250ml de hexano/AcOEt (9:1) (F2), e 750ml de AcOEt (F3).
A adicao de 40g de carvao ativo a 9g de amostra de extrato € indispensavel
para o clareamento do extrato. Outras opgbes de solventes apolares tam-
bém podem ser usadas como misturas de hexano com cloroférmio, dicloro-
metano, acetona, isopropanol, éteres, sendo preferencialmente utilizada a
mistura hexano/AcOEt.

As fragbes F1 e F2, eluidas com hexano e hexano/AcOEt (9:1),
respectivamente, no processo de extragdo em fase sélida utilizando carvao
ativo, apresentaram, visualmente, pouco ou nenhum pigmento, e apenas a
fracdo F3 apresentou pigmentacdo verde um pouco mais intensa (Figura
13), entretanto, as analises por CCDC e CLAE (Figuras 13 e 14) mostraram
que todas as fragbes obtidas apresentam substancias antioxidantes, visto
que F1 é rica em esqualeno, F2 contém principalmente lupenona, alfa-

tocoferol e esqualeno e F3 é rica em lupenona e esqualeno. A fragao F1 re-
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presenta cerca de 13% do extrato hexanico bruto (Tabela 1). Pode-se con-
cluir, portanto, que o procedimento de extragcdo em fase sélida utilizando
carvao ativo apresenta um bom potencial de utilizagédo no processo de re-
mogao de pigmentos, permitindo obter fragdes ricas em substancias antioxi-
dantes e com teor reduzido de pigmento.

Tabela 1. Rendimento em massa de obtencao de extrato orga-
nico obtido a partir de folhas secas de Sclerolobium aureum, de acordo com
a etapaffracao do processo de remocao de pigmentos utilizando extragao

em fase sélida com carvao ativo.

Fragao Extrato Rendimento
(MQ extrato /g foihas) (%)
F1 131 13.1
F2 53 53
F3 129 12,9
Total 313 31,3
Exemplo 4

Obtencédo e quantificagao dos extratos hidro-alcodlicos das
folhas de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum.

A. Testes de extragao

Na busca do melhor sistema de solvente para extragcdo dos fla-
vondides glicosilados nas folhas de Sclerolobium spp, foi realizada a extra-
¢dao com EtOH, agua e EtOH/agua em trés propor¢des distintas (25:75;
50:50 e 75:25). Os extratos hidrofilicos obtidos em cada uma das extragées
foram analisados por CLAE-UV e os flavonéides glicosilados foram quantifi-
cados. O teor de flavonodides dos extratos de cada planta, em miligramas de
flavonoides por grama de folha seca, € mostrado na Figura 11. No mesmo
experimento foi quantificado, apos hidrélise, o teor das agliconas quercetina
e miricetina em cada extrato obtido. O resultado desta quantificacdo é mos-
trado na Figura 12.

Os teores de flavonoides nos extratos apresentam diferencas
significativas entre as trés plantas estudadas, entretanto, o melhor rendimen-

to de extracao para as trés espécies, em termos de miligrama de flavonéide
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por grama de folha seca, foi obtido quando se utilizou mistura de EtOH/Agua
na proporcao de 1:1. Nos sistemas de solventes testados a proporgao de
flavonoéides quercetina e miricetina glicosilados permanecem praticamente
inalterada, de forma que o sistema de solvente que apresenta o maior ren-
dimento de flavondides totais &, também, o que apresenta melhor rendimen-
to para os derivados glicosilados de quercetina e miricetina.

B. Extrato hidro-alcodlico: o material vegetal ja extraido com
hexano foi submetido a extragao com 5 ml MeOH/agua 1:1 (v/v) por sonifica-
¢ao (30 min). Ap6s centrifugagéo (10 min, 1200 rpm) o sobrenadante (extra-
to hidro-alcodlico) foi removido. Esse procedimento foi repetido 5 vezes, for-
necendo os extratos hidro-alcodlicos 1, 2, 3, 4 e 5, que apds tomada de ali-
quotas para pesagem e analise por CLAE, foram reunidos. Nestes extratos
foram quantificados os flavonéides glicosilados.

Exemplo 5

A. Clareamento do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico de S. aureum foi submetido a extragao
em fase sélida utilizando-se trés fases estacionarias distintas, carvao ativo,
XAD-4 e divergan F. O objetivo das extracdes era obter uma fragao rica em
componentes antioxidantes e com pouco ou nenhum pigmento.

B. Clareamento do extrato hidroalcodlico

B.1. Com carvao ativo p.a. (Synth): foi utilizada uma coluna de
vidro, contendo 5,0g de carvao ativo. Uma aliquota contendo 1,0g de extrato
hidroalcodlico foi suspensa em agua e aplicada na coluna. A eluicao da a-
mostra foi feita com: 25ml de agua (SAEC1), 25ml de EtOH/Agua (1:1) (SA-
EC2), 25ml de EtOH (SAEC3) e 25ml de AcOEt (SAEC4). EtOH pode, em
uma modalidade, ser substituido por outros alcodis, como metanol, propanol
ou isopropanol; e AcOEt pode ser substituido por acetona ou acetonitrila.

B.2. Com Divergan F (Basf): foi utilizada uma coluna de vidro,
contendo 1,0g de Divergan F. Uma aliquota contendo 1,0g de extrato de hi-
droalcodlico e 5,0g de Divergan F foi suspensa em agua e aplicada na colu-
na. A eluigao da amostra foi feita com: 100m! de agua (SAED1), 100ml de
EtOH/Agua (25:75) (SAED2), 100ml de EtOH/Agua (50:50) (SAED3), 100ml



10

15

20

25

WO 2011/038472 PCT/BR2010/000321

20

de EtOH/Agua (75:25) (SAED4), 100m| de EtOH (SAED5) e 500mi de AcOEt
(SAEDG6). Em uma concretizagao alternativa, EtOH poderia ser substituido
por outros alcodis, como metanol, propanol ou isopropanol.

B.3.Com ambertlite XAD-4 (Sigma): foi utilizada uma coluna de
vidro, contendo 5,2g de XAD-4. Uma aliquota contendo 1,0g de extrato de
hidroalcodlico foi suspensa em agua e aplicada na coluna. A eluigdo da a-
mostra foi feita com: 25ml de agua (XAD-A), 25ml de EtOH/agua (1:1) (XAD-
B), 25ml de EtOH (XAD-C) e 25ml de AcOEt (XAD-D). EtOH, em uma con-
cretizacdo alternativa, pode ser substituido por outros alcodis, como meta-
nol, propanol ou isopropanol; AcOEt pode ser substituido por acetona ou
acetonitrila.

O melhor resultado foi obtido no tratamento do extrato hidroalco-
olico com XAD-4. Neste teste, foi aplicado cerca de 1g de extrato em 5g de
XAD-4. As fragbes A e B, eluidas respectivamente com agua e agua/EtOH
1:1 mostraram-se constituidas principalmente por flavondides glicosilados,
representado cerca de 15% do extrato bruto de partida (Tabela 2), e com
coloragao castanho claro, possibilitando sua utilizagdo como uma fragao en-
riquecida em antioxidantes hidrofilicos e pouco colorida.

Tabela 2. Rendimento de obten¢do de extrato-hidroalcodlico ob-
tido a partir de folhas secas de Sclerolobium spp de acordo com a eta-
palfragdo do processo de remogao de pigmentos utilizando extracéo em fase
sélida com XAD-4: eluicdo com agua (XAD-A), solugcado agua:etanol 1:1
(XAD-B), etanol (XAD-C) e acetato de etila (XAD-D). |

Fracao Extrato Rendimento
(Mg extrato/q folnas)- (%)
XAD -A 63,0 6,3
XAD -B 96,0 9,6
XAD -C 105,0 10,5
XAD -D 54,4 54
Total 318.,4 31,8

Os cromatogramas das fragdes obtidas do tratamento com XAD-
4 (Figura 15), revelam o perfil flavonoidico com picos mais intensos na fra-

¢ado XAD-B. A partir da fragdo XAD-C ocorre a co-eluigao de pigmentos, com
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a fragcao adquirindo tons mais escuros e esverdeados.

Exemplo 6

Analise quantitativa dos constituintes antioxidantes polares
e apolares, presentes respectivamente nos extratos hidroalcoolicos e
hexanicos de folhas de Sclerolobium spp.

Com o objetivo de avaliar quantitativamente o teor dos metabdli-
tos antioxidantes presentes nos extratos polares e apolares de folhas de das
trés espécies de Sclerolobium em estudo, foram estabelecidos dois métodos
cromatograficos em CLAE-DAD:

Analises qualitativas e quantitativas por CLAE

Extratos hexanicos: uma aliquota de 1ml de cada um dos ex-
tratos hexanicos de Sclerolobium aureum, Sclerolobium paniculatum e Scle-
rolobium denudatum foi filtrada e analisada por CLAE-DAD nas seguintes
condi¢oes cromatograficas:

Coluna: Phenomenex C- 18,5um (25 cm x 4.6 mm ID)

Fluxo: 2,0 ml min™.  Volume de injegao: 20 pl

Detecgao: UV- VIS, 200 e 290 nm.

Eluicao: Acetonitrila

Tempo de analise: 30 min.

Extratos hidro-alcodlicos: uma aliquota de cada um dos extra-
tos etandlicos de Sclerolobium aureum, Sclerolobium paniculatum e Sclero-
lobium denudatum foi filtrada e analisada por CLAE-DAD nas seguintes con-
dicbes cromatograficas:

Coluna: Phenomenex C-18, 5 um (25 cm x 4.6 mm D)

Fluxo: 1,5mlimin™'.  Volume de injegao: 20 pl

Deteccao: UV, arranjo de diodos.

Eluicdo: gradiente linear: 16% para 21% de B em 13min, 21%
para 35% de B em 25°, 35% de B até 30min.

A: Acido acético 0,5%

B: Acetonitrila

Cromatografo. Shimadzu LC-8A binario, com amostrador auto-
matico SIL-10AF e detetor UV-Vis SPD=10Avp. Aquisicdo e tratamento de
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dados foi feita com software Shimadzu CLASS-VP.

As Figuras 3 e 4 ilustram os cromatogramas obtidos para os ex-
tratos hexanicos e hidro-alcodlicos de folhas de Sclerolobium spp., respecti-
vamente. Para os extratos hexanicos maior semelhanga entre aqueles obtido
de folhas de S. aureum e S. paniculatum, enquanto o extrato hexanico de S.
denudatum revela um perfil mais complexo, porém com picos menos inten-
sos. Por outro lado, os extratos polares de S. denudatum e S. paniculatum
se distinguem facilmente do extrato polar de folhas de S. aureum pela au-
séncia picos representativos dos galatos de miricetrina (compostos 10 e 11,
Figura 2).

Depois de estabelecidas as condi¢des cromatograficas, foram i-
niciadas as analises quantitativas. Folhas de S. aureum, S. paniculatum e S.
denudatum foram submetidas a extragao com hexano por sonificagao e apos
centrifugacao o sobrenadante (extrato hexanico) foi removido. Esse proce-
dimento foi repetido cinco vezes, fornecendo os extratos hexanicos 1, 2, 3, 4
e 5. O residuo foi submetido a extragao com EtOH/Agua (1:1), repetindo-se
o mesmo procedimento, obtendo-se os extratos hidro-alcodlicos 1, 2, 3, 4 e
5. Os rendimentos obtidos para cada um das extragdes, em miligrama de
extrato por grama de folha seca, estdo expressos nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Rendimento de obtengao dos extratos organicos, a

partir de folhas secas de 3 espécies do género Sclerolobium spp.
Extragao S. aureum S. paniculatum S. denudatum

(MG extrato/q foinas) (MG extratd/q fomas) (MG extrato/q folhas)

12, 19,0 27,0 25,8

22, 8,6 11,6 9,2

3. 6,9 7,9 6,5

42, 5,9 52 5,1

53, 5,1 5,1 3,9
Total 45,5+ 0,5* 56,8 + 0,3* 50,6 + 0,4*

* Média + desvio padrao (?)

Tabela 4 - Rendimento de obtengdo dos extratos hidro-

alcoolicos, a partir de folhas secas de 3 espécies do género Sclerolobium
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spp: Sclerolobium aureum, Sclerolobium paniculatum e Sclerolobium debu-

datum.
Extracao S. aureum S. paniculatum S. denudatum
(MG extrato/q foihas) (MG extrato/ fothas) (M extrato/q folnas)
12, 158,9 345,6 139,8
22 113,2 79,3 61,8
32 58,5 31,0 21,8
43 16,8 17,3 11,8
52, 17,9 10,1 6,8
Total 365,2 + 3,5* 483,4 + 2,3* 242,0 +2,1*

* Média * desvio padrao (?)

As analises quantitativas nos extratos hexanicos, foram reali-

zadas utilizando a e y-tocoferdis, lupenona e esqualeno como padroes ex-

ternos (Tabela 5). Para quantificacao dos flavonéides glicosilados foram utili-

zados trés padrées: quercetina-3-O-arabinopiranosideo para a determinagao

do teor dos derivados quercetina-3-O-glicopiranosideos, miricetrina (miriceti-

na-3-O-ramnopiranosideo) para determinagcéo dos derivados miricetina-3-O-

glicopiranosideos e miricetina-O-(2"-galoil-ramnopiranosideo) para a quanti-

ficacao dos galatos de miricetrina (Tabela 6). Todas as analises foram reali-

zadas em ftriplicata.

Tabela 5. Parametros analiticos determinados para os pa-

droes lipofilicos a -tocoferol, y -tocoferol, lupenona e esqualeno.

Substéancia Linearidade Limite de de- | Limite de quantifica-
(Hg) tecgao (ng) ¢ao (ng)
a-Tocoferol 0,056-10,5 6,0 20
y-Tocoferol 0,03-9,0 9,0 30
Lupenona 0,10-10,5 6,0 20
Esqualeno 0,01-6,0 0,5 2

Tabela 6. Parametros analiticos determinados para os padrées

olares quercetina-3-O-arab, miricetina, miricetina-2"-galoil.

Limite de quantifi-

Substancia Linearidade Limite de de-
(1) teccao (ng) cacao (ng)
Quercetina-3-O-arab 0,08 -5,0 5,2 ng 16 ng
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Miricetina 0,03-5,0 4,3 ng 12 ng
Miricetina-2”-galoil 0,03-5,0 4,5 ng : 14 ng

Das trés espécies analisadas, a que apresentou folhas com mai-
or teor de antioxidantes lipofilicos foi, portanto a S. paniculatum com 0,64%
de tocoferol, 0,1% de lupenona e 0,2% de esqualeno, seguida pela S. au-
reum com 0,5% de tocoferol, e 0,04% de esqualeno. As folhas de S. panicu-
latum apresentam, ainda, 1,4mg/g de lupenona, sendo que esta nao foi de-
tectada em S. aureum (Tabela 7).

Tabela 7. Teores de a -tocoferol, y -tocoferol, lupenona e esqua-
leno nos extratos organicos obtidos a partir de folhas secas de 3 espécies do

género Sclerolobium spp. Média + desvio padrao.

Substancia S. aureum S. denudatum S. paniculatum
(Mg subst/g fothas) | (MG subst/g foihas) (Mg subst/q folhas)
a-Tocoferol 3,60+0,10 0,50 + 0,04 5,70+ 0,20
y-Tocoferol 1,13+ 0,06 0,29 £ 0,04 0,72+ 0,05
Lupenona ND* 0,08 + 0,01 1,46 +£ 0,03
Esqualeno 0,35+ 0,02 0,08 £ 0,01 1,99 + 0,06

* ND- Nao detectado

Os rendimentos obtidos para o extrato hexanico foram seme-
lhantes para as trés espécies de Sclerolobium, isto &€, da ordem de 50mg de
extrato por grama de folha seca.

Os rendimentos obtidos para o extrato hidro-alcoélico foram niti-
damente maiores para folhas de S. paniculatum (483,4 mg/g) e S. aureum
(365,4 mg/g), em relagao a rendimento obtido para folhas de S. denudatum
(242,0 mg/g). Teores maiores de flavonéides glicosilados também foram ob-
tidos em folhas de S. aureum (96,5 mg/g) e S. paniculatum (90,7 mg/g) (Ta-
bela 8). Desta forma, o extrato hidro-alcodlico de S. aureum contéem 26,4%
de flavonoides glicosilados, enquanto o extrato hidro-alcodlico de S. panicu-
latum contem 18,8% de flavonéides glicosilados. A presenca dos flavonoides
glicosilados ligados a uma unidade de &cido galico (miricetina-3-0-(2"-O-
galoil)-a-raminopiranosideo e miricetina-3-0-(3"-O-galoil)-a—ramino-

piranosideo) no extrato hidro-alcodlico de S. aureum, confere a este um



10

15

20

25

WO 2011/038472 PCT/BR2010/000321

25

maior potencial de utilizacdo como antioxidante frente aos outros extratos
testados, visto que, quando testados com DPPH, estes flavonbides apresen-
taram atividade antioxidante maior do que aqueles que apresentam apenas
a unidade glicosidica.

Tabela 8. Teores de flavonédides glicosilados totais obtidos em

extratos de folhas secas de 3 espécies do género Sclerolobium spp.

S. aureum S. denudatum S. paniculatum
(mg subsl./g folhas) ( mg subst./g foIhas) ( mg subst./g folhas)
Flavonoides totais 96,5+ 0,8 334+04 90,7+0,5

Exemplo 7

Isolamento e elucidagao estrutural de mais alguns metabdli-
tos antioxidantes polares do extrato hidro-alcodlico de folhas de S. au-
reum, o extrato com perfil quimico mais diversificado.

Parte do extrato hidro-alcodlico (~10 gramas) obtido de folhas de
S. aureum, obtido apés extracao exaustiva do material vegetal com EtOH-
agua 1:1 (v/v), isto é, extracao por pelo menos 5 vezes, foi submetido a ex-
tracdo em fase solida, utilizando-se C-18 como fase estacionaria, em uma
coluna de vidro com 10,0cm de altura e 9,5cm de diametro. A eluigao foi rea-
lizada em ordem decrescente de polaridade, utilizando-se os seguintes elu-
entes: metanol/agua (50:50), metanol/agua (90:10), MeOH, AcOEt e tolueno,
sendo obtidas as fragcbes FM1, FM2, FM3, FM4 e FM5, respectivamente
(Fig.1). A fragdo MeOH/Agua (90:10) (FM2) foi submetida a CLAE preparati-
vo, sendo isoladas as substancias FM-P1 (7mg) e FM-P2 (24mg) e FM-P3
(3mg), FM-P4 (25mg), FM-P61 (13mg), FM-P53 (5mg) e FMP62 (17mg).

A. Fracionamento cromatografico. Para cromatografia em ca-
mada delgada utilizou-se como adsorvente silica gel 60 da Merck, com es-
pessura de 0,25mm para analises comparativas e 1mm para analises prepa-
rativas. As revelagdes das mesmas foram feitas pela irradiagao de luz ultra-
violeta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm, por exposi¢ao a vapo-
res de iodo e por nebulizagcao com solugcao 0,02% de p-caroteno em diclo-
rometano.

Na cromatografia em coluna o tipo de fase estacionaria utilizada
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variou de acordo com a polaridade das amostras a serem analisadas, sendo
utilizadas preferencialmente silica gel Si-60, particulas de 80-230 mesh ou
amberlite XAD-16.

No primeiro caso a elui¢ao foi feita no modo gradiente, com mis-
turas de hexano/AcOEt e posteriormente AcOEt/metanol, em ordem cres-
cente de polaridade. No segundo caso a eluigao também foi feita no modo
gradiente, mas com misturas de agua e metanol em ordem decrescente de
polaridade.

B. Cromatografos

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em
escala analitica foi realizada em um cromatégrafo da marca Varian ProStar,
com sistema ternario de bombas, modelo 240, com detector de arranjo de
diodos (DAD), modelo 230 e injetor Auto Sampler modelo 410. Nas analises
foi utilizada uma coluna C-18 Phenomenex, com dimensdes de 4,6mm Xx
250mm e particulas de 5um.

Em escala preparativa foi utilizado um cromatégrafo preparativo
Varian, constituido por duas bombas da marca Dynamax, modelo SD-1 e um
detector UV-Visivel modelo ProStar 320. A coluna utilizada foi uma C18
Phenomenex com dimensdes de 21,20mm x 250mm e particulas de 12um.

C. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrémetro Vari-
an inova 500, operando a 500MHz e a 125MHz nas freqiiéncias de 'H e '3C,
respectivamente. O padrao empregado como referéncia foi TMS e o solvente
utilizado foi CDCl; e DMSO-d6 da marca Merck. Os deslocamentos quimicos
foram expressos em unidades & e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

A substancia 1, identificada como a-tocoferol, € um dos constitu-

intes da vitamina E. Os sinais nos espectros de RMN de 'H (Tabela 8) em &

253 (1H, t, J =7THz) e 6 1,70 (1H, t, J=7Hz), foram atribuidos aos hidrogé-

nios H-4 e H-3, respectivamente. O singleto em & 1,15 foi atribuido aos hi-
drogénios do grupo metilico na posicao 2 e o singleto em & 2,03 foi atribuido
aos hidrogénios dos grupos metilicos encontrados nas posigdes 5, 7 e 8. Os

sinais referentes aos hidrogénios dos grupos metilicos em C-4', C-8' e C-12'
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aparecem como dubletos em 6 0,80. Os hidrogénios H-1' a H-12' aparecem
como multipletos entre § 1,01 e 1,50. O espectro de RMN '*C apresenta si-
nais correspondentes a vinte e nove atomos de carbono (Tabela 8). Na ana-
lise conjunta do espectro de espectro RMN 3C e do DEPT 135°, constatou-
se a presénga de seis sinais referentes a carbonos aromaticos quaternarios
em & 117,3, 118,.4, 121,0, 122,6, 145,5 e 1456, que foram atribuidos aos
carbonos C-4a, C-5, C-7, C-8, C-6 e C-8a, respectivamente. O sinal § 74,5
foi atribuido a C-2, um carbono sp° ligado a um atomo de oxigénio. Foram
observados ainda os sinais referentes a quatro carbonos metilicos entre 6
19,6 e 22,7, os quais foram atribuidos aos grupos metilicos em C4', C-8' e
C-12', respectivamente. Os sinais referentes as metilas ligadas aos carbonos
aromaticos C-5, C-7 e C-8 aparecem entre 6 11,2 e 12,2, enquanto o sinal
referente ao carbono metilico em C-2 aparece em $ 23,8. Os doze sinais
referentes aos carbonos da cadeia lateral C-1' a C-12' tem deslocamento
quimico entre 24,7 e 40,0. A identificacao foi confirmada, pela comparagao
dos dados encontrados com aqueles constantes na literatura (YEN, 1996).

A substancia 2, identificada como esqualeno, € um triterpeno de
cadeia aberta com seis insaturagdes. O espectro de RMN de 'H (Tabela 9)
mostra sinais de hidrogénios ligados a carbono sp2 em & 5,1 e sinais de hi-
drogénios de grupos metilicos em & 1,61 e & 1,69. Os hidrogénios dos gru-
pos metilénicos aparecem em & 2,1. O espectro de RMN de 3C apresenta
sinais referentes a doze carbonos sp? na regido de 5 124, 5 131 e 5 134. Os
sinais referentes a oito metilas aparecem em 6 15,98, 5 16,03, 5 17,6, 8 25,6
e 0 25,7. Os grupos metilénicos apresentam deslocamento entre 5 26,80 e &
39,76 (Tabela 9). A identificagdo foi confirmada, pela comparagéo dos dados
encontrados com aqueles constantes na literatura (HE, 2002).

A substancia 3 foi identificada como a-lupeol. No espectro de
RMN de 'H (Tabela 10) os sinais referentes ao a-lupeol, aparecem em &
4,54 (dl, J = 2,0 Hz) e 4,66 (dl, J = 2,0 Hz), os quais sao caracteristicos de
hidrogénio de grupo metilénico terminal. O tripleto em 3,31 (J = 2,5 Hz) é
tipico de hidrogénio ligado a carbono carbinélico. O dubleto em § 1,66 (d, J =

1,5 Hz) e os singletos em & 1,0; 0,94; 0,90; 0,82; 0,80 e 0,76 sao caracteris-
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ticos de hidrogénios dos grupos metilicos do a-lupeol. Os sinais referentes
aos hidrogénios dos demais grupos CH e CH,, apresentam-se entre 5 0,9 e
2,4. O espectro de RMN B¢ apresentou sinal caracteristico de carbindlico
em & 76,7. Um sinal referente a um carbono quaternario em & 150,4, caracte-
ristico de carbono sp?. Com auxilio do DEPT pode se observar, também,
sete sinais referentes a grupos metilicos em $ 28,2; 22,0; 15,9; 16,1; 14,6;
18,0 e 19,3 e o sinal referente ao carbono do grupo metilénico terminal em &
109,2. Pode-se observar, ainda, os dez sinais referentes aos carbonos dos
grupos metilénicos entre & 18,3 e 40,0 e os sinais referentes aos cinco car-
bonos metinicos em & 50,4; 49,0; 48,2; 47,9 e 38,0 (Tabela 10). A identifica-
cao foi confirmada, pela comparagao dos dados encontrados com aqueles
constantes na literatura (REYNOLDS, 1986; MA, 2004; MAHATO, 1994).

A substancia 4, identificada como Lup-20(29)-en-3-ona (lupeno-
na), & um triterpeno tipo lupano. Os sinais nos espectros de RMN de 'H (Ta-
bela 11) em & 4,5 (1H, dd, J2930 = 1,5 Hz; J3030 = 2,5 Hz) € 6 4,6 (1H, d, J30.30
= 2,5 Hz), foram atribuidos aos hidrogénios do grupo metilénico terminal H-
29a e H-29b. O dubleto em 5 1,6 e os singletos em 6 0,95, 5 0,86, 56 0,88 e &
0,72 foram atribuidos aos hidrogénios dos grupos metilicos H-30, H-23, H-
25, H-27 e H-28, respectivamente. O singleto em § 0,99 foi atribuido aos hi-
drogénios dos grupos metilicos H-24 e H-26. Os sinais referentes aos hidro-
génios dos demais grupos CH e CH,, apresentam-se entre 6 0,9 e 6 24. O
espectro de RMN '3C apresentou sinal caracteristico de carbonila de cetona
em & 218,07, atribuido ao carbono C-3. Um sinal referente a um carbono
quaternario em & 150,85, caracteristico de carbono spz, atribuido a C-20.
Com auxilio do DEPT pode se determinar, também, os sete sinais dos gru-
pos metilicos em 6 21,03, 6 26,6, 5 15,8, 6 15,9, 6 14,4, 6 18,0 e & 19,3 atri-
buidos aos carbonos C-23 a C-28 e C-30, respectivamente e o sinal referen-
te ao carbono do grupo metilénico terminal C-29 em & 109,2. Pode-se obser-
var ainda os dez sinais referentes aos demais carbonos dos grupos metiléni-
cos entre 6 19,6 e 6 40,0 e os sinais referentes aos carbonos metinicos em &
54,97, 6 49,82, & 38,21, & 48,28 e 6 47,96 referentes a C-5, C-9, C-13, C-18
e C-19 (Tabela 11). A identificagao foi confirmada, pela comparagao dos da-
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dos encontrados com aqueles constantes na literatura (KIM, 2001; MAHA-
TO, 1994).

A substancia P1, identificada como miricetina-3-O-3-
galactopiranosideo (5), apresenta no espectro de RMN 'H (Tabela 12) sinais
na regiao de hidrogénios aromaticos tipicos de flavonéides. O singleto na
regido de & 12,6 (1H) foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila em C-5. Os du-
bletos em & 6,17 (1H) e 8 6,35 (1H), com constantes de acoplamento de 2,0
Hz, foram atribuidos a H-6 e H-8, do anel A. O singleto em & 7,20 (2H) foi
atribuido aos hidrogénios 2’ e 6’ do anel B. Os sinais observados (Tabela 11)
sao tipicos de aglicona miricetina, conforme relatado na literatura (MAR-
KHAM, 1978). Ainda, o espectro de RMN 'H apresentou um dubleto em &
5,30 (J=7,5Hz) o qual foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-1” do agucar.
A constante de acoplamento deste hidrogénio é tipica de ligacao o-

“glicosidica. Os multipletos na regido de & 3,38, e § 3,60 foram atribuidos
aos hidrogénios metinicos e metilénicos da porgao glicosidica, com base na
comparagao com dados da literatura. A analise do espectro de RMN *°C,
revelou 15 sinais referentes a aglicona e seis sinais referentes ao glicosideo
(Tabela 12). O sinal na regiao de & 133,7 (C-3), com deslocamento diamag-
nético, bem como, os sinais em 6 156,1 (C-2), 6 177,3 (C4) e § 161,2 (C-5)
com deslocamentos paramagnéticos em relagao a miricetina, sao tipicos da
presen¢ga de uma unidade glicosidica no C-3-O do anel C (AGRAWAL,
1989). A presenca dos carbonos aromaticos oxigenados foi confirmada pela
presenca dos sinais em $ 161,2 (C-5), 5 164,1 (C-7), 6 145,4 (C-3 e C5) e b
136,7 (C-4’). O espectro de RMN "3C apresentou cinco sinais na regido entre
60,0 - 75,9, além do carbono anomérico, tipicos de uma hexose. O sinal re-
ferente ao C-1” anomérico apresenta deslocamento 6 102,2. O sinal em 60,0
foi atribuido a C-6” com base na observagao do experimento de DEPT-135
onde sinal do mesmo aparece invertido, caracteristico de carbono metiléni-
co. Os demais sinais (Tabela 12) foram atribuidos mediante comparagdes
com dados da literatura, aos carbonos metinicos do agucar. (AGRAWAL,
1989; MARKHAM, 1978).

A substancia P2, identificada como miricetina-3-O-a-
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ramnopiranosideo (6), apresenta no espectro de RMN 'H (Tabela 13) sinais
referentes a porgdo aglicona, com deslocamentos e multiplicidades seme-
Ihantes aqueles apresentados pela substancia 5, sugerindo possuir a mesma
aglicona, a miricetina. A regiao do espectro referente a unidade glicosidica
apresentou um singleto largo & 5,20, o qual foi atribuido ao hidrogénio ano-
mérico H-1” do agucar, tipico de ligagdo aglicosidica. O dubleto observado
em § 0,89 (J=6,5Hz), referente a H-6" metilico € caracteristico de ramnose.
Os sinais em $3,30, 63,60, 63,81 e 85,47 foram atribuidos aos hidrogénios
glicosidicos em C4”, C-5", C-3” e C-2”, respectivamente. As referidas atribu-
icoes foram feitas por comparagdo com os dados da literatura. No espectro
de RMN ™ ocorrem 15 sinais referentes a aglicona e seis sinais referentes
ao glicosideo (Tabela 13), sendo que os sinais referentes a aglicona sao
semelhantes aqueles apresentados por 5, confirmando tratar-se da mesma
aglicona, a miricetina. Os sinais referentes a porgao glicosidica, com deslo-
camento quimico 6 102,2 e § 17,6 foram atribuidos ao carbono anomérico C-
1” e C-6”, respectivamente, sendo este ultimo caracteristico de carbono me-
tilico de ramnose. Os demais sinais (Tabela 13) foram atribuidos, mediante
comparagdées com dados da literatura, aos carbonos metinicos do agucar
(AGRAWAL, 1989; MARKHAM, 1978).

A substancia P3, identificada como quercetina-3-O-3-
galactopiranosideo (7), apresentou no espectro de RMN 'H (Tabela 14) sinal
na regidao de hidrogénios aromaticos tipicos de flavondides. O singleto na
regido de 6 12,6 (1H) foi atribuido ao hidrogénio hidroxila em C-5. Os duble-
tos em 6 6,19 (1H) e 0 6,38 (1H), com constantes de acoplamento de 2,0 Hz,
foram atribuidos a H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. O dubleto em &
7,53 (J= 2,5Hz) foi atribuido ao hidrogénio 2'. O dubleto em & 6,82 (J=
8,5Hz) e o duplo dubleto em & 7,67 (J=2,5 e 8,5Hz) foram atribuidos a H-5" e
H-6', respectivamente. Os sinais observados (Tabela 14) s&o tipicos de agli-
cona quercetina (HARBONE, 1986). O espectro de RMN 'H apresentou um
dubleto em & 5,37 (J=7,5Hz), que foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-1"
do actcar. A constante de acoplamento deste hidrogénio é tipica de ligagao

o[—glicosidica. Os multipletos na regiao de & 3,38, e § 3,60 foram atribuidos
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aos hidrogénios metinicos e metilénicos da porgao glicosidica. No espectro
de RMN '3C, a substancia P3 apresentou 15 sinais referentes a aglicona e
seis sinais referentes ao glicosideo (Tabela 14). O sinal na regiao de 6 133,4
(C-3), com deslocamento diamagnético, bem como, os sinais em & 156,1 (C-
2), 5 177,4 (C4) e § 161,2 (C-5) com deslocamentos paramagnéticos em
relagcao a quercetina, sao tipicos da presenga de uma unidade glicosidica no
C-3-O do anel C (AGRAWAL, 1989). A presenca carbonos aromaticos oxi-
genados foi confirmada pelos sinais em § 161,2 (C-5), & 144,8 (C-3’) e &

. 148,4 (C4’) no espectro de RMN 3C. O sinal referente a C-7, apesar de nao

se visualizar no espectro de RMN '3C, pode ser confirmado pelo experimen-
to de gHMBC, onde se observa as correlagdes deste carbono com os hidro-
génios H-6 e H-8. O espectro apresentou, ainda, cinco sinais na regiao entre
8 60,02 - 75,9, além do carbono anomérico, tipicos de uma hexose. O sinal
referente ao C-1" anomérico apresenta deslocamento 6 102,2. O sinal em &
60,02 foi atribuido a C-6". Os demais sinais foram atribuidos aos carbonos
metinicos do agucar, mediante analise das constantes de acoplamento e
multiplicidades dos sinais (Tabela 14), bem como, compara¢des com dados
da literatura (AGRAWAL, 1989; MARKHAM, 1978).

A substancia P4 foi identificada como quercetina-3-O-8-
arabinopiranosideo (8). Os sinais observados no espectro de RMN 'H (Tabe-
la 15), referentes a porcao aglicona, apresentaram deslocamentos e multipli-
cidades semelhantes aqueles apresentados pela substancia P3, sugerindo
tratar-se da mesma aglicona, a quercetina. O espectro de RMN 'H apresen-
tou um dubleto em & 5,25 (J=5,0Hz) o qual foi atribuido ao hidrogénio ano-
mérico H-1" do aglcar. A constante de acoplamento deste hidrogénio é tipi-
ca de ligacdo a-glicosidica. Os multipletos na regido de § 3,38, e § 3,60 fo-
ram atribuidos aos hidrogénios metinicos e metilénicos da porgao glicosidi-
ca, pela comparagdo com dados da literatura (FRAISSE, 2000). No espectro
de RMN '3C apresentou 15 sinais referentes a aglicona e seis sinais referen-
tes ao glicosideo (Tabela 15), sendo que os sinais referentes a aglicona e-
ram semelhantes aqueles apresentados por P1, confirmando tratar-se da

mesma aglicona, a quercetina. Na regiao entre 6 64,3- 71,1 foram observa-
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dos quatro sinais, além do carbono anomérico em § 101,4, tipicos de uma
pentose. Os demais sinais (Tabela 15) foram atribuidos, mediante compara-
¢c6es com dados da literatura, aos carbonos metinicos do agtcar (FRAISSE
2000; MARKHAM, 1978).

A substancia P6.1 foi identificada como quercetina-3-O-a-
ramnopiranosideo (9). Os sinais observados no espectro de RMN 'H (Tabela
16), referentes a porgao aglicona, apresentaram deslocamentos e multiplici-
dades semelhantes aqueles apresentados pela substancia FM-P4, sugerindo
tratar-se da mesma aglicona, a quercetina. O espectro de RMN 'H apresen-
tou um dubleto em & 5,26, com constante de acoplamento de 1,0 Hz, o qual
foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-1" do agucar, tipico de ligacao
aglicosidica. O dubleto observado em § 0,82 (J=6,0Hz), referente a H-6" me-
tilico é caracteristico de ramnose. Os demais sinais na regiao entre § 3,12 e
3,97 foram atribuidos aos hidrogénios metinicos glicosidicos, pela observa-
¢ao da multiplicidade dos sinais, constantes de acoplamento no espectro de
RMN "H. No espectro de RMN '3C, apresentou 15 sinais referentes a aglico-
na e seis sinais referentes ao glicosideo (Tabela 16), sendo que os sinais
referentes a aglicona eram semelhantes aqueles apresentados por P1, con-
firmando tratar-se da mesma aglicona, a quercetina. O espectro de RMN '°C
apresentou ainda seis sinais referentes a porgao glicosidica, caracterizando
uma hexose. Os sinais com deslocamento quimico 6 102,2 e & 17,6 foram
atribuidos ao carbono anomérico C-1” e ao carbono metilico C-6”. Os demais
sinais (Tabela 16) foram atribuidos aos carbonos metinicos do agtcar, medi-
ante comparagées com dados da literatura (AGRAWAL, 1989; MARKHAM,
1978).

A substancia P6.2 foi identificada como miricetina-3-O-(2"-O-
galoil)-a-ramnopiranosideo (11). Os sinais observados no espectro de RMN
'H, referentes a porcao aglicona, apresentaram deslocamentos e multiplici-
dades semelhantes aqueles apresentados pela substancia P2 (Tabela 17),
sugerindo tratar-se da mesma aglicona, a miricetina. A regiao do espectro
referente a unidade glicosidica apresentou um dubleto em & 5,50 (J=1,5Hz),

o qual foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-1" do agucar, tipico de ligagcao
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o(-glicosidica. O dubleto observado em § 0,83 (J=5,5Hz), referente a H-6"
metilico é caracteristico de ramnose. Os sinais em 63,30, 63,60, 63,81 e
85,47 foram atribuidos aos hidrogénios glicosidicos em C-4", C-5", C-3” e C-
2", respectivamente. O deslocamento quimico observado para o hidrogénio
anomérico (65,50) e H-2" (85,47), bem como, a presenga no espectro de
RMN 'H de um singleto em 6,92 (2H), sugeriam a presenca de um grupo
aromatico ligado a unidade glicosidica. O espectro de RMN 3c apresentou
os sinais tipicos da aglicona miricetina (Tabela 17). Para a porgao glicosidi-
ca, o espectro de RMN '3C apresentou, um sinal com deslocamento quimico
5 98,3, atribuido ao carbono anomérico C-1” e um sinal em $17,6, tipico do
carbono metilico C-6” de ramnose. Os demais sinais (Tabela 17) foram atri-
buidos, mediante comparagdes com dados da literatura, e observacdo das
correlagoées no experimento gHMQC e gHMBC. A presenca de um sinal em
8 165,7, deslocamento quimico tipico de carbonila de éster, os sinais em
5119,4; § 108,0; 5145,0 e 6138,6) tipicos de carbono aromatico, bem como o
deslocamento quimico atipico observado para C-1" e C-27, indicaram a pre-
senc¢a de um éster de acido galico ligado ao carbono C-2" da ramnose, iden-
tificando a substancia como sendo a miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-ramnose.
A identificagao foi confirmada pela comparagao dos dados obtidos com a-
queles constantes na literatura (LEE, 2000; NICOLIIER, 1983).

A substancia P5.3 foi identificada como miricetina-3-O-(3"-O-
galoil)-a-ramnopiranosideo (10). Os sinais observados no espectro de RMN
'H (Tabela 18), referentes a aglicona, e ao éster de acido galico foram seme-
lhantes aqueles observados em P62, sendo constatado, apenas, diferenca
nos deslocamentos quimicos referentes a unidade glicosidica. O espectro de
RMN 'H apresentava um dubleto em §5,04 (J=2,0 Hz), atribuido ao hidrogé-
nio anomérico C-1". O dubleto observado em 50,83 (J=5,5Hz), referente a H-
6" metilico é caracteristico de ramnose. Os sinais em 83,67, 83,50, 65,03 e
54,3 e foram atribuidos a H-5", H-4", H-3” e H-2". O espectro de RMN **C,
apresentou sinais com deslocamento quimico semelhante aqueles apresen-
tados por P62, sendo constado divergéncias significativas apenas no deslo-
camento quimico dos carbonos C-1” (6102,7), C-2” (867,8), C-3” (673,9) e C-
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4” (5 70,8), indicando que o éster de acido galico encontra-se ligado na uni-

dade glicosidica na posigao C-3" (Tabela 18). Os dados foram confirmados

pela comparagcao com aqueles constantes na literatura (LEE, 2000).

Na Figura 2 estao ilustradas as estruturas de todas as substan-

cias isoladas e/ou identificadas a partir dos estudos fitoquimicos em folhas

de Sclerolobium.

Tabela : Dados de RMN 'H e *C de a-tocoferol (1) (500 MHz e
125 MHz, respectivamente, CDCls). '

c
2
3

4

T
o
3
4
5'
6
7
8"
g
10'
11
12
2-CHs
5-CHs

RMN 'H

1,7t(J=
7,0Hz)

2,53t (J
=7,0Hz)

1,0/1,3 (m)
d 1,7 (m)
1,0/1,3 (m)
01,1 (m)
1,0/1,3 (m)
1,3 (m)
1,0/1,3 (m)
1,1 (m)
1,45 (m)

1,15(s)
2,03 (s)

RMN °C
74,5
32,7

20,8

117,4
118,5
145,6
121,0
122,6
145,6
39,9
211
37,5
32,7
37,5
24,8
37,3
32,8
37,4
24,8
39,4
28,0
23,8
11,2
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7-CHs 2,03 (s) 12,2
8-CHs 2,03 (s) 11,7
4'-CHj; 0,8 (d) 19,6
8'-CHs 0,8 (d) 19,7
12 0,8 (d) 22,6
CHs
12- 0,8 (d) 227
CH;

PCT/BR2010/000321

Tabela : Dados de RMN 'H e "*C do esqualeno (2) (500 MHz e
125 MHz, CDCly)

c RMN "H (ppm) RMN *C (ppm)
1e24 | 169(6H,dd, J=10e 25,7
1,5 Hz)
2e23| = 131,2
3e22 5,10 (2H, m) 1244
4e21 2,10 (4H) 26,7
5e 20 2,01 (4H) 39,8
6e19 134,9
7e18 5,11 (2H) 124,3
8e17 2,01 (4H) 28,3
9e 16 2,01 (4H) 39,7
10e 15 135,1
11 e 14 5,10 (2H) 124,3
12e13 2,01 (4H) 28,3
25e 30 1,61 (6H) 17,7
26 e 29 1,61 (6H) 16,0
27 e 28 1,61 (6H) 16,0

Tabela : Dados de RMN 'H e *C de lupeol (3) (500 MHz e 125

MHz, respectivamente, CDCI5)

* %

C RMN 'H RMN *C
1 * 33,2

2 * 25,4

3 3,35 (t, J= 2,5 Hz) 76,7

4
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5 * 49,0
6 * 18,3
7 * 34,2
8 | 0 e 41,0
9 * 50,4
10 e i
11 * 20,9
12 * 252
13 * 38,0
14 — 42,9
15 * 27,4
16 * 35,6
17 — 43,0
18 * 48,2
19 * 47,9
20 | 00 e 150,5
21 * 29,8
22 * 40,0
23 0,94 (3H, s) 28,2
24 1,00 (3H, s) 22,0
25 0,80 (3H, s) 16,1
26 0,99 (3H, s) 15,9
27 0,82 (3H, s) 14,6
28 0,76 (3H, s) 18,0
292 | 454 (1H,dl, J=2,0 109,3
29b H2)
4,66 (1H, dj, J=2,0
Hz)
30 1,66 (3H,d, Jsxp20=1,5 19,3
Hz)

* Sinais sobrepostos com os da substancia FH62, deslocamen-
tos quimicos entre § 0,9e 2,4.
* * Sinais sobrepostos.
Tabela : Dados de RMN 'H e *C de lupenona (4) (500 MHz e
5 125 MHz, respectivamente, CDClI3).
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(o RMN "H (ppm) RMN *Cc
(ppm)
1 1,30 (2H) 39,6
2 34,1
3 — 218,1
4 | e 473
5 1,25 (1H) 55,0
6 1,36 (2H) 19,6
7 1,36 (2H) 33,6
8 40,8
9 1,31 (1H) 49,8
10 36,9
11 1,59 (2H) 21,5
12 1,63 (2H) 25,2
13 1,59 (1H) - 38,2
14 42,9
15 1,00 (2H) 27,5
16 1,43(2H) 35,5
17 43,0
18 1,30 (1H) 48,3
19 2,30 (1H) 48,0
20 150,8
21 1,00 (2H) 29,8
22 1,30 (2H) 40,0
23 0,95 (3H, s) 21,0
24 0,99 (3H, s) 26,6
25 0,86 (3H, s) 15,8
26 0,99 (3H, s) 15,9
27 0,88 (3H, s) 14,4
28 0,72 (3H, s) 18,0
29a| 4,50 (1H, dl, J=2,5 109,2
29b Hz)
4,60 (1H, dl, J=2,5
Hz)
30 1,61 (3H, sl) 19,3

PCT/BR2010/000321
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Tabela - Dados de RMN 'H e *C de P1 [miricetina-3-O-B-
galactopiranosideo (5)] (500 MHz e 125 MHz; DMSO-d6).

C RMN 'H RMN “c
2 156,1*
3 134,8
4 177.7
5 12,6 (sl) 161,3
6 6,17 (d, J=2,0 98,8

Hz)

165,7

8 6,35 (d, J=2,0 93,7

Hz)
9 156,2*
10 103,6
1 119,9
2 7,20 (s) 108,5
3 145.4
4 136,7
o 145,4
6 7,20 (s) 108,5
17 5,30 (d, J=7,5 102,1

Hz)
2 3,60 (m) 71,2
3" 3,38 (m) 73,9
4 3,64 (m) 68,0
5" 3,38 (m) 75.9
6” 3,45 (m) 60,0

5-OH 12,6 (s!)

Tabela — Dados de RMN 'H e *C de P2 [miricetina-3-O-a-
ramnopiranosideo (6)] (500 MHz e 125 MHz; DMSO-d6).

C RMN 'H RMN "C
2 157,6
3 1344
4 177.8
5 161,4
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6 6,18 (d, J=2,0 Hz) 98,8
7 164,4
8 6,35 (d, J=2,0 Hz) 93,6
9 156,5
10 104,0
1 | 119,7
2 6,88 (s) 108,0
3 145,9
& 136,6
5 145,8
6’ 6,88 (s) 108,0
1” 5,20(sl) 102,0
2’ 3,54 (m) 70,4
3 3,38 (m) 70,6
4" 3,15 (m) 71,4
5" 3,98 (sl) 70,1
6" 0,89 (d, J=6,5 Hz) 17,6
5-OH 12,6 (s)

Tabela - Dados de RMN 'H e *C de P3 [quercetina-3-O-6-
galactopiranosideo (7)] (500 MHz e 125 MHz; DMSO-d6).

c RMN 'H RMN "*C
2 156,1*
3 133,4
4 1774
5 161,2
6 6,19 (d, J=2,0 Hz) 98,7
7 164,0
8 6,40 (d, J=2,0 Hz) 93,5
9 156,2*
10 103,8
ik 121,0
2’ 7,53 (d, J=2,5Hz) 115,1
3 1448

4 148,4
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5 6,82 (d, J=8,5Hz) 115,9

6’ 7,67 (dd, J=2,5e 121,9

8,5Hz)

1” 5,36 (d, J=7,5 Hz) 101,8
2’ 3,57 (t, J=8,0 Hz) 71,2
3" 3,38 (dd, J=8,0e 3,5 731

Hz)

4’ 3,64 (d J=3,5 Hz) 67,9
5” 3,38 (m) 75,8
6” 3,45 (m) 60,0

5-OH 12,6 (sl) e

Tabela - Dados de RMN 'H e *C de P4 [(quercetina-3-O-3-
arabinopiranosideo (8)] (500 MHz e 125 MHz; DMSO-d6).

C RMN 'H RMN *C
2 156,3
3 133,8
4 177,5
5 12,6 (sl) 161,2
6 6,18 (d, J=1,5 Hz) 98,7
7 164,4
8 6,38 (d, J=1,5 Hz) 93,6
9 156,3
10 104,0*
1 120,9
2 7,50 (d, J=2,5Hz) 115,8
3’ 145,0
4 148,6
5’ 6,83 (d, J=8,5Hz) 115,4
6 7.61(dd, J=25e85 1220
Hz)

1” 5,25 (d, J=5,0 Hz) 101,4
2 3,57 70,8
3" 3,40 71,1
4 3,57 66,1

5” 3,38 64,3
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5-OH

12,6 (sl)

ramnopiranosideo (9)] (600 MHz e 125 MHz;, DMSO-d6).

PCT/BR2010/000321

Tabela — Dados de RMN 'H e *C de P6.1 [quercetina-3-O-a-

Cc

© 0 N O OO A~ WUDN

- =
- O

5”

6”
5-OH

RMN 'H

6,20 (sl)

6,38 (sl)

7,30 (d, J=2,0Hz)

6,87 (d, J=8,5Hz)

7,26 (dd, J=2,0 e
8,5 Hz)

5,25 (d, J=1,0 Hz)

3,90 (dd, J=1,0
3,0 Hz)

3,50 (dd, J=3,0e
9,5 Hz)

3,14 (t, J=9,5 Hz)

3,21(dd, J=6,0 e
9,5 Hz)

0,82 (d, J=6,0Hz)
12,6 (sl)

RMN "*C
157,2
134,2
177,7
161,2
98,6
164,2
93,6
156,4
104,0
120,7
115,6
1451
1484
115,4
121,0

101,8
70,0

70,3

71,1
70,5

17,4

Tabela — Dados de RMN 'H e *C de P6.2 [miricetina-3-0-(2"-O-
galoil)-a-ramnopiranosideo (11)] (5600 MHz e 125 MHz; DMSO-d6).

C
2

RMN 'H

RMN °C
157.,5
1334
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4 177,5
5 161,3
6 6,20 (sl) 98,7
7 165,0
8 6,38 (sl) 93,6
9 156,5
10 104,0
1 - 119,8
2 6,95 (s) 108,8
3 145,8
4 136,6
5 1458
6’ 6,95(s) 108,8
1” 5,50(d, J=1,5Hz) 98,3
2’ 5,47 (dd, J=1,5¢e 71,7
3,0Hz)
K 3,81 (dd, J=3,0e 70,1
8,5Hz)
4 3,30 (t, J=8,5) 68,6
5” 3,6 (m) 70,4
6” 0,94(d,J=5,5Hz) 17,6
1” 119,4
2" 6,92 108,0
3” 1454
47 138,6
5” 1454
6" 6,92 108,0
C=0 165,0
5-OH 12,6 (sl) e

Tabela — Dados de RMN 'H e *C de P5.3 [miricetina-3-0-(3"-O-
galoil)-a-ramnopiranosideo (10)] (500 MHz e 125 MHz; DMSO-d6)
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c RMN 'H RMN "*C
2 157,6
3 134,8
4 177,7
5 161,3
6 6,18 (d, J=2,0Hz) 98,7
7 164,2
8 6,36 (d, J=2,0Hz) 93,5
9 156,5
10 104,0
7 120,0
2’ 7,03 (s) 108,9
3 145,8
4 136,5
5’ 1458
6’ 7,03(s) 108,9
1 5,04(d, J=2,0Hz) 102,7
2" 43 (sl) 67,8
3” 5,03 73,9
4 3,50 (t, J=10 Hz) 70,8
5" 3,67(dd, J10e6,0Hz) 68,7
6" 0,91(d,J=6,0Hz) 17,4
1 119,6
2" 6,88 107,9
3” 145,3
4" 138,3
5" 1453
6” 6,88 107,9

C=0 165,7

Exemplo 8

Avaliagcao das acgoes antioxidantes de extratos e substan-
cias obtidos de folhas de Sclerolobium.

A. DPPH. As amostras de extratos vegetais e substancias puras

5 sao solubilizadas em MeOH, obtendo-se solugdes de concentragbes conhe-
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cidas, as quais sao diluidas em placas de 96 pogos, obtendo-se sete solu-
¢oes de diferentes concentragées. Uma aliquota com volume de 100ul de
cada solugao (triplicata) é transferida para a placa de leitura, em seguida
adiciona-se 200pl de solugao de DPPH (40 pg ml"), a placa é colocada ime-
diatamente ao abrigo da luz, aguarda-se por 30 minutos e faz-se a leitura.

Os extratos hidro-alcoolicos, obtidos através da extragcdo de fo-
lhas de Sclerolobium spp com agua, etanol ou mistura destes, e as substan-
cias antioxidantes representadas pelas formulas 5 a 11 (Figura 2) possuem
propriedades antioxidantes, conforme demonstram os resultados da capaci;
dade sequestradora do radical DPPH (Figuras 5 a 8). Estes resultados tam-
bém indicam maior potencial antioxidante para os extratos obtidos de S. au-
reum em relacao aos obtidos de folhas das outras duas espécies. Também &
evidente o maior potencial antioxidante (sequiestrador de radicais livres) dos
galatos de miricetrina 10 e 11 (Figura 8), o que pode ser explicado pela pre-
senca de dois grupos triidroxifenilicos em cada uma dessas substancias.

Os extratos hidro-alcodlicos de S. aureum, por apresentarem
melhores resultados nos testes com DPPH, foram submetidos a ensaios pa-
ra avaliacdo da atividade protetora de membrana em testes de peroxidagao
lipidica. |

B. Peroxidagao lipidica. A analise de lipoperoxidagao utilizou
lipossomos de fostadilcolina de ovo como fonte lipica e ferro/acido ascorbico
como iniciador de lipoperoxidagao. As amostras foram incubadas a 37°C e
apos tempos pré-determinados, retirou-se amostras para reagirém com
acido tiobarbittrico, em meio acido e temperatura elevada. Nesta reacao
forma-se o complexo malondialdeido (MDA) e acido tiobarbiturico, que foi
medido a 535nm. O MDA é um subproduto da reagcdo de peroxidacao
lipidica e, portanto uma medida indireta da mesma.

Os resultados obtidos confirmam que a partir de 200mg/ml os
extratos polares apresentam protegao total a peroxidacao lipidica lipossomal
(Figura 9).

O extrato apolar (EA), obtidos através da extragado de folhas de

Sclerolobium aureum com hexano, e fragdes deles obtidas através de fracio-



10

15

20

25

30

WO 2011/038472 PCT/BR2010/000321

45

namento por extracao em fase solida utilizando como adsorvente carvao ati-
vo, mais especificamente a fragao FAL possuem propriedades antioxidantes,
conforme demonstram os resultados obtidos em ensaios de peroxidagcao
lipidica. (Figura 9).

A associa¢ao dos extratos hidro-alcodlicos (EHA) com extratos
apolares (EH), mais especificamente associagéo dos extratos etanol/agua
50:50 (v/v) com extrato hexanico de folhas de S. aureum, apresentaram efei-
to sinérgico, justificando a utilizagdo desta combinagéo na preparacao de
formulas cosméticas (Figura 10).

Associagao das fragées antioxidante hidrofilica (FAH) e antioxi-
dante lipofilica (FAL) obtidas dos extratos EHA e EH de folhas, mais especi-
ficamente de folhas de S. aureum, apresentaram efeito sinérgico, justificando
a utilizacao desta combinagao na preparagao de férmulas cosméticas (Figu-
ra 10).

A auséncia de pigmentos, mais especificamente clorofilas, e o
maior teor das substancias antioxidantes 1 a 11 nas fragées FAH e FAL tor-
na mais atraente a utilizagido de combinagao de FAH + FAL na formulagao
de cosmético, em relagao a utilizagao direta dos extratos brutos EHA e EH.

Os extratos hexanicos e hidro-alcodélicos, bem como as fragbes
FAL e FAH poderao ser combinadas em quaisquer proporgoes para a prepa-
racao de formulagdes cosméticas.

Exemplo 9

Anadlises toxicologicas preliminares in vitro para avaliagao
de eventuais agoes cito e fototoxica.

A. Teste de Ames

A avaliagao do potencial mutagénico da substancia teste SPMH
através do teste de mutagdo génica reversa em Salmonella typhimurium
(Teste de Ames).

O Teste de Ames foi conduzido com a fragdo SPMH, utilizando-
se as cepas TA97a, TA98, TA 100, TA 102 e TA 1535. O teste foi ralizado
com e sem ativacido metabdlica. A amostra foi testada em cinco concentra-
¢6es 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e 5,0 mg/placa.
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Teste de Ames, realizado em células procariontes de Salmonella
typhimurium com e sem ativagdo metabdlica, conduzido com extratos pola-
res (EHA) apolares (EH) de folhas de espécies de Sclerolobium, nas concen-
tragcoes de 0,001 a 5,0 mg/placa, indicou auséncia de potencial mutagénico
nessas amostras.

B. Fototoxicidade e citotoxicidade

B.1. Analise de solubilidade e definicao das concentragoes
testada: a solubilidade das amostras é avaliada de acordo com ensaios pa-
dronizados internacionalmente pelo National Institute of Health dos Estados
Unidos (NIH-USA). Para uma melhor solubilizagdo das amostras em solu-
¢bes aquosas como DEMEN (no ensaio de citotoxicidade) ou PBS (no en-
saio de fototoxicidade) & permitida a utilizagao de uma concentragao maxima
de 1% de DMSO ou etanol. Assim, massas dos extratos vegetais variando
de 10 a 30 mg foram dissolvidas em 10 ml de solugcado contendo 1% DMSO
ou etanol em DMEM (para citotoxicidade), e 1% DMSO ou etanol em PBS
(para fototoxicidade), de acordo com a melhor solubilidade de cada extrato
visualmente avaliada.

A partir das solugdes iniciais, foram preparadas as dilui¢oes indi-
cadas nos testes. As concentragées empregadas nos testes de citotoxicida-
de e fototoxicidade, de acordo com os resultados dos testes de solubilidade
das amostras, variam de 0,003 a 3 mg/ml.

B.2. Citotoxicidade: as células 3T3 sao plaqueadas em placas
de 96 pocos estéreis, na densidade de 1x10™* célula/pogo. Depois de 24
horas as células sao incubadas durante 24 horas com as amostras diluidas
em meio de cultura com 5% de SFB. Posteriormente, sdao incubadas com
Neutral Red durante 3 horas. O excesso de corante é lavado com PBS e os
cristais fromados sao dissolvidos com etanol/acido acético/agua (50:1:49). A
leitura é realizada a 540 nm e os resultados sao utilizados para calcular a
concentragdo em que 50% das células estdo viaveis (ICsp). Assim quanto
maior o valor de ICso, menor o potencial citotoxico da amostra e vice-versa.

O teste para avaliagdo de citotoxicidade dos extratos polares

(HA) e apolares (H) de folhas de espécies de Sclerolobium, através da incu-
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bacao das amostras com células 3T3 por 24 horas (NIH Publication 2001),
indicou auséncia de a¢éo citotdbxica em concentragbes menores que
1,7mg/ml para os extratos polares e apolares de S. aureum e extrato apolar
de S. denudatum.

B.3. Fototoxicidade: as células 3T3 foram plaqueadas em
placas de 96 pogos estéreis, na densidade de 1x10™* célula/poco. Sao
preparadas duas placas idénticas: uma delas foi irradiada com UVA e a
outra sera mantida no escuro, como controle. Depois de 24 horas de
plaqueamento, as células foram incubadas durante 1 hora no escuro com as
amostras diluidas PBS. Apos isso, uma delas foi irradiada com 5Joules/cm?
de luz UVA, por 50 minutos. As placas foram lavadas com PBS e recebem
meio de cultura com 10% de soro fetal bovino para o periodo de
recuperacao (cerca de 12 horas). No segundo dia de experimento as células
foram incubadas com uma solug¢ao de Neutral Red por 3 horas. O excesso
de corante foi lavado com PBS e os cristais formados foram dissolvidos com
etanol/acido acético/agua (50:1:49). A leitura foi realizada a 540nm e os
resultados sdo utilizados para calcular a concentragao em que 50% das
células estao viaveis (ICsp) em cada uma das placas. A razao entre os dois
valores € o Fator de Foto Irritacao (PIF), que classifica a amostra como
fototoxica ou nao.

Avaliacao de agao fototoxica dos extratos polares (EHA) e apola-
res (EH) de folhas de espécies de Sclerolobium foi medida pela captacao do
Neutral Red pelas células 3T3 que sobrevivem a incubagao com a amostra,
sob radiagdo UVA, segundo o protocolo de Borenfreund & Puerner (1985),
padronizado pelo NIH (ZEBET/ECVAM/COLIPA 1998).

Os resultados obtidos nos testes de Ames em células procarion-
tes de S. typhimurium e de citotoxicidade e fototoxicidade em células 3T3,
validam o uso seguro dos extratos e fragcdes deles derivadas em formula-
¢Oes cosméticas.

Composicédo cosmética ou farmacéutica

A composigao cosmética ou farmacéutica objeto da presente in-

vengao compreende:
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(i) de 0,00001 % a 40,0 %, em massa, de extrato de Sclerolobi-

um spp obtido pelo processo de extragcao objeto da presente invengao; e

(ii) um veiculo fisiologicamente aceitavel;

sendo todas as quantidades baseadas na massa total da com-

posi¢ao.

Preferencialmente, esta composicado compreende 0,001 a 8,0%,

em massa, sendo mais preferencialmente de 0,01% a 2,00%, em massa, de

um extrato de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum, preferencialmen-

te, os ditos extratos contendo a-tocoferol, y-tocoferol, esqualeno e lupenona.

Os principais exemplos de formas galénicas de produtos que

podem ser preparados a partir do extrato de Sclerolobium spp objeto desta

invencao ou a partir de sistemas de liberagao de ativos compreendendo tal

extrato sdo:

a) Emulsao fluida ou semisoélida, por exemplo:

*,
%

*

3

!

o
*

3

*

.
0.0

Leite hidratante corporal,
Leite hidratante para o rosto;
Logao hidratante corporal;
Logao hidratante para o rosto;

Protetores ou bloqueadores solares de uso

adulto ou infantil, voltados ou nao ao uso concomitante a prati-

ca de esportes;

%

25

R} o @, 0/
° %% L0

**

/7

8

res da pele;

7
L4

7
L X

Hidratantes corporais ou faciais;
Produtos anti-sinais corporais ou faciais;
Produtos firmadores corporais ou faciais;
Produtos autobronzeadores;

Produtos repelentes de insetos;

Hidratantes corporais ou faciais iluminado-

Produtos para anti-celulite;

Produtos para pele sensivel.

b) Géis, por exemplo:

% Produtos para o couro cabeludo;
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9
o

Preparagoes farmacéuticas de aplicagao topica;

/7
L 44

Preparagdes cosméticas corporais ou faciais para uso infan-

(/7
4

Produtos anti-acne;

X3

*

Produtos para anti-celulite;

*
L 4

Produtos para pele sensivel,

R
0.0

Esfoliantes.
c) Produtos para limpeza capilar e corporal, por e-
xemplo:
< Xampus;
++ Sabonete liquido e em barra;
< Esfoliantes.
d) Suspensdes, por exemplo:
+ Pomadas;
< Preparagboes cosméticas de acgao localizada, es-
pecificas para regiao periocular, contorno dos labios, labios, an-
timanchas, antiolheiras, entre outras;
+» Linimentos;
e) Pos, por exemplo:
« Pés faciais;
+ Talcos corporais;
“* Maquiagens.
f)  Outros exemplos:
< Batons e bases cerosas;
+» Blushes e Bases pigmentadas;
«» Tonicos.

Quanto ao veiculo fisiologicamente aceitavel, este consiste em

uma base usual cosmética ou farmacéutica de acordo com a aplicacao obje-

tivada para a composicao a ser preparada. Este veiculo é constituido por

compostos fisiologicamente inertes e adjuvantes usuais.

Serao listados, a seguir, alguns exemplos - de maneira nao res-

tritiva, mas apenas demonstrativa - de adjuvantes e constituintes inertes
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compativeis com as propriedades da composi¢ao aqui descrita e que, adi-
cionalmente, podem ser empregues na presente composi¢ao cosmética e/ou
farmacéutica:

- Agua: A agua é a base de diversas concretizagdes preferidas
da composi¢cao cosmética da presente invengao, atuando como o veiculo
para os demais componentes. As composi¢coes da presente invengao com-
preendem agua preferencialmente desmineralizada ou destilada em um per-
centual adequado (g.s.p.) para atingir 100% da formula com base no peso
total da presente composicao. Naturalmente, podem-se utilizar outros veicu-
los cosmeticamente aceitaveis na presente invengao.

- Agentes antioxidantes: BHT, tocoferol e/ou seus derivados, ca-
tequinas, taninos e/ou seus derivados, compostos fendlicos, hidroquinona,
entre outros;

- Agentes conservantes: metilparabenos, propilparabenos, isoti-
azolinénicos, fenoxietanol; |

- Agentes formadores de filme: goma agar, goma carragenana,
alginatos, goma arabica, gelatina;

- Agentes formadores de rede microcristalina de sustentagao:
dextranos, metil-acrilatos, PHB, PHA;

- Agentes poliméricos e/ou agentes copoliméricos: copolimeros
de silicone, polimeros de siloxano e/ou silicone modificado, copolimeros de
acrilato;

- Agentes denaturantes: benzoato de denatdnio;

- Agentes de consisténcia: ceras vegetais, hidrocarbonetos mi-
nerais, parafina, cera de abelha, cera branca, espermacete de baleia, man-
teiga de cacau, manteiga de karité, cera de cana-de-agucar,

- Emolientes: parafina liquida, 6leo de palma, manteiga de cupu-
acu, lecitina, aminoacidos do leite, proteina de trigo, proteinas vegetais, 6-
leos vegetais fosfolipideos, ceramidas, ceramida de maracuja, esfingolipi-
deos, espermacete de baleia, lanolina, 6leo de améndoa, carbonato de dica-
prila, elastdmeros de silicona, ciclometicona;

- Agentes umectantes e/ou agentes hidratantes: glicerina, propi-
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lenoglicol, acido hialurénico, uréia, PCA,;

- Agentes condicionantes: sais quaternarios de aménio, silico-
nes, siloxanos; e

- ativos.

Os versados na arte valorizarao imediatamente os importantes
beneficios decorrentes do uso da presente invengao. Variagées na forma de
concretizar o conceito inventivo aqui exemplificado devem ser compreendi-
das como dentro do espirito da invencao e das reivindicagbes anexas.
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REIVINDICAGOES

1. Processo de extragdo caracterizado por compreender as eta-
pas de:

d) contactar o material vegetal escolhido de
plantas pertencentes ao género Sclerolobium com, pelo menos,
um solvente de extragdo adequado;

e) agitar a mistura; e

f) separar a fase liquida da fase soélida.

2. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pe-
las espécies serem escolhidas do grupo que compreende Sclerolobium au-
reum, Sclerolobium paniculatum, Sclerolobium denudatum e mistura dos
mesmos.

3. Processo de acordo com a reivindicagao 1 ser caracterizado
pelo material vegetal ser escolhido dentre o grupo que compreende folha,
caule, raiz, fruto, flores e mistura dos mesmos. '

4. Processo, de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo solvente de extracdo apolar ser escolhido do grupo que compreende
hexano, tetracloreto de carbono, cloroférmio, diclorometano e mistura dos
mesmos.

5. Processo, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pe-
lo solvente de extragao apolar ser o hexano.

6. Processo, de acordo com a reivindicacao 5, ser caracterizado
pelo solvente de extragao polar ser escolhido do grupo que compreende a-
gua, metanol, etanol, propanol, butanol, etileno glicol, propileno glicol, glice-
rol e mistura dos mesmos.

7. Processo, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pe-
la mistura de agua e etanol estar na propor¢ao 1:1.

8. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pe-
la agitagao ser por meio de sonificacado.

9. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, ser caracterizado
pela separagao entre a fase liquida e a fase sélida ser realizada por centrifu-

gacao.
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10. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 9, caracterizado pelo fato de adicionalmente incluir uma etapa de clarea-
mento do extrato obtido em (c)

11. Processo, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado
pelo processo de clareamento do extrato compreender as seguintes etapas:

d) solubilizar o extrato em solvente adequado;
e) aplicar o extrato solubilizado do item a) em coluna con-
tendo UM material adsorvente;
f) aplicar solugao eluente a coluna do item b);

12. Processo, de acordo‘com a reivindicagao 11, caracterizado
pela solubilizagdo dos extratos vegetais da etapa d) ocorrer em solvente
nao polar escolhido do grupo que compreende hexano, tetracloreto de car-
bono, cloroférmio, diclorometano, e suas misturas ou em um solvente polar
selecionado de agua, metanol, etanol, propanol, propileno glicol, butanol,
glicerol e mistura dos mesmos.

13. Processo, de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado
pelo fato de o material adsorvente da etapa e) ser escolhido do grupo que
compreende carvao ativo e/ou derivados, terra diatomacea e/ou derivados,
resinas de polivinil-pirrolidona e derivados, resinas de poliestireno-
divinilbenzeno e derivados e mistura dos mesmos.

14. Processo, de acordo com a reivindicagdao 13, caracterizado
pelo material adsorvente da etapa e) ser carvao ativo quando um extrato
nao polar for preparado ou resina de poliestireno-divinilbenzeno quando um
extrato polar for preparado

15. Processo, de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado
pelo fato de solugdo eluente da etapa f) ser escolhida do grupo que com-
preende o hexano, o acetato de etila, agua, etanol e mistura destes.

16. Processo, de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado
pelo fato de a solugdo eluente da etapa f) ser uma mistura de hexano e ace-
tato de etila na proporgao 9:1 (v/v).

17. Processo, de acordo com a reivindicaciao 15, caracterizado

pelo fato de a solugéo eluente da etapa f) ser uma mistura de agua e etanol
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na proporg¢ao 1:1 (V/v).
18. Composigao cosmética caracterizada por compreender:
a) extrato obtido através de um processo tal como defi-
nido em qualquer uma das reivindicacbes de 1 a 17; e
b) veiculo cosmeticamente aceitavel.
19 - Composigao farmacéutica caracterizada por compreender:
a) extrato obtido através de um processo tal como defi-
nido em qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 17; e
b) veiculo cosmeticamente aceitavel.

20. Composigcao farmacéutica, de acordo com a reivindicagao
18, caracterizado pelo veiculo cosmeticamente aceitavel ser uma logao, um
creme, um shampoo, uma emulsao ou similares.

21. Uso de extrato obtenivel através de um processo tal como
definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 17 caracterizado pelo
fato de ser para preparacao de formulagdao cosmética ou farmacéutica apre-
sentando atividade antioxidante.

22. Processo para preparagao de extrato de plantas da espécie
Sclerolobium, caracterizado pelo fato de compreender a etapa de:

a) submeter folhas de plantas de Sclerolobium a uma extragao
com hexano para obtengao de um extrato contendo componentes lipofilicos.

23. Processo de acordo com a reivindicagao 22, caracterizado
pelo fato de ainda compreender a etapa de:

b) submeter o residuo obtido em (a) a uma extragao com uma
solugdo aquosa de etanol para obtengcdo de um extrato hidroalcodlico con-
tendo componentes hidrofilicos.

24. Processo de acordo com a reivindicagao 23, caracterizado
pelo fato de ainda compreender a etapé de:

¢) misturar os extratos obtidos em (a) e em (b) obtendo-se um
extrato Gnico contendo tanto fragées enriquecidas com componentes lipofili-
cos quanto fragées enriquecidas com componentes hidrofilicos.

25. Processo de acordo com a reivindicagao 22, caracterizado

pelo fato de que o extrato obtido em (a) € ainda tratado com pelo menos um



10

15

WO 2011/038472 PCT/BR2010/000321

58

substrato adsorvente de origem natural e hexano para prover uma fracao
que contém esqualeno, a-tocoferol, lupeol e lupenona.

26. Processo de acordo com a reivindicagao 22 ou 25, caracteri-
zado pelo fato de que o extrato obtido em (b) é ainda tratado com pelo me-
nos uma resina polimérica mista de adsor¢ao, seguido por eluicado com agua
e com mistura etanol/agua para prover uma fragdo compreendendo flavon6i-
des glicosilados.

27. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
22 a 26, caracterizado pelo fato de que a fragao hidrofilica obtida compreen-
de Miricetina-3-O—gaIactopiranosideo, Miricetina-3-O-ramnopiranosideo,
Quercetina-3-O-galactopiranosideo, Quercetina-3-O-arabinopiranosideo,
Quercetina -3-O-ramnopiranosideo, Miricetina-3-O-(3"-galoil-
ramnopiranosideo) e Miricetina-3-O-(2"-galoil-ramnopiranosideo).

28. Composicao cosmética, caracterizada pelo fato de compre-
ender, como agente antioxidante, um extrato de plantas da espécie Sclero-
lobium SSP obtenivel de acordo com um processo tal como definido em

qualquer uma das reivindicagoes 22 a 27.
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FIGURA 4.

Cromatograma dos extratos hidro-alcodlico de, obtidos em CLAE-DAD e registrados
em 254 nm. Coluna C18, eluida com 16% para 21% de B em 13°, 21% para 35% de B
em 25°, 35% de B até 30min. Fluxo 1,5mL min-1 (A —ac. Acético 0,5%; B- ACN).
Injegdo 20puL. Espectro no UV dos flavonoéides identificados.
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