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Resumo

Essa dissertacdo envolveu o estudo fitoquimico e farmacologico (atividade
antiinflamatGria, antinociceptiva, antimicrobiana e antioxidante), e anélise de solos das
areas de coleta de ocorréncia endémica das espécies Stachytar pheta cayennensis (Rich.)
Vahl (Raizes) e Pleurothyrium bahiense (Meiss) Barroso (Folhas). A espécie S
cayennensis foi coletada em FlorianOpolis naregido do canto dos Aragas, e a espécie P.

bahiense foi coletada no Rio de Janeiro naregido do Macico da Pedra Branca.

Os arilpropanéides glicosilados e iridbides glicosilados das raizes de S
cayennensis (Rich.) Vahl foram isolados da fracdo acetato de etila, por meio de
cromatografia contracorrente (CCC), com gradiente de polaridade. A escolha de um
gradiente ndo-linear, utilizando-se o sistema de solventes bifésico EtOAc: BUuOH: H»O,
em quatro etapas, A — X =0.05,B - X =02, C-X =05eD - X = 1.0 teve 0 BUOH
(X) aumentado gradativamente por sua maior afinidade com a fase organica, por ser este
sistema comumente usado para substancias polares. Obteve-se desse fracionamento o
isolamento de 6 substéncias puras. verbascosideo (1), isoverbascosideo (1),

martinosideo (I11), ipolamiida (1V) e outros dois irid6ides em fase de identificaco.

A fragdo metandlica das folhas da espécie P. bahiense (Meiss) Barroso, por
cromatografia em coluna de gdl de silica, conduziu ao isolamento de um esteréide: 13
sitosterol glicosilado (PB.1), e um flavonoide glicosilado (PB.2): Apigenina-7-O-neo-
hesperidosideo.

Essas substancias foram identificadas e suas estruturas elucidadas por meio de
técnicas espectroscopicas de RMN 'H, RMN *3C e IV. Bem como técnicas
bidimensionais (2D) de RMN observando-se a constante de acoplamento de uma
ligagdo (*H x *H — HOMOCOSY, H x *C HETCOSY), *H x **C HMBQC J e duas
ou trés ligacdes (*H x **C HMBC).
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ABSTRACT

The present dissertation reports the phytochemical and
pharmacological/biological study of the roots from Sachytarpheta cayennensis (Rich.)
Vahl and the leaves from Pleurothyrium bahiense (Meiss) Barroso.

Glycosylated phenylpropanoids and iridoids were isolated from the ethyl acetate
extract from the roots of S cayennensis (Rich.) Vahl by step gradient countercurrent
chromatography (CCC). The chosen gradient utilized a stepwise increase of the butanol
ratio in a normal phase separation, utilizing a biphasic EtOAc:BuOH:H,O solvent
system, 1:X:1, in four steps: A—X =0.05,B - X =02, C-X=05andD - X = 10.
The sequential increase of BUOH in the organic phase of the CCC solvent system, and
wash-off of stationary phase alowed the isolation of 6 pure compounds. martinoside,
isoverbascoside, verbascoside, ipolamiide, and two other iridoid glycosides, which
structure is being investigated. These compounds covered a far wider span of polarities
than could have been achieved by more conventional isocratic CCC.

The metanolic extratct of the leaves from Pleurothyrium bahiense had led to the
isolation of one steroid: glycosylated (¢-sitosterol (PB.1), and one glycosylated
flavonoid: Apigenin —7-O- neohesperidoside.

These compounds were identified by their *H and **C and infra-red. The 2D
heteronuclear NMR techniques for observing coupling through one bond ¢H x *H —
HOMOCOSY, *H x ¥C HETCOSY), *H x 3C HMQC Jcy; and two or three bonds (*H

x 3C HMBC)- COLOC.



1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

O uso teragpéutico dos assm chamados “produtos naturais’, por terem suas origens
no empirismo de fontes vegetais, animais, € mesmo de minerais, € tdo remoto quanto o
nascimento das primeiras civilizagdes humanas. Onde inicialmente, as principais fontes na
producdo de drogas como recursos “ medicamentosos’ remediadores dos males fisicos e ou
“espirituais’ do homem, tiveram como matérias primas tais artefatos. Tendo em seus
esculapios silvicolas (xamas), feiticeiros, médicos curandeiros das cortes européas ou
mesmo nas primeiras universidades do “velho mundo”, os produtores alquimicos das
primeiras pocdes “magicas medicamentosas’ manufaturadas.

A partir de 1970, o mundo passou a mostrar um desencanto pela ciéncia académica
e suas realizacbes, 0 que levou as pessoas a revalorizar tudo 0 que se costuma designar
como “natural”. Com iss0, observa-se hoje uma tendéncia, em uma significativa parcelada
populacéo, de se confiar mais em recursos medicamentosos oriundos de plantas do que
remédios sintéticos provenientes de industrias farmacéuticas. Tal tendéncia ndo se
restringe apenas a fragdo de leigos da sociedade, nimeros cada vez mais crescentes de
meédicos, farmacéuticos, bidlogos, dentistas, veterindrios etc., estdo interessados em
conhecer mais sobre os produtos naturais e entusiasticamente dispostos a fazer usos dos
medicamentos que antigamente eram mais comuns, como 0s chas, extratos, tinturas etc.
Atualmente, a medicina pelas plantas esté se libertando de seu caréter empirico origina e
de sua aura misteriosa cuidadosamente mantida por muitos empiristas (Salatino A.1996).

Segundo Benedum (Schulz, V. et al. 2002), quando consideramos gue a histéria da
fitoterapia classica atravessa mais de dois mil anos, dos tempos antigos aos modernos, €
razoavel assumir que muitas das plantas medicinais usadas durante aquele periodo néo
apenas tém acdes especificas como também estdo livres de efeitos wlaterais perigosos.
Caso contrario, elas ndo teriam sido passadas adiante com tanta confianca através de tantas
épocas e culturas. Seria leviano considerar a experiéncia coletiva de mais de 50 geracdes
de médicos e pacientes como um “efeito placebo” (Schulz, V. et al. 2002).

Ta afirmacéo é reforcada por bases estatisticas, j& que aproximadamente 25% das
drogas prescritas mundialmente vém de plantas medicinais, existindo atualmente em uso

121 substéncias ativas. Das 252 drogas consideradas como basicas e essenciais pela



Organizacdo Mundia de Saude (OMS), 11% sdo exclusivamente origin&rias de plantas
medicinais, e um nimero ainda significativo provém de drogas sintéticas obtidas de
substéncias precursoras de origem natural. Atuamente, a fitoterapia em relacdo ao
mercado mundial gira em torno de aproximadamente 22 bilhdes de ddlares, onde cerca de
80% das pessoas no mundo utilizam plantas medicinais para curar suas enfermidades (Shu,
Y. 1998).

O desenvolvimento de pesquisas em cima de matérias terapéuticas origindrias de
plantas requer um estudo multidisciplinar, envolvendo ciéncias basicas como a botanica
(etnobotanica), agronomia, quimica e farmacologia, incluindo ai a toxicologia. Qualquer
estudo envolvendo substancias returais farmacol ogicamente ativas depende, sobretudo da
integracdo destas ciéncias (Verpoorte, R. 1989).

O uso potencial de plantas como fonte de novas drogas medicamentosas ainda €
parcamente explorada, pela lamentavel falta de interaco entre indlstria e universidade.
Estima-se que ja tenham sido devidamente estudadas para uso médico somente 5.000
espécies de plantas dentre as 250.000-500.000 mil espécies de plantas existentes no
planeta (Salatino. A. 1996). O que € preocypante mediante a explosdo do uso empirico das
plantas medicinais quase sem critérios, justo pela toxidez que uma planta medicina pode
vir a conter pela dosagem e pelo tempo empregados em seu consumo. Devemos ter sempre
em mente uma séria premissa: a mesma planta medicinal que cura pode matar!

Outro importante fator que € deixado de lado, lamentavelmente por pura
displicéncia, por aqueles que procuram direcionar seus estudos fitoquimicos e
farmacol6gicos a luz da etnomedicina (medicina popular), quanto a0 uso dos chas como
um profilético “medicamentoso” é o ambiente fisico em que estas plantas medicinais se
encontram. Enfocando ai, o tipo de solo em que estes organismos sdo expostos além de
fatores de estresse ambiental, sejam estes caracterizados por fatores fisicos ou abiéticos do
tipo: intensidade de luz, variacéo de temperatura, deficiéncia ou excesso de nutrientes, pH,
salinidade, metais como auminio (Al) e halogénios como fltor (F), disponibilidade de
agua, e com fatores bidticos como competicdo por espaco, predacdo, interacbes entre 0s
diferentes organismos, etc.

Plantas comumente usadas pela medicina popular, como no caso da espécie S
cayennenss (Rich.)) Vahl (Verbenaceae) e recomendada pelo Programa de
Desenvolvimento das Nagdes Unidas pelo seu elevado potencial farmacéutico (Johns, A E;

Hammer, M.L.A 1993), devem ser estudadas sob todos os seus aspectos. Visando a



padronizacdo de seu extrato, quando de interesse farmacologico, para fins de utilidade
publica a populagdo de baixa renda.

Ass espécies dessa familia s8o muito conhecidas por suas atividades biol 6gicas, com
crescente nimero de trabalhos de pesguisa com resultados relevantes, que vao desde
atividade citotoxica a atividade antimicrobiana em seus extratos (Brito, N.R.S.1992). Em
especifico, para a espécie S cayennensis (Rich.) Vahl, amplamente distribuida em todo
solo brasileiro, e de uso corriqueiro na medicina popular Johns, A E; Hammer, M.L.A
1993).

Por fim, o avanco dos métodos cromatogréficos a luz da tecnologia nas uUltimas
décadas, cada vez mais perspicazes a otimizacdo de separagbes e isolamentos de
metabolitos especiais de plantas, possibilitou apos suas determinacbes estruturais bem
como testes farmacologicos e toxicoldgicos preliminares, o emprego mais imediato a
comercializagdo pelas industrias farmacéuticas. Entre tais métodos, que levam a bons
rendimentos de substancias isoladas de extratos vegetais, associados a rapidez de suas
purificacOes temos a cromatografia contracorrente (CCC).

Para melhor entendimento dos resultados, este trabalho de dissertacéo de tese foi
abordado com tépicos especificos, que, em linhas gerais, colocam de forma mais sucinta o
tema cromatografia contracorrente (CCC) como uma visdo geral, em destaque, emrelacéo
as técnicas cromatograficas usuais em laboratério, no isolamento e purificacdo de
substancias naturais, dentre outras, extraidas do reino vegetal.

Topicos especiais foram introduzidos sobre a relagdo entre solos acidos e aluminio,
situando o assunto como uma imprescindivel discussdo na area de plantas medicinais e
salide, procurando correlaciona- los quanto aos resultados expostos na tese, assim como 0s
temas avidade antioxidante, antimicrobiana, avaliacbes antinociceptivas e

antiinflamatdrias.

1.2 Cromatografia Contracorrente (CCC)

O surgimento da técnica de cromatografia contracorrente (CCC) pode ser datado a
partir de 1934, quando Cornish e colaboradores delinearam o0 primeiro prot6tipo com uma
coluna locular de CCC voltada para a purificacdo de vitaminas solGveis em 6leo. O
ressurgimento de aparelhos de CCC mais aprimorados, quanto a sua eficiéncia e a
multiplicidade de separacdes em diversos tipos de amostras e andises, foi desenvolvido

por Yto e colaboradores em 1966, no Japdo. Estes novos aparelhos chamados de



cromatografia contracorrente planetéria consistiam, como ainda o € na atuaidade, de
bobinas revestidas por tubos de teflon enrolados em espiral como colunas (Conway, W.D.
1991).

A cromatografia contracorrente € uma técnica cromatografica de particéo liquido-
liquido (CLL), operando com a auséncia de um suporte solido por adsor¢do da fase liquida
estacionaria na matriz porosa, como se observa comumente na cromatografia em coluna de
gel de silica (Conway, W. D. 1991).

Esta técnica cromatogréfica de fracdo liquido-liquido formard duas fases
imisciveis, na qual a fase estacionéria selecionada de um dos liquidos sera retida no
aparelho contracorrente, quando em funcionamento, pela forca centrifuga, o que justificao
nome da técnica como cromatografia de fragdo liquido-liquido centrifuga (CPC), também
conhecida pela sinonimia de cromatografia contracorrente centrifuga (CCCC). Existem
aparelhos com mais de uma coluna que comportam volumes diferentes, e que podem ser
utilizadas isoladamente ou em conjunto, aumentando-se assim o0 seu volume total
(Conway, W. D. 1991).

Para tornar 0 aparelho com um minimo de atrito interno, discos de metal como
contrapesos do lado oposto ao da coluna e com a mesma distancia desta até o eixo central,
sdo colocados, podendo-se ai, tanto adicionar quanto retirar esses mntrapesos, de acordo
com o sistema de solventes utilizado. O aparelho estard balanceado quando houver um
minimo de vibracdo possivel (Conway, W. D. 1991).

A CCC de fracdo planetéria tem esse nome porque realiza dois movimentos
giratorios semelhantes aos movimentos translacional e rotacional de um planeta, onde a
coluna espiral gira em torno do seu proprio eixo ao mesmo tempo em que gira em torno do
eixo central (Foucault, A. P., Chevolot, L. 1998).

Essa técnica rapidamente vem demonstrando ser uma ferramenta de trabalho
imprescindivel, como méodo de separacdo e purificacdo de substéncias, em suas
aplicacOes tanto quantitativas como analiticas nos laboratérios de pesquisa. De modo que,
0 maior interesse desta técnica, em particular, estéd sendo o da separacdo de componentes
bioativos tanto de extratos brutos de plantas (para as mais diversas classes de substancias),
incluindo ai o fracionamento de extratos lipofilicos e hidrofilicos, fermentacdo microbiana,
bem como o de organismos marinhos (Hostettmann, K. et al.1990).

A técnica de CCC apesar de ter sido 0 maior progresso em empreendimentos
cromatogréficos durante os ultimos 30 anos, ainda necessita, em relagdo aos parametros

envolvidos no comportamento cromatogréfico, estudos que reguerem maiores



esclarecimentos (Ito, Y. et al. 1999). Por causa da auséncia de um suporte solido, ambas as
fases imisciveis dos solventes sdo submetidas, quando introduzidas na coluna, a forte
agitacdo e mistura por difusdo molecular, exercida pela forca centrifuga do movimento da
bobina no aparelho de CPC. De modo gue, o transporte axial do soluto na fase estaciondria
ndo pode ser ignorado, como fator de contribuigdo ao isolamento das substancias no
soluto. Apesar do comportamento cromatografico ser influenciado, longitudinalmente, ao
longo da coluna, pela forte mistura exercida nas fases estacionaria e movel em que a
transferéncia de matéria (soluto) ocorre de uma fase a outra, sem intermiténcias, os
fendmenos que envolvem a dispersdo (longitudinal e axial) de matéria das fases devem ser,
ambas, analisadas a parte (Kostanian, E. A. 2002).

A fracdo da fase estaciondria (Sg) retida na coluna correspondente a percentagem
do volume da fase estacionéria retida em uma coluna de CCC, em relagdo ao volume total
gue esta coluna venha a comportar, € um dos parametros mais importantes desta técnica.
Sendo este, 0 ponto chave tido como escopo da eficiéncia de uma coluna, seguido pela
capacidade de retencdo do soluto bem como o isolamento de suas substancias puras (Ito,
Y. et al. 1999). Ainda que o vaor de S mude com os parametros envolvidos em CCC
como a velocidade de rotagdo da coluna, a velocidade de fluxo (F) da fase mével sobre a
fase estacionéria, o volume e a concentragcdo da amostra, serd o parametro k., dentre os
citados, o que destacadamente ir4 influenciar o comportamento cromatogréfico em
contracorrente. Por conseguinte, os nivels de retencdo da fase estacionaria (Sg) diante de
uma dada velocidade de fluxo da fase mével oferecem, de forma inequivoca, um
prognostico seguro da eficiéncia da aplicacéo do sistema de solventes empregado em CCC
(Ito, Y. et al. 1999).

Apesar da técnica referir-se geramente ao processo no qual uma das duas fases
liquidas é mantida como fase estacionéria, por meio de forcas tanto gravitacionais quanto
centrifugas, enquanto a outra flui longitudinalmente sobre a sua superficie na coluna, o
termo contracorrente que induz a pensar que ambas as fases fluiriam numa coluna em uma
mesma direcdo, porém, em sentidos opostos, sO foi aplicado na aparelhagem de
cromatografia centrifuga planetaria de bobina com multiplas camadas (MLCPC,
abreviacdo em inglés) (Conway, W. D. 1991).

O avanco mais recente na técnica de cromatografia centrifuga é conhecida com o
nome de “cromatografia contracorrente de alta velocidade” (HSCCC, abreviatura em

inglés), onde a fase mével é injetada no equipamento em alta velocidade rotacional,



engquanto a fase estacionaria acaba sendo retida em uma coluna em espiral através de uma
elevada velocidade rotacional, mantida apenas pela forca centrifuga. Disto resulta que, o
tempo de separacdo das substancias numa dada amostra torna-se muito otimizado, fruto de
uma fracéo eficiente (Hostettmann, K et al.1990). Dentre os aparel hos de bobina rotacional
sdo encontrados o0s que exibem ou ndo movimento planetario em torno de seu eixo central.
A técnica de HSCCC utiliza uma coluna em espiral de vérias camadas que descreve um
movimento planetério. O nimero de pratos tedricos desse tipo de cromatografia depende
do tamanho da coluna (para HSCCC semi-preparativa: coluna de 130 metros com didmetro
interno de 1,6 mm. Velocidade: 0-1000 rpm; para HSCCC andlitica: coluna de 50 m e
didmetro interno de 0,85 mm. Velocidade: 0-2000 rpm), da velocidade de fluxo de
bombeamento, da quantidade de amostra e, principalmente, da escolha do sistema de
solventes (Berthod, A. 2002)

As principais técnicas de cromatografia contracorrente em uso sdo: (1)
cromatografia contracorrente de gotas (DCCC, abreviatura em inglés); (2) cromatografia
contracorrente centrifuga de gota (CDCCC, abreviatura em inglés), também chamada de
cromatografia contracorrente de fragcdo centrifuga (CPC); (3) cromatografia contracorrente
centrifuga planetéria de bobina com multiplas camadas (ML CPC, abreviatura em inglés); e
(4) cromatografia contracorrente de rotacdo locular (RLCC, abreviatura em inglés)
(Conway, W. D. 1991).

1.2.1 Vantagensda Técnica de Cromatografia Contracorrente (CCC)

Os métodos de fracdo liquido-liquido em contracorrente possuem importantes e
destacadas vantagens em relacdo aos procedimentos habituais de isolamento e purificacéo
de produtos naturais, como, por exemplo, a cromatografia em coluna. Entre eles, destaca
se 0 isolamento de produtos polares (Hostettmann, K et al.1990). Entretanto, algumas
limitacbes do uso do CCC devem ser mencionadas. Entre elas, a propria escolha do
sistema de solventes pode ser um fator limitante no sucesso do isolamento das substancias
de um extrato vegetal .

As razdes que conduzem a eficiéncia desta técnica cromatogréfica seguem abaixo
(Hostettmann, K et al.1990); (Conway, W. D. 1991):

» N&o requerem suporte solido como matriz adsorvedora, evitando assim

a decomposicdo ou mesmo a adsor¢do irreverssivel de substancias



polares na interface liquido/solido, como ocorre em coluna de gel de
silica

» Hatota recuperacdo da amostra (extrato bruto ou fragcdo) injetada

= O tempo de separacdo pode ser otimizado, visto que a fase mével pode
ser injetada a vel ocidades elevadas no aparelho de CCC

= N&o ocorre formagéo de emulsdo

= Por ndo haver contato com o ar, a amostra ndo corre o risco de sofrer
oxidacdo

= A técnica € compativel com substéncias com diversos pesos
moleculares, indo desde ions de pequenas dimensdes a
macromol éculas, como proteinas

* O numero empregado de sistemas de solventes bifasicos é€,
potencialmente, diversificado conforme a amostra empregada

» Sistemas de solventes ndo-aquosos podem ser utilizados para
substéncias pouco polares, que podem sofrer decomposicdo em
cromatografia de colunaem gel de silica

= As colunas sdo feitas de teflon (PTFE, politetrafluoretileno) ou aco
inox, materiais durdveis, ndo havendo de imediato a necessidade de
substituicdo. Representando grande economia perante outras técnicas

cromatogréficas
1.2.2 Sistemade Solventesem CCC

A escolha correta do sistema de solventes na cromatografia contracorrente € de
suma importéncia, como passo inicial para 0 sucesso da separacdo de substancias
(Marston, I. A., Hostettmann. 1990). A separacdo das diferentes substancias (com
polaridades digtintas) que fregientemente compdem a amostra € determinada pelo
coeficiente de fracdo (K) do soluto, caracteristica intrinseca deste, num dado sistema
bifasico. Dessa forma a amostra estudada deve estar bem distribuida entre as duas fases
imisciveis do sistema de solventes bifasico, facilitando assim a separacdo das substancias
(Conway, D.W. 1990).

Ainda que muitos sistemas bifasicos ja tenham sido descritos na literatura cientifica
(Abbot P.T., Kleiman R, 1991), ndo ha meios concretos para que em Ultima instancia, ao

menos, a priori, sga selecionado um dado sistema de solventes em relagdo a outro sem



gue sgja factivel de prévia experimentacdo. A ndo ser € claro, que a(s) substancia(s) ou
mesmo uma certa classe de substancias a serem separados via CCC sgjam muito similares
ao da literatura, tendo ai seu sistema de solventes tomado como padr&o. Caso contrério,
haveré na certa a dificuldade inicial da escolha do sistema de solventes a ser vencida antes
de sua aplicacdo no aparelho contracorrente (Abbot P.T., Kleiman R. 1991).

Procurando minimizar esta dificuldade inicial, listas de sistemas de solventes
obtidos pela literatura cientifica, referente ao assunto, usados em CCC na separacéo de
certas classes de substancias ou mesmo de substancias em especifico, sdo, freqlientemente,
agrupadas em substéncias que vao das menos polares as mais polares, referentes a fase
superior ou mével do sistema. Sem, no entanto, apresentarem uma dimensdo exata da
polaridade das fases dos sistemas empregados (Abbot P.T., Kleiman R. 1991), (Foucaullt,
P. A., Dekker, M. 1999), (Marston, I. A., Hostettmann, K. 1990).

Como forma aternativa, o classico sistema ternario de solventes cloroformio:
metanol: &gua, em que o0 metanol serd o solvente miscivel com o sistema bifésico (de
solventes imisciveis) cloroférmio: dgua, ou mesmo um sistema quaternario menos polar
como n-hexano: acetato de etila: metanol: &gua podem ser escolhidos como ponto de
partida nas andlises cromatogréficas preliminares. E as proporcdes de cada solvente no
sistema, mudadas até que a distribuicdo aparentemente equivalente do soluto entre as duas
fases sgja obtida. O primeiro tipo de sistema citado acima, normamente, produz uma
retencdo da fase estacionaria na coluna podendo levar a resultados promissores. Este
sistema acaba ainda fornecendo uma diferenca de densidade consideravel entre suas fases,
pelo excessivo aumento da tensdo interfacial entre elas. O cloroférmio, como terceiro
solvente, faria interagir de modo mais eficiente o sistema imiscivel. Tais sistemas sao,
consequentemente, empregados com certa freqiéncia no isolamento de produtos naturais
na cromatografia centrifuga de fracdo (Marston, 1. A., Hostettmann, K. 1990).

Outra alternativa, comumente empregada, porém, com um nimero mais restrito de
sistema de solventes ternarios, é aguela ao qual um sistema bifasico é formado por um
solvente imiscivel (agua) em presenca de outros dois solventes miscivels (butanol e acetato
de etila). O que melhor representa este sistema € a mistura terné&ria acetato de etila
butanol: agua, para substancias polares, aplicado tanto em sistemas isocréaticos quanto com
gradientes. Todos as substancias polares mais solUveis em &gua do que em acetato de etila,
e gue sgiam mais sollveis em butanol do que em agua, podem ser isolados usando-se 0
BuOH, como gradiente (Foucault, A. P., Dekker, M. 1999).



A tabela 1 mostra gpenas de forma ilustrativa algumas classes de substancias de

produtos naturais de espécies vegetais, que podem vir a ser isoladas pelas técnicas de

cromatografia cont racorrente (CCC).

Tabela 1: Algumas classes de produtos naturaisque podem ser isolados via CCC

Classesdesubstancias& . Propor ¢oes A
Apardhos de CCC Sistemasde Eluentes (%) Referéncia
Flavondides CHCI;: MeOH : H,0O 4:.3:2 Zhang et al ., 1998
(HSCCCQC) CHCI;: MeOH : H,0O 33: 40: 27 Slacanin et al., 1989
Flavondides Glicosilados || EtOAC-H,O ® EtOAC-i- Gradiente Vanhaelen & Vanhaelen+
(HSCCC) BuOH-H0O Faster, 1988
Saponinas e Glicosilados:
Iridoides, Xantonas, CHCI3: MeOH : H,0: 91281 Hostettman & Marston,
Flavonoides, n-PrOH T 1984
Antraquinonas (DCCC)
Ester delridoides ) ] L Hostettman & Marston,
glicosilados (DCCC) Nn-BuOH : EtOH : H,O 4:1:5 1984
. n-BuOH:Me,CO:H 0O A -
Alcaloides (HSCCC) (HSCCC) 8:1:10 Quetin- Leclercq et al.1988
Alcaléides (DCCC) CHCl MO HOmn- | 1010651 ogtettman & Arston 1984
Taninos (HSCCC) n-BuOH-0,1M NaCl 1.1 Putman & Butler, 1985

1.3 Solos Acidos: Aluminio (Al) e Fltor (F), e os Fitoter picos

O auminio (Al) € o metal em maior abundancia (8%) presente na crosta terrestre.

As maiores reservas de aluminio ocorrem na forma de gibbsita Al(OH)3;, forma mais

comum de hidréxido de aduminio nos solos, ou slicatos de aluminio, formas n&o

fitotoxicas aos seres vivos (Zonta E, 2003). Ja em solos acidos (pH < 5), presentes em

cerca de 40% na superficie terrestre, e 70% dos solos potencialmente cultivavels do

mundo, o Al se solubiliza na forma de um complexo com a agua em sua espécie fitotoxica
Al(H20)s", convencionalmente chamado AI** (Zonta, E. 2003), (Wong, M.H et al. 2003).

Quanto ao aspecto da correlacdo planta/duminio com a salde humana, a relagdo

entre solos &cidos e a concentracdo de metais nocivos a salde, destacando ai 0 aluminio

(Al) e mesmo o halogeneto fltor (F), por formar complexos com o aluminio, deve ser

aludido como um dado imprescindivel ao estudo da utilizagdo de fitoterdpicos. N&o

tornando assim limitado, 0 estudo de uma planta medicinal somente quanto aos seus

aspectos farmacol 6gicos e fitoquimicos.
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Especificamente, no Brasil, atoxidez por Al € também um problema intrinseco dos
solos e representa 60% do territério brasileiro cultivado ou com potencial para atividade
agricola, excetua-se destes, as areas que podem ainda por uso inadequado, se tornarem
acidas e as &reas com problemas somente de deficiéncia de Ca e Mg. O montante de solos
brasileiros que podem ser considerados écidos pode alcancar valores de até 84% (Zonta E,
2003).

Quanto aos efeitos fisioldgicos de aluminio de fltor na salide humana, ha indicios
de haver uma estreita relacdo entre a doenca neurogénica de Alzheimer (neste caso, apenas
em pessoas com idade acima de 65 anos), e de fluoreses Gsseas e dentarias frente 0 uso
prolongado de infusos de plantas contidas em solos acidos. Tendo-se sempre em mente a
relacdo dose/uso prolongada do cha (Wong, M.H et al. 2003). Tais morbidades acabam
sendo corroboradas pelo consumo de agua e de alimentos ao longo da vida, onde estes dois
elementos quimicos se encontram comumente presentes (Wong, M.H et al. 2003).

O auminio aém de interferir na divisdo celular da raiz principa e das raizes
laterais do vegetal, aumenta arigidez da parede celular, reduz areplicacdo do DNA, altera
as proteinas de transporte na membrana e desfavorece a atividade de muitas enzimas. Na
parte aérea, 0os sintomas de toxidez do aluminio ndo sdo facilmente identificaveis. Nas
folhas, estes se assemelham a deficiéncia de fosforo, retardando o crescimento globa da
planta, 0 que pode levar a ocorréncia de folhas pequenas, escuras e com maturidade
precoce, além do encurtamento dos talos (Taylor, J.G et al. 2000).

Em sintese, plantas afetadas por Al também apresentam sintomas de deficiéncia de
nutrientes, tais como P, Ca, Mg, K e Mo, devido a interferéncia do Al nos processos de
absorcéo, transporte e uso destes nutrientes. Particularmente, € na raiz que se verifica o
principal sintoma de toxidez e maior sinal de danos, sendo que a inibicdo do crescimento
longitudinal é utilizada para discriminar espécies e variedades tolerantes das demais. O
engrossamento das raizes, tanto principais como laterais, também é um sintoma comum,
porém menos discriminatorio que a avaliacdo do comprimento. Além destes sintomas
também pode haver falhas na ramificacdo das raizes, ou ateragbes nos padrfes de
ramificacéo (Zonta, E. 2003).

A Organizacdo Mundia da Salde (OMS) recomenda como padronizacdo maxima
de Al (duminio) e F (fluor), respectivamente, na agua potavel (0,2 e 0,5) mg/l e de (5 e
1,3-2,0) mg/dia, na absorcéo diaria destes elementos por adulto. Ja que o Al acaba sendo
excreta pelas fezes e pela urina, de modo que este metal ndo infira diretamente na salde
humana (Wong, M.H et al. 2003).
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14 AntioxidanteseRadicaisLivres

No século XX, na década de 70, pesquisadores descobriram que os radicais livres
sdo formados em organismos aerébios em condicdes normais e patolégicas. Esta
descoberta abriu um vasto campo de estudo acerca das fontes e dos mecanismos de
producdo, adém de estudos sobre os efeitos e, principamente, sobre as formas de
prevencdo contra a agao dos radicais livres (Halliwell, B. 1989)

S&o vérios os fatores que podem potencializar a producéo dos radicais livres. Entre
eles, atoxidez de herbicidas, antibioticos e poluentes do ar, osraios UV eraios-x, além do
consumo de dcool e cigarro. Desde gque os efeitos dos radicais livres no organismo
comegaram a ser conhecidos, muitos estudos foram desenvolvidos para encontrar maneiras
de prevenir sua acdo. Como forma de conter o efeito deletério dos radicais livres,
eliminando-0s, surgem os mecanismos ndo enzimaticos de defesa da célula pela presenca
de substancias conhecidas como antioxidantes. Tais substancias, como as vitaminas (em
especial as vitaminas E e C) e a enzima glutadiona (GSH), por exemplo, retardam ou
previnem a deterioracdo, dano ou destruicdo provocados pela oxidacéo celular (Halliwell,
B. 1989).

A maioria dos radicais livre, por serem espécies quimicas com um elétron
desemparelhado, é constituida por estruturas extremamente reativas e instéaveis. Para
tornarem-se estaveis eles capturam elétrons de outra molécula, transformando-a em um
outro radical. Este é o inicio de uma reacdo em cadeia que pode ser lesiva para varias
estruturas celulares. Entre tais lesdes, a do DNA, fruto do acimulo de lesdes genbmicas
ndo reparadas, 0 que pode aumentar a probabilidade do desenvolvimento de cancer. A
senescéncia, pela degenerescéncia celular, pode estar relacionada a estes eventos
(Haliwell, B. 1989).

De forma gera, os radicais livres ou espécies redtivas de oxigénio estdo
relacionados, como causa ou consequéncia, com todas as enfermidades degenerativas

crénicas, 0 que abrange cerca de 95% das patologias observadas em pessoas acima de 35

anos (Halliwell, B. 1989). ApGs o conhecimento da etiologia bioquimica de radicais livres
para as doencas degenerativas crénicas surgiram inimeros estudos referentes ao uso de
substéncias antioxidantes como forma de tratamento e @& mesmo de prevencdo dessas
enfermidades (Halliwell, B. 1989).
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Entretanto, os antioxidantes exdgenos séo eficazes para o tratamento de algumas,
mas ndo todas as condi¢Oes associadas com danos oxidativos "in vivo". Isso faz que a
procura por novas substéncias candidatas a drogas Uteis para o tratamento de tais doencgas
sgja necessario (Halliwell, B. 1989). Com a introducédo do extrato de Ginkgo biloba na
terapéutica ortomolecular, o interesse pela busca de novos extratos de plantas e mesmo de
suas substancias isoladas com atividade antioxidante tornou-se grande (Gold, E.P et al.
2003).

Os mecanismos mais conhecidos de producdo de radicais livres envolvem: a
enzima xantina desidrogenase/oxidase, presente no endotélio de capilares da maioria dos
tecidos celulares; a enzima NADPH citocromo P-450 redutase, presente principal mente na
membrana do reticulo endoplasmatico de hepatécitos e cadeias de transporte de elétrons,
presentes na membrana mitocondrial. Acredita-se que este Ultimo mecanismo sga o
responsavel pela producéo da maior parte dos radicais livres no organismo (Gordon, M. H.
1996), (Halliwell, B. 1989).

A degradacdo de carboidratos, lipidios e proteinas que ingerimos processa-se
através de oxidagdo, sendo seus elétrons recebidos por coenzimas. A etapa final do
processo é feita na mitocondria pela cadeia de transportes de elétrons, que os transfere das
coenzimas para 0 oxigénio, com concomitante sintese de ATP a partir de ADP e Pi
(fosfato inorgéanico) (Gordon, M. H. 1996), (Halliwell, B. 1989). Nesta reacéo, cerca de
95% do oxigénio que consumimos sdo convertidos a &gua. Se em algum passo da cadeia
de transporte de elétrons ocorrer 0 “vazamento” de elétrons, estes podem ser capturados
por moléculas de oxigénio circulantes. Quando o oxigénio receber um elétron amais, este,
se transforma no anion superéxido (O, 7), um poderoso radica livre. E se 0 anion
superéxido for reduzido por mais um elétron, ocorre a formagéo de peroxido de hidrogénio
(H20,). A captacdo de um elétron adicional rompe a molécula de H,O», produzindo &nion
hidroxila (OH, pouco reativo) e o radical hidroxila (OH, uma das espécies de radicais
mais reativas) (Gordon, M. H. 1996), (Halliwell, B. 1989).

Os elétrons que podem ser adicionados ao perdxido de hidrogénio promovendo a
formacao do radical hidroxila, provém tanto da captura de elétrons que escapam da cadeia
de transporte de elétrons, bem como dos ions Fe2+ eCu’, principais fontes de elétrons para
a formagéo do radical hidroxila. Este radical, assm como outros radicais, tais como o
peroxila (ROO’, menos reativos e mais seletivos em suas reaces) e o acoxila (RO, na

ordem de 2 a 3 vezes menos reativos que os radicais hidroxila, e, conseqlientemente, mais
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seletivos que este) atacam os componentes lipidicos das membranas, provocando a
formacdo de lipoperoxidos (Gordon, M. H. 1996).

As propriedades da membrana, especialmente a permeabilidade e a capacidade de
transporte ficam alteradas. A alteracdo do lisossoma, organela membranosa gue contém
diversos tipos de enzimas hidroliticas coadjuvantes da digestdo intracelular, leva a
liberacdo de suas enzimas que podem destruir a célula (Gordon, M, H. 1996), (Halliwell,
B.1989).

1.5 Bactériase Atividade Antimicrobiana

Imediatamente ap0s a descoberta das sulfonamidas e da penicilina, diversos
organismos patogénicos foram imediatamente testados, de forma empirica nos pacientes,
frente a suscetibilidade destas drogas. O método classico usado pelos microbiologistas ao
testarem os agentes antimicrobianos, in vitro, foi a diluicdo de culturas bacterianas em
tubos de ensaio, fornecendo um resultado quantitativo do agente empregado, necess&rio a
inibicdo do crescimento de um dado microorganismo em especifico (Ellen, B. et al. 1990).

Os organismos que geramente sdo encontrados em feridas infeccionadas e
abscessos sdo as bactérias grampositivas como Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Streptococci microaerdbicos, bacilos gram negativos, micrébios aerdbicos como
as Pseudomonas sp (Pseudomonas aeruginosa) e bactérias anaerdbicas. S. aureus, S
pyogenes e P. aeruginosa sdo organismos que também estdo envolvidos em lesBes
sistémicas com lesdes cutaness.

Bactérias do tipo Streptococcus estdo entre os agentes etiolbgicos de faringites,
celulites, febre escarlating, erisipelas, piodermites, febre puerperal entre outras infeccOes
purulentas. Dentre tais infeccdes, S. pyogenes pode ser 0 Unico patégeno atuante, como
também estar agindo em conjunto com outras bactérias, particularmente, S. aureus, no
impetigo (uma forma de pioderma). Em termos de morbidade e mortalidade em humanos,
em todo o mundo, o papel patolégico de S. pyogenes, principalmente em criancas, esta na
ocorréncia de febre reumética aguda e pos-streptococcal glomerulonefritis (tipo de febre
renal que pode ser letal). Certos microorganismos, como as bactérias, sdo considerados
como os agentes etiol 6gicos de muitas doengas como as do trato respiratorio, por exemplo,
responsaveis por fatores de viruléncia expressos pelo hospedeiro (Ellen, B. et al. 1990).

Aproximadamente dois tercos de infeccbes em nosocdmios envolve um Unico

patdgeno, enquanto que em torno de 20 % destas infecgbes abrangem uma gama de
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multiplos patégenos. Aproximadamente 85% das infeccOes hospitalares possuem sua
origem em patdgenos ocasionados por bactérias aerdbicas e 7% por fungos. As bactérias
patogenas que mais frequentemente causam infeccdes hospitalares podendo levar a dbito
seus pacientes, sdo representadas pela E. coli, S aureus, S pyogenes e P. aeruginosa
(Fig.1) e (Fig.2). O que as torna ainda mais pericul osas € o fato de serem, juntamente com
tantos outros inUmeros patdgenos, resistentes a exposicdo de muitos agentes
antimicrobianos, como os antibi 6ticos.

Em certos casos, um agente antimicrobial que demonstra uma fraca atividade in
vitro contra um organismo patdégeno é usado em pacientes com bons resultados; o efeito
oposto pode, obviamente, ocorrer. Isto, por causa dos fatores de respostas imunologicas
intrinsecas, que estdo envolvidas no hospedeiro, como uma resposta a sua infeccéo frente
ao agente antimicrobiano, cmo um antibidtico, por exemplo, que pode ou ndo atuar de
forma eficiente no hospedeiro.

O termo antibiético € definido como sendo um processo quimico efetuado por um
microorganismo que inibe o crescimento de outros organismos. Certos agentes
antimicrobiais possuem atividade bactericida, causando danos irreversiveis na bactéria.
Outros agentes, entretanto, sdo conhecidos como bacteriostaticos, inibindo o crescimento,
mas ndo a morte da bactéria. Em aguns casos, certas drogas que s80 em primeiro
momento bacteriostaticas podem ser bactericidas contra tipos especificos de organismos.
Quando um agente apresenta propriedades bactericidas in vitro com uma corcentragéo
minima bactericida (CMB), também conhecida como concentragdo minima letal (CML),
tal resultado torna-se mais promissor do que resultados que espelhem a concentracéo
minimainibitoria CMI (MIC, siglainternacional em inglés) deste agente. Visto que o MIC
requer uma quantidade bem maior do agente antimicrobiano para matar a bactéria do que
meramente inibir seu crescimento, oferecendo assim tolerancia ao agente antimicrobiano.
Os MICs e MBCs de um agente antimicrobiano podem ser determinados para qualquer
microbio passivel de crescimento em um meio liquido (Ellen, B et al 1990).

Os métodos empregados para tal procedimento sdo os de difusdo de bactérias em
disco de hidrogel agar-agar de MUeller-Hinton e o de dilui¢&o de caldos de meio de cultura
bacteriana pelo método de padronizacdo de Mcfarland.
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Figura 1: Ulcera sacral causada por contaminagiio Figura2: Erisipela causada por S.pyogenes (Ellen,
hospitalar via S.aureus P.aeruginosa, e S.pyogenes B etal.1990)
(Ellen, B et al. 1990)

Enterobacteriaceae, Aeromonas, Acinetobactérias, Pseudomonas, Staphylococcus,
Enterococci, nonenterococcal streptococci e Listeria  monocytogenes podem  ser,
inicialmente, testadas na presenca de agentes antimicrobianos pelos métodos anteriormente
citados.

O protocolo completo para a realizagdo desses métodos é encontrado em
publicacdes no Comité Naciona de Padrdes de Laboratorios Clinicos (NCCLS), M7- A2
(Ellen, B et al. 1990).

1.6 A Inflamacéo

A inflamagdo representa um processo fisiopatologico fundamental para eliminar
estimulos lesivos ao organismo in vivo. Uma caracteristica marcante desse processo € o
Seu carater padronizado, ou sgja, independente da natureza do estimulo causador da lesdo
(fisico, quimico ou bioldgico). Observa-se inicidmente, dilatacdo e engurgitamento dos
vasos da area afetada, pricipalmente capilares e arteriolas, com aumento do fluxo
sanguineo. Esses fendmenos determinam o aparecimento de um eritema (rubor congestivo
da pele, por via de regratemporaria, que desaparece momentaneamente a pressao do dedo)
locdizado e aumento da temperatura na &ea Numa etapa seguinte, ocorre
extravassamento de plasma e proteinas plasmdtica para o tecido intersticial com
deselvolvimento de edema (de forma geral, acimulo anormal de liquido em espago
intersticial extracelular). Fenbmeros subseqlientes constituem migracdo leucocitéria e
atividade fagocitéria por células competentes (Lapa, JA et al. 2001)
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Todas essas alteracOes descritas anteriormente sdo acomplanhadas de dor na area
afetada. Esse cardter esteriotipado originou o conceito de mediagcdo quimica da resposta
inflamatoria, segundo o qual as alteracOes fisiopatol 6gicas desencadeadas pelo estimulo
lesivo sdo a expressao das acbes farmacol dgicas de substancias enddgenas liberadas, ou
ativadas, no decorrer do processo. Dentre os mediadores identificados no processo
inflamatério, encontramse: aminas vasoativas (histamina), eicosandides (metabdlitos do
&cido araquiddnico- prostaglandinas e leucotrienos), fator ativador de plaguetas, ctocinas
(interleucinas), cininas plasméticas (bradicinina), radicais livres, entre outros. E notdrio
gue um Unico sina inflamatorio pode ser produzido por um conjunto de mediadores
agindo independente e sinergicamente, e que um mesmo mediador pode ser ativo em
diferntes etapas da resposta inflamatoria. As agdes dos mediadores inflamatérios sdo
essencialmente locais (Lapa, JA et al. 2001).

Varios modelos in vivo sdo utilizados na pesquisa de substancias com atividade
analgésicalantiinflamatdria. Em geral, a estereotipia da génese dos sinais e sintomas da
inflamacdo serve de base para 0 ensaio dessas substancias. Dentre os parametros
normalmente avaliados estdo edema, ateracdo de permeabilidade vascular, migracéo
leucocitéria, febre e dor. Essas técnicas de avaliacdo sdo gerais e independem da
substancia a ser testada. Apesar de, na maioria das vezes, ndo se chegar a um mecanismo
de acdo definitivo da substancia ou extrato da planta testado, esses modelos experimentais
s80 de grande importancia e representam 0 ponto de partida para a caraterizagcdo
farmacol 6gica de novas substancias capazes de interferir com o curso inflamatorio (Lapa,
JA et al. 2001).

1.7 Aspectos Gerais das Espécies Estudadas

1.7.1 A Familia Lauraceae

A familia Lauraceae, representada por arvores e arbustos, excecdo feita ao género
Cassytha, um parasita herbaceo, é formada por aproximadamente 50 géneros com 2.500 -
3.000 espécies. Apresenta-se amplamente distribuida através das regides tropicais e
subtropicais do planeta, 0 que a torna evidenciada nos tropicos Americanos e Asiaticos,
possuindo ainda um ndmero considerdvel de espécies na Austrdia e na ilha de
Madagascar, embora o continente Africano sgja parcamente representado por esta familia
(Werff, H. Van der., Richter, H.G. 1996).
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As Lauraceas sd0 consideradas uma das familias mais primitivas pertencentes a
divisdo Magnoliophyta. Tal fato se deve as suas caracteristicas morfol gicas e anatdmicas
gque as aproxima de outras familias como Caycanthaceae, Idiospermaceae e
Hernandiaceae. Em geral, a maioria das espécies dessa familia, sdo também chamadas
pela sinonimia de “canela’ (Marques, C. A. 2001). Os primeiros registros relativos a
utilizagdo das espécies desta familia sdo originarios da Grécia antiga, datando de 2.800
a.C. Isso influenciou 0 nome de muitos géneros que fazem uma alusdo aquela éoca.
Laurus L., por exemplo, vem do celta “lauer” que significa verde ou ainda “laus’ que
significa louvor e o género Phoebe, tem 0 seu nome relacionado ao deus Apolo. Outras
espécies utilizadas desde a Grécia antiga sdo as pertencentes ao género Cinnamomum
Schaeffer, que significa “caneleira’ em grego (Marques, C. A. 2001). Apesar de sua
destacada importancia econdmica, além da medicinal, em relacdo a outras familias, as
Lauraceae sdo a respeito de sua classificacdo e nimero de espécies, pouco conhecidas
(Marques, C. A. 2001).

Quanto ao tipo de inflorescéncia as Lauraceae sdo classificadas em trés tribos
distintas. A primeira tribo apresenta como caracteristica uma inflorescéncia racemosa, em
gue suas flores no ramo parecem um cacho de uva. Cada flor apresenta uma pequena
bréctea que se acha inserida junto a haste que sustenta a flor (pedicelo). As brécteas sgjam
elas dispostas de maneira oposta em forma de cruz, decussadas, ou alternadas, acabam
exercendo um papel de protecdo a inflorescéncia. Como exemplo a esta tribo podemos
citar os géneros Litsea, Lindera, Laurus e Sassafras (Werff, H. Van der., Richter, H.G.
1996).

A segunda tribo, conhecida como Perseeae Nees (Fig.3), apresenta um tipo de
inflorescéncia (paniculado-cimoso) na forma de um cacho subgéncia, no qual os ramos
vao decrescendo da base para o pice, razéo por que assume forma aproximadamente
piramidal. Suainflorescéncia € definida, cujo eixo tem crescimento limitado e termina por
uma flor, sucedendo 0 mesmo aos eixos secundérios, que partem do principal, assumindo
um aspecto que lembra como ornato, capacetes e elmos. As flores laterais do cimo sdo
estritamente opostas. O género que mais figura nesta tribo pertence ao neotropical, entre
eles, pode-se citar 0 Ocotea, Nectandra, Aniba, Licaria, Pleurothyrium; e alguns do género
neotropical/asiético como Persea, Cinnamomum, Phoebe, e Dehaasia (Werff, H. Van der.,
Richter, H.G. 1996).
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i

Figura 3: Inflorescéncia da tribo Perseeae Nees (Werff , H. V., Richter, H.G. 1996).

A terceira tribo, conhecida como Crytocaryeae Nees, é formada por uma
inflorescéncia mais ou menos paniculado-cimosa. Justo porque em uma primeira anélise,
poder-se-ia dizer que sua inflorescéncia em muito se assemelha a segunda tribo j& citada.
O que as diferencia € que esta Ultima ndo apresenta, a rigor, em sua inflorescéncia, aspecto
cimoso. As flores laterais do “cimo” ndo sdo totalmente opostas, e as flores podem ainda
surgir, individualmente, ao longo do eixo da haste da inflorescéncia.

As folhas da inflorescéncia (bractea), quase sempre se apresentam de forma
modificada, de dimensdes reduzidas e coloracdo viva, embora também as hgja verdes. A
localizagéo das bracteas, nesta tribo, ao longo dos pedicelos é variavel. De modo que, as
vezes, pode surgir apenas uma bréctea, bem como duas delas alternadas ou mesmo opostas
uma a outra: entretanto, observagdes mais acuradas s80 necessarias. Fazem parte desta
tribo, 0o género Beilschmiedia, Cryptocarya, Endiandra, Potomeia, e Triadodaphne
(Werff, H. Van der., Richter, H.G. 1996).

1.7.1.1 Importéancia Medicinal da Familia Lauraceae

Na medicina popular, as Lauraceas apresentam utilizagéo variada, desempenhando
diferentes funcBes contra diversas doencas (Marques, C. A. 2001). Algumas espécies
amazobnicas pertencentes aos géneros Nectandra Rol. ex Rotth., Licaria Aubl. e Aniba
Aubl, revelam a presenca de substéncias quimicas denominados neolignanas. Segundo
Gottlieb e colaboradores, a atividade citotoxica (antitumoral) dos extratos destas espécies

se deve a presenca das neolignanas (Gottlieb, R.O et al 1978).
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A espécie Nectandra rodiael Schomb, daflora brasileira, possui acéo antipiréticae
tbnica, utilizada pela ciéncia popular através de tintura, extrato aquoso, vinho ou elixir.
Nectandra pichurim (H.B.K) Mez, espécie que se encontra distribuida desde o México até
a regido Centro-Oeste do Brasil, € usada contra cdlicas e disfuncBes gastricas. Na
Farmacopéia Brasileira, encontram-se ainda as espécies Cinnamomun zeylanicum e C.
cassia, usadas contra resfriados. Sendo gque a casca, destas espécies, sdo consideradas
abortivas, o que restringem seus usos (Marques, C. A. 2001).

O género Ocotea apresenta 0 maior nimero de espécies medicinais desta familia.
Os frutos de Cryptocaria moschata Nees et Mart, popularmente conhecida como “néz
moscada’, sdo utilizados na contencdo das disfuncdes/dores estomacais (Marques, C. A.
2001). As folhas de O. aciphylla (Nees) Mez sdo utilizadas como tbnico e estoméquico,
enquanto a casca é usada como anti-reumdtica e depurativa do sangue. Estudos
etnobotanicos mencionam o uso desta espécie por indios do Xingu no Estado do Mato
Grosso, onde a folha, por apresentar propriedades narcéticas, € utilizada para enrolar o
cigarro do xama em suas metodol ogias de cura, conforme a cultura da Nacdo Indigena que
autiliza (Emmerich. M., Senna,L.M. 1985).

A espécie O. spectabilis (Meissn.) Mez, é considerada um ténico devido a
caracteristica adstringente tanto da casca quanto da raiz. A casca e as folhas de O.
pulchella Mart. sGo consideradas estomaguicas, emenagogas e tonicas do Utero; ja a casca
de O. teleiandra (Meissn.) Mez, € usada contra “dores no peito” e as folhas, usadas como
sudoriferas. O. indecora Schott. E utilizada como sudorifera, anti-reumética e até
antisifilitica, devido as propriedades do 6leo essencial obtido da casca que é geralmente
extraido do caule ou daraiz. O. guianensis Aubl, espécie tipica da Amazonia, é empregada
pela populagéo local contra abcessos. O. cymbarum e Licaria puchury-major Kosterm,
possuem atividade antiinfecciosa comprovada contra 0 desenvolvimento em humanos de
parasitas ancilostomideo, da familia dos helmintos (Marques, C. A. 2001).

O género Aniba, também merece destaque na familia Lauraceae. A espécie A.
riparia (Nees) Mez, por exemplo, tipica da regido amazonica, possue atividade antibidtica
comprovada contra Candida albicans, Bacillus cereus, Klebsiela pneumoniae e
Saphylococcus aureus. As espécies de A. canellita (H.B.K) Mez A. duckei Kosterm e A.
hastmanniana (Nees) Mez, também possuem atividade bloqueadora no desenvolvimento
do ancilostomideo humano, devido a acdo do 6leo essencial que é extraido do lenho e da
casca (Marques, C. A. 2001).
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A espécie Persea cordata (Vell.) Mez é uma espécie da flora catarinense cuja
atividade contra as bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes foi
comprovada devido a agdo antibacteriana do extrato obtido com acetato de etila, 0 que
ratifica 0 seu uso popular no tratamento de feridas cuténeas (Marques, C. A. 2001).

Estas seriam apenas algumas, dentre a gama de espécies medicinais da Familia
Lauraceae, retentoras de inUmeras propriedades fitotergpicas, que foram aqui reportadas

apenas como uma alusdo medicinal a estaimportante Familia.

1.7.1.2 PrincipaisClasses de substancias

Segundo um trabalho de revisdo quimiossitematica de Gottlieb e colaboradores, a
familia Lauraceae apresenta um perfil quimico ainda incompleto pelos poucos trabalhos
fitoquimicos existentes nesta familiaa. De modo geral, € composta por alcaldides
benzilisoquinolinicos, arilpropandides, lignanas, neolignanas, nitroderivados, ésteres
derivados de acido benzdico, pironas, flavondides, benzofenonas, &cidos graxos, alcenos e
alcinos de cadeia longa, monoterpenos e sesquiterpenos (Gottlieb, R. O et al. 1972). As
espécies da familia Lauraceae produzem, preferencialmente, substancias da via metabdlica
do &cido chiquimico(Gottlieb, R. O et al. 1972).

1.7.2 Pleurothyrium bahiense (Meissner) Barroso

A familia Lauraceae, como j& mencionado, a respeito de sua classificagdo e nimero
de espécies, ainda € pouco conhecida ou incompleta. Dentre estas espécies, encontra-se 0
género Pleurothyrium. Dados mais recentes referemse a uma classificacdo e devida
identificacéo de 40 espécies, das quais 19 foram descritas como sendo novas no género das
L auraceae neotropicais (Werff, K.Van der. 1993).

Espécies como P. bahiense (Meissner) Barroso = Urbanodendron bahiense
(Meissner) (Figura 7, pé&g. 25), Rohwer; P. chrysothyrsus Meissner =
Rhodostemonodaphne e P. cowanianum C. K Allen = Rhodostemonodaphne kunthiana
(Ness) Rohwer; P. ferrugineum Meissner = Ocotea arnottiana (Ness) van der Werff, P.
glandulosum (Lundell) Lundell = Nectandra e P. velutinum Meissner = Ocotea calophylla
Mez, ndo apresentam descricdo botéanica, segundo a literatura consultada, por estarem seus

dados (esterilidade e frutos) ainda incompletos.
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O género Pleurothyrium é composto, geralmente, por arvores que variam de 5 a 35
metros em altura, sendo encontradas numa extensdo territorial que vai da Guatemala a
Bolivia, bem como aregido do Brasil meridional, excegdo feita aos paises de El Salvador e
as Guianas. O género € mais bem representado em paises como o Peru, Equador, Coldmbia
e Brasil sendo que suas espécies sdo, freqlientemente, encontradas em baixas el evacoes.

Ha muito pouca informacdo das espécies deste género quanto ao uso econdémico.
Na regido do Peru central, a madeira, tida como de boa qualidade, € usada como artefato
na construcéo civil. Ja na Colbmbia, a madeira de muitas destas espécies, € usada na
construcéo de embarcacfes como canoas, por exemplo. Mas, por serem as espécies deste
género pouco comuns dificultado assm sua localizagdo, e por apresentarem em sua
maioria portes de médio a baixo, em altura, sGo sob o ponto de vista econémico pouco
importantes.

No Brasil, as espécies de Pleurothyrium, com excecdo de P. amplifolium, sdo
comumente encontradas acima da bacia amazénica, onde somente uma ou duas espécies
forma localizadas nas proximidades do centro de Manaus. Essas espécies, em sua maioria,
sd0 conhecidas por se encontrem na regido mais baixa e Uumida das florestas ou nas
proximidades do sopé de montanhas, como nos Andes, apesar de ser ainda pobre o
conhecimento do habitat deste género (Werff, K.Van der. 1993).

1.7.3 A Familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae é composta por plantas herbaceas, arbustivas ou arvoretas
pequenas, de folhas interiras, de disposicdo alterna ou oposta. As flores, geramente
peguenas, estéo reunidas em densas inflorescéncias vistosas (Dias-Filho, M.B. 1994).

Segundo Cronquist, a familia comporta em torno de 2600 espécies reunidas em
100 géneros com distribuicdo pantropical, com rara ocorréncia em regides temperadas. Ja
para Moldenke, a familia apresenta cerca de 3435 espécies, reunidas em 76 géneros
(Futuro, D. 1997). Sendo o maior género o Clerodendron, em torno de 400 espécies,
seguido por Verbena e Vitex com 250 espécies, Lippia e Premna com 200 e Lantana com
150 espécies. Segundo Barroso, na flora brasileira, estdo presentes 22 géneros e
aproximadamente 296 espécies (Futuro, D. 1997).
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1.7.3.1 Importancia Medcinal dasVerbenaceae

Segundo Menezes, a familia Verbenaceae apresenta um interesse popular voltado
para doencas do trato gastrointestinal (27%), inflamatdrias (15%), dermatol 6gicas (11%),
neurol gicas (9%), do trato genito- urinario (9%), virais (8%) e antiofidico (7%) (Menezes,
F.S. 1994).

A familia Verbenaceae engloba espécies arométicas, importantes produtoras de
Oleos esséncias. Dentre suas espécies oleiferas destaca-se Verbena officinalis L,
amplamente usada como sedativa, analgésica, anti-reumética e febrifuga. O uso desta
espécie reporta a épocas remotas, quando 0S gregos usavamna como panacéia aos
diversos males do corpo. J& as espécies do género Lantana, por serem muito aroméaticas e
meliferas, acabaram sendo muito requisitadas em infusbes e xaropes no combate a

bronquites, afecgOes catarrais e asma (Futuro, D. 1997).

1.7.3.2 Principais Classes de Substancias

A familia verbendcea é caracterizada por apresentar substéncias que vao de
monoterpenos,  diterpenos,  sesquiterpenos,  esterdides, flavondides, quinonas,
arilpropandides glicosilados, lignanas, neolignanas, estilbenos, pseudoalcaldides,
secoiridéides glicosilados, irid6ides a iridéides glicosilados. As espécies desta familia
possuem suas substancias produzidas, preferencialmente, pela via metabolica do acido
acético (Menezes, F.S. 1994), (Junior, P. 1990).

1.7.4 Stachytarpheta cayennensis(Rich.) Vahl.

Em lingua vernacula S. cayennensis (Rich.) Vahl. (Figuras 1, 2 e 3) € conhecida
como: gervao-azul, gervao-roxo, rincdo, rinchdo, gervao, vassourinha-de-bot&o, gervao-
do-campo, gervéo-legitimo, erva-gervao, aguarapondd, mocotd, verbena-fasa, cha-do-
brasil, ervao, orgib&o, uregdo, urgevao, verbena e aguaraponda (Lorenzi, H., Matos, A .J.
F. 2002), (Corréa, P. 1984).

Tendo como sinonimia: Abena cayennensis (Rich.) Hitchc., Lippia cylindrica
Scheele, Stachytarpheta australis Moldenke, Verbena cajannensis Rich., Verbena
dichtotoma Ruiz & Pav., S hirta Kunth, S. dichotoma (Ruiz & Pav.) Vahl., S. umbrosa
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Kunth., S. veronicalfolia Cham., Valerianoides cayennensis (Rich.) Kuntze (Lorenzi, H.,
Matos. A J.F. 2002), (Johns, A E., Hammer, M. L.A. 1993).

S cayennensis (Rich.) Vahl € um subarbusto anual ou perene, ereto, muito
ramificado, de 70-100 cm de altura, com inflorescéncias terminais espigadas, com poucas
flores de cor azul. Os ramos mais jovens podem possuir uma coloragdo arroxeada,
pigmentacdo que pode se estender, aos peciolos. As folhas sdo de formato eliptico ou
abovado. As flores estdo reunidas em espigas terminais, possuindo de 10 a 40 cm de
comprimento, glabras ou com poucos pélos. O fruto é seco, do tipo biaquénio (Lorenzi, H.,
Matos, A J.F. 2002), (Dias-Filho, M.B. 1994).

E nativa do Brasil, onde cresce em beira de matas e em &reas sob distdrbio, sendo
considerada como “planta daninha’ quando cresce onde ndo € desejada. Ocorrem no Brasil
outras espécies deste género com propriedades e usos medicinais semelhantes. As mais
usadas s80 S jamaicensis Vahl e S eatior Schrad (Lorenzi, H., Matos, A JF. 2002),
(Futuro, D. 1997).

E uma planta amplamente utilizada pela medicina tradicional brasileira na formade
infusos, como ténico estomacal e estimulante das fungdes gastrintestinais, contra febres,
dispepsia, como diurético e emoliente, para problemas hepéticos crénicos, incluindo a
hepatite e, para promover atranspiracdo. Possui uma longa histéria de uso como anti-
helmintico, sendo esta propriedade, documentada pela primeira vez em 1898 (Lorenzi, H.,
Matos, A J. F. 2002).

Em uso externo, as partes agreas (folhas e flores), sdo indicadas pelos indios
raizeiros da Nagdo Indigena Kuré Bakairi do Xingu, Estado do Mato Grosso, na forma de
cataplasma contra feridas, contusdes e afeccOes da pele (eczema e erisipela) (De Souza,
P.A. 1998). As raizes sdo usadas na medicina popular como cicatrizante e como atenuantes
de dores reuméticas (Corréa, P. 1984). A tabela 2 indica ainda seu uso de forma mais
abrangente (Johns, A E. 1993).



Tabela 2: Uso Etnomedicinal de de S. cayennensis (Rich.) Vahl.
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Uso Formas de Uso Partes da Planta Preparo Pais
Emenagoga Oral Toda planta Infusdo Coldbmbia
Anti-inflamatéria Oral Toda planta seca Decocgéao Brasil
Analgésica Oral Desconhecido Decoccao Brasi
Emenagoga Oral Desconhecido Infusdo Brasil
Emenagoga Oral Toda planta seca Infusdo Colombia
L axativa Oral Folhas I nespecifico Brasil
Anti-hemorroidal Oral Folhas I nespecifico Brasil
Diurético Oral Desconhecido Desconhecido Brasil

Segundo Henriques (Henriques, T.A et al. 1998), testes farmacologicos dos
extratos etandlicos e nbutandlico das folhas secas do gervéo, apresentaram resultados
promissores gquanto a atividade antiinflamatoria e antinoniceptiva, ndo apresentando
efeitos toxicos agudos, in vivo, em altas doses, conforme procedimentos metodol 6gicos
prescritos pelos padrbes da Farmacopéia Internacional. Lima-Landman e colaboradores,
demonstraram apds testes farmacol dgicos do extrato aquoso das partes aéreas do gervao-
roxo, atividade antiacida/anti-ulceral pela inibicdo da secrecdo do suco gastrico, além de
efeito laxativo (Lima-Landaman, R.T. M. et al. 1997).

Os arilpropandides glicosilados, presentes na espécie S. cayennesis (Rich.) Vahl,
derivam, biossinteticamente, da fenilalanina, e possuem anel aromatico, ligado a uma
cadeia lateral de trés &omos de carbono (Dewick, M.P. 1997). Dessa classe de substancias,
as relacionadas ao acido cindmico, exceto os acidos hidroxicindmicos, de rara ocorréncia,
existem em, praticamente, todas as plantas superiores. Nas folhas de angiospermas a
presenca de acidos p-cumarico, caféico, ferulico e singpico representam, respectivemente,
49%, 63%, 48% e 32% . A classe destas substancias € indicada na tabela 3 (Toledo, J.B.

1991); (Dewick, M.P. 1997).
Tabela 3: Arilpropandides

Substancias Estruturas
R N _-C0aH
Acido caféico 1 (R=0OH; R1=H)
Acido p-cumarico 2 (R=R=H)
HO

Acidofertlico | 3(R=OMe; R;=H)

R1 Acido sinapico 4 (R=R;=OMe¢)
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Figura4: Inflorescéncia S. cayennensis (Rich.) Figura5: Flor eseramosS. cayennenis (Rich.) Vahl
(Autor: De Souza, P.A .2002).

g

Figura 6: Habito S. cayennensis (Rich.) Vahl Figura7: Inflorescéncia P. Bahiense (M ess.) Barroso
(Autor: De Souza, P.A .2002). (Autor: De Souza, P. A. 2004).
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2 OBJETIVOS

Esta Dissertacéo de Tese de Mestrado teve como objetivos:

= O estudo fitoquimico da fragdo metandlica das folhas da espécie Pleurothyrium
bahiense (Meiss) Barroso.

» O estudo farmacoldgico preliminar do extrato bruto hidroal codlico das folhas
da espécie Pleurothyrium bahiense (Meiss) Barroso, procurando ampliar o
parco conhecimento medicinal deste género na familia Lauraceae.

= O estudo fitoguimico biodirigido (testes farmacolégicos), com cromatografia
contracorrente  (CCC), do extrato etandlico das raizes da espécie
Sachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.,, (Verbenaceae) de sua(s)
substancia(s) ativa(s) da(s) fracadfracbes mais preeminente(s).

= O aprendizado de técnicas cromatograficas de isolamento, purificacdo e de
identificacdo de metabdlitos especiais, como as técnicas modernas e comuns

uni (1D) e bidimensionais (2D) de elucidacéo estrutural.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiaise M étodos

3.1.1 Equipamentose Reagentes

As partes aéreas e raizes dos materiais estudados foram trituradas em moinho
elétrico, dotado de duas facas em hélice com |aminas opostas e peneira de granulometria
de 5 mm, (marca Vencedora - Mag. Agricolas Ltda - MOD. V.611 N° 60482 série VF
1A02).

Utilizaramse para a realizagdo das extracOes, particoes, testes de atividade
antioxidante e antimicrobiano, bem como os sistemas cromatograficos empregados,
solventes do grau P. A (Merck, Grupo Quimico e Vetec).

A eliminagdo dos solventes foi realizada em evaporador rotatério (marca BUCHI,
modelo RP-2), equipado com banho de aguecimento, a presséo reduzida.

Nas separacdes cromatogréficas em coluna (CC) utilizouse gel de silica 60 (Merck
ou Vetec) com tamanho de particula variando de 70 a 230 mesh (0,063-0,2 mm) como
suporte. Para CCDA (cromatoplaca em camada delgada analitica) utilizou-se gel de silica
G e/ou H com espessura de 0,25 mm, e para CCDP gel de silica GF 54 com espessura de
4, 00 mm.

Cromatoplaca em camada delgada preparativa (CCDP): foram suspendidas
em 130 ml de &gua destilada 0,5-1,2 gramas de amido, 3,0 gramas de
MgS0O,.7H,O e 30-4,0 gramas de gel de silica. A suspensdo foi entdo
submetida a aquecimento em placa quente, brandamente agitada com bastéo
de vidro, espalhando-a logo em seguida de forma uniforme sobre a placa de
vidro previamente colocada num molde de 4 mm de espessura, €
previamente desengordurada com é&gua, detergente e acetona comercial.
Utilizou se nesta Ultima etapa, espalhador da marca Quieft.

Cromatoplacas gel de silica 60 Fys4 sobre auminio (0,2 mm de espessura, Merck),
foram iguamente usadas na andlise cromatografica em camada fina para ambas as
espécies vegetais estudadas.

A revelacdo das placas, em primeiro momento, apos a eluicdo das amostras em

Seus respectivos sistemas de solventes, foi realizada sob irradiacéo UV a 254 e 360 nm em
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aparelho Model ENF-260 C SPECTROLINE 115 v - 60 Hz, Spectronics Corporation,
sendo em seguida reveladas em uma cuba de vidro saturada com vapores de iodo.
A visualizagdo das substancias nas cromatoplacas foi realizada, além da deteccéo
via radiacdo ultravioleta, por reveladores quimicos do tipo vanilina (revelador geral) e
Folin-Ciocalteu (Merck Sharp-Dhome; revelador de substéncias fendlicos). Esta Ultima,
em presenca de chapa de aguecimento.
Vanilina — 3g Vanilina sdo solubilizadas em 135 ml HO destilada e etanal,
respectivamente. A solucgo, resfriada em banho de gelo, é adicionada,

paul atinamente, em 30 ml H,SO,4

Folin-Ciocalteu — O reagente de Folin é solubilizado em H,O destilada na
razdo 1. 3. As placas cromatogréficas sdo borrifadas, primeiramente, com
solucéo aquosa NaCO3 20%, secas, para serem em seguida, borrifadas com
0 reagente de Folin.

Adotouse como critério de pureza no isolamento de substéncias purificadas e pré-
purificadas por cromatografia em coluna e em HSCCC, a obtencdo de uma unica mancha
sobre placas de gel de silica, variando-se por trés vezes o sistema de eluentes, bem como
através da nitidez do ponto de fusdo.

Os pontos de fusdo (p.f) foram determinados em bloco de Kofler com microscopio,
e sem correcdo de valores.

A Cromatografia contracorrente (CCC) foi realizada em um aparelho Multilayer
Coail Separator — Extractor (P.C.Inc., Potomac, MD, USA) — NPPN-UFRJ- equipado com
uma hbobina intercambidvel com tubo PTFE (80 ml; 1,68mm d.i) e com uma bomba de
fluxo continuo Dynamax SD-200 (Rainin, Woburn, MA, USA) para a introducdo do
sistema de solventes no cromatografo. A amostra estudada, fracéo acetato de etila, extrato
etandlico das raizes de S. cayennensis (Rich.) Vahl, foi aplicada no sistema cromatogréfico
por meio de uma vavula de injecéo equipada com um “loop” de 5 ml. As fragbes foram
coletadas, apGs a cromatografia contracorrente, em tubos de vidros de 18 cm de
comprimento, previamente arrumados e numerados em um coletor de fracOes
automatizado da marca Dynamax FC-1.

As amostras, antes de serem injetadas no aparelho de cromatografia contracorrente
foram previamente solubilizadas, em seus respectivos solventes, com a gjuda de ultra-som
em aparelho Ultrasonic Cleaner (Thornton Unique Modelo: USC-1400). Os sistemas de

solventes usados tanto na fase movel quanto na fase estacionaria, antes de serem injetados
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no aparelho contracorrente foram submetidos ao mesmo aparelho de ultrasom, visando
desgaseificacdo dos mesmos. Os testes de atividade antioxidante dos extratos brutos,
FracOes e substancias isoladas foram monitorados em aparelho de UV-visivel a518 nm em
aparelho Model ENF-260 C SPECTROLINE 115 v - 60 Hz, Spectronics Corporation da
Central Analiticado NPPN-UFRJ.

As amostras de solos foram andisadas na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA, no municipio de SeropédicaRJ. O método utilizado foi o
preconizado pelo Manual de Métodos de Andlise de Solo (Bloise, M.R et al. 1979).

Para os métodos de atividade antinociceptiva e antiinflamatéria foram utilizados
camundongos SW-55 (20-35 @), de criacdo propria do Departamento de Ciéncias
Fisiol6gicas-UFRRJ.

A determinacdo estrutural das substancias isoladas, foi realizada através dos
métodos instrumentai s espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear unidimensionais
(1D) de hidrogénio (RMN! H e COSY H,H) e carbono (RMN 13C, APT) e técnicas
bidimensionais (2D) (HETCOR e HMQC). Os espectros uni (1D) e bidimensional (2D)
foram obtidos, respectivamente, em espectrdmetros. Varian-Gemini, operados a 200 MHz
para o hidrogénio e 50 MHz para o carbono (NPPN-UFRJ); Jeol Eclipse modelo INM-
GX com os campos de 400 MHz para hidrogénio e 100 MHz para o carbono no
Laboratério de Ciéncias Quimicas — LCQUI- Setor de Quimica de Produtos Naturais -
(UENF-RJ).

Todos os solventes (cloroférmio, metanol, piridina e DMSO) utilizados na
solubilizagdo das substéncias analisadas, eram deuterados utilizando o préprio solvente
como referénciainterna. Os valores de deslocamento quimico foram referidos em unidades
adimensionais d, representados por partes por milhdo (ppm) da frequéncia aplicada e as
constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz). As &reas relativas aos sinais

de absor¢do foram obtidas por integracéo eletrénica.

3.1.2 Coletae Moagem da Espécie S. cayennensis (Rich.) Vahl

A espécie foi coletada naregido da comunidade do Canto dos Aragas, ha vegetacao
ciliar da Lagoa da Conceicéo em Floriandpolis-SC, entre 8 e 9 horas da manha, por Pierre
André De Souza e Jodo Francisco De Souza, em abril de 2002. As folhas, flores, galhos, e
raizes foram secos em local sombreado e arejado. Posteriormente, as partes aéreas e raizes

foram separadas e trituradas em moinho elétrico, dotado de duas facas em hélice com
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l&minas opostas e peneira de granulometria de 5 mm, (marca Vencedora - Maqg. Agricolas
Ltda- MOD. V.611 N° 60482 série VF 1A02).
Obtiveram-se como materiais vegetal seco e triturado 167, 8 gramas de raizes e 400

gramas de partes aéreas (folhas e ramos).

3.1.3 Identificacdo Botanica

A espécie S cayennensis (Rich) Vahl, foi idertificada pela Prof2 Inés M. Oliveira
da Silva, do Departamento de Botanica da UFRRJ. Uma amostra do material, na forma de

exsicata, foi depositada no Herbério da UFRRJ- RJ sob 0 nimero de registro RBR 5979.

3.14 Coleta e Moagem da EspécieP. bahiense (Meiss) Barroso

A espécie em questdo foi primeiramente coletada no topo da Serra do Camorim
(Macico da Pedra Branca) municipio do Rio de Janeiro, em fevereiro de 1997, pelo
botanico Dr. Rogério Ribeiro de Oliveira, da Pontifica Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro (PUC-RJ).

Uma segunda coleta foi realizada no mesmo més no ano de 2004, pelo autor e pelo
Dr. Rogério Ribeiro de Oliveira, objetivando estudos farmacol 6gicos.

As partes aéreas deste material (folhas e ramos) foram secas em local sombreado e
arejado, sendo em seguida triturados em moinho elétrico. Obtiveramse 1000 gramas das

partes aéreas, secas e trituradas.

3.1.5 Identificacdo Botanica

A espécie Pleurothyrium bahiense (Meiss) Barroso, foi identificada pelo botanico
Dr. Rogério Ribeiro de Oliveira (nimero 2.168) e encontra-se depositada sob o0 nimero de
registro 42314 no Herbario da FEEMA-GUA.

3.1.6 Coletados Solos

Amostras de solo (10, 20 e 30 cm de profundidade) dos locais de coleta, das duas
espécies estudadas foram armazenadas cada qual em sacos plasticos, logo apds terem sido
coletadas.
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Foram escolhidos quatro pontos distintos e proximos de cada uma das espécies,
circunscrevendo a dimensdo de seus galhos ou ramos.Apos a coleta, essas amostras foram
colocadas a sombra, em local ventilado, para secagem e posterior andlise.

As andlises de fertilidade, pH e metais de seus respectivos solos, foram realizadas
no Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia — CNPAB, na EMBRAPA, situado no
municipio de Seropédica- RJ, nas proximidades do Campus da UFRRJ.

3.2 Obtencédo dos Extratos

3.21 S. cayennensis(Rich.) Vahl

As raizes moidas da espécie S. cayennensis (Rich.) Vahl (367,8 g) foram colocadas
num aparelho de extragdo continua do tipo Soxlet durante, aproximadamente, uma semana
com hexano (3L), e em seguida metanol (3L). O extrato bruto hexanico rendeu 5,02g. O
extrato MeOH (48,009) foi ressuspendido em MeOH/H,O (3:2) e particionado com
solventes de polaridade crescente. Obtiveram-se 4 fragdes: hexanica (1,32g), cloroférmica
(7,369), acetato de etila (8,909) e butandlica (10,22g) (Esquemal, pag 312).

S. cayennensis

(Rich.) Vahi
Raizes (367,8g)
Extrator Soxlet
(Hexano e EtOH, extragdo sucessiva
I 1
Extrato hexanicc Extrato
(5,02 9) etandlico (48,0 g)

Fracdes
MeOH:H,0 (3:2)

[Hexénic:) (1,329)][ CHCI3:7,369) ] [ AcOEtI(S,QOg) ] [ BuOH (I10,229) ]

Esquema 1: Metodologia utilizada para obtencdo dos extratos e Fragdes de S. cayennensis (Rich.) Vahl
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3.2.2 P.bahiense (Meiss) Barroso

O extrato metandlico das partes aéreas (folhas) da espécie P. bahiense (Meiss)
Barroso, fornecido pronto para o autor, foi cedido por seu orientador principal (Prof. Dr.
Anselmo A Morais).

As partes agreas da segunda coleta da espécie P. bahiense (Meiss) Barroso, apés
serem pulverizadas, foram acondicionadas em recipientes de vidro ambar, e suas

substancias extraidas com a mistura de solventes H,O: EtOH na razéo 7:3. Obtiveram-se

74,0 gramas de material, apos destilacdo dos solventes sob pressdo reduzida.

3.2.2.1 Isolamento e Purificacdo dos Constituintes | solados do Extrato Metandlico

das Folhas da Espécie P. bahiense (M eiss) Barroso

O extrato metandlico de folhas de P. bahiense (Meiss) Barroso foi fracionado em
coluna de cromatografia (60,0 cm de atura; 3,5 cm de didmetro) de gel de silica (140,0 g),
usando-se como eluentes. cloroférmio:acetato de etila, acetato de etila, acetato de etila
metanol e metanol.

As 101 fragdes recolhidas em elenmeyer de 250 ml cada, apds destilacdo dos
solventes sob pressdo reduzida a vacuo, foram analisadas por CCDA e reveladas por
vapores de iodo e/ou pela solucdo de vanilina, e reunidas conforme a semelhanca

cromatogréfica.
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Tabela 4: Fracionamento cromatogr &fico em coluna do extrato metandlico com seus r espectivos
sistemas de solventes

Fracoes Sistemas de Eluentes Propor coes (%)
1-3 Cloroformio: Acetato de etila 80:20
4-8 Cloroférmio: Acetato de etila 70:30
9-14 Cloroférmio: Acetato de etila 50:50

16-21 Acetato de etila: Cloroférmio 60:40
22-27 Acetato de etila: Cloroférmio 70:30
28-30 Acetato de etila: Cloroférmio 80:20
31-37 Acetato de etila: Cloroférmio 90:10
38-42 Acetato de etila 100

43-46 Acetato de etila: M etanol 90:10
47-48 Acetato de etila: Metanol 85:15
49 -55 Acetato de etila: M etanol 70:30
56 - 75 Acetato de etila: M etanol 65:35
76 - 80 Acetato de etila: Metanol 40:60
81-86 Acetato de etila: M etanol 30:70
87 -95 Acetato de etila: M etanol 10:90
96-101 Metanol 100

3.22.2 Analise das Fragdes do Fracionamento Cromatografico do Extrato

Metandlico de Folhas de P. bahiense (M eiss) Barroso

Algumas das fragOes reunidas (Tabela 4) foram submetidas aos processos de
purificacdo mais comumente utilizados, entre eles. CC (cromatografia em coluna), CDP
(cromatografia em placa preparativa) de 2 e 4 mm e recristalizagdo, fornecendo como
substdncia majoritéria um flavondide glicosilado, um esterGide glicosilado e sais (ndo
identificados).

Fracdo 38-46 (200mgQ):

Esta frac&o apresentou cristais aciculares, imersos em material de aspecto oleoso de
coloracéo tendendo ao amarelo-escuro ( Figura 8). Tratamento com
metanol a quente propiciou a parcial solubilizagcdo dos cristais, dificultando sua separacéo.

Tentativas de purificagdo por recristalizacdo em acetona, metanol ou mesmo a mistura de



34

ambos ndo conduziram ao resultado esperado. Essa fragdo reunida foi entdo submetida a
novo fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica, utilizando-se hexano,
cloroférmio: hexano (8:2), acetato de etila, acetato de etilazmetanol (7:2) e metanol, como
eluentes. Recolheram-se 20 fragdes (~10 ml) que apds andise por CCDA, as fragbes 7-10
e 11-20 foram reunidas e codificadas com o nome de (PB.1). Esta fracdo foi deixada em
repouso e na auséncia de luz. Apos a evaporacdo do solvente a fracdo PB.1, solavel em
piridina, apresentou cristais incolores aciculiformes (70,0 mg), que através das andlises

espectrais, pode-se caracterizar a substéncia como um esteréide glicosilado.

Figura 8: Fragéo 38-46 (PB-1) — cristais aciculiformes (Autor: De Souza, P.A 2003).

Fracéo 47- 48 (1,50 g):

Esta fracdo de coloracdo amarela, sollvel em &gua destilada, metanol a quente,
piridina e DMSO, apresentou, apds a evaporagdo do solvente, precipitado arredondado,
peculiar na forma de flocos, conforme visualizacdo na Figura 9. A mesma substéancia foi
obtido nas fracBes 49-55 e 56-75 que, apos serem reunidas receberam o codigo PB 2. Sob
a Otica das andlises espectrais, pbde-se caracterizar a substdncia como um flavonoide
glicosilado.



35

™
Figura9: Fracdo 47-48 (PB-2): Precipitado na forma de flocos (Autor: De Souza, P.A 2003).

Acetilagdo de PB 2 (PB 2.1):

A diminuig@o da polaridade desta substéncia foi feita com uma aliquota (200 mg)
de amostra submetida a acetilagdo. A amostra foi solubilizada em piridina (2,0 ml) e
anidrido acético (3,0 ml). Em seguida, a solugdo foi mantida sob agitagdo magnética por 5
horas, e deixada em repouso a temperatura ambiente na auséncia de luz por 24 horas e
apos, em ambiente refrigerado. Logo apds, a mistura reaciona foi vertida em agua
destilada refrigerada (4 ml) e extraida com cloroférmio (4 x 10 ml). A fase cloroférmica
foi tratada com uma solugdo de 10% de &cido cloridrico, lavada com agua destilada
refrigerada (objetivando a retirada da piridina) e seca com sulfato de sédio anidro. A
destilagdo, a pressdo reduzida, forneceu o derivado acetilado, na forma de cristais
aciculiformes (99,90mg).

O derivado acetilado obtido (Fragdo PB 2.1), analizado através de CCD sobre gel
de silica, utilizando-se trés sistemas diferentes de eluentes, mostrou apenas uma unica

mancha. Este resultado indicou que o processo de acetilacdo foi eficiente.

3.3 Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade (HSCCC)

A frac8o acetato de etila das raizes de S cayennensis (Rich.) Vahl do extrato
MeOH, foi submetida a cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC).
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3.3.1 Escolha do Sistema de Solventes

3.3.1.1 TestedeFracdo em Tubo de Ensaio

Alguns miligramas do material da fracdo acetato de etila foram iniciamente
solubilizadas em dois tubos de ensaio por agitacdo manual, respectivamente, com 0s
sistemas de solventes AcOEt: HO (1:1) e BUOH: HO (1:1)(Figura 10, pag.51). Apés a
frac8o no sistema bifasico, aplicagdes de iguais volumes, tanto da fase superior quanto da
inferior, foram feitas sobre placas cromatogréficas de gel de silica 60 Fs4. As placas
foram colocadas em uma cuba de vidro, e eluidas apenas com a fase organica do sistema

de solventes: AcOEt: Acetona: H,O (25: 8: 5), Figura 10, pag 51.

3.3.1.2 Testede Sistema de Solventes para Estabelecer os Degraus do Gradiente

Em seguida, procedeuse aos testes das proporgdes de BUOH em sistema de fracdo
liquido-liquido, em tubos de ensaio, com os sistemas de solvente: ACOEt: BUOH: H,O
(1:X:1, X=0,2; 0,5 e 1,0) (Figura 11, pag 52). As etapas do gradiente deste sistema
ficaram estabel ecidas como: AcOEt: BUOH: H,O (1:X:1), X =0,05; 0,2; 0,5e 1,0.

3.3.1.3 Separacdo dos Constituintes do Extrato em Acetato de Etila de Raizes de
S.cayennensis(Rich.) Vahl por HSCCC em Gradiente ndo-L inear

A tabela 5 exemplifica a utilizagdo dos sistemas de eluentes em gradiente de

polaridade crescente empregado no contracorrente.

Tabela5: Sistemas de solventes empregados no fracionamento dafracdo acetato de etila.

Etapas do AcOEt BuOH H.O
Gradiente (ml) (ml) (ml)
A (Tubos 0-16) 1,0 0,05 1,0
B (Tubos 17-32) 1,0 0,2 1,0
C (Tubos 33-41) 1,0 0,5 1,0
D (Tubos 42-54) 1,0 1,0 1,0
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3.3.1.4 Separacdo dos Constituintes da Fracdo em Acetato de Etila de Raizes de S.

cayennensis (Rich.) Vahl

Um grama dos 8,90 gramas da fracdo em acetato de etila foi submetida a
cromatografia contracorrente no aparelho Multilayer Coil Separator — Extractor, da
P.C.InC., com o sistema de solventes AcOEt: BUuOH: HO (1: x: 1), x = 0,05; 0,2; 0,5; 1,0
em gradiente n&o-linear, em 4 etapas, em uma coluna de 80 ml. A fase aquosa foi usada
como fase estacionéria e a organica como fase movel num fluxo de 2,0 ml/min. Apés a
fase estacionéria ter sido bombeada para dentro da coluna no sentido cabeca ® calda,
completando-a, iniciorse a rotacdo do aparelho a 835 rpm. A fase moével foi entdo
bombeada para dentro da coluna, até que todo 0 excesso da fase estaciondria fosse
deslocado, o que foi verificado quando apenas a fase movel comegou a ser eluida da
coluna, chamado de “front do solvente”. Anotou-se entdo, o volume do excesso da fase
estacion&ria eluida pela coluna (17 ml), para o cdculo do rendimento de retencdo desta
fase.

Nesse ponto, o equilibrio da coluna foi atingido, quando entdo se pdde injetar a
amostra no aparelho contracorrente, solubilizada em 2,5 ml da fase superior (fase movel) e
2,5 ml dafase inferior (fase estacionéria), com uma seringa de 5 ml acoplando-a em uma
vavula de injecéo.

FracOes de 5 ml cada foram recolhidas em 16 tubos de ensaio, para cada degrau ou
etapa do gradiente, perfazendo um total de 79 tubos (incluindo com a rotagdo cessada do
parelho “Wash-off” ). Apds o recolhimento de 80 ml da etapa A (tubos 1-16), a rotacdo do
aparelho foi cessada e a fase movel (organica) do sistema de solventes da etapa B (tubos
17-32) foi bombeada (80 ml) para o interior da coluna, reiniciando imediatamente a
rotacdo até 835 rpm. Coletados mais 80 ml (totalizando 160 ml de solventes em uso) em
fragbes de 5 ml, a rotacdo do sistema foi novamente cessada e a fase mével (organica) da
etapa C (tubos 33-42) do sistema de solventes foi bombeada para o interior da coluna,
reiniciando a rotacéo do aparelho até 835 rpm. Procedimento analogo foi aplicado para a
etapa D (tubos 34-54).

Ao find dessa Ultima etapa (tubo 54), a rotacéo do aparelho foi desligada e toda a
fase estacionaria retirada da coluna. O esquema 2 exemplifica este procedimento. As
fracBes obtidas no processo cromatogréfico (Esquema 2) foram reunidas de acordo com

suas semelhancas cromatogréficas em CCD (Figura 12 e Figura 13, pag. 54), utilizando
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como €luente a fase orgéanica do sistema de solventes AcOEt: Acetona: H,O (25: 8: 5). As
fracOes puras foram enviadas para espectroscopia de RMN He®c.

- Obs: A espiral da coluna tem duas extremidades, uma designada como “cabeca” e a outra como
“cauda”, dependendo do sentido da rotacdo da espiral. De acordo com a fase que esta sendo usada
como fase mével a entrada da coluna serd por uma ou outra extremidade. Cada aparelho tem a sua
especificacdo. No aparelho do NPPN-UFRJ, se a fase superior for a fase mével entdo a entrada seré na

extremidade“ cabega” e a saida na extremidade “ cauda” .

AcOEt/ BUuOH/ H,0 - 1/X/1

A
1,0 Rotacéo (rpm) cessada
05 >
0,2
0,05 ——
T, . W aSh-Off"
(Faseestacionéria)
Wmﬁmﬁﬂﬁﬂmfm—’
16 32 48 64 g0  Nedetubos
80 160 240 320 400 Vol Solventes(ml)

Esquema 2: Processo de separacdo das substancias do extrato em AcOEt deraizesde S.cayennensis
(Rich.) Vahl por CCC
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3.4 TestesBioldgicos

3.4.1 TestesdeAtividade Antioxidante

Avdliacles quanto a atividade antioxidante dos extratos brutos das espécies P.
bahiense (Meiss) Barroso (hidroalcoolico) e S. cayennensis (Rich.) Vahl (etandlico e
hexénico, e das FragBes hexanica, cloroformica, acetato de etila e butandlica do extrato
etandlico) foram realizadas pelo método fotocolorimétrico do DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila) (Mensor, L.L et al. 2001) (Figura 14, péag.114).

Este método baseiase na reducdo deste radical livre. Avaiagbes com as
substéncias puras isoladas sob 0 mesmo procedimento fotocolorimétrico, da fragdo que
apresentou os resultados mais proeminentes, foram igualmente realizadas.

Para os ensaios, foram preparadas solugdes etandlicas de 10 mg de material, de
cada amostra, e diluindo-as, posteriormente, em bal6es volumétricos de 10 ml (1,0 mg/ml).
A partir das solucdes estoque (1,0 mg/ml), de cada amostra, procedeu-se as diluicdes em
etanol com as concentraces finais de 250, 125, 50, 25, 12,5, 5 e 2,5 ng/ml. Uma aliquota
de 2,5 ml de cada uma destas solucdes foi retirada e adicionada a um tubo de ensaio, com
1ml de solucéo de DPPH (0,3 mM), em triplicata.

Apos esta Ultima etapa, passados exatos 30 minutos a temperatura ambiente, onde
as reagoes aconteceram, iniciou-se a leitura das amostras (A) em espectrofotdometro a 518
nm (comprimento de onda de méaxima absor¢do do radical DPPH). Utilizou-se como
controle de leitura uma solugdo com 1 ml de DPPH e 2,5 ml de etanol (C). Etanol (1,0 ml)
mais 2,5 ml de solucdo amostra foi usado como branco (B). Os valores de absorvancia
foram convertidos em Atividade Antioxidante percentual (AA%) usando a férmula abaixo:

AA%=100-{[(ABS, — ABSg) X 100]/ABSc}

Os valores de EC50 (Concentragdo necessaria para produzir metada de um efeito
maximo estimado em 100%) foram calculados por regressdo linear, onde a abscissa
representa a concentragao das amostras e a ordenada representa o percentual de reducéo de
DPPH para trés testes em separado. Os resultados foram expressos como a média
aritmética dos trés ensaios, com desvios-padréo calculados (Tabela 19, pag.115;Tabela 20,
pég.117; Tabela 21, pag. 118).
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3.4.2 TestesdeAtividade Antimicrobiana

Méodo de Difusdo em Disco e de Diluicdo em Caldo de Crescimento
Bacteriano

Avaliacles quanto a atividade antimicrobiana dos extratos brutos das espécies P.
bahiense (Meiss) Barroso (Extrato hidroalcéolico da segunda coleta) e S. cayennensis
(Rich.) Vahl (etandlico e hexanico) e das Fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etilae
butandlica do extrato etandlico foram redlizadas, inicialmente, pelo método de difusdo em
discos, e posteriormente, pelo méodo da diluicio em cado, objetivando achar a
concentracdo minima inibitéria (CMI) da(s) substancia(s) isolada(s) do(s) extrato(s)
ativo(s) (Ellen, B. et al. 1994).

Cepas das bactérias Staphylococcus aureus (ATCCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15422) e Sreptococcus pyogenes
(75194) foram utilizadas na turvagio de 0,5 da escala de Mcfarland (10"-10* UFC-
Unidades Formadoras de Colbnias). Estas foram inicialmente colocadas em placas de Petri
de 15 cm de diametro tendo como meio de cultura agar-agar de Meller-Hinton (contendo
4 mm de espessurd). Em seguida, sob fluxo laminar, 50,0 mg de cada amostra foram
solubilizadas com 1000 nl de seus respectivos solventes. Com uma micropipeta, 100 mi
(5,0 mg/ml) de cada amostra foram colocados sobre a superficie de sete discos de papel de
filtro de 6 mm de didmetro, em cada uma das placas. Apés esta etapa, as cepas utilizadas
foram incubadas por um periodo de 18 a 24 horas a uma temperatura de 37° C (Ellen, B. et
al. 1994).

As amostras gque apresentaram halos inibitérios sobre as cepas tiveram seus
didmetros medidos com régua, tomando-se como padrdo o antibiético Cloranfenicol
(também conhecido como Cloromiceting). Posteriormente, utilizando-se 10,0 mg das
substéncias isoladas da fracdo acetato de etila do extrato etandlico de S cayennensis
(Rich.) Vahl, estas, foram novamente expostas a0 mesmo procedimento de diluicdo e
método a uma dosagem de 1,0 mg/ml. (Figura 15, pag.120; Figura 16, pag.121).

As substancias que demonstraram efeitos mais promissores sobre as bactérias
susceptivels a esta Ultima dosagem, tiveram suas substancias isoladas submetidas ao
método da CMI (Concentracdo Minima Inibitdria) em sete tubos de ensaio. Para isto, uma
solucdo com 20,0 ml (solugdo com uma concentracdo de 10°-10° UFC, nimero de
bactérias no apice da doenca no oganismo infectado) de THB (Todd Hewitt Broth) como

meio de cultura de crescimento para as bactérias foi preparada, sob fluxo laminar,
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retirando-se 20 puL desta solucéo e acrescentando-se em seguida 20,0 pL da cepa da
bactéria teste. Logo apds, 1 ml desta solugdo foi colocada em cada um dos oito tubos de
ensaio (em duplicatas). Um dos oito ubos (o oitavo tubo), da duplicata, foi inoculado
apenas com a cepa de bactériana (1,0 ml) como forma de controle ao teste, enquanto que
0s outros sete tubos foram inoculados com 1,0 ml da solucéo cortendo a substancia com a
cepa bacteriana. Do primeiro tubo, 60,0 UL de sua solucéo foi retirada e menosprezada,
acrescentando-se 60,0 UL da amostra (substancia teste) apds ser solubilizada com 300,0 pL
de MeOH. Deste tubo, retirou-se, em seguida, 1,0 ml de sua solugdo, acrescentando-a ao
segundo tubo e assim sucessivamente neste processo de diluicdo seriada das substancias
testadas, até o sétimo tubo.

A inibicdo do crescimento da(s) colbnia(s) de bactéria(s) foi determinada por
comparacao visual da turbidez. Este padrdo foi representado por um tubo inoculado com a
bactéria, sem a substancia teste, comportando a concentracdo especifica da cepa de
bactérias em suspensdo, como controle ao crescimento da(s) cepa(s) testada(s) com a(s)
substancia(s).

O tubo padréo foi preparado pelo método de Mcfarland (padréo 0,5 de Mcfarlard),
por meio de uma mistura aquosa em salina fisiologica estéril contendo 1,175% de solucéo
aguosa de BaCh.2H,0O com solucéo de 1% de HCI, que precipitara formando uma solugdo
de turbidez reprodutivel .

Apoés incubacdo por 18 Hs, os tubos foram examinados visando a observacéo da
turbidez como forma indicativa do crescimento ou da inativagdo do microrganismo
patogénico. A menor concentragdo da substancia, que inibiu o crescimento da(s)
bactéria(s), foi designada como o CMI (ou MIC, sigla internacional em Inglés) do agente
antimicrobiano testado (Ellen, B. et al. 1994).

3.4.3 Testesde Atividade Antinociceptiva e Antiinflamatoria

Foram utilizados camundongos SW-55 (20-35 @), para os testes envolvendo
atividade antinociceptiva e antiinflamatéria, com grupos de 6 animais, e separados
conforme o tratamento recebido. Os animais foram submetidos aos experimentos sempre
no periodo de 8 — 18 h, e com um jegjum prévio de no minimo 12 horas antes da realizagéo

de cada teste experimental. O extrato hidroalcodlico da segunda mleta das folhas de P.
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bahiense (Meiss.) Barroso, foi solubilizado utilizando &gua filtrada como veiculo. Para a
administracdo de todas as solugdes usou-se a propor¢do de 0,01 mi/g.

A atividade antinociceptiva foi avaliada pelos métodos das contor¢bes abdominais
(Koster, R., et al. 1959) e (Hendershot, L.C et al. 1959), e da placa quente (Woolfe, G., et
al. 1944). No método das contor¢Bes abdominais (c.a) os animais foram separados em 4
grupos e tratados, por gavagem, com: agua (controle negativo), indometacina 10,0 mg/kg,
EBPB 1,0 g/kg e EBPB 2,0 g/kg. Aos 60 minutos pos-tratamento foi administrado écido
acético diluido em salina (1,2%; i.p) e determinou-se o nUmero de contorgdes acumuladas
por 30 minutos (c.a.a).

No método da placa quente, os animais foram separados em 7 grupos e submetidos
a estimulo nociceptivo antes e apds o tratamento com salina (NaCl 0,9%, controle
negativo, per os, p.o), agua (controle negativo, p.o), fentanil (0,3 mg/kg, subcuténea, s.c.,
controle positivo), EBPB (1,0 gkg, p.o) e EBPB (2,0 gkg, p.0), medindo-se,
individualmente, o tempo de reacdo dos animais ao estimulo térmico na placa aguecida a
55+ 1°C. Neste método considera-se como reagdo ao estimulo térmico o ato do animal
levantar e/ou lamber ou morder as patas. O tempo maximo de contato com a placa foi de
30 s, para evitar lesbes nas patas dos animais. Estes grupos tiveram seus efeitos
comparados para fins de se avaliar a presenca de propriedades antinociceptivas para 0s
extratos em estudo, e os resultados foram expressos como média + erro padréo da média
(e.p.m) dos tempos de reacdo ou como % de atividade antinociceptiva, em relagdo ao
observado para o grupo controle nos respectivos tempos.

A aividade antinflamatéria foi avaliada pelo méodo do edema de orelha
(Schiantarelle, P., et al. 1982). Foram utilizados 6 grupos de animais, sendo estes
previamente tratados, por via ora (p.0), com égua (controle negativo); dexametasona 0,5
mg/kg (controle positivo); EBPB 1,0 g/lkg e EBPB 2,0 g/kg. Uma hora apés os tratamentos
foram aplicados, topicamente, 10,0 m de dleo de créton (2,5% viv em acetona) no
pavilhdo auricular direito e 0 mesmo volume de acetona no pavilh&o auricular esquerdo de
cada animal. Apo0s sacrificio por deslocamento cervical dos animais, foram retirados 6
mm de didmetro de cada orelha e pesados em balanca analitica. O edema induzido pelo
oOleo de créton foi medido pela diferenca de peso entre as duas orelhas de cada animal e os
resultados representados como média £ e.p.m das diferencas de peso dentro de cada grupo.

A avaliagdo comparativa entre oS grupos controle positivo ou EBPB, com seu
controle negativo para a determinagéo da significancia estatistica, bem como o célculo dos

valores médios e do erro padréo foi feita pelo software GraphPad Prism 3.0 e os métodos
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estatisticos utilizados foram One-way ANOVA e t-student para um valor de P < 0,05 como
critério minimo de significancia. Entende-se como P, o valor da significancia estatistica

dos resultados obtidos.

3.4.4 Andlisesdos Solos das Areas de Ocorréncia das Plantas Estudadas

P. bahiense (Meiss) Barroso. (Municipio Rio de Janeiro - “Bacia’ de Jacarepagua—
RJ)
Tabela 6: Analise de solo da espécie P bahiense (M eiss) Barr oso.

I dentificagéo Registro no p!—| mol/dm3 mg/dm?
daamostra ab .- || emagua
(cm) Laboratorio 195
" Al Ca+ Mg Ca Mg | P| K
0-10 2650 4,7 1,6 35 1,8 1,7 | 3| 77
10-20 2651 4,6 1,8 3,0 0,9 21 || 2| 67
20-30 2652 4,8 15 3,0 1,2 18 | 3| 67
Tabela 7: Analise de solo da espécie P. bahiense (M eiss) Barroso.

IdenUﬂc;gao da Registro Carbono Mat. Organ. Nitrogénio
a”(”':m)ra Laboratério % gkg % gkg % gkg
0-10 2650 11,7 20,2 1,652
10-20 2651 11,7 20,2 1,352
20-30 2652 11,7 20,2 1,414

S. cayennensis ( Rich.) Vahl (Municipio Floriandpolis — SC)
Tabela 8: Andlise de solo da espécie S. cayennensis (Rich.) Vahl
da amostra Reglstrq o1 em adgua 9
(cm) laboratorio 125
" Al || Ca+Mg| Ca|| Mg| P K
0-10 121 53 1,3 2,0 1,109 2 42
10-20 122 51 1,6 14 07107 2 25




Tabela 9: Andlise de solo da espécie S. cayennensis (Rich.) Vahl

Igmtificggéo Registro Carbono Mat. Organ. Nitrogénio
aa(‘(r:“rg) fa labor atério % g/kg % g/kg % glkg
0-10 121 7,8 13,4 0,945
10-20 122 6,0 10,3 0,730

Obs: A unidade que expressa os valores de Al, Ca+ Mg, Ca, Mg (m Eq/100 cm®) foi substituida por mol/dm?®, ea
que expressa K e P (ppm) por mg/dm?, visando a atender o padréo internacional de unidades de medidas, ndo
havendo necessidade de fator de conversao.

3.5 Congtituintes Quimicos |solados das Folhas de P. bahiense (Meiss) Barroso e
das Raizes de S. cayennensis (Rich.) Vahl

Obtiveramse como resultado, quanto ao isolamento e caracterizacdo das
substancias isoladas no estudo da espécie S. cayennensis (Rich.) Vahl, trés arilpropandides
glicosilados (I, I1, I1) e um iridéide glicosilado (1V) (dois outros iridéides se encontram
em fase de identificagdo). Para a espécie P. bahiense (Meiss) Barroso, da fragéo

metandlica, foram isolados um esterdide glicosilado (PB.1) e um flavondide glicosilado
(PB.2).
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3.6 Dados Fisicos e Espectroscopicos dos Constituintes de S. cayennensis (Rich.)
Vahl.

Verbascosideo (1), R-3,4-diidroxifeniletil-O-[a- L-rhamnopiranosil-(1? 3)]-4-O-

cafeoil-[3-D-glicopiranosideo), GoHsgO14. Substéncia amorfa de coloragéo acastanhado
escuro, solivel em metanol e agua.
RMN *H (200 MHz, CD;0D, Hz, d): 6,70 (d, J = 1,8; H-2); 6,67 (d, J= 8,0; H-5); 6,56
(d, d, J= 8,0; 1,8; H-6); 2,80 (t, = 7.1; H7); 3,70 (d, J= 9,5; H8); 4,05 (d, J= 9,5, H-8);
7,03(d, J=1,8; H-2"""); 6,78 (d, J= 8,0; H-5"""); 6,96 (dd, J= 8,4; 1,8; H-6'""); 6,28 (d, J=
15,7; H-7"""); 7,60 (d, J= 15,7; H-8"); 4,38 (d, J= 7,7; H-1'); 3,32 (dd, J= 4,0; 3,6; H-2');
3,84 (t, J= 9,1; H3); 4,90 (t, J= 9,3; H4); 3,43 (t, J= 8,4; H5) 3,72; 3,42 (m; H-6a’;
H-6b'); 5,21 (d, J= 1,6; H-1"); 3,60 (t, J= 2,9; H-2"); 1,10 (d, J= 5,8; H-6""). RMN *°C
(50 MHz, CDs0D, Hz, d): 131,4 (C-1); 117,0 (C-2); 145,8 (C-3); 144,4 (C-4); 116,3 (C-
5); 121,2 (C-6); 36,3 (C-7 a); 72,1 (C-8 }); 127,4 (C-1"""); 115,2 (C-2"""); 146,5 (C-3'"");
149,5(C-4"""); 116,5(C-5'""); 123,21 (C6'"’); 114,5(C-8'""); 147,9 (C-7"""); 168,2 (COO);
103,9 (C-1'); 75,7 (C-2'); 81,6 (C-3);70,2 (C-4');75,9 (C-5); 62,2 (C-6'); 102,8 (C-1"");
72,0(C-2"); 71,9(C-3"); 73,6 (C-4""); 704 (C-5"); 18,3 (C-6").

|soverbascosideo (I1), 3-3,4-diidroxifeniletil-O-[a- L-rhamnopiranosil-(1? 3)]-6-O-
cafeoil-3-D-glicopiranosideo), GgHzsO15. Precipitado amorfo de coloragéo acastanhado
escuro, solivel em metanol e agua.

RMN *H (200 MHz, CDs0D Hz, d): 6,,65 (d, J = 2,0; H-2): 6,76 (d, J = 8,1; H-5"): 6,89
(dd, J = 8,3; 2,0; H-6", H-6"); 2,76 (t, J = 7,4; H-7); 3,60-3,74 (m; H-8); 6,62 (d, J=8,0;
H-5); 6,52 (dd J= 8,0; 2,0; H6); 7,56 (d, J= 15,9; H7'); 6,27 (d, J= 15,9; H-8'); 4,32 (d,
J=7,8; H1); 3,23 (d, J= 6,2; H2); 3,54 (t, J= 8,6; H-3); 3,43 (t, J= 9,6; H4'); 3,70 (dd,
J=94; 1,7, H5); 4,48 (dd, J= 11,9; 1,8; H-6'); 4,34 (dd, J= 11,9; 7,8; H-6'); 5,29 (d, J=
1,5; H1"); 3,66; 3,78 (dd, J=1,1; 9,2; H2"); 3,70 (dd, = 9,4; 3,1; H3"); 3,80 (dd, =
3,5, 9,4; H-4"); 3,68 (dd, J = 6,2; 9,4; H-5"); 1,23 (d, J= 6,2; H-6'").

RMN °C (50 MHz, CD50D, Hz, d): 131,3 (C-1); 116,3 (C-2); 146,1 (C-3); 144,6 (C-4);
117,0 (C-5); 121,2 (C-6); 36,6 (C-7); 72,2 (C-8); 127,6 (C-1"""); 115,0 (C-2"'"); 146,7 (C-
3°'); 149,6 (C-4""); 116,5 (C-5"); 1231 (C-6"""); 114,7 (C-8""); 147,2 (C-7"""); 169,1
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(COO); 104,3 (C-1'); 75,3 (C-2); 83,8 (C-3):70,0 (C-4);75,7 (C-5'); 64,6 (C-6'); 102,6
(C-1"); 72,4 (C-2"); 72,3 (C-3"); 73,9 (C-4"): 70,3 (C-5"): 17,8 (C-6").

Martinosideo  (I11),  (3-hidroxil-4-metoxil-3- feniletoxil-O-a-L-ramnopiranosil-
(1? 3)-4-O-feruloil- R3-D-glicopiranosideo), GpH40014. Substancia de aspecto xaroposo
de coloracdo amarela acastanhada escura, solivel em metanol, acetona e agua.
RMN *H (200 MHz, CDs0D Hz, d): 6,72 (d, J = 1,7; H-2): 6,81 (d, J = 8,0; H-5); 6,67
(dd, J=8,0; 1,9; H-6, H6); 2,81 (t, J= 7,5; H-7a); 3,74 (dd; J = 6,8; H-8); 7,19 (d, J= 1,5;
H-2"); 6,81 (dd J=8,1; 1,8; H-5""); 7,08 (dd, J= 8,4; 1,6; H-6"); 6,37 (d, J= 15,8, H-7');
7,66 (d, J= 15,9; H-8'); 4,37 (d, J= 7,8; H1); 475-5,0 (m; H-4'); 5,19 (d, J= 1,4; H-1");
3,80 (s, OCHj3 - 3"); 3,87 (s, OCHs - 4) 3,60 (t, J=2,9; H-2"); 3,30-4,10 (m, H-3""); 3,30-
4,10 (m, H-4'"); 3,30-4,10 (m, H-5'"); 1,08 (d, J= 6,2; H-6");
RMN 3C (50 MHz, CD;0D, Hz, d): 132,8 (C-1); 112,7 (C-2); 147,8 (C-3); 147,8 (C-4);
117,0 (C-5); 121,1 (C-6); 36,5 (C-7); 72,1 (C-8); 56,4 (OMe); 127,6 (C-1'"’); 111,7 (C-
2""); 149,3 (C-3""); 149,3 (C-4"""); 116,4 (C-5""); 124,3 (C-6""); 115,0 (C-7'""); 147,1
(C-8"); 168,2 (CO0O); 56,4 (OMe); 104,1 (C-1'); 76,0 (C-2); 815 (C-3);70,3 C-
4);76,1 (C-5'); 62,3 (C-6'); 102,9 (C-1""); 72,3 (C-2"); 72,0 (C-3"); 73,7 (C-4""); 70,5
(C-5"); 18/4 (C-6).

Ipolamiida (1V), C17H26011. Substéncia amorfa de coloragdo amarela escura, solivel em
metanol e dgua.

RMN *H (200 MHz, CD30D Hz, d): 5,80 (s H-1); 7,4 (s, H-3); 1,53 (ddd, J = 1,7; 6,8;
17,1; H-6) 2,10-2,23 (ddd, J = 2,1; 7,0; 17,4; H7); 2,47 (sH-9); 1,12 (s, H-10); 3,72 (s,
3H-12); 4,58 (d, J= 7,7; H-1); 4,48 (d, J= 7,7; H-2); 4,26 (d, J= 7,7; H-3); 3,36-4,0 (m;
H-4'); 3,36-4,0 (m, H-5"); 3,39 (d, J= 1,8; H-6'); 3,87 (d, J= 2,2; H-6');

RMN *3C (50 MHz, CDs0D, Hz, d): 94,1 (C-1); 152,5 (C-3); 115,1 (C-4); 71,7 (C-5);
38,7 (C-6); 40,3 (C-7); 78,8 (C-8); 61,5 (C-9); 23,2 (C-10); 168,0 (C-11; COO); 51,7 (C-
12; OMe); 99,5 (C-1'); 74,3 (C-2'); 77,3 (C-3'); 71,5 (C4'); 78,2 (C-5'); 62,7 (C-6').
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3.7 Dados Fisicos e Espectroscopicos dos Constituintes de P. bahiense (Meiss.)
Barroso

313-D- glicopiranosil- Sitosterol (PB.1), C3sHs606. Substancia na forma de cristais
aciculiformes incolores. Soluvel em piridina.
RMN *H (400 MHz, Piridinads, Hz, d): 0,98; 1,71 (dd, J=9,8; 6,6; H-1); 2,11 (d, J= 11,7;
H-2); 4,28 (m; H-3); 2,74; 2,70 (d,d J = 4,0; 4,1; H-4); 5,34 (d, J=5,1; H-6); 1,51 (J=9,5;
H-7) 1,85 (m; H-7); 1,97 d, J= 12,4; H-11); 0,65 (s, H-18); 0,90 (s, H-19); 0,92 (d, J=
8,8; H-21); 5,04 (d, J=7,7; H-1'); 4,05 (t, J= 16,1; H-2'); 3,96 (m; H-3'); 4,27 (t, J=10,6;
H-4'); 4,30 (t, J=10,6; H-5'); 4,56; 4,40 (dd, J=2,2; 5,5; H-6').
RMN *3C (100 MHz, Piridina ds, Hz, d): 37,4 (C-1); 30,1 (C-2): 78,5 (C-3), 39,2 (C-4);
104,8 (C-5); 122,8 (C-6); 31,9 (C-7); 32,1 (C-8); 50,2 (C-9); 36,8 (C-10); 21,2 (C-11);
39,8 (C-12); 42,4 (C-13); 56,7 (C-14); 24,4 (C-15); 28,4 (C-16); 56,1 (C-17); 11,9 (C-18);
19,3 (C-19); 36,3 (C-20); 19,1 (C-21); 34,1 (C-22); 26,3 (C-23); 45,9 (C-24); 29,4 (C-25);
18,9 (C-26); 19,9 (C-27); 23,3 (C-28); 12,0 (C-29); 102,5 (C-1'); 75,2 (C-2'); 78,4 (C-3');
71,6 (C-4); 78,0 (C-5); 62,7 (C-6).

Apigenina —7- O- neo-hesperidosideo; 5,4 diidroxi-flavona O-[ [3-7-O-
glicopiranosil -(2’? 1'"’) a-L-rhamnopiranosideo (PB.2), Cy7H30014. Substéncia de
coloragdo amarela, solivel em metanol a quente, &gua, piridina e DMSO. p.f 190-195°C
(substancia degradada).

vV ?KBr( cm'l), ?0n 3366; 1660; 1450; 1600; 650; 1000; 800; 860; 950; 1180; 900;
930; 755; 785; 250: 600. RMN *H (200 MHz, CD;0D, Hz, d): 6,83 (s, H-3); 6,40 (d, J=
2,1; H-6); 6,80 (d, J= 2,1; H-8); 7,98 (d, J= 9,0; H-2', H-6); 6,94 (d, J= 9,0; H-3', H-5);
5,25 (d, J= 6,9; H-1'"); 3,46 (d, J= 3,3; H-2'"); 3,48 (d, J= 4,8; H-3"'); 3,30 (s, H-4""); 3,44
(d, J=81; H5"); 474 (d, = 16,5; H6'’); 5,12 (s, H1'""); 3,71 (d, J= 4,5; H2"""); 3,75
(d,J=6,4;,H-3"); 3,20 (s, H-4"""); 3,77(d;J=6,4H-5"); 1,20 (d, J=6,1 H-6""");

RMN 3C (50 MHz, CD;0D, Hz, d): 164,3 (C-2); 103,1 (C-3); 181,9 (C-4); 161,5 (C-5);
99,3 (C-6); 162,5 (C-7); 94,5 (C-8); 156,9 (C-9); 105,4 (C-10); 120,8 (C-1'); 128,5 (C-2,
C-6'); 116,0 (C-3', C-5'); 161,0 (C-4'); 97,8 (C-1"’); 77,2 (C-2""); 76,2 (C-3"); 69,6 (C-
4"); 76,9 (C-5"); 60,4 (C-6""); 1004 (C-1'""); 70,3 (C-2"""); 70,5 (C-3""); 71,8 (C-4'"");
68,3 (C-5""); 18,0 (C-6'"").
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Derivado acetilado (PB 2.1). Substancia semi-cristalina solivel em cloroformio.

p.f: 210-216°C.

RMN *H (200 MHz, CDCk Hz, d): 6,58 (s, H-3); 6,70 (d, J=1,7; H-6); 7,0 (d, J= 1,7: H-
8),7,84(d, J= 84; H-2'; H6'); 7,22 (d, = 6,0; H-3', H-5'); 5,23 (d, J= 7,6; H-1""); 5,11
(d,J=74; H-2""); 5,36 (t, J= 9,6; H-3""); 4,9-5,06 (m; H-4""; H-5"); 4,2(d, J=1,9; H-6"");
503 (s H-1""); 49-5,06 (m; H-2"""; H3""); 4,60 (d, J= 6,7; H-4'""); 3,80 (d, J= 6,8; H-
57): 1,23 (s; H-6"); 2,42; 2,33; 2,14: 2,12; 2,04; 1,98; 1,94: 1,19 (Me (Ac)). RMN **C
(50 MHz, CDCls, Hz, d): 161,4 (C-2); 109,3 (C-3); 176,1 (C-4); 158,3 (C-5); 98,3 (C-6);
153,1 (C-7); 98,1 (C-8); 159,7 (C-9); 112,7 (C-10); 128,5 (C-1'); 127,4 (C-2'; C-6'); 122,2
(C-3;C-5); 150,6 (C-4'); 108,4 (C-1"); 72,2 (C-2'"); 76,3 (C-3"); 68,1 (C-4"'); 73,7 (C-
5"); 61,8 (C-6""); 102,3 (C-1'""); 68,2 (C-2'""); 69,8 (C-3""); 70,6 (C-4'""); 66,9 (C-5"");
17,4 (C-6"’). 170,3; 170,0; 169,9; 169,8; 169,6; 169,5; 169,2; 168,8 (CO(Ac); 29,5(2-C);
21,0; 20,9; 20,0; 20,6; 20,5; 20,4 (Me(Ac)).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Cromatografia Contracorrente

A obtencdo dos arilpropanoides glicosilados (martinosideo, isoverbascosideo e
verbascosideo) e dos trés iridéides glicolisados (um deles a ipolamiida, os outros dois em
fase de identificacdo) pelo uso da cromatografia contracorrente, com gradiente de
polaridade, foi facilitada pela pré-purificacdo do extrato bruto etandlico, por meio de
FracGes com solventes de polaridade crescente. Isto ajudou na rapidez e na facilidade do
isolamento das substancias puras ja citadas da fracgo acetato de etila. Além do que, 0 uso
de gradiente possui a vantagem de cobrir uma ampla janela de polaridades e de
coeficientes de fracdo de substancias proximas entre si.

O coeficiente de fracdo € uma caracteristica intrinseca do soluto referente a um
determinado sistema de solventes bifésico, de modo que, substancias que apresentam
diferentes coeficientes de fracdo em relagdo a um mesmo sistema bifasico podem ser
separadas quando se encontram misturadas (Conway, D. W. 1991). Como a fragdo acetato
de etila revelou em CCD substancias com uma faixa de ampla polaridade, optou-se pelo
uso do sistema de gradiente frente ao isocratico.

Inicialmente, a escolha do sistema de solventes a ser usado no aparelho de
cromatografia contracorrente foi realizada pelo teste de fracdo em tubo de ensaio (pég. 36.
ltem 3.3.1.1), seguido pelo perfil empirico da visuaizacd em placa cromatogréfica
(CCD), quanto a concentracdo das substancias da amostra distribuidas entre as fases do
sistema bifésico escol hido.

A escolha de um sistema de solventes bifésico apropriado por meio de eluicdo com
gradiente em CCC pode apresentar certa dificuldade, jA que qualquer mudanca na
composicdo de uma das fases de um sistema liquido bifasico pode induzir a mudancas ra
outrafase (Berthod, A. 2002).

A escolha deste sistema consistiu em dois solventes (AcCOEt e BuOH), mais um
terceiro solvente, a a&gua, insollvel nestes dois solventes organicos. Optou-se por este
sistema, por ser comumente usado para substancias polares (Foucault, A. P., Dekker, M.
1999).

Potencialmente, todas as substancias que sejam mais sollveis em &gua do que em
AcOEt, e que sgam mais soliveis em BUOH do que em &gua podem ser purificadas

usando-se o sistema AcOEt: BuOH: H,O, onde a proporcdo de butanol varia de acordo
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com a polaridade desgada (Foucault, A. P., Dekker, M. 1999). Pela verificacdo dos
resultados em placas cromatograficas de gel de silica, observouse que as substancias da
fracdo AcOEt eram sensivels a extracdo de peguenas concentractes de BUOH.

A primeira etapa do experimento do teste de fragdo consistiu em dois tubos
contendo, cada qual, os sistemas AcOEt/ H,O 1:1 e BuOH/ H,O 1:1.

A distribuicdo uniforme de substancias da amostra entre dois liquidos imisciveis
conforme o sistema experimentalmente usado (BuOH: H0, sistema B, mais polar) frente
ao sistema (AcOEt: H,O, sistema A, menos polar), obtido pela visualizagdo da figura 10,
em placa de CCD, revelou ser o sistema butandlico (com coeficiente de fragdo préoximo a
1, K=1) mais €ficiente quanto a uniformidade da distribuicdo do soluto entre as fases do
sistema bifasico. Facilitando assim a separacao das substancias presentes no solvente agua.
Ou sga, cerca de 90% das substancias ficaram retidas na fase aquosa inferior do sistema
com AcOEt, enquanto que 50% das substancias ficaram distribuidas em cada fase do
sistema com BuUuOH. Este resultado sugeriu uma polaridade elevada dessas substancias,
confirmando a maior afinidade quimica do BUOH em extrai-las para a fase organica
superior.

Uma vantagem adicional deste sistema é que, de acordo com Foucault (Foucault,

A. P. 1995), a composicdo da fase polar rica em &gua ndo varia muito quando o BuOH é

adicionado, desde que este solvente passe preferencialmente para a fase ricaem AcOEt.

A B
AcOEt Agua (Sistema A)
1 1 (ml)
BuOH Agua (Sistema B)
1 1 (ml)
S1I S |

Figura10: AsLetrasSel representam, respectivamente, a fase superior einferior de cada sistema de
solvente empregado.

O sistema de gradiente testado apos o pré-experimento analitico em tubo de ensaio

pelo teste das proporgdes com BuOH (Figura 11), foi o estabelecido como sendo AcOEt:
BuOH: H,O (1:x:1), onde x = 0,05; 0,2; 0,5; 1. Os resultados sugeriram que as substancias
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do extrato so sensiveis a pequenas concentracdes de BuOH, contribuindo para a escolha
desse gradiente.

Como se pode observar na figura 11, na proporcéo (0,2) de BUOH no sistema
AcOEt: BUOH: H,O, a maioria das substéncias da fracéo acetato de etila encontram-se na
fase aguosa inferior. Na medida que a concentracdo de BUOH no sistema foi aumentada
(0,5), uma maior quantidade de substancias passou para a fase organica superior, por ser

este solvente mais solivel em AcOEt do que em H,O.

02 LT 10
i i i
AcOEt BuOH H20 | | I
1 0,05 1
1 0,2 1
1 0,5 1
1 1 1
A L
g F & F § |1

Figurall: AsLetrasSel representam, respectivamente, a fase superior einferior de cada sistema de
solvente empr egado.

Obteve-se desse fracionamento o isolamento de 6 substancias puras (figuras 12 e
13; p&g 54): martinosideo (Fr 10-15; 54 mg) (sistema A), isoverbascosideo (Fr 21; 37 mg)
(sstemas B), verbascosideo (Fr 23-29; 300mg) (sistema B), iridoide em fase de
idertificacéo (Fr 51-56; 33 mg) (sistema D), irid6ide em fase de identificacgo (Fr 57-64,
31 mg) e ipolamiida (Fr 65-68; 85 mg) (“fase estacionaria’). Obteve-se ainda a mistura de
martinosideo/isoverbascosideo (Fr 16-20; sistema A) e isoverbascosideo/verbascosideo (Fr
22-23; sstemaB).

As substéncias foram identificadas por andlises espectroscopicas de RMN (1 H,
13C) e o0s dados obtidos comparados com os da literatura (Tabela 10, Tabela 11, Tabela 12
e Tabela 13, pags 65, 71, 75, 81).

O céculo da fracgo da fase estacionaria (Sf) retida dentro da coluna, foi efetuado
pela equacéo Sf = Vs/Ve x 100, obtendo-se o valor de 78, 75%. Onde Vs (volume dafase
estacionéria), obtida pela diferenca entre o volume da coluna (Vc), 80 ml, pelo “front do
solvente”, 17 ml, Vm (volume de fase mével dentro da coluna) e Vc (volume tota da

colund). Ta valor indicou que o sistema de solventes escolhido possibilitou uma retencéo
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eficiente da fase estacionaria na coluna, contribuindo assim para os resultados almejados
na separacao das substancias.

Para o calculo do coeficiente de fragdo K do sistema de gradiente empregado, o
mesmo SO pdde ser efetuado apenas para as amostras contidas nos tubos de 1 a 17 (fase A).
Nas fases B, C e D, o célculo do K ndo pbdde ser efetuado devido a mudanca da
composicdo dos eluentes da fase movel e estaciondria. Para um sistema isocrético,
entretanto, o K poderia ser calculado para cada substéancia, visto ser a composi¢éo do
solvente invaridvel na fase movel durante todo o processo de isolamento de substancias de
uma dada amostra.

Como forma meramente exemplificativa do cédlculo do coeficiente de fragéo K,
para uma dada substéncia na fase A, usariamos a equagdo: K = Vr-Vm/Vm.(1-Sf/Sf),
onde: Vm= Volume da fase movel na coluna; Vr= Volume total de retencéo na coluna; Sf
= % de retencdo de fase estacion&ria na coluna, e Vr'= volume corrigido (Vr- Vm)
(Conway, D.W. 1990). Por exemplo, para afracdo 13 na placa de CCD teriamos. Vr' = 13.
(volume da amostra no tubo, 5ml) = 65 ml. Portarto, o K para a substéncia na fracéo 13
seria: K = 65/17.(1- 0,7875/0,7875) = 0,761.

Como a separacdo de cada substancia € determinada pelo seu coeficiente de fracéo,
se negligenciarmos qualquer corregdo de volume morto extra na coluna (volume da bomba
injetora até a coluna cromatogréfica do contracorrente), podemos afirmar que a substancia
com coeficiente de fragdo igual a 1 deverd sair da coluna quando uma quantidade da fase
movel equivalente ao volume total da coluna tiver por ela passado. Entéo, o volume de
retencdo da substéncia com K=1 serdigua ao volume total da coluna. Mas se levarmos em
consideracdo o deslocamento da fase estacionaria da coluna (Vd) e o volume morto na
coluna (Vm), teremos o volume de retencdo corrigido: V r'=Vr —Vm =Vd. Isto gjudara a
prever em que fragbes estardo as substancias com coeficientes de fracéo igual al, 2, 3 e
assim por diante (Conway, D. W. 1991).

Podemos entdo concluir que a substancia no tubo 13, por exemplo, com K= 0,761
saird da coluna apés um volume de fase movel quase que equivaente ao volume total da
colunater por ela passado.

Os tubos coletores (7-8; 22-24; 26-27 e 63-74) apresentaram durante o processo de
extracao, as duas fases do sistema de solventes. Este fato, tido como um “sangramento” da
colunafoi atribuido a perda de fase estacionéria, fruto do restabelecimento do equilibrio

entre ambas as fases, de cada etapa mudada do gradiente.
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Figura 13: Iridéides glicosilados isolados por CCC
Particdo Acetato
de Etila (1,09)
1- CCD AcOEt:BuOH:H20
2—-HSCCC (80 Fragdes)
| | 1 1 | |
Fr 10-15 Fr 21 Fr 23-29 Fr 44-56 Fase Fase
(54,0 mg) (37,0 mg) (300,0 mg) (30,0 mg) Egtacionaria Estacionaria
Sistema A Sistema B Sistema B Sistema D Fr 57-64 Fr 65-68
(32,0 mg) (85,0 mg)
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Martinosideo | sover bascosideo Verbascosideo Iridéide em Iridéideem Ipolamiida
identificacéo identificacéo

Esquema 3: Obtencdo dosiridéides e arilpropandides glicosilados puros, por cromatogr afia contracor rente com

utilizagéo de gradiente
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4.2 Andlise Espectroscépica de RMN 'H das Fracbes de S. cayennensis (Rich.)
Vahl.

As FracOes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica do extrato bruto
etandlico da espécie S. cayennensis (Rich.) Vahl, foram submetidas a testes preliminares
de atividade antioxidante e antimicrobiana. Os resultados destes testes direcionaram ao
estudo biodirigido de suas substancias, visando o isolamento, identificacéo e posterior teste
dos metabdlitos especiais responsaveis pelas atividades citadas.

As analises dos perfis espectroscopicos de RMN 'H destas fracOes com amostras
de 100 mg cada, foram realizadas apds os testes biol6gicos citados, a fim de se identificar
0s sinais correspondentes das substancias majoritérias presentes em cada fragdo, quando
comparados aos dados da literatura consultada (Futuro, D. 1997). Esta metodologia inicia
objetivou o dinamismo do trabalho quanto a selecdo da(s) frag@o/fraches de interesse,
levando a purificagdo de suas substéancias via CCC.

No espectro de RMN 'H da fracdo acetato de etila (Espectro 3, p4g 59), foram
observados os sinais que referenciam os hidrogénios arométicos e olefinicos, encontrados
nas moléculas isoladas desta fracéo, naregido de deslocamento quimico entre d 6,0 e 7,70
ppm, como se pode observar nos espectros dos arilpropandides glicosilados martinosideo
(Espectro 15, pag. 76), verbascosideo (Espectro 7, pag 66) e isoverbascosideo (Espectro 12,
pag.72) apos 0 uso da cromatografia contracorrente.

Observou-se igualmente neste espectro, sinais que evidenciaram a presenca de
compostos com esgueleto iridoidico, entretanto, com intensidade menor que 0s sinais
presentes dos arilpropandides glicosilados. Indicando que esta Ultima classe de
substancias, nesta fracdo, se encontra em concentracdes mais elevadas que a dos iridoides.

Ainda em relagdo aos aril propanoides, 0 espectro desta fragdo evidenciou o sinal
relativo ao tripleto em d 2,81 ppm referente ao hidrogénio H-7", e o dubleto em d 1,02
ppm referente aos hidrogénios do metila C-6'' da ramnose. Os singletos entre d 3,87 e
3,33 ppm, indicaram tanto a presenca das metoxilas do anel aromético do arilpropandide
glicosilado quanto do iridéide glicosilado, assim como as hidroxilas destes e dos demais
compostos ja citados anteriormente.

Os snais do espectro da ipolamiida (Espectro 18, pag. 82) sdo claramente
observados no espectro desta fragdo pelo singleto em d 1,19 ppm referente ao H10 da

metila geminal a hidroxila do anel pentaciclico deste iridéide, asssim como os singletos em
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d 2,46 e 5,80 ppm que referenciam ainda, respectivamente, os hidrogénios H-9 e H-1 deste
iridéide majoritério.

Os sinais na regido entre d 5,0-5,85 ppm indicaram a presenca de hidrogénios
olefinicos de iridoides possuidores de ligacfes duplas entre os carbonos C-6-C-7, G-7-C-8
e C-8C-10, como verificado, respectivamente, em iridéides do tipo monotropeina, 6-O-
acetilscandosideo e ugandosideo (H-7, d= 5,86 ppm; H-8 d= 5,82 ppm; H-10 d= 5,19 ppm)
(Futuro, D. 1997). Estes sinais podem ser visualizados nos espectros das fragOes 51-56 e
57-64 (Espectro 1, pag. 60; Espectro 6, pag.60), em fase de identificacéo.

O espectro de RMN 'H da fracdo n-butanol (Espectro 4, pag. 59), apresentou uma
reduzida variabilidade de substancias expressa pelos seus sinais, quando comparado ao
espectro de 'h dafracéo acetato de etila.

Os singletos em d 7,46; 5,80; 3,75; 2,45 e 1,12 ppm s30 analogos aos observados
no espectro da ipolamiida (Espectro 18, pag.82) presentes na fragdo acetato de etila, onde
esta substancia foi isolada. O que induz acreditar na presenca majoritaria desta substancia
na fragdo nbutandlica, j& que ndo foi observada a presenca do duplo dubleto em d 4,19
ppm correspondente ao hidrogénio H6 caracteristico do iridéide 6 [3-hidroxiipolamiida.
Estes sinais diferenciam ambos os iridéides. Esta fracdo apresentou ainda, sinais entre d
50 e 580 ppm que podem referenciar a presenca dos iridéides minoritarios ja
mencionados, observados na fracdo acetato de etila.

Os gnas entre d 6,20 —7,20 ppm identificam os compostos do tipo aril
propandides glicosilados com seus hidrogénios arométicos e ol efinicos no espectro. Assim
como o dubleto em d 1,04 ppm referente aos hidrogénios H-6" do grupo metil, e o tripleto
largo em 2,80 ppm referente a0 hidrogénio H-7 da porcdo 3,4-diidroxifeniletila do
esquel eto fenilpropandide.

A menor intensidade destes sinais frente a maior intensidade dos sinais do iridoide
do tipo ipolamiiida, demonstrou ser esta fragdo portadora de uma maior concentracéo desta

Ultima classe de substancias, como observado no espectro de 'H desta fracéo.

A andlise do espectro de RMN H da fracdo hexanica (Espectro 1, pag.58) permitiu
sugerir a presenca de hidrogénios de metilas entre d 0,66 e 1,04 ppm, hidrogénios
olefinicos em d 5,03 ppm e hidrogénios de metoxila em d 3,92 ppm que podem indicar a
presenca de substancias de natureza aifatica com duplas ligagdes e mesmo de triterpenos

Ja a fragdo cloroformica apresentou em seu espectro de 'h (Espectro 2, pag.58)

sinais de multipletos de prétons aromaticos e, possivelmente, de prétons olefinicos entre d
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6,20 e 7,80 ppm. Entre d 0,72-1,20 ppm, contata-se a ocorréncia de hidrogénios de metilas
que podem pertencer a presenca de substéncias de natureza aifética. Entretanto, como a
amostra foi manipulada com nbutanol, pode-se notar tragcos deste solvente em sinais que
aludem sua presenca pelo grupo metilico emd 0,88 ppm (3H, t, J= 7,23 Hz) e pelos grupos
metilénicos entre d 1,30-1,70 ppm (m). Os sinais de dois singletos entre d 8,20-9,20 ppm e
de um singleto e dubleto, respectivamente, em 8,16 e 8,10 ppm sugerem a presenca de
hidrogénios pertencentes a diferentes classes de substancias, porém, com menor
concentracdo, comparados aos iridéides e fenil propandides ja citados. Estes mesmos
sinais, tidos nestas regides, podem ser observados na fracéo hexanica, contudo, com menor

intensidade.
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Espectro 1: Espectro Fracdo Hexano (200 MHz, D,0)

||
MK JLV Lf'llﬁlfr'x 3
. s N - P
s = s =T = =3 = '._:H'“'J JMJ Hf

MMMU S

e gl T T | T —] | e L el o el T — | —— -
g [} 7 B 5 a | 2 1 ppm

Espectro 2: Espectro Fracéo Cloroférmio (200 MHz, D,O)
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Espectro 4: Espectro da Fragdo Butandlica (200 MHz, D,0O)
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Espectro 5: Espectro fracdo 51-56 (200 MHz, CDO3D)
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Espectro 6: Espectro fracdo 57-64 (200 MHz, CDO3D)
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4.3 Determinacao Estrutural das Substancias |soladas da Fracédo Acetato de Etila
de S.cayennensis(Rich.) Vahl

4.3.1 Determinacdo Estrutural do Fenilpropandide glicosilado (1)

A purificagéo da fragcdo acetato de etila (Esquema 2, pag. 38) por cromatografia
contracorrente (HSCCC), conduziu ao isolamento de uma substancia presente no sistema

B (Figura 12, pag 54) que, de acordo com as andlises dos dados espectrométricos de RMN
'H eRMN 13C, demonstrou tratar-se da seguinte estrutura:

Substancia l

No espectro de RMN 'H da substancia | (Espectro 7, pag.66) foram observados
sinais com dubletos de prétons vicinais trans-olefinicos, J= 12-18 Hz, com suas
respectivas constantes de acoplamentos e deslocamentos quimicos em 6,28 ppm (1H,d,

H-7""",J =157 Hz) e 7,60 ppm (1H,d, H-8'""*, J= 15,7 H2).

Este ultimo sinal deslocado em campo mais baixo, comparativamente ao préton H-
8'’, foi atribuido pelo efeito de desblindamento ocasionado pela ressonancia de seu
carbono com o grupo carbonila do éster, indicado pelo espectro de carbono RMN 13C em
168,2 ppm (Espectro 10, pég.67). Este espectro confirmou ainda a posi¢ao desses carbonos
olefinicos, em 147, 9 ppm paraC-8"' e 114,5 ppm paraC-7""".

Os snais na regido entre 6,54 - 7,12 ppm indicaram a presenca de protons
arométicos, conforme o valor de suas constantes de acoplamento, com duas unidades de
um sistema ABC, correspondendo a dois anéis de benzeno tri-substituidos. Um deles,
refere-se ao grupamento benzeno 1,3,4 —tri-substituido do 3,4-diidroxifenila, enquanto que
0 outro sistema foi atribuido ao grupamento 1''’,3"", 4"’ — tri-substituido do &cido

ferdlico, quando comparado aos dados da literatura consultada (Zhongjian, J. et al. 1991).
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O padréo de substituicdo de ambos os anéis arométicos nos carbonos 3’7, 4" e 3,
4, respectivamente, com seus hidrogénios em meta e orto foram identificados através de
suas constantes de acoplamento (J) e de seus substituintes: (d 7,03 ppm, d, J=1,8 Hz, H-
2", d 6,78 ppm, d, J=8,0 Hz, H5""; d 6,96 ppm, d,d J= 84 e 1,8 Hz, H6'""); d 6,70
ppm, d, J= 1,8 Hz, H-2; d 6,80 ppm, d, J= 8,0 Hz, H-5; d 6,56ppm, d, d, J=1,8; 8,0 Hz, H-
6).

Esses substituintes, dois grupos hidroxila (-OH), puderam ser confirmados quando
comparados com os deslocamentos quimicos dos carbonos arométicos di e mono-
substituidos quando confrontados com os dados da literatura consultada (Tabela 10, pag.
65).

A porcéo glicosilafoi tomada como unidade intermediaria entre as por¢des cafeoila
e 3,/4-diidroxifeniletila, pelo valor dos deslocamentos quimicos de seus carbonos C-
1’anomérico dioximetinico -O-CH-O-C-1' em d = 103,9 ppm, em campo baixo, e G4
metinico em d = 70,2 ppm.

O local da acilag&o no carbono metinico C-4' (Espectro 10, pag.67) deste residuo
de acUcar pdde ser confirmado através de seu valor em campo baixo quando comparado ao
carbono oximetilénico C-6', 62,2 ppm, em campo ato, frente aos dados da literatura
consultada (Shimomura, H. et al. 1987), (Agrawal, K. P. 1992) e (Tabela 10 péag, 65).

O deslocamento de C-1’'anomérico, desta porcéo glicosila, pode ser justificado pelo

aumento de sua constante de protecéo para- magnetica (Sp) em funcéo da repulséo de seus
elétrons mais externos, influenciados pelos el étrons de ambos o0s oxigénios que o ladeiam,
aproximando-os assim de seu nucleo. Aumentando, portanto, para campo mais baixo, o0
sinal do deslocamento quimico deste carbono. Os demais deslocamentos quimicos dos
carbonos influenciados diretamente pelo grupo —OH, foram confirmados por comparacéo
aos dados da literatura, revelando outra unidade de aclicar na molécula conforme a regido

de d 62,2 — 103,9 ppm do espectro de RMN *°C (Tabela 10, pag 65).

Em estruturas contendo carboidratos, como no caso desta substancia, os sinais de
Seus protons aparecem em uma regido muito reduzida, em torno de 3,0 - 5,5 ppm,
contendo comumente problemas de sobreposicdo de seus sinais. Justo porque, muitas
constantes de acoplamento entre prétons vicinais e geminais ndo-anomeéricos, s muito
similares bem como o alcance de seus deslocamentos quimicos dificultando assim suas
interpretacOes (Agrawal, K.P. 1992).
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Estes problemas de sobreposicdo surgem na maior parte pelos grupos metinos (-
CHs) e metilénicos (-CH,) de carbonos ndo-anoméricos do aglcar, ao qua possuem um
deslocamento quimico muito similar em diferentes residuos de monossacarideos (Agrawal,
K.P. 1992). Esta sobreposicdo de sinais, na forma de multipletos, foi constatada no
espectro de 'H da substancia na regido de 3,28 a 4,10 ppm, dificultando a precisdo de sua
analise (Espectro 8, pag 66).

Entretanto, através dos cal cul os de deslocamentos quimicos (Silverstein, M.R et al.
1994), conforme efeitos de substitui¢do, para protons de sistemas a e 3 aliféticos pode-se
confirmar o acoplamento s prétons de um triplete em d 280 ppm com J= 7,1 Hz,
atribuido aos hidrogénios metilénicos H7a, H7b na porcdo 3,4 —diidroxifenil, com os
hidrogénios metilénicos H-8a, H-8b em campo mais baixo, segundo o triplete presente em
d 3,70 ppm com J= 9,5 Hz.

Na regido entre 4,90 — 4,98 ppm, deste espectro, observou-se o sinal de um outro
tripleto em campo alto semi-encoberto por um sina largo préximo a esta regido,
ocasionado pela agua presente na amostra associada ao solvente metanol deuterado. A
presenca deste sinal indicou ser o hidrogénio H4' de um agUcar ligado a porcdo cafeoila
com uma constante de acoplamento de J= 9,3 Hz.

A literatura consultada (Zhongjian, J.et al. 1991) apresenta este tripleto em 4,90
ppm com uma constante de acoplamento de J= 9,3 Hz, condizente com a faixa de valores
de uma interacéo entre hidrogénios de ciclohexanos orientados axialmente um em relacéo
ao outro J= 8-14 Hz. No caso desta substancia, H-4’ interagindo axialmente com H-3' e H-
5.

Quanto a andlise conformacional do préton anomérico dos aglcares, a literatura
consultada (Agrawal, K.P. 1992) explicita ainda que prétons a-anomeéricos aparecem
como um dubleto em campo baixo d 4,80-5,30 ppm com J= 1,0- 4,0 Hz; enquanto que
prétons b-anomeéricos aparecem como um dubleto entre 4,40- 4,80 ppm em torno de (6,0-
8,0 Hz) em monossacarideos.

Portanto, a conformagdo 3 desse agucar foi atribuida pelo valor da constante de
acoplamento apresentado pelo sinal do dubleto, J= 7,7 Hz, do hidrogénio anomérico H-1’
interagindo axialmente com H-2’, em d 4,38 ppm.

Os hidrogénios metilénicos H-6a, H-6b' da glicose, por serem vicinais ao

hidrogénio H-5', de um carbono quiral do anel hexaciclico, indicaram seus acoplamentos
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geminais com J= 9,5 Hz, com diferentes deslocamentos quimicos presentes en seus
dubletos em d=3,72 e 3,42 ppm.

O segundo piranosideo da unidade do agucar, identificado como sendo a a-L-
rhamnose, pode ser caracterizado tanto pelo dubleto de seu préton anomérico H-1"',
deslocado em d 5,21 ppm (= 1,6 Hz) com seu carbono anomérico C-1’ em 102,8, ppm,
bem como pelo dubleto dos prétons H-6"' em 1,10 ppm (J= 5,8 HZ) do grupo metil, C-6"
em 18,3 ppm (Agrawal, K.P. 1992).

Os demais valores relativos aos sinais dos espectros de RMN 3C e APT dos
atomos de carbono da substancial (Espectro 10 e 9, péag.67) foram confrontados de acordo
com os dados da literatura consultada (Zhongjian, J. et al. 1991), (Futuro, D. 1997),
expostos na Tabela 10 (pag. 65).

Estes dados, a luz das andises espectrométricas citadas, permitiram identificar o
substdncia | como sendo 0 verbascosideo, (33,4 -diidroxifenil-€til-O-[a-L-

rhamnopiranosil- (1? 3)]-4-O-cafeoil-[3-D-glicopiranosideo.
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Tabela 10: Dados espectrais de RMN *H (200 MHz, CD;OD d ppm, Hz) e de *C (50 MHz, CD;0D) da
substancia |, em compar agdo com dados espectrais da literatura® b

Ver bascosided®

(DM SO-d, + CRCOLH ) Verbascosided’ Substancia
C d*c d'H (mult., JHz) d*c d*H (mult., J Hz) d*c d'H (mult., J Hz)
3,4-diidroxifeniletil
1 131,5 1314 131,4
2 117,5 6,62 116,5 6,68 (dp) 117,0 6,70 (d,J = 1,8)
3 145,5 146,1 145,8
4 144,1 146,6 144,4
5 116,8 6,48 (d, J=8,0) 116,3 6,66 (d, J=8,1) 116,3 6,67 (d, J=8,0)
6 121,6 6,62 (d, J=8,0) 121,2 | 6,56(dd,J=8,1;1,8) | 1212 | 6,56 (dd,J=8,0; 1,8)
7 35,9 2,72 (m J=8,0; 9,0) 36,5 2,78 (t,J=7,5) 36,3 2,80 (t, J=7.1)
3,60 (m 3,70(dd, J=7,5; 13,1 3,70(d, J=9,5
8 72,0 3,88 §m§ 722 1 404 Edd, J=75: 16,8; 721 4,05 Ed, J:Q,S;
Cafeail
1 127,7 127,6 127,4
2 115,7 7,00 115,2 7,04 (d, J=1,9) 115,2 7,03 (d, J=1,8)
3" 146,3 146,8 146,5
4" 149,3 149,8 149,5
5., 114,7 6,76 (d, J=8,0) 117,1 6,76 (d, J=8,1) 116,5 6,78 (d, J=8,0)
6 123,3 123,2 | 6,94(dd,J=8,6;1,7) | 1231 | 6,96 (ddJ=84; 1,8)
7" 148,0 6,48 (d, J= 8,0) 114,7 6,26 (d, J=15,9) 114,5 6,28 (d, J=15,7)
8" 117,0 6,62 (d J= 8,0) 148,0 7,58 (d, J=15,8) 147,9 7,60 (d, J=15,7)
COO| 1695 168,6 168,2
Glicosila
1 102,4 433(d,J=7,5) 104,2 4,37 (d, J=7.,8) 103,9 438 (d,J=7,7)
2 74.6 322(dd,J=75;90) | 76,0 757 || 3,32(dd, J=4,0; 3,6)
3 79,1 3,70 (t, 9-9,5) 81,6 3,81 (t,J=9,3) 81,6 3,84 (t,J=9,1)
4 69,1 4,72 (t, 9,5) 70,4 4,91 (t, J=9,4) 70,2 4,90 (t, J=9,3)
5 74.6 3,45 (m) 76,1 759 3,43 (t, J=8,4)
6 60,7 ~3,70; 3,45 62,3 62,2 ~3,72; 3,42 (m)
Rhamnosila
1" 101,2 5,03 (d, J = 1,0 103,0 5,18 (d, J =1,3) 102,8 5,21 (d, J= 1,6)
2’ 70,6 3,70 (dd, J=1,0; 2,5) 72,0 72,0 3,60 (t, J=2,9)
3" 70,5 3,30(dd,J=25;95) || 723 71,9 3,30 (m)
4 71,8 3,12(t, J=9,5) 73,7 73,6
5" 68,8 3,60 (M) 70,5 1,12 (d, J=5,9) 70,4
6’ 18,1 1,01 (d, J = 6,0) 18,4 1,08 (d, J=6,1) 183 1,10 (d, J=5,8)

a-(Zhongjian, J. et al. 1991)
b- (Futuro, D. 1997)
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4.3.2 Determinacdo Estrutural do Fenilpropandide glicosilado (I1)

Comparacdo dos sinais e deslocamentos quimicos dos espectros de RMN He

RMN C  da substancia arilpropanoide glicosilado, Verbascosideo, com a da substancia
I, (Tabela 11, pag.71), obtido do sistema B no aparelho contracorrente (Figura 12, pag
54), evidenciou a estreita similaridade entre ambos 0s espectros.

Tais informagdes direcionaram sua determinagdo estrutural, sugerindo a substancia
abaixo:

Substancia ll

pp=
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Assim como no verbascosideo, observouse para a substancia Il as unidades do
dissacarideo (glicose e rhamnose), a do acido cafeico, bem como a porcéo 3,4-diidroxi-
fenil-etila (Tabela 11, pag 71).

O espectro de 'H MNR (Espectro 12, pag. 72 revelou, portanto, os prétons
aromaticos em dois sistemas ABC: (d 7,03ppm, d, J=2,0 Hz, H2"; d 6,76 ppm, d, J= 8,1
Hz, H5"; d 6,89 ppm, d,d, J=2,0; 8,3 Hz, H6""’) parao sistema 3", 4"’; e (d 6,65 ppm,
d, J=2,0Hz, H-2; d 6,62 ppm, d, J= 8,0 Hz, H-5; d 6,52 ppm, dd, J=2,0, 8,0 Hz H-6), para
o0 sistema 3,4. O sistema trans-olefinico apresentou sinais em: d 7,56 ppm, d, J=15,9 Hz,
parao carbono C-7""" e d 6,27 ppm, d, J=15,9 Hz para o carbono C-8""".

O tripleto em d 2,76 ppm pode ser atribuido aos prétons H7 do grupo metileno
(CH,) da ramificacdo da cadeia aromética feniletila, enquanto os sinais dos dois prétons
metilénicos H-8, encontramse encobertos pelo multipleto entre d 3,60- 3,74 ppm
(Espectro 13, p&g.72).

O hidrogénio anomérico (H-1"") da rhamnose, bem como seu grupo metila (de seus
hidrogénios equivalentes H6'’) foram claramente identificados, respectivamente, como
um dubleto em d 5,56 ppm (J=1,5 Hz), atribuindo-se por meio deste valor a configuracdo a
aesse aclicar, e seu outro dubleto em d 1,23 ppm (J=6,2 Hz).

A constante de acoplamento J= 7,8 Hz do sinal em d 4,32 ppm foi atribuida ao
préton anomérico H-1' da glicose, conferindo a configuracéo 3 a este aglcar. Informactes
adicionais dos deslocamentos quimicos obtidos do espectro de RMN 3C mostraram sinais
caracteristicos para ambos os acUcares, referentes aos carbonos C-5 d 75,70 ppm da
glicose e G5 d 70,33 ppm da rhamnose, conforme dados da literatura (Agrawal, P.K.
1992).

Naregido entre d 4,40-4,54 ppm no espectro de RMN lH, constatouse a presenca
de duplos dubletos (J=1,8; 1,6 € 11,9 Hz), atribuidos aos hidrogénios metilenos H-6'a e H-
6'-b da glicose (Shimomura, H. et al. 1987). O que mostrou um deslocamento quimico em
campo mais baixo, cerca de 0,65 ppm, bem como apresentando feicOes de sinais
diferenciados quando comparado ao espectro de préton do verbascosideo, tomado como
uma das referéncias em sua elucidacdo (Tabela1l, pag 71).

O dedlocamento quimico dos sinais desses hidrogénios metilénicos e do carbono C-
6, 64,6 ppm, indicaram como sendo este o local da acilacdo da glicose ligada ao
grupamento do &cido cafeico, quando comparado aos dados da literatura (Tabela 11, pég,
71).
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O local desta acilagdo pbde ser justificado pelo deslocamento do sinal em campo
um pouco mais baixo de C-6' em d 64,6 ppm quando comparado ao verbascosideo (C-6' =
62,2 ppm) devido ao efeito de desprotecdo da carbonila do grupo acila ligado neste
carbono. O efeito desta acilacéo foi observada no carbono G-3' da glicose, para campo
mais baixo d 83,8 ppm, quando igualmente comparado ao verbascosideo (C-3'= 81,6 ppm)
(Tabela1l, pag 71).

Os sinais destes dois deslocamentos quimicos, G6" e G3', no espectro de RMN

13 : . A
C, foram o que na verdade diferenciaram ambos os isdbmeros, conforme se observa nos

valores da literatura (Tabela 11, pag 71). Os demais sinais no espectro de RMN 'H dos
acucares, e dos hidrogénios ndo equivaentes H-8a e H-8b, ndo puderem ser determinados
por causa da sobreposi¢éo de seus sinais entre d 3,30-4,44 ppm (Espectro 13, pag.72).

Os dados obtidos dos espectros de RMN 'He®c (Espectros 12 e 14, pag. 72; 73)
guando comparados aos dados da literatura (Tabela 11, pag. 71), identificaram a
substéncia Il como o isoverbascosideo, [3-3,4-diidroxifeniletil- O-[a-L-rhamnopiranosil-
(1? 3)]-6-O-cafenil-3-D- glicopiranosideo.
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Tabela 11 Dados espectraisde RMN *H (200 MHz, CD;OD d ppm, Hz) ede *C (50 MHz, CD;0D) da
substancia Il em compar acio com dados da literatura® b

2-(3,4-dihidroxifenil)-etil-(6-O-cafecila)-
R-D-glicopiranosideo &

I sover bascosideo

Substancia Il

C d*™cC d*H (mult., JHz) d*™C d*H (mult., JHz) | d*°C d *H (mult., J H2)
3,4-diidroxifeniletil
1 131,5 131,6 131,3
2 116,4 6,67 (d, J=2,0) 116,6 6,78 (9 116,3 6,65 (d, J = 2,0)
3 146,1 146,3 146,1
4 1446 144,8 144,6
5 1171 6,63 (d, J=8,0) 117,3 117,0 6,62 (d, J=8,0)
6 1213 6,53 (dd,J=8,0;20) || 1215 6,53 (d, J=8,7) 121,2 6,52 (dd, J=8,0; 2,0)
7 36,7 2,72 (m) 36,9 2,77 (M) 36,6 2,76 (t, J=7.4)
8 724 ;’ gf gm,'HH_éSba; 725 72,2 3,60-3,74 (m)
Cafeoil
1 127,7 127,9 127,6
2 115,7 115,3 7,04 (9) 115,0 7,03 (d, J=2,0)
3" 146,3 147,0 146,7
4" 149,3 149,8 149,6
5. | 1147 6,76 (d, J=8,2) 1168 | 696 J=75) | 1165 6,76 (d, J=8,1)
6 123,3 6,88 (dd,J=8,2;2,0) | 1234 6,89 (d, J=7,5) 123,1 6,89 (dd J=8,3; 2,0)
7" 148,0 7,56 (d, J = 8,0) 147,5 7,56 (d,J=158) | 147,2 7,56 (d, J=15,9)
8" 117,0 6,28 (d, J=15,9) 115,1 6,29 (d, J= 15,8) 114,7 6,27 (d, J=15,9)
COO| 1692 169,4 169,1
Glicosila
L 104,5 4,32(d,J=79) 104,6 4,34 (d, J=7,4) 104,3 4,32 (d, J=7,8)
2 75,1 3,33-3,38 75,6 75,3 3,23(d, J=6,2)
3 77,9 3,33-3,38 84,1 83,8 3,54 (t, J=8,6)
4 718 3,21 (m) 70,2 70,0 3,43 (t, J=9,6)
5 75,4 3,52 (m) 75,9 75,7 3,70 (dd, J=9,4; 1,7)
, 4,49 (dd, J=11,9;2,1) 4,48 (dd, J=11,9; 1,8) -
6 47 | 430(dd, =119, 60)| °*° 450 (m) 046 | 434(dd, 0=11.9, 7.8)
Rhamnosila
1" - - 102,9 5,19 () 102,6 5,29 (d, J=1,5)
2" - - 72,5 72,4 | 3,66;3,78(dd, J=1,1; 9,2)
3" - - 72,5 723 ~3,70 (dd, J=9,4; 3,1)
4 - - 74,2 73,9 3,80 (dd, J= 3,5; 9,4)
5" - - 70,6 70,3 3,68 (dd, J=6,2; 9,4)
6" - - 18,1 1,25 (d, J=48) 17,8 1,23(d, J=6,2)

a Shimomura, H etal. 1987 b- Futuro, D. 1997
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Espectro 12: Espectro de RMN *H da substancia I1. (200M Hz, CD;OD)
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Espectro 14: Espectro de RMN **C da substancia I1. (50M Hz, CD;0OD)

4.3.3 Determinacéo Estrutural do Fenilpropandide glicosilado (111)

A substancia lll, da fraco acetato de etila (Esgquema 2, pag. 38), purificada no
sistema A apbs uso do aparelho contracorrente (CCC) (Figura 12, pag 54), sob a 6tica das

analises espectrométricas de RMN 'H e RMN 13C, demonstrou tratar-se da estrutura

abaixo:

5 OMe

Substancia lll

O espectro de RMN 'H mostrou 6 hidrogénios na regido de arométicos d 6,5-8,0
ppm, com constantes de acoplamento que indicaram o tipo de substituicdo na estrutura de

ambos o0s anéis benzénicos. A feicdo desses sinais, bem como os valores de deslocamentos
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guimicos de ambos, corroboraram para a identificacdo do sistema ABC quando
confrontados com os dados da literatura (Tabela 12, pag 75).

Os dois singletos com deslocamentos quimicos em d 3,87 e 3,80 ppm, sugeriram a
presenca de duas metoxilas ¢OMe). O espectro de RMN Bc (Espectro 16, pag.76)
confirmou o sinal desses substituintes, porém, apresentando ambos 0s sinais sobrepostos
em d 56,4 ppm. Os dados da literatura confirmaram ainda a posicdo e o tipo dos
substituintes em ambos 0s anéis aromaticos (Tabela 12, pag 75).

Os substituintes -OH e -OMe foram localizados nos carbonos 4'’, 3"’ (porgéo
feruloila) e 3, 4 (porcdo 3 hidroxi-4- metoxi-[3-fenil-etoxi), tendo os hidrogénios destes
sistemas com seus desocamentos quimicos e constantes de acoplamentos,
respectivamente, em: (d 7,19 ppm, d, J=1,5 Hz, H-2"""; d 7,08 ppm, dd J= 1,6; 8,4 Hz, H-
6'’;d6,81 ppm,dd,J=1,8; 8,1 Hz, H-5"") e(d 6,72 ppm, d, J=1,7 Hz, H-2; d 6,81 ppm,
d, J= 8,05; H-5; d 6,67 ppm, dd, J=1,9; 8,0 Hz, H-6). Dois protons olefinicos (d, d=7,66
ppm H8", e d, d=6,37 ppm H- 7"") com constantes de acoplamento J= 15,9 e 15,8 Hz,
respectivamente, indicaram um sistema AB com geometria trans.

A presenca dos dois protons anoméricos em d 4,37 ppm (J=7,8 Hz) e d 5,19 ppm
(J=1,4 Hz), foram consistentes com as configuragdes 3 para a D-glicose e a para L-
rhamnose, respectivamente (Agrawal, P.K. 1992)

A feicdo do hidrogénio H4' foi encoberto pelo sinal largo da &gua e do solvente
metanol presentes entre 4,75-5,0 ppm. Em 2,81 ppm o tripleto com constantes de
acoplamento J= 7,5 Hz indicou a presenca dos hidrogénios metilénicos (-CH,) do carbono
C-7, da por¢do 3-hidroxi-4-metoxi-3-fenil-etoxi, interagindo com os hidrogénios
metilénicos H-8a e H-8b ndo-equivalentes. Estes, por sua vez, acoplam com os hidrogénios
H-7 como duplo dubleto em d 3,74 ppm (J=6,8 Hz) (Calis, I. et al.1984).

Finalmente, em d 1,08 ppm o dubleto com constante de acoplamento de J=6,2 Hz
indicou a presenca dos hidrogénios do grupo metila ¢CH3) de H-6" da rhamnosila,
acoplando com o hidrogénio H-5’. Os demais prétons do aglcar encontram-se
sobrepostos em multipletos entre d 3,30-4,10 ppm.

O espectro de RMN *C (Espectro 16, pag.76) e APT (Espectro 17, pag. 77) da
substancia 111 mostrou 35 sinais, dos quais 30 foram claramente identificados com a
estrutura proposta, conforme seus assinalamentos. Os deslocamentos quimicos, de seus
respectivos grupos funcionais, foram devidamente confirmados quando comparados aos da

literatura consultada (Tabela 12) identificando a substéncia como sendo o martinosideo,
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(3-hidroxi-4- metoxi- 3-feniletoxi-O-a-L-ramnopiranosil- (1? 3)-4-O-feruloil-3-D

glicopiranosideo).

Tabela 12: Dados espectraisde RMN *H (200 MHz, CD;OD d ppm, Hz) e de*3C (50 MHz, CD;0D)
dasubsténcia |, em compar agio com dados da literatura b

Martinosideo

M artinosideo °

(H 300 MHz, 1°C 75 MHZ Me,CO-d) (*H 300 MHz, *C 75 MHz, Substancia I
CD;0D)
C d*c d'H (mult., JHz) d*c d*H (mult., J Hz) d¥C| d*H (mult., JH2)
3,4-diidroxifeniletil
1 1325 132,9 132,8
2 112,4 6,78 (d, J=2,1) 112,9 6,68 (d, J=2,0) 112,7 6,72(d, J=1,7)
3 146,8 147,5 1478
4 146,7 147,3 147,8
5 116,6 6,82 (d, J=8,2) 117,1 6,80 (d, J=8,1) 117,0 6,81 (d, J=8,0)
6 120,4 6,69 (dd,J=82;21) | 121,3 6,69 (dd,J=8,1;2,0) | 1211 | 6,67 (dd, J=8,0; 1,9)
7 36,1 2,80 (t, J=7,3) 36,6 2,80 (M) 36,5 2,81 (t, J=7,5)
8 72,1 72,2 ~4,06- 3,28 72,1 3,74 (dd, J= 6,8)
OMe 56,6 56,2 56,4 3,80 ()
Feruloil
1. 1273 127,7 127,6
2 111,2 7,00 111,9 7,20 (d, J=1,9) 111,7 7,19 (d, J=1,5)
3" 148,7 149,4 149,3
4" 150,1 150,8 149,3
5 116,0 6,76 (d, J=8,0) 116,6 6,82 (d, J=8,3) 116,4 || 6,81 (dd, J=8,1; 1,8)
6 124,1 124.4 7,08 (dd, J=8,6; 1,8) | 124,3 | 7,08 (dd J=8,4; 1,6)
7 147,2 6,48 (d, J=8,0) 1151 6,37 (d, J=16,9) 115,0 6,37 (d, J=15,8)
8" 115,2 6,62 (d, J=8,0) 148,0 7,66 (d, J=15,9) 147,1 7,66 (d, J=15,9)
COO || 1670 168,3 168,2
OMe 56,2 56,6 56,4 3,87 (9
Glicosila
1 103,7 4,33(d,J=7,5) 104,2 4,38 (d, J=7,8) 104,1 4,37 (d, J=78)
2 75,8 322(dd,J=75;90) | 762 76,0
3 79,5 3,70 (t,9-9,5) 81,6 81,5
4 70,1 4,72 (t, 9,5) 70,7 4,92 (t, J=9,4) 70,3 ~4,75-5,0
5 76,1 3,45 (m) 76,0 76,1
6 62,2 ~3,70; 3,45 62,4 4,49-4,38 (m) 62,3
Rhamnosila
1" 101,8 5,03(d,J = 1,0) 103,0 5,20 (d, J =1,7) 102,9 5,19 (d, J= 1,4)
2" 719 3,70(dd,J=1,0;25) || 724 72,3 3,60 (t, J=2,9)
3 713 330(dd,J=25;95) || 722 72,0 3,30- 4,10 (m)
4 73,5 312(t,J=9)5) 73,8 73,7 3,30-4,10 (M)
5" 69,4 3,60 (M) 70,3 1,12 (d, J=5,9) 70,5 3,30- 4,10 (m)
6’ 18,4 1,01 (d,J = 6,0) 18,6 1,10 (d, J=6,2) 18,4 1,08 (d, J=6,2)

Obs: a- Kaplan, C.A.M., Leitao,G. S. 1994. b- Calis, | et al.1984
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4.3.4 Determinacdo Estrutural do Iridéide glicosilado (1V)

A andlise estrutural de uma substancia da classe dos iridoides, apenas por RMN lH,
torna a interpretacéo e identificacdo para substancias ja conhecidas, por s so inviavel. Por
apresentar este tipo de espectro, freglientemente, a sobreposicéo do acoplamento spin-spin
entre seus hidrogénios, aém de ser pequena a diferenca do comportamento de seus sinais
em ambientes quimicos (solventes) diferentes, torna-se necessaria a corroboracéo da
técnica de RMN °C. Justo por oferecer, esta técnica, a posicdo e a natureza de um
substituinte no esgueleto de um dado irid6ide, promovendo assim uma valiosa e rapida
informacdo quanto a sua identificacdo como imprescindivel ferramenta para a elucidacéo
de sua estrutura (Junior, P. 1990).

O fracionamento da fragdo acetato de etila (Esgquema 3, pag 54), no aparelho
HSCCC forneceu uma substancia presente na “fase estacionari” com o uso do aparelho
contracorrente (HSCCC), ap0s andlises dos espectros de RMN de 'H e ¢ confrontados

com dados da literatura (Futuro, D. 1997), possibilitaram sugerir a seguinte estrutura para
0 monoterpeno abaixo:
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OH

Substancia IV

A andlise de RMN *H da substancia IV (Espectro 18, pag.82), Tabela 13, pag 81)
apresentou  sinais com feicdo tipica de um esgueleto ciclopentapireno glicosilado néo-
cromogénico, no caso de iridéides, possuidor de um grupo carboximetila, ¢ COOCH5)
ligado ao carbono C-4 (Junior, P. 1990), conforme a presenca do singleto em campo baixo
em d 7,41 ppm (Tabela 13, pag. 81). O valor desse deslocamento quimico sugeriu a
presenca de hidrogénio olefinico ligado ao carbono C-3 daligacdo dupla com C-4, no anel
hexaciclico da substéncia

Em d 3,72 ppm constatouse 0 singleto dos prétons da metoxila ¢OCH3) do

referido éster metilico, referente ao carbono CG-12. Os outros trés singletos que podem

indicar uma substancia com esgueleto iridoidico, sdo os sinais em d 1,12 ppm, referente
aos hidrogénios H-10 da metila (-CHs) geminal & hidroxila, ligados no carbono quaternario

C-8 do andl pentaciclico, e 0 singleto em d 5,80 ppm indicando um sinal em campo baixo
do hidrogénio H1, frente ao efeito do desblindamento exercido pela eletronegatividade
tanto do oxigénio do anel hexaciclico quanto do oxigénio ligado ao carbono anomérico (C-
1) do aglcar.

O singleto em 2,47 ppm refere-se ao hidrogénio H-9 ligado ao carbono terciario C-
9. A existéncia destes dois ultimos singletos (H-1) e (H-9) pode ser justificado em funcéo
do ndo acoplamento espacial destes hidrogénios heterotopicos, presentes em atomos de
carbonos vizinhos, em sistemas rigidos como o do iridoide. Nao foi observada a constante
de acoplamento entre estes dois prétons vicinais trans, constituindo os dois singletos
citados, ocorrendo em funcdo do éangulo diedro de 90° na substancia em questdo

(Williams, H. D., Fleming, 1. 1995). Os sinais referentes aos hidrogénios metilénicos
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ligados aos carbonos C-6 e C-7, puderam ser indicados no espectro naregido entre d 1,5a
2,2 ppm (Espectro 19, pag.82).

Geralmente, espectros registrados em DO ou CD30OD podem tornar o sinal do
proton anomérico H1' encoberto pelo sina do solvente ou mesmo por outros sinais. O
espectro de RMN B3¢ oferece, este caso, um método simples e inequivoco para se obter
esta informagcdo (Chaudhuri, K.R et al. 1980). Contudo, pequenas diferencas de
deslocamento quimico dos sinais referentes ao espectro de B3¢ (0,8 +/- 0,3 ppm) podem
ser igualmente atestados, quando do uso destes dois solventes ja citados, apesar de alguns
atomos de carbono apresentarem sinais ligeiramente maiores (Chaudhuri, K.R et al. 1980).

Partindo-se do principio de que a grande maioria dos glucosideos na natureza
possuem uma configuragdo b-glucose — D (+) em C-1', em gue 0S grupos volumosos, em
funcéo do efeito de repulséo dos dipolos originados pelo oxigénio de C-1' e pelo oxigénio
do ciclo hexano, estédo em conformagdo equatorial, esta porcéo ligada ao esqueleto do
iridéide pelo carbono C-1' pode ser confirmada conformacional mente por meio do valor J
do dubleto no espectro de RMN n, Portanto, o sinal relativo ao hidrogénio anomérico (H-
1') da unidade glicosidica foi atribuido ao dubleto em d 4,58 ppm (d, J=7,7), acoplado
axialmente com o hidrogénio H-2° (C-2') em d 4,48 ppm (, J=7,7) e este, com 0
hidrogénio H3' em 4,26 ppm (d, J=7,7).

O valor destas constantes de acoplamento axial-axial foi atribuida pelo angulo
diedro de 180° formado em sistemas rigidos como do andl hexaciclico, o que confere com

a posicao antiperiplanar desses hidrogénios com seus orbitais mais sobreponiveis face aos
dados da literatura (Williams, H. D., Fleming, 1. 1995).

Segundo Chaudhuri, o carbono G4 ligado a porcdo carboximetila (CO,CHs) de
iridoides, quando utiliza-se o solvente D,O frente ao CD30OD, observa-se uma grande

diferenca nos sinais quimicos de G3 e G4, levando os carbonos, respectivamente, ao
desblindamento, campo baixo p/ ~4 ppm (150-154 ppm), e o blindamento, campo alto
(p/~4 ppm; 110-114 ppm), como resultado de diferentes solvatagdes produzidas pelos dois

solventes (Chaudhuri, K.R et al. 1980). Entretanto, no que concerne os sinais observados
em C-3 e C-4 assinalados no espectro de B3¢ do iridéide (Espectro 20, pag.83), usando
como solvente CD3;0D, os valores apresentados de ambos 0s carbonos, respectivamente,

foram de d 152,57 ppm e d 115,12 ppm. Desse modo, 0 desdocamento de C-4 foi
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ligeiramente maior que o esperado, frente aos dados propostos acima pela literatura
consultada (Chaudhuri, K.R et al. 1980).

Em contraste com aomos de carbono C-1 (94,2 ppm), que possuem um
deslocamento quimico entred 93,3— 98,5 ppm, atomos de carbonos anoméricos C-1' (99,5
ppm) sdo confinados a uma pequena diferenca de deslocamento quimico, d 99,9 +/- 0,3
ppm (Junior, P. 1990). Estainformagdo pdde ser tomada como parametro de diferenciacéo
entre ambos os carbonos, identificados em seus deslocamentos quimicos, respectivamente,
emd 94,20 ppm e d 99,51 ppm (Junior, P. 1990).

A existéncia de um grupo —OH ligado ao carbono quaternario G5 d 71,7 ppm),
confirmou sua posicdo em campo baixo, tanto pela regido de seu deslocamento quimico
(50-80 ppm), quanto pelo deslocamento produzido sobre o carbono metinico C-9 (d 61,5
ppm), conforme se observou no espectro de B¢ (Espectro 20, pag.83 Tabela 13, pag 81)
com ambos 0s sinais indicados. Estes sinais se encontraram proximos do observado frente
aos dados da literatura consultada, tomada como padréo (Futuro, D. 1997).

A auséncia de hidroxila no carbono G6, foi constatada pela auséncia do sinal
referenciado por um triplete e/ou duplo-dubleto em torno de d 4,15 - 4,19 ppm, no espectro
de RMN *H. Entretanto, os dados do espectro de RVIN 3¢ totalmente desacoplado e APT
(Espectro 21, pag.83), permitindo, este ultimo, confirmar 0 nimero e o tipo de atomos de
carbono na substancia 1V, corroborou de forma irrefutdvel a confirmagdo da hidroxila
ausente no carbono metilénico C-6 pelo valor de seu sinal (d 38,7 ppm), comparado a 6-b
hidroxiipolamiida (d 74,50 ppm) tomada igual mente como modelo (Futuro, D. 1997).

Diante destes dados, a substancia em questdo foi identificada como sendo o

iridéide glicosilado ipolamiida.
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Tabela 13: Dados espectrais de RMN *H (200 MHz, CDsOD d ppm, Hz) e de**C (50 MHz, CD;0D)
dasubstancia IV em comparagdo com dados da literatura?

6 R- hidroxipolamiida (D,0)? | polamiida (D,0)? Substancia |V
C d*™c d'H (mult., JHz) dc d'H (mult., J Hz) dc d'H (mult., I Hz)
Porcaoiridoide
1 94,2 5,86 (9) 94,4 94,1 5,80 ()
3 154,5 153,0 6,74 (d, J=2,0) 152,5 7,41 ()
4 112,8 113,8 115,1
5 70,4 71,3 71,7
6 74,5 4,15(t,J=8,2) 37,9 38,7 1,53 (ddd, J=1,7; 6,8; 17,1)
7 47,7 2,16; 1,90 (J=8,0; 135) || 39,4 40,3 | 2,10-2,23 (ddd, J=2,0; 7,0;17,4)
8 74,7 79,0 2,80 (m) 78,8
9 59,1 2,63 (9 60,6 ~4,06- 3,28 61,5 2,47 (9)
10 23,6 1,18 (9 22,7 232 1,12 (9
11 169,0 169,0 168,0
12 52,7 3,77 (9 52,6 51,7 3,72(9)
Glicosila
1 99,3 Valores ndo for necidos 99,2 4,37 (d, J=7,8) 99,5 4,58 (d,J=7,7)
2 73,3 - 732 | Valoresndofornecidos| 74,3 4,48 (dd, J=7,7)
3 76,1 - 76,1 - 77,3 4,26 (d,J=7,7)
4 70,4 - 70,4 - 715 ~3,36-4,0 (M)
5 77,2 - 77,1 - 78,2 ~3,36-4,0 (m)
6a 3,39(d, J=1,8)
eb| o ' 615 ' 627 3,87(d,J=2.2)

a-Futuro, D. 1997. Tese Doutrado
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4.4 Determinacdo Estrutural das Substancias Isoladas de Pheurothyrium bahiense
(Meiss) Barroso

4.4.1 Determinacao Estrutural do Ester6ide glicosilado (PB.1)

A purificacdo da fragdo 38-46, da fragdo MeOH, ap6s fracionamento
cromatogréfico em coluna de gel de silica conduziu ao isolamento de uma substancia que,
de acordo com as andlises dos dados espectrométricos das técnicas unidimensionais de
RMN H, RMN 3C, APT, e das técnicas bidimensionais HMBC envolvendo uma ligagdo
(*JCH) e HMQC envolvendo duas ((JCH) e trés (23JCH) assim como diante dos dados da
literatura consultada (Tabela 14, pag. 87) demonstrou tratar-se da seguinte estrutura
esteroidal:

Substancia PB.1

O espectro de RMN 'y (Espectro 22, pag. 89) apresentou Sinais intensos com
deslocamentos quimicos em 0,65 (), 0,85 d, J= 7,7 Hz), 0,88 (d, J= 1,5 HZz), 0,90 (s),
0,92 d, J= 8,8 Hz), 0,86 ¢, J= 8,6 Hz) e que correspondem a seis grupos metila. O
multipleto em dy 4,28 ppm e o dubleto em 5,34 ppm (= 51 Hz) foram atribuidos,
respectivamente, ao hidrogénio carbindlico (H-3) e ao hidrogénio olefinico (H-6). O
deslocamento quimico destes sinais bem como suas fei¢ces no espectro de RMN 'H foram
compativeis com a natureza esteroidal para a substancia PB.1. A comparacdo dos dados
obtidos nos espectros de RMN 1H, B¢ (Espectro 23, pag.89) para a substancia PB.1

diante dos valores citados na literatura (Tabela 14, pag. 87) conduziu-nos em sugerir a

estrutura do 3 sistosterol glicosilado.
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Esta sugestdo acabou sendo confirmada sob a oGtica do espectro de v x Bc
HMBC- nJCH n = 2, 3 0 que possibilitou a andlise das interacbes de acoplamento (1H X
13C) através de duas e trés ligagbes, auxiliando na unido dos fragmentos estruturais
constituintes da substancia compl eta.

Este espectro (Espectro 24, pag.90) mostra que o atomo de carbono G1 (dc 37,4
ppm) possui uma interacdo a trés ligagdes com o dtomo de hidrogénio localizado em 0,98
ppm (s, H-19); o carbono localizado em dc 30,1 ppm (C-2) possui uma interagdo de
acoplamento a tres ligacOes (3 Jen ) com o &omo de hidrogénio indicado em2,11 ppm (d,
J= 11,7 Hz); o &omo de carbono determinado em78,5 ppm (C-3) possui uma interacéo a
duas ligagOes (ZJCH ) com os aomos de hidrogénios H-4 determinados em 2,74 e 2,70 ppm
(dd, J= 4,0; 4,1 Hz), e a trés ligacdes (3 Joy ) com o &omo de hidrogénio anomérico H-1'
definido em 5,04 @d, J= 7,7 Hz), evidenciando a ligacdo entre a aglicona e o aglcar
(Espectro 25, pag.91); o atomo de carbono definido com C-5 (140,8 ppm) apresenta
interacOes de acoplamento heteronuclear a duas ligagtes (2 Jch ) com o hidrogénio H-4
(2,74; 2,70; dd, J=4,0; 4,1 Hz) e a trés ligagdes (3 JcH ) com os hidrogénios metinicos H-
19 (s) em 0,90 ppm; o carbono G-10 (36,8 ppm) apresenta interacbes em 2JCH com 0s
atomos de hidrogénio com 0,90 ppm (s, H19), e a 3JCH com o hidrogénio olefinico H6
localizado em 5,34 ppm (d, J=5,1Hz) e com os hidrogénios metilénicos H4 em 2,41 e
2,70 ppm (dd, J=4,1; 4,0 Hz), definindo dessaforma o anel A do esterdide.

O anel B pode ser definido pelas correlagdes entre o &omo de carbono C-6 (122, 8
ppm) com interages a duas ligagdes com os hidrogénios metinicos H7 (1,51 dd, J= 9,5
Hz; 1,86 m) e atrés ligaces (3JCH ) com os hidrogénios metilénicos H-4 do anel A (2,74;
2,70; dd, J 4,0; 4,1 Hz) e com o hidrogénio olefinico H-6 (5,34 d, J= 5,1 Hz); o carbono
C-9 (50,2 ppm) apresentou interacdo heteronuclear a 3JCH com o hidrogénio H19 (s,
0,90 ppm). AtribuicBes andlogas foram redlizadas para os anéis C, D e parte aifética do
esteréide PB.1, revelando as conectividades entre os anéis.

Observou-se ainda a interacéo via 2JCH do acoplamento entre o carbono C-2' (75,2
ppm) e o hidrogénio H-3' em 3,96 ppm (m); o &omo de carbono situado em 78,4 ppm (C-
3') apresenta interagdes via 2JCH com H2 (405t,J=16,1Hz) e 3JCH com o hidrogénio
anomeérico H1' (5,04 d, J= 7,7 Hz); o carbono situado em 78,0 ppm (C-5') apresenta
interacOes a longa disténcia em 2JCH com hidrogénios H4' (4,27 t, J= 10,6 Hz) e 3J<;H
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com o hidrogénio anomérico H1' (5,04 d, J= 7,7 Hz) e com H3 (3,96 m). Por fim, o
carbono G-6 situado em 62,7 ppm mostrou interagdo de acoplamento em 3JCH com 0s
hidrogénios localizados em 4,27 ppm (t, J= 16,1 HZ).

Essas andlises permitiram uma atribuicdo clara dos deslocamentos quimicos dos
atomos de hidrogénio e carbono (Tabela 14 e Tabela 15, pag. 87 e 88), confirmando a
estrutura proposta do 3(3-D-glicopiranosil sitosterol (PB.1).



Tabela 14: Dados de RMN *H (400 MHz, Piridina-ds, ppm, Hz) e*C (100 MHz, Piridina-ds) da
substancia PB.1 e comparados com valor es citados na literatura (CDCl 3)

3-D- glicosil- Sitosterol (Acetilado)a Substancia PB.1
dc d™H (mult., JHz 13 1

C | ©osmnz) (250,13 MHz) | axc d"H (mult., J HZ)
1 37,1 3,47 (m) 374 0,98; 1,71 (dd, J=9,8; 6,6)
2 29,4 2,19(d, J=2,0) 30,1 2,11(d, J=11,7)
3 80,4 78,5 4,28 (m)

4 38,8 39,2 2,74; 2,70 (dd J= 4,0; 4,1)
5 140,3 104,8

6 122,1 5,35 (d, J=4,0) 122,8 5,34 (d, J=5,1)
7 31,8 31,9 1,51 (d, J=9,5); 1,85 (m)
8 31,8 321

9 50,1 50,2

10 36,7 36,8

11 20,6 21,2

12 39,7 39,8 1,97 (d, J=12,4)
13 422 424

14 56,7 56,7

15 24,3 244

16 28,2 28,4

17 55,9 56,1

18 11,8 11,9 0,65 (s)

19 19,8 19,3 0,90 (s)
20 36,9 36,3
21 19,8 19,1 0,92 (d, J=8,8)
22 338 34,1
23 25,9 26,3
24 457 45,9
25 29,0 29,4
26 18,9 18,9 0,88 (d, J=8,8)
27 19,8 19,9 0,85(d,J=7,7)
28 22,9 23,3
29 11,8 12,0 0,86 (t, J=8,6)
1 99,6 4,57 (d, J=8,0) 102,5 5,04 (d, J=7,7)
2 71,4 4,97 (,J=9,5; 8,0) 75,2 4,05 (t,J=16,1)
3 71,6 5,14 (t,J=9,5) 78,4 3,96 (m)

4 68,4 5,05 (t,J= 9,5) 71,6 4,27 (t,J=10,6)
5 72,8 3,65 (M) 78,0 4,30 (t, J=10,6)
6 62,0 4,24 (dd, J=17,1; 45)| 62,7 4,56 (dd, J=2,2)

4,08 (dd, J=17,0; 2,0) 4,40 (dd, J=5,5)
170,7; 170,3;
OAC |l 169,4: 169,3

a- Oliveirade, M.C.C .1994. Tese de M estrado.
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Tabela 15: Dadosresultantes de experiéncia de 1D e 2D, *H x *C HETCOR (400 MHz, DM SO-dg)
(13), e HMBC- "JCH,= 2,3 (400 MHz, DM SO-ds) com PB.1

C | d¥c d'H *JcH “JcH d=c dH “JcH “JcH
(mult., JHz) (mult., JHz)
5 | 1408 H-4 H-19 CHs
10 || 368 H-19 | H-4 H6 | 18 | 119 0,65 (9 H-12
13 | 424 H-18 19 | 193 0,90 ()
CH 21 | 191 | 092(d,J=88)
3 || 785 4,28 (m) H-4 H-1 26 | 189 | 088(d,J=15) H-27
6 | 1228 534(d,J=5,1) H-7 27 | 19,9 | 0,85(d,J=7,7) H-26
8 | 321 H-6 29 | 12,0 | 086(t J=8,6)
9 [ 502 H-19 CH
14 | 56,7 H-18 1 || 1025 || 504(d,J=77)
17 | 56,1 H-18; H-21 || 2 | 75,2 || 4,05(tJ=16,1) | H-3’
20 | 36,3 H-21 3 | 784 3,96 (m) H-2' H-1’
24 || 459 H-26; H-27 || 4 | 716 || 4,27 (t,J=10,6) H-6'
25 | 29,4 H-27 5 || 780 || 430(t,J=106) | H-4' | H-1'; H-3
CH, CH,
1 374 0,98;1,71(dd, J=9,8; 6,6) H-19 6a| 627 4,56 (dd, J=2,2) H-4’
2 | 301 2,11(d, J=11,7) H-4 6'b 4,40 (dd, J=5,5)
4 || 392 | 274,2,70(dd,J=4,0; 4,1) H-6
7 | 319 | 1,51(d,J=9,5);1,85(m) | H-6
1 || 21,2
12 39,8 1,97 (d,J=12,4) H-18
15 | 244
16 | 284
22 | 341
23 | 263
28 | 233 H-29
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4.4.2 Determinacdo Estrutural do Flavondide glicosilado (PB.2)

Por meio dos valores das bandas de absorcéo de IV (cmi') e dos deslocamentos
guimicos dy ppm) e (dc ppm) das técnicas unidimensionais de RMN He 13C, APT,
apoiado nas técnicas bidimensionais de correlacdo homonuclear (1H X 1H-COSY) e
heteronuclear 6 H x 13C) através de uma ligacdo (]L Jen, HECTOR) e a longa distancia
envolvendo duas (ZJCH) e trés (3JCH) (HMBC) ligagbes, bem como nas informacOes

adicionais dos dados espectrais do derivado (PB-2.1), pdde-se propor a seguinte estrutura

para a substancia PB-2:

Substancia PB-2

O espectro de IV (Espectro 26, pag.99) evidenciou a presenca de uma intensa e
larga banda de absorcdo atribuida a vibracdo de deformacdo axial da ligacéo
intramolecular do hidrogénio do grupo hidroxila (-OH), caracteristico do hidrogénio deste
grupo na regigo de ?oy 3366 cmil; a presenca de uma banda de absorcdo intensa,
caracteristica da vibragdo de deformacdo axial de ligacdo carbono-oxigénio (carbonila
conjugada,? c-o 1660 cm'Y) justifica a feicdo da banda de absor¢éo do grupo hidroxila
citado, quelado ao grupo carbonilico em C-5. Nesta posi¢do estrutural a carbonila absorve
entre 1650-1660 crri* (Fleming,|. et al. 1995).

Absorgdes tipicas de deformagdo axial de ligagBes carbono-carbono e carbono-

hidrogénio de anel aromatico puderam ser constatados, respectivamente, nas regides entre

? c=c 1450 -1600 cmit e ?_c.y 650 -1000 cmit; pdde-se constatar ainda o tipo /ou um
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dos tipos de substituicdo no(s) anel/anéis aroméaticos da estrutura molecular, pelas bandas
de absorcdo entre 800-860 cm* indicando uma dissubstituicdo em para (Fleming,! et al.
1995).

Como a natureza glicosidea de um flavondide se reflete por meio de bandas largas
de absorcso em torno de 3250 e 1060 cmi* (Agrawal, P. 1989), as regides no espectro entre
(950-1180 cm'!) indicaram a presenca de sacarideo(s) na molécula, de modo que entre
(900-930 cmi*; 755-785 cmit) e (250-600 cmt) obteve-se, respectivamente, a indicacéo de
andl piranosideo com configuracdo a e/ou 3 (Fleming,l. et al. 1995), (Silverstein, M. R. et
al. 1994).

O espectro de RMN 'y (Espectro 27, pag. 100) apresentou nove sinais de peculiar
importancia entre a regido de 6,3 - 8,1 ppm, atribuidos aos hidrogénios aromaéticos. Oito
destes sinais foram condizentes com a presenca de dois sistemas arométicos, apresentando-
se como pares de dubletos com seus deslocamentos quimicos (dy) e constantes de
acoplamentos (J) em 6,40 ppm, J= 2,1 Hz e 6,80 ppm, J= 2,1 Hz, caracterizando,
respectivamente, os hidrogénios H-6 e H-8 acoplados em posi¢éo meta no and A.

Os sinais dos hidrogénios do anel B foram facilmente assinalados, usando-se os
efeitos do substituinte sobre os deslocamentos quimicos e a simetria promovida dos sinais
no espectro de RMN ' pela presenca de um Unico substituinte oxigenado neste anel
aromatico. Os dois pares de dubletos em d 6,94 ppm e 7,98 ppm foram atribuidos,
respectivamente, aos hidrogénios H5', H3' e H-6’, H-2' deste anel. Por estar o par H-5',
H-3 em posicéo orto em relagdo a um grupo substituinte doador de el étrons em C-4', estes
se apresentaram via efeito mesomérico de protegdo mais blindados quando comparados a
posicéo meta do par H-6', H-2', em relagdo ao substituinte.

Dois sinais no espectro de RMN B3¢ (Espectro 28, p&g.101) representando dois
pares de carbonos metinicos (CH), reforcaram a indicacdo de uma funcdo oxigenada
localizada em G4 (anel B). O dedocamento quimico do sinal dos carbonos metinicos
CH-3 e CH-5' (116,0 ppm), é tipico de carbonos localizados em posi¢do orto em relacéo a
uma funcdo oxigenada, cuja protecdo mesomeérica desloca 0 sina para campo mais ato
(quando comparado ao benzeno; 128,5 ppm), (Agrawal, P.K. 1989).

O valor da constante de acoplamento (J) de 9,0 Hz entre cada par dos hidrogénios
(H-5", H-6"; H-3', H-2") permitiu atribuir o acoplamento em orto no anel B. Para ambos 0s
anéis, A e B, o espectro de 'H apresentou por meio dos sinais de seus hidrogénios o

sistema de substituicdo AB.
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Segundo Breitmaier e Voelter (Breitmaier, E., Voelter, W. 1990), carbonos e
hidrogénios em posicdo orto e para em relagdo a benzenos monosubstituidos por grupos
doadores de elétrons (como 0 — OH) tornam-se blindados pela maior densidade el etronica
incidente via interacdo mesomeérica entre o substituinte e os &omos do anel aromético,
tendo seus sinais atribuidos a campo mais ato (dco,p) < 128,5 ppm), enquanto na presenca
de substituintes retiradores de elétrons (como o acetato -OCOCHj3) seus sinais caem para
campo mais baixo (dcop) > 128,5 ppm), pela menor densidade eletronica insidente sobre
os carbonos e hidrogénios nas posicoes ja citadas. Entretanto, para carbonos na posi¢ao
meta os valores de seus deslocamentos quimicos ndo sdo auferidos em relagdo a
substituintes doadores e/ou retiradores de eétrons, de forma que em benzenos
monosubstituidos os valores que usuamente estes carbonos apresentam sdo de 129 + 1
ppm (Breitmaier, E., Voelter, W. 1990).

O sinal dos carbonos metinicos CH-2' e CH-6" (128,5 ppm) do anel B de
deslocamento quimico similar quando comparado ao benzeno, revelaram a posicdo meta
em relacdo a oxigenacdo em C-4'.

O ultimo dentre os nove sinais analisados, um singlete intenso em 6,83 ppm, foi
atribuido a presenca do hidrogénio H-3 da ligagcdo dupla entre os carbonos olefinicos C-2 e
C-3 no anel C. A ligagéo dupla entre estes carbonos, por possibilitar a conjugacdo com a
carbonila, explicaria a desprotegdo dos protons H2' e H6' localizados em campo mais
baixo no espectro, via efeito de ressonancia, quando da ocorréncia da coplanaridade entre
seus orhitais spz. Outro efeito que pode contribuir com a localizacdo do sinal destes
hidrogénios e seus carbonos no anel B, é o efeito de desprotecdo indutivo do oxigénio
adjacente ao carbono olefinico C-2.

A acetilagdo na hidroxila posicionada em C-4' confirmou sua localizagéo pelo
efeito de desprotecdo, ocasionado pela carboxila nos hidrogénios 3' e 5' ?s = 0,28 ppm.

O singleto, de feicdo largo, em campo mais baixo (13,0 ppm) foi atribuido ao
hidrogénio do grupo €OH) ligado em C-5, pela ligagdo intramolecular com 0 grupo
carbindlico (C=0) em C-4, ocasionado pelo efeito indutivo de ambos os oxigénios
interagidos com o hidrogénio, reforcando assim, a indicagdo apresentada pela banda de
absorcdo pertinente a este sina no espectro de IV ja mencionado, para este segundo
substituinte analisado indicado no anel aromatico A.

A priori, tais informaces quando comparadas aos dados da literatura consultada

(Agrawal, P.K. 1989) indicaram a presenca de um flavondide, ja que, em espectros de
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RMN *H para esta classe de substéancias, observa-se o acoplamento em meta (J= 2,5 Hz)
para os hidrogénios H-6 (~6,2 ppm) e H-8 (~6,5 ppm) no anel A, e para os pares de
hidrogénios do anel B (H-2'; H-3') e (H-3'; H-6') para-substituidos com acoplamento em
orto (J= 9 Hz), témse os dois singletosem ~ 7,7 ppm (H-2'; H-6’), eem ~ 6,8 ppm (H-3’;
H-5). O espectro de COSY (RMN 2D " x lH) (Espectro 31, pag.103) confirmou as
atribuicdes para os hidrogénios de ambos os anéi's citados.

Os dados da literatura (Agrawal, P.K. 1989), distinguem ainda de forma irrefutével
0 deslocamento quimico dos tipos de flavonGides existentes na natureza por meio de

alguns sinais peculiares de RMN 'H e °C. Dessa forma, o singleto intenso em 6,83 ppm

no espectro de 'H foi atribuido ao hidrogénio olefinico H3 no anel C, possibilitando
classificar, iniciamente, este flavondide como uma flavona.

Os dados de **C confirmaram esta classificac@o por meio dos carbonos ol efinicos
C-2 (164,3 ppm) e G3 (103,1 ppm) no anel C, quando comparados aos da literatura
(Agrawal, P.K. 1989), C-2 (157,4 - 165,8 ppm) e C-3 (102,3-113,7 ppm).

As atribui¢bes dos deslocamentos quimicos dos carbonos do anel A, apresentaram
algumas dificuldades quando comparada com o referente anel B, em decorréncia da
assimetria imposta pel os dois pontos de ligacéo deste anel com o anel heterociclico C.

O gsna de C-10 pdde ser mais facilmente identificado pela comparagdo dos
espectros de RMN Bc e aPT (Espectro 29, pag.101), permitindo a distingdo entre os
sinais de carbonos metinicos e quaterrarios, e pelo deslocamento quimico comparado com
0s demais sinai's dos carbonos quaternari os oxigenados restantes.

A flavanona glicosilada, Sarotanosideo (Pinocembrina-7-O-neohesperidosideo)
[5(OH),7-O-glicosil-(2''? 1"’ )rhamnosideo, e a flavona Apigenina 7-O-3-2""-O-a-
rhamnosila glucuronideo (Tabela 16, pag 97), foram tomadas como modelo na comparacdo
e confirmagdo da estrutura proposta PB.2.

O espectro de RMN 'H revelouainda a presenca de duas unidades de piranoses na
flavona PB.2, confirmando os valores indicados pelas bandas de absor¢do no espectro de
IV ja mencionadas, conforme a existéncia de sinais tipicos de sistemas oximetinicos (O-
CH-0O-) de hidrogénios anoméricos entre ~ 4,50- 5,40 ppm (Agrawal, K.P. 1992).

Pela andlise do espectro de RMN 130, e com o auxilio da técnica de APT,
constatou-se a presenca de 12 sinais condizentes com a dois residuos de piranoses. Onde

dois destes sinais foram atribuidos aos sistemas dioximetinicos ¢O-CH-O-) da glicose
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(97,8 ppm C-1'"; 5,25 ppm H-1'") e darhamnose (100,4 ppm; C-1"""; 5,12 ppm H-1"""). O
valor da constante de acoplamento (J) de 6,9 Hz em 5,25 ppm pelo espectro de RMN 1H,
possibilitou determinar a configuracéo 13 do sistema dioximetinico (-O-CH-O-) daglicose.
Os espectros HETCOR (RMN 2D, *H x °C — 13cy) (Espectro 30, pag.102) e
HMBC (RMN 2D, H x 1°C — %Joy; € *Jen) (Espectro 32, pag.104), usados para definir as
ligacBes entre os &omos de He 13C, em conjunto com o espectro de COSY (RMN 2D 4

X 1H) (Espectro 31, pag.103) (Tabela 17, pag 98) usado na determinacdo da correlacéo
espacial entre &omos de hidrogénios, auxiliaram no reconhecimento dos sinais de
acoplamento entre os demais &omos de ambas hexoses. No entanto, 0 espectro de HMBC
foi imprescindivel na correlacdo dos sinais de ambos os hidrogénios anomeéricos, com seus
respectivos carbonos.

A distingdo entre as trés formas isoméricas de rhamanosilglicosideos, isto € neo-
hesperidosideos  [rhamnosil—(1? 2)—glicosideos], rutinosideos  [rhamnosil|(1? 6)
glicosideos] e rhamnosil- (1? 4)- glicosideos pode ser determinada baseada nos
deslcoamentos quimicos do resideo da glicose (Agrawal, P.K. 1989).

Em neo-hesperidosideos, por exemplo, o sinal do carbono G-1 da glicose cai em
campo ato (~1,0 - 2,0 ppm), quando comparado a ($D-Glicose apenas (C-1; 96,8 ppm),
devido ao efeito R darhamnosilagdo em C-2. Por conseguinte, o deslocamento quimico do
carbono anomérico da glicose (97,8 ppm) foi de suma importancia para a identificacéo da
ligacdo (1? 2). Outro deslocamento quimico diferenciador para esta ligagéo, é o carbono
C-6 daglicose presente em torno de 61,0 ppm (Agrawal, P.K. 1989).

O valor do carbono oximetinico (CHOH) de G2’ (77,2 ppm) da glicose, por
apresentar ainda um valor em campo mais baixo, cerca de 2 ppm acima do comparado ao
da literatura (75,2 ppm) (Agrawa, K.P. 1992), reforcou a conclusdo da existéncia da
ligacdo glicosidica da rhamnose nesta porcéo da piranose. As substancias tomadas como
modelos (Tabela 16, pag 97), apos obtencdo dos valores dos deslocamentos quimicos nos
espectros de HETCOR e HMBC (Tabela 17, pag 98), confirmaram o local daligagéo di-O-
glicosiIflavona entre as hexoses.

A dlicosilagdo atribuida em G7' (anel A) por causar um deslocamento quimico
para campo mais baixo no carbono ipso (162,5 ppm) e em campo mais ato nos carbonos
em orto (C-6 99,3 ppm; C-8 94,5 ppm), proporcionou um caminho para a identificagédo do
local da glicosilacdo ap6s a identificagdo das ligacBes metinicas (CH) neste anel pelo
espectro HETCOR, bem como pela auséncia desta correlacdo com C-7'. O espectro
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HMBC pbéde, entdo, confirmar como sendo neste carbono o local da ligacdo glicosidica
através da ligagcdo alonga distancia (2J e 3J) entre os grupos metinicos (CH-6 e CH-8) em
ortoaC-7.

Diante dos dados fornecidos pelos espectros analisados, confrontados com os
padrdes utilizados para a estrutura proposta, o flavonéide foi determinado como sendo a
flavona Apigenina —7- O- neo-hesperidosideo; 5,4 diidroxiflavona-7-O-[ R3-D-
glicopiranosil - (2’? 1'’") ] a- L-rhamnopiranosideo (PB.2).

Tabela 16: Dados de RMN H (200 MHz, DM SO-ds, ppm, Hz) e *3C (50 MHz, , DM SO-dg) da
substancia PB.2 compar ados com valores citados na literatura®®

4""-O-Acetilsar otanosideo Apigenina 7-0-R (2"'-O-a-rhamnosil) o
(Flavanona) B 1 13 b Substancia PB.2
(1H 100MHz, DMSOdG/Dp)a Glucuronideo ("H 400e™"C 100 MHz)
c | d¥c d'H (mult., JHz) | d™C d*H (mult., J Hz) d®C || d*H (mult., I Hz)
Anel Aromatico C
2 770 [[5,98(dd, J=12,0; 3,0)[[ 164,2 164,3
3 42,1 102,9 6,81 (9) 103,1 6,83 (9)
4 196,8 181,8 181,9
Anel Aromatico A
5 163,0 160,9 161,5
6 96,4 6,46 (d, J=2,0) 99,4 6,90 (d, J=1,8) 99,3 6,40 (d, J=2,1)
7 164,8 162,6 162,5
8 95,1 6,53 (d, J=2,0) 94,3 6,76 (d, J=1,8) 94,5 6,80 (d, J=2,1)
9 162,6 156,9 156,9
10 103,4 105,3 105,4
OH 13,0(9)
And Aromatico B
1 138,4 120,5 120,8
2’6" || 126,6 128,4 7,88 (d, J=8,8) 128,5 7,98 (d, J=9,0)
35 128,5 116,0 6,91 (d, J=8,8) 116,0 6,94 (d, J=9,0)
4 128,6 161,7 161,0
Glicosila
1 97,7 5,56 (m) 97,6 5,17 (d, J =7,3) 97,8 5,25(d, J=6,9)
2" 78,6 76,2 3,48 (m) 77,2 3,46 (d, J=3,3)
3" 75,5 77,4 3,45 (m) 76,2 3,48 (d, J=4,8)
4 69,5 5,13 (t,J=10,0) 71,9 3,19 (m) 69,6 3,30 (s)
5’ 77,0 73,3 3,59 (d, J=10,0) 76,9 3,44 (d, J=8,1)
6’ 60,4 1,42 (d,J=7,0) 1715 604 | 4,74(d, J=165)
Rhamnosila
7 99,7 5,56 (M) 100,4 512(d,J=1,2) 100,4 5,12 (9)
27| 702 70,3 3,66 (m) 70,3 3,71(d, J=4,5)
3" 67,9 70,4 3,31 (dd, J=9,4; 3,3) 70,5 3,75(d, J=6,4)
4 74,0 5,13 (t,J=10,0) 71,8 3,19 (m) 71,8 3,20 (s)
5" 65,6 68,2 3,73(dd, J=9,3; 6,2) 68,3 3,77 (d, J=6,3)
6" 17,5 1,42 (d, J=7,0) 17,9 1,18(d, J=6,2) 18,0 1,20(d, J=6,1)

a- Me(Ac) 20,8 (2,32, s), CO (Ac) 169,8 (Ripperger, H. 1981);
b- (Huang, Y. et al. 1999)
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Tabela 17: Dados resultantes de experiéncia de 1D e 2D, RMN *H (200 MHz, DM SO-ds, ppm, Hz), *3C
(50 MHz, DM SO-dg), *H x *C HETCOR (1), (*H x*H - COSY) e HMBC-"JCH ,= 2,3 (400 MHz,

DM SO-d;) com PB.2

3

C d*C dH (mult., JHz) JeH JcH HxH cosy
1 120,8 H-5: H-3’

4 161,0 H-6; H-2

2 164,3 H-3

4 181,9 H-3

5 161,5 H-6

7 162,5 H-6; H-8

9 156,9 H-8

10 105,4 H-6
CH

2 128,5 7,95 (d, J=9,0) H-5' H-2'- H-6'
3 116,0 6,94 (d, J= 8,8) H-3' H-3'- H-5'
5 116,0 6,94 (d, J= 8,8) H-2’ H-5'- H-3'
6’ 128,5 7,95 (d, J=9,0) H-6'- H-2'
3 103,1 6,83 ()

6 99,3 6,96 (d, J=2,1) H-8 H-6 - H-8
8 94,5 6,80 (d, J=2,1) H-6 H-8 - H-6
1 97,8 5,25(d, J=6,9) H-2" H-3" H-1"- H-2"
2" 77,2 3,46 (d, J=33) H-1'";H-3" H-2"- H-3"
3 76,2 3,48(d, J=4,8) H-2"";H-4" H-3'- H-4"

4" 69,6 3,30 (9 H-3'":H-5"

5’ 76,9 344 (d,J=81) H-4"; H-6" H-5'- H-6"
1 100,4 5,12 (s)

2 70,3 3,71(d, J=4,5) H-1""; H-3" H-4"" H-2""- H-3"
3 70,5 3,75(d, J=6,4) H-2"; H4 H-3"- H-4"
4 71,5 3,20 (9 H-3'"; H5" H-4""- H5"
5 68,3 3,77(d,J=6.3) H-4""; H-6" H-5""- H-6""
CH2

6" 60,4 4,74 (d, J=16,5) H-5" H-6"- H5"
6" 18,0 1,20 (d, J=6,1) H-5" H-6""- H-5"
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443 Determinacao Estrutural do Derivado (PB.2.1)

Um método geralmente empregado para a confirmacdo de uma dada proposta
estrutural, em flavondides, estd na derivacédo dos grupos funcionais em suas moléculas, e,
por meio desta metodologia, comparar os deslocamentos quimicos através da técnica de
RMN °c antes e apds a derivagéo do flavondide (Agrawal, K. P. 1989).

Este método, ndo somente fornece uma estabilidade adicional ao flavondide
(aumento da estabilidade oxidativa e da solubilidade em deutério-cloroférmio), como
também fornece relevantes informagdes de ordem estrutural. A natureza do grupo
hidroxila pode ser predita através dos deslocamentos do CG-a e de outros deslocamentos
guimicos em sua vizinhanca. Ainda pode, predizer com exatiddo o niUmero destes grupos
por meio dos deslocamentos extras via introducéo de grupos funcionais, visto que, cada
derivacdo induz amudancas nos deslocamentos quimicos no espectro de 13C, podendo
assim ser empregado na localizagdo do grupo hidroxil em flavondides hidroxilados
(Agrawal, K. P. 1989).

A acetilacdo de cada grupo hidroxila, comporta dois carbonos adicionais
correspondentes aos grupos carbonila CO(Ac) e metila Me(Ac) do grupo acila, e que
aparecem, respectivamente, em uma faixa de deslocamentos quimicos bem restritos e de
facil identificacdo, ~167-172 ppm, ~18-22 ppm. Desta forma, o nimero de grupos
hidroxila ndo acetilados pode ser determinado por meio do nimero de sinais existentes
nestas duas regides do espectro (Agrawal, K. P. 1989).

Os espectros de RMN °C (Espectro 34, p4g.110), APT (Espectro 35, pag.110) e

H (Espectro 33, pag.109) do derivado PB 2.1, demonstraram que todos 0s 0ito grupos

hidroxilas presentes na substancia PB 2 foram acetilados, apds a realizacdo do experimento

(Item 3.2.2.2, pag 35) conforme os oitos sinais de carbonilas do grupo acetoxila, CO(Ac),
presentes no espectro °C em d 170,3; 170,0; 169,9; 169,8; 169,6; 169,5; 169,2; 168,3
ppm; oito singletos de cada metila, Me(Ac),— d 2(29,5); 21,0; 20,9; 20,7; 20,6; 20,5; 20,4
ppm, bem como no espectro de H-d 2,42; 2,33; 2,14, 2,12; 2,04; 1,98; 1,94 e 1,19 ppm.
A flavanona acetilada Pinocembrina 7-neo-hesperidosideo (Tabela 18, pag 108) foi tomada
como modelo quanto a atribuicdo dos deslocamentos quimicos do derivado PB 2.1 [4

(OAC), 5(0AC), 7-O-glc (Ac)3(2’? 1) rha (Ac)3].
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O derivado PB-2.1, apresentou mudancas nos deslocamentos quimicos,
significativas, correspondentes aos efeitos de protecdo nos carbonos ipso (blindagem
destes carbonos devido aos efeitos ? exercidos pelo d&tomo de oxigénio carbonilico e pelo
grupo metila da funcéo acetoxila), e de desprotecéo nos carbonos orto e para (diminuicéo
da capacidade de blindagem pelo efeito mesomérico retirador de elétrons), e que séo por
sua vez, consistentes com as alteracdes el etronicas provocadas pela conversdo dos grupos
hidroxilas em acetoxilas.

Nestes valores incluiu-se o efeito de solvente, ja que, segundo Agrawal (Agrawal,

K. P. 1989), nos espectros de flavonGides o valor do deslocamento quimico de cada

carbono, aumenta em torno de ~ 0,5 ppm quando o solvente é trocado de CDCk para
DMSO-dg.

Segundo ainda Agrawal, a carbonila do grupo CO(Ac) de acetatos aromaticos
surge em torno de 2 ppm abaixo (168,5 £ 0,2 ppm) quando comparado ao deslocamento
guimico de carbonilas de acetatos aliféticos (171, O = 1,0 ppm) (Agrawal, K.P. 1989).
Entretanto, por estarem presentes diferentes niveis de agua em qualquer solvente, ou
mesmo envolvendo a hidratacdo de glicosideos, é comum que alguns deslocamentos
guimicos destes acUcares sejam afetados, como resultado da variacdo de interagdes entre
soluto-solvente (Agrawal, K. P. 1989). Isto por sua vez, poderia justificar a diferenca de
valores de~ 1,1 ppm apresentados pelas carbonilas das acetoxilas no derivado e de alguns
carbonos na estrutura ciclica das piranoses.

Pela andlise dos deslocamentos quimicos dos carbonos arométicos do anel B, em
relagdo ao substituinte acetilado em G4, p6de-se constatar a ocorréncia adicional dos
valores dos deslocamentos quimicos para campo mais baixo dos carbonos em orto e para,
por efeito mesomeérico de desprotecdo, respectivamente, com uma variancia de magnetude
de ?dc 6,2 ppm e 8,5 ppm quando comparados a substancia PB. 2.

Estes resultados estéo de acordo com Breitmaier e Voelter (Breitmaier, E., Voelter,
W. 1990), que apontam para os efeitos de blindagem pela acetilagdo de grupos hidroxil
fendlicos em carbonos aromaticos ipso (oxi-substituidos), enquanto em carbonos orto e
para ocorre o desblindamento em relacéo ao fenol de origem. Além do que, a acetoxila
exerce um efeito de protecéo e desprotecdo (indutivo e mesomeérico) maior que a hidroxila
no anel aromatico.

A mudanca do deslocamento quimico do sinal da carbonila em campo baixo G4

(181,9 ppm) da substancia PB 2, influenciado pela interacéo da ligagdo intramolecular com
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o hidrogénio do grupo OH de G5, e para campo mais ato (176,1 ppm) no derivado PB
2.1, p6de confirmar a acetilac8o desta hidroxila. O efeito de protecdo causado em C-4 pela
ressonancia com os carbonos olefinicos do anel C, justifica a diferenca de magnitude de
?dc 5,80 ppm da carbonila de ambas substancias, apds a quebra da ligacdo quelatogénica
mantida pela hidroxila antes de ser acetilada.

A andlise dos sinais dos prétons arométicos (H-3'; H5') pelo espectro de RMN
1H, apresentaram desl ocamentos paramagnéticos em campo mais baixo (~ 0,14- 0,30 ppm)
quando comparados aos prétons aromaticos da substéncia PB.2. Isto pode ser justificado
tanto pelo efeito de desprotecdo mesomeérica da acetoxila como grupo retirador de elétrons,
bem como pelo efeito estérico da existéncia de coplanaridade desta acetoxila com o anel
aromatico. De forma que, os aomos de hidrogénio em orto, em relagdo ao carbono ipso
ligado ao grupo acetil, ndo atinjam a regido de blindagem anisotrépica da carbonila (C=0).
O hidrogénio H8 (7,0 ppm) e H6 (6,70 ppm) na posicéo para em relacéo a acetoxila de
C-5, apresentou maior valor quando comparado ao H-8 (6,80 ppm) e H-6 (6,40 ppm) da
substéncia PB.2, justificado pelo grupo retirador de el étrons da carbonila.



108

Tabela 18: Dados de RMN *H (200 MHz, CDCl3, ppm, Hz) e*C (50 MHz, , CDCl3) da substancia
PB.2.1 compar ados com valor es citados na literatura.®

Pinocembrina 7-ne0—hesperidosideoa PB 21
5(0AC), 7-0-glc (Ad)z (2’2 1) rha(Acd)3 '
c [ d®c | d'H (mult, JHz) d®c | d'H (mult, JH2)
Anel Aromatico C
2 79,6 5,98 (dd, J=12,0; 3,0)|| 161,4
3 44,7 109,3 6,58 (9)
4 187,8 176,1
Anel _Aromético A
5 160,5 158,3
6 98,1 6,46 (d, J=2,0) 98,3 6,70 (d, J=1,7)
7 169,7 153,1
8 98,0 6,53 (d, J=2,0) 98,1 70(d,J=17)
9 162,5 159,7
10 106,2 112,7
Anel Aromatico B
r 137,8 128,5
2'6’ 125,9 7,30 () 127,4 7,84 (d, J=8,4)
35 128,8 7,46 (s) 1222 7,22 (d, J=6,0)
4 128,7 7,46 (9 150,6
Glicosil
1" 105,7 5,56 (m) 108,4 5,23 (d, J=7,6)
2" 73,9 72,2 5,11 (d, J=7,4)
3" 76,4 76,3 5,36 (t, J=9,6)
4" 68,2 5,13 (t,J=10,0) 68,1 4,9- 5,06 (m)
5" 75,6 73,7 4,9- 5,06 (m)
6’ 61,7 1,42 (d, J=7,0) 61,8 4,2 (d, J=1,9)
Rhamnosila
1 102,2 4,7-5,2 (m) 102,3 5,03 (s)
2" 69,8 4,7-5,2(m) 68,2 4,9-5,06 (m)
3" 70,7 4,7-5,2 (m) 69,8 4,9-5,06 (m)
4 72,1 4,7-5,2 (m) 70,6 4,60 (d, J=6,7)
5" 66,7 3,9-4,2(m) 66,9 3,80 (d, J=6,8)
6"’ 17,4 174 1,23(s)

a- (Pomilio, B.A et al.1979) — Flavanona-CO(Ac) d 178,6 ppm; Me(Ac)- d 20,4; 20,8;

21,0 ppm; 21H, s, 7 grupos acetil (2,02; 2,10; 2,17; 2,21; 2,45 ppm).

PB 2.1 - CO(Ac) d 170,3;170,0; 169,9; 169,8;169,6;169,5;169,2;168,8 ppm; Me(Ac) —d
2(29,5); 21,0; 20,9; 20,7; 20,6; 20,5; 20,4 ppm; 8 grupos Me(Ac), s, (2,42; 2,33; 2,14;

2,12; 2,04; 1,98; 1,94 1,19 ppm)
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45 Atividade Antioxidante

A aividade antioxidante (AA) redlizada pelo método fotocolorimétrico do DPPH
(pég. 39, item 3.4.1), inicialmente com 0s extratos brutos e em seguida, com as fragdes e
substancias isoladas, demonstrou inicialmente a luz da andlise dos gréficos (concentracéo
X %AA) para 0 extrato bruto etandlico das raizes da espécie S. cayennensis (Rich.) Vahl
(ECs0= 64,52 mg/ml) (Tabela 21, p4g. 118), um excelente perfil de atividade antioxidante
guando comparado com o padréo, extrato padronizado comercial de Ginkgo biloba (ECso=
40,72 ng/ml). Entretanto, o extrato hidroalcodlico das folhas da espécie P. bahiense
(Meiss) Barroso (ECsp= 35,13 ng/ml) (Tabela 21, pag. 118), quando comparado ao extrato
etanolico de S. cayennensis (Rich.) Vahl apresentou atividade muito inferior.

O extrato padronizado G. biloba (Tanakan ou Tebonim) foi tomado como padréo
por ser utilizado como um importante coadjuvante pela medicina ortomolecular frente aos
muitos efeitos do estresse oxidativo como a queda do sistema imunol égico, tonico apés um
episodio isquémico cerebral dentre outros efeitos neuroprotetores, arteriosclerose, artrite
reumatoide, removedor de radicais livres toxicos derivados do oxigénio, efeito
neuroprotetor dentre outros que este antioxidante venha a atuar sobre a salide humana,
guando usado de forma correta sob orientacdo medica (Gordon, M, H. 1996), (Schulz, V. et
al. 2002).

O extrato bruto hexanico testado das raizes de S. cayennensis (Rich.) Vahl, por ndo
ter apresentado efeito promissor de atividade antioxidante (AA), valor de ECso muito
baixo, ndo pbdde ser calculado. Atribui-se este fato, a priori, por este extrato néo
apresentar, conforme o espectro de 'H obtido (Espectro 1, pag 58), sinais de substancias
com grupo carbonilico adjacente a ligacdo dupla entre carbonos em conjugacdo com anel
aromatico, bem como a presenca de grupamentos hidroxilas em orto em substéncias de
carater fendlico ou ndo, como fatores de suma importéancia para a existéncia de atividade
antioxidante (Namjo, F. et al. 1996), (Okada, Y. et al. 1996). O numero de grupos
hidroxilas fendlicas presentes na molécula, é outro importante fator para a existéncia de
AA (Sheng, Q. G et al. 2002).

A atividade antioxidante de uma dada substéncia com as caracteristicas de ordem

estrutural mencionadas acima promoveriam na estrutura molecular, ap6s a perda de um
radical hidrogénio (H '), hibridos de ressonancia (Esquema 4) produzido pelo elétron impar

do orbital p do oxigénio da hidroxila de origem, com a totalidade do sistema p ao longo da
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substéncia. De modo que, a extenséo das ligages dupla da arila conjugadas com a ol efina,
torna o radical livre mais estabilizado, ou seja, o contetido erergético quando comparado a
molécula de origemdiminui. A perda do &omo de hidrogénio ligado ao &omo de carbono
aifatico adjacente a0 anel aromatico, como no caso do hidrogénio benzilico H-7 nas
estruturas dos arilpropandides glicosilados obtidos da fracdo acetato de etila, pode vir a se

tornar igualmente favoravel diante de um radica livre (Morrison, R., Boyd, R. 1983).

o)

HO N

HO
HO

T

O

Esquema4: Hibridos de Ressonancia

Como se pode observar, os elevados valores obtidos de AA no extrato etandlico
(ECs0= 64,52 ng/ml) e de suas fragBes mais polares (cloroformica ECso= 55,26 ng/ml,
acetato de etila ECso= 46,60 ng/ml e butandlica ECso= 34,57 ng/ml), quando comparados
ao extrato padronizado G. biloba (ECsp= 40,72 ng/ml), foram obtidos, provavelmente, pela
presenca dos arilpropandides glicosilados (excecdo a fracdo cloroformica) isolados da
fracéo acetato de etila, disponiveis para doar um radical hidrogénio (Esquema 4) ao radical
de DPPH conduzindo-o a sua forma molecular, como se observa no esquema 5 e na figura

14. Estes resultados expressam ainda o elevado efeito sinérgico das substancias do extrato
etandlico, quando comparado as suas fracoes.
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Radical 2,2-Difenil-1-Picril-Hidrazila
Esquema 5: Radical 2,2-Difenil-1-Picril-Hidrazila (DPPH)

Corroborada pelo teste preliminar de atividade antimicrobiana, a fragdo acetato de

etila foi usada no aparelho de cromatografia contracorrente (HSCCC), e suas substancias
isoladas testadas quanto a atividade antioxidante.

As substancias verbascosideo, isoverbascosideo, martinosideo e a ipolamiida,
foram testadas (Tabela 21, pag. 118) e tiveram como padréo o flavondide rutina (ECso =
9,30 ng/ml), presente no Ginko biloba. Por ser dentre as substancias desta espécie, a mais
promissora quanto a certos efeitos biologicos apods testes experimentais realizados em
animais e humanos (Schulz, V. et al. 2002). Entre eles, 0 aumento necess&rio no
extravasamerto de sangue pelos capilares sanguineos e por ser o mais eficiente removedor
de radicais livres usados comercialmente (Schulz, V. et al. 2002).

Em um primeiro momento, os resultados(Tabela 19, pag. 115) demonstraram que a
substéncia martinosideo, (ECso = 18,48 ng/ml), apresentou um maior efeito AA quando
comparado ao padrdo rutina, bem como, em relacdo as substancias isoladas verbascosideo,
(ECs0 = 11,04 ng/ml), e isoverbascosideo (ECso = 11,20 ng/ml) (Tabela 21, pag.118). J4 a
ipolamiida, ndo apresentou efeito antioxidante, pelas razbes de ordem estrutura ja
mencionadas, quanto as substancias que venham a comportar esta atividade.

A atividade antioxidante da fracdo butandlica, apesar de ter seu valor ligeiramente

baixo quando comparado a fracdo acetato de etila, cloroférmica e ao padréo Ginko biloba,
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se deve, provavelmente, ao fato de apresentar esta fracdo tracos de arilpropandides
glicosilados, isolados na fragéo acetato de etila.

Tal hipotese foi reforcada pelo espectro de RMN 'H da fracéo butandlica (Espectro
4, pag.59), a0 mostrar sinais de fraca intensidade na regido de hidrogénios aromaticos e
olefinicos, andlogo aos sinais dos arilpropandides glicosilados ja citados diante dos sinais
de maior intensidade de irid6ides glicosilados, possivelmente do tipo ipolamiida (Espectro
18, pag. 82).

A substéncia mgjoritéaria isolada da espécie P.bahiense (Meiss) Barroso, eluida na
fracdo metandlica, o flavondide Apigenina7-O-neo-hesperidosideo, ndo apresentou
atividade antioxidante, de modo que o valor de seu ECsp ndo pdde ser calculado. Este fato
curioso, por ser notdrio no meio cientifico a elevada atividade antioxidante que comporta
esta classe de metabdlitos especiais, pode estar relacionado pela auséncia de grupamentos
galoilicos e caféicos (orto-hidroxilicos), responsaveis pela elevada atividade antioxidante
dos flavondides (Namjo, F. et al. 1996), (Okada, Y et al. 1996). O fato de possuir este
flavondide uma de suas hidroxilas, no carbono C-7, ligada a agucares, 7-O-glicosil-
(2’2 1'"’)rhamnosideo, pode ser segundo Y okozawa e colaboradores outro fator relevante
para a baixa AA (Yokozawa, T. et al. 1997). Segundo ainda este autor, a hidroxila de
flavondides em C-5 ndo exerce influéncia sobre AA (Yokozawa, T et al. 1997).

Provavelmente, pelo efeito quelante com a carbonilaem C-4.

indica esta atividade. A coloracéo violacea indica a auséncia desta atividade.
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Tabela 19: : Atividade anti-oxidante dos extratos de S. cayennensis e P. bahiense com DPPH.
ABS ABS ABS %
Amostra []my/ml  branco controle amostra DABS % AAO AAOM

250 0,0280 0,8795 0,0981 0,0701 92,03 91,81
0,0280 0,8795 0,1042 0,0762 91,34
0,0280 0,8795 0,0978 0,0698 92,06
125 0,0182 0,8795 0,1451 0,1269 85,57 80,26
0,0182 0,8795 0,1907 0,1725 80,39
Extrato Bruto Etandlico 0,0182 0,8795 0,2396 00,2214 74,83
S.cayennensis 50 0,0043 0,8795 0,5800 0,5757 34,54 37,03
0,0043 0,8795 0,5765 0,5722 34,94
0,0043 0,8795 0,5179 0,5136 41,60
25 0,0033 0,8795 0,7278 0,7245 17,62 18,50
0,0033 0,8795 0,7206 0,7173 18,44
0,0033 0,8795 0,7118 0,7085 19,44

250 0,1500 0,8811 0,2291 0,0791 91,02 91,22
0,1500 0,8811 0,2258 0,0758 91,40
0,1500 0,8811 0,2273 0,0773 91,23
125 0,0686 0,8811 0,2872 0,2186 75,19 73,74
0,0686 0,8811 0,2981 0,2295 73,95
Fracao cloroférmica 0,0686 0,8811 0,3145 0,2459 72,09
S.cayennensis 50 0,0298 0,8811 0,5160 0,4862 44,82 44,97
0,0298 0,8811 0,4979 0,4681 46,87
0,0298 0,8811 0,5302 0,5004 43,21
25 0,0157 0,8811 0,6299 0,6142 30,29 29,41
0,0157 0,8811 0,6527 0,6370 27,70
0,0157 0,8811 0,6305 0,6148 30,22

250 0,0883 0,8811 0,1090 0,0207 97,65 97,65
0,0883 0,8811 0,1086 0,0203 97,70
0,0883 10,8811 0,1093 0,0210 97,62
125 0,0156 0,8811 0,1068 0,0912 89,65 89,83
0,0156 0,8811 0,1053 0,0897 89,82
Fracdo Butandlica 0,0156 0,8811 0,1035 0,0879 90,02
S.cayennensis 50 0,0049 0,8811 0,2905 0,2856 67,59 66,90
0,0049 0,8811 0,2961 0,2912 66,95
0,0049 0,8811 0,3030 0,2981 66,17
25 0,0043 0,8811 0,5468 0,5425 38,43 37,33
0,0043 0,8811 0,5435 0,5392 38,80
0,0043 0,8811 0,5792 0,5749 34,75
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250 0,0100 0,6694 0,0762 0,0662 90,11 90,65
0,0100 0,6694 0,0714 0,0614 90,83
0,0100 0,6694 0,0702 0,0602 91,01

125 0,0050 0,6694 0,0806 0,0756 88,71 88,94
0,0050 0,6694 0,0778 0,0728 89,12
0,0050 0,6694 0,0787 0,0737 88,99

50 0,0035 0,6694 0,1022 0,0987 85,26 85,43
0,0035 0,6694 0,1056 0,1021 84,75
0,0035 0,6694 0,0953 0,0918 86,29

Fracio Acetato de Etila 25 0,0026 0,6694 0,1990 0,1964 70,66 73,54
S.cayennensis 0,0026 0,6694 0,1741 0,1715 74,38
0,0026 0,6694 0,1660 0,1634 75,59

12,5 0,0000 0,6694 0,4822 0,4822 27,97 33,80
0,0000 0,6694 0,4335 0,4335 35,24
0,0000 0,6694 0,4138 0,4138 38,18

5 -0,0002 0,6694 0,5896 0,5898 11,89 12,30
-0,0002 0,6694 0,5863 0,5865 12,38
-0,0002 0,6694 0,5846 0,5848 12,64

2,5 0,0024 0,6694 0,6195 0,6171 7,81 6,13
0,0024 0,6694 0,6371 0,6347 5,18
0,0024 0,6694 0,6357 0,6333 5,39

250 0,0269 0,8608 0,1003 0,0734 91,47 92,04
0,0269 0,8608 0,0942 0,0673 92,18
0,0269 0,8608 0,0917 0,0648 92,47

125 0,0126 0,8608 0,0846 0,0720 91,64 91,83
0,0126 0,8608 0,0802 0,0676 92,15
P bahiense 0,0126  0,8608 0,0839 0,0713 91,72

50 0,0063 0,8608 0,2458 0,2395 72,18 68,29
0,0063 0,8608 0,2725 0,2662 69,08
0,0063 0,8608 0,3196 0,3133 63,60

25 0,0050 0,8608 0,6420 0,6370 26,00 32,10
0,0050 0,8608 0,5735 0,5685 33,96
0,0050 0,8608 0,5529 0,5479 36,35




Tabela 20: Atividade anti-oxidante das substancias puras de S. cayennensis com DPPH.
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250 0,0026 0,6476 0,1273 0,1247 80,74 81,08
0,0026 0,6476 0,1385 0,1359 79,01
0,0026 0,6476 0,1096 0,1070 83,48

125 0,0023 0,6476 0,1338 0,1315 79,69 80,37
0,0023 0,6476 0,1228 0,1205 81,39
0,0023 0,6476 0,1316 0,1293 80,03

Fragao Verbascosideo 50 0,0013 0,6476 0,1206 0,1193 81,58 79,92
0,0013 0,6476 0,1406 0,1393 78,49
0,0013 0,6476 0,1328 0,1315 79,69

25 0,0043 0,6476 0,1349 0,1306 79,83 79,03
0,0043 0,6476 0,1473 0,1430 77,92
0,0043 0,6476 0,1381 0,1338 79,34

250 0,0179 0,6724 0,0697 0,0518 92,30 92,12
0,0179 0,6724 0,0726 0,0547 91,86
0,0179 0,6724 0,0703 0,0524 92,21

125 0,0089 0,6724 0,0748 0,0659 90,20 89,35
0,0089 0,6724 0,0813 0,0724 89,23
0,0089 0,6724 0,0854 0,0765 88,62

50 0,0028 0,6724 0,1604 0,1576 76,56 76,19
0,0028 0,6724 0,1602 0,1574 76,59
0,0028 0,6724 0,1680 0,1652 75,43

25 0,0018 0,6724 0,3513 0,3495 48,02 48,60
Fracao Martinosideo 0,0018 0,6724 0,3312 0,3294 51,01
0,0018 0,6724 0,3597 0,3579 46,77

12,5 0,0278 0,6724 0,4136 0,3858 42,62 33,16
0,0278 0,6724 0,4810 0,4532 32,60
0,0278 0,6724 0,5371 0,5093 24,26

5 0,0028 0,6724 0,5233 0,5205 22,59 10,69
0,0028 0,6724 0,7058 0,7030 -4,55
0,0028 0,6724 0,5808 0,5780 14,04

25 0,0033 0,6724 0,5155 0,5122 23,83 8,53
0,0033 0,6724 0,6155 0,6122 8,95
0,0033 0,6724 0,7241 0,7208 -7,20

250 0,0049 0,9846 0,0615 0,0566 94,25 94,33
0,0049 0,9846 0,0616 0,0567 94,24
0,0049 0,9846 0,0590 0,0541 94,51

125 0,0034 0,9846 0,0717 0,0683 93,06 92,73
0,0034 0,9846 0,0763 0,0729 92,60
0,0034 0,9846 0,0770 0,0736 92,52

50 0,0005 0,9846 0,1128 0,1123 88,59 88,05
0,0005 0,9846 0,1207 0,1202 87,79
0,0005 0,9846 0,1211 0,1206 87,75

25 -0,0017 0,9846 0,1473 0,1490 84,87 84,67
Fragédo Isoverbascosideo -0,0017 0,9846 0,1479 0,1496 84,81
-0,0017 0,9846 0,1526 0,1543 84,33

12,5 0,0016 0,9846 0,4470 0,4454 54,76 55,56
0,0016 0,9846 0,4479 0,4463 54,67
0,0016 0,9846 0,4226 0,4210 57,24

5 -0,0009 0,9846 0,6846 0,6855 30,38 26,51
-0,0009 0,9846 0,7479 0,7488 23,95
-0,0009 0,9846 0,7356 0,7365 25,20

25 0,0000 0,9846 0,8473 0,8473 13,94 13,78
0,0000 0,9846 0,8402 0,8402 14,67
0,0000 0,9846 0,8593 0,8593 12,73
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Tabela 21: Atividade anti-oxidante com DPPH dos extratos e das substancias isoladas.

Extrato Bruto etandlico S.cayennensis

Particdo Acetato de Etila S. cayennensis

CONCENTRAGAO EM mg/m|
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oY= ol . “
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4.6 Atividade Antimicrobiana

O teste de disco de difusdo em agar-agar, por ser de facil manuseio, baixo custo e
de fécil padronizacdo, comumente usado por muitos laboratérios no mundo (Ellen, B et al.
1990), foi empregado, inicialmente, nos testes de atividade antimicrobiara com os extratos
vegetais das duas espécies estudadas.

A atividade antimicrobiana realizada inicialmente com 50 mg de cada amostra,
com os extratos e fragBes ja citados, quando testados com as cepas de bactérias
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15422),
Saphylococcus aureus (ATCCC 25923) e Sreptococcus pyogenes (75194), foram
somente significativas para estas Ultimas duas cepas quando testadas com a fragdo
butandlica (BUOH) conforme os valores de seus halos de inibicdo (22mm para S.pyogenes
e 10 mm para Saureus), e com a fragéo acetato de etila (25 mm para Spyogenes e 15 mm
para Saureus) das raizes da espécie S. cayennensis (Figura 15). As duas outras cepas nao
foram senssiveis a estas fragOes testadas, ndo apresentando, portanto, halo de inibicdo. As
fracdes clorofrmica e hexanica foram inativas para todas as cepas testadas.

Os extratos bruto etandlico e hexanico (Figura 15), desta mesma espécie,
apresentaram  atividade somente para com a cepa de Streptococcus pyogenes
respectivamente, com 20 mm e 12 mm no halo de inibicdo. JA o extrato bruto
hidroalcodlico das folhas da espécie P. bahiense (Meiss) Barroso (Figura 15) apresentou
10 mm no halo de inibig&o, para esta mesma cepa.

Os resultados deste teste inicial quando comparados ao antibiético Cloranfenicol
(concentracéo de 30 pg por disco), tomado como padrédo, com seus respectivos halos de
inibicdo (S. aureus 25 mm; E. coli 24 mm; S. pyogenes 39 mm e P. aeruginosa 12 mm),
possibilitou a segunda etapa dos testes de atividade antimicrobiana com 1mg/ml por
substancia testada. Conforme procedimento do Lab. de Coccus patogenesis sob orientagcdo
do Prof. Dr. Lidlie C. Benchetrit ra UFRJ (Departamento de Microbiologia). Foram usadas
nesta etapa as substancias isoladas da fragdo acetato de etila de raizes de S. cayennensis
em detrimento do resultado promissor inferido pelo halo de inibicdo sobre as cepas S
pyogenes e Saureus, testadas inicialmente a uma concentracéo de 5,0 mg/ml. A cepade S
aureus nao apresentou halo de inibicéo frente as substancias isoladas e testadas. A Figura
16 demonstra, portanto, apenas o resultado das substancias testadas da fracéo acetato de

etilacom atividade sobre a cepa de S. pyogenes.
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Entretanto, a ipolamiida (fracéo 4), desta fragdo, por ndo ter apresentado halo de
inibicdo na cepa testada, sugere que a atividade da fracéo butandlica (BuUOH) apresentada
no teste anterior, foi por conta da presenca de substancias da classe dos arilpropandides
glicosilados (martinosideo, verbascosideo e isoverbascosideo) como observado pelos

sinais caracteristicos destas substancias no espectro de RMN 'H desta amostra (Espectro 4,

pé&g.59), quando comparados a intensidade dos sinais do iridoide ipolamiida, substancia
majoritaria nesta fragao.

W Fracdo BUOH
(] mms

Extr. Hexanico

(12 mm)
= to

Fracao Acetato Etila
(25 mm)

Fracéo
Clorof érmica
Fracdo Hexanica (inativo) ?

(Inativo) :0
s
-

Extr. P. Bahiense
Extr. Etandlico (10 mm)

(20 mm)

Figura 15: Teste antimicrobiano com 5 mg dos extratos e fragdes com os valores dos respectivos halos
deinibicéo. A circunferéncia em volta de seus halos em “fluorescéncia”, nos discos do negativo da foto,
éapenasuma forma pictérica e artificial para melhor destacar a visualizagdo da atividade dos extratos

sobre a cepa de S. pyogenes

Quanto as outras trés fracles, a fragdo 3 (verbascosideo), fracdo 2 (mistura de
martinosideo e isoverbascosideo; 90:10 %) e fracdo 1 (mistura de martinosideo e
isoverbascosideo; 80:20 %), a atividade sinérgica destas duas Ultimas fracdes apresentou
um efeito de inibig¢do antimicrobiano maior, quando comparado a fragéo 3.

O efeito promissor apresentado neste teste encaminhounos a terceira e Ultima
etapa, buscando a concentragcdo minima inibitéria da cepa estudada (CMI), conforme o
procedimento do item (3.4.2, pag.40).
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Fracdo 4
(Inativa)

Figura 16: Teste antimicrobiano com 1 mg das substancias isoladas dafracdo ACEOt com seus
respectivos halos deinibicdo. A circunfer éncia em volta dos halos, é apenas uma forma pictéricae
artificial para melhor destacar a visualizagdo da atividade das substancias sobre a cepa de S. pyogenes

Dentre as trés fragdes j& citadas, a que apresentou, com o procedimento pertinente a
esta etapa de diluicles, atividade inibitéria mais preeminente sobre a cepa de S. pyogenes
com uma concentragdo minima inibitéria de 0,040 mg/ml (sétimo tubo) foi a fragdo 1
(martinosideo/isoverbascosideo  8:2), contendo a mistura dos dois arilpropandides
glicosilados ja citados. Ja as fracdes 3 (verbascosideo) e 2 (martinosideo/isoverbascosideo
9:1) inibiram, respectivamente, a uma concentracéo de 0,625 mg/ml (terceiro tubo) e 0,080
mg/ml (sexto tubo). Os resultados da fracdo 1 e 2 sustentam a idéia do sinergismo destas

substancias frente a fragdo 3.
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Tabela22: Teste de Disco de Difusdo de agar -agar (halo deinibi¢gdo; mm) e Concentragdo Minima
Inibitéria (CM1; mg/ml) das espécies S.cayennensis (Rich.) Vahl se P. bahiense (M eiss) Barr 0so.

Extratos, Fracbes e
Substancias Testadas

Cepasde Bactérias Testadas

Atividades.(mm; m

ml)

S. cayennensis(Rich.) Vahl
(Raizes) (mg/ml)

. coli

P. aeruginosa | S. aureus

S. pyogenes

Ext. Bruto Hexanico
5mg/ml

12 mm

Ext. Bruto Etandlico
5mg/mi

20 mm

Fracéo BuOH
5mg/mi

22 mm

Fracado Cloroformica
5mg/ml

Fracdo Hexanica
5mg/ml

Fracdo Acetato de Etila
5mg/mi

— 15 mm

25 mm; 0,080 mg/ml|

Ver bascosideo
Img/ml
M artinosideo/| sover bascos.
Img/ml (9:1)
M artinosideo/| sover bascos.
Img/ml (8:2)

- nao testado

nao testado

nao testado

18 mm; 0,625 mg/ml
18 mm; 0,080 mg/ml
20mm; 0,040 mg/ml

P.bahiense (M eiss) Barroso

Extrato Bruto
hidr oal codlico smgm

10 mm

Segundo Hamill (Hamill, F.A et al. 2003), os halos de inibicdo nos testes
antimicrobianos de disco de difusdo de &gar-agar em extratos de plantas, diz que, valores

de 1 cm (10 mm) representam uma inibicdo de fraca a moderada, 2 cm (20 mm)

representam uma inibicéo de moderada a boa e 3 cm (30 mm) indicam uma 6tima inibicéo

a0 crescimento bacteriano.

Quanto aos testes do CMI, segundo os dados da referéncia consultada (Holetz, B.F

et al. 2002), extratos de plantas que apresentam atividade com uma concentragdo menor

que 100 pg/ml (0,200 mg/ml) possuem uma atividade bacteriostética considerada boa, de
100 a 500 pg/ml (0,100 - 0,500 mg/ml) a atividade é moderada, de 500 a 1000 pg/mi
(0,500 — 1,0 mg/ml) a atividade é fraca, e acima de 1000 pg/ml o CMI do extrato &

considerado inativo a atividade antimicrobiana.

Diante dos dados apresentados na tabela 22, e de posse destes pardmetros de

comparacdo, as fracbes BUOH e acetato de etila de S cayennesis (Rich.) Vahl,

demonstraram uma atividade antimicrobiana de moderada a boa, respectivamente, frente

as cepas de S aureus e S. pyogenes. O extrato EtOH apresentou uma atividade

moderada/lboa a esta Ultima cepa de bactéria, demonstrando que as fracles, por
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apresentarem uma maior concentracdo das substancias ativas sobre  esses
microorganismos, possuiram um efeito antimicrobiano mais preeminente.

Os fenililpropanéides glicosilados, isolados da fragdo acetato de etila
demonstraram, por sua vez, pelo teste bacteriostatico do CMI sobre a cepa de S. pyogenes
efeitos que representam atividade de moderada a boa. Tal resultado pode ser justificado
por apresentarem em suas estruturas moleculares, porcoes ardl ogas as moléculas de ésteres
de é&cido cafeico, conhecidas na literatura como substéncias que apresentam atividade
antimicrobiana (Tomassini, |.C. 1993). O que pode justificar a auséncia desta atividade no
iridoide ipolamiida, um monoterpeno, deste extrato. A melhor atividade antimicrobiana
apresentada neste teste, envolvendo a mistura dos &cidos aromaticos martinosideo e
isomartinosideo, pode ser justificada por apresentarem estas substancias em suas porgdes
aromaticas, respectivamente, estruturas de substancias andlogas ao acido ferdlico e ao
acido cafeico (Tomassini, |.C. 1993).

A mistura de substéncias do tipo acima, bem como de acidos arométicos como
gdico-caféico, gdlico-p-cumarico e gaico-cinamico, dentre outras combinacbes de
arilpropandides (Tabela 3, pag 24), conforme saienta ainda Aliotta (Aliotta, G et al.
1992), promovem uma acdo aelopatica aditiva e/ou sinérgica adicional contra o
crescimento de microorganismos, como no caso de bactérias, e mesmo de espécies
vegetais em germinagao.

4.7 Atividade Antinociceptiva e Antiinflamatéria

No método das contorgBes, observamos que para o controle negativo (agua) o
numero de contorgdes abdominais acumuladas foi de 39,3 + 4,81 c.a. Nadose de 1,0 g/kg,
o EBPB inibiu as contor¢cbes em 38,55% (24,17 + 4,54 c.a), demonstrando, diferenca
estatistica significativa (P < 0,05). Na dose de 2,0 g/kg, O EBPB inibiu as contor¢des em
67,38% (12,83 £ 3,32 c.a), de forma superior ao controle positivo (indometacina), cuja
inibicdo foi de 50,42% (19,5 + 1,8 c.a). Os dados sdo expostos na Tabela 23 (pag. 125) e
para melhor compreensdo podem ser visualizados na figura 17.

O tratamento com o EBPB nas doses de 1,0 e 20 gkg, ndo aterou o tempo de
reacdo dos animais na placa em comparacdo ao grupo tratado com agua. O fentanil
(controle positivo) aumentou o tempo de reacdo em 271,3% (29,76 = 0,24 s) e 217,4%
(22,52 £ 2,58 s) quando comparado ao seu controle negativo salina (10,97 £ 2,05 se 10,36
+ 2,28 s), revelando diferenca estatistica significativa nos tempos pos-tratamento 30 e 60
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minutos (P < 0,0001 e P < 0,01, respectivamente) (Tabela 24). Os tempos médios de
reacdo pré e pos-tratamento estdo representados na figura 18 para ilustrar os resultados
obtidos no ensaio. No método do edema de orelha, EBPB 1,0 g/kg e EBPB 2,0 g/kg ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa com relagdo ao controle negativo do
método (agua), que apresentou meédia de diferenca de peso de 8,01 + 0,72 miligramas
(mg). A dexametasona (controle positivo do método) apresentou percentual de inibicdo de
77% (1,85 + 0,65, P < 0,0001, tabela 25 e figura 19).

Por se basear na contagem das contor¢des abdominais produzidas como resposta
reflexa a irritaco peritonea e a peritonite, 0 método das contor¢des € de ampla utilizacéo
na pesquisa de drogas analgésicas com acdo antiinflamatéria. Por outro lado, os testes de
reacdo ao calor como a placa quente, p.ex, sdo seletivos para o estudo de compostos com
acao analgésica exercida por mecanismos centrais semel hantes aos dos opiaceos (controles
positivos desses tipos de testes). Sendo assm, os resultados obtidos para esses dois
métodos sugerem que o EBPB ndo possui atividade antinociceptiva central, mas pode ser
efetivo no combate a dor periférica relacionada a inflamac&o nas doses utilizadas.

O modelo do edema de orelha é utilizado na pesquisa da atividade de agentes
antiinflamat6rios de uso tépico, mas responde também a administracdo sistémica de
antiinflamatoérios esteroidais (Schiantarelle, P. et al. 1982). Como pbde ser visto, em
nossos estudos optou-se pela via sistémica, utilizando-se a dexametasona como controle
positivo. A auséncia de atividade antiinflamatéria para o extrato hidroalcodlico de PB
demonstrado nesse método e somada aos resultados dos outros métodos, nos permite supor
gue a espécie vegetal em questdo atue inibindo a formagéo ou bloqueando a liberagdo de
substancias relacionadas a dor no processo inflamatério sem, contudo, impedir a formacéo
de edema. Sdo relevantes os fatos de o controle positivo do método das contorcdes
(indometacina) se tratar de um antiinflamatorio ndo esterdide (AINE) e o edema de orelha
SO responder sistemicamente a antiinflamatorios esterdides, pois talvez resida ai —huma
acao similar aum AINE — a explicagéo para o fato do PB ndo ter demonstrado efeito nesse
teste. Entretanto, se faz necesséria a realizacdo de mais estudos, dentre os quais 0 método
da formalina, que seria de grande valia para obtermos informagdes mais concludentes
sobre a agdo dessa planta.
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Tabela 23: N° de contor ¢des abdominais acumuladas (c.a.a) por 30 min expressos como média+t e.p.m
e per centual de inibicdo das contor ¢bes com relacdo ao controle negativo.

Grupostratados abdglr;iorlg:\sogcttﬁ:gs:easdas % delnibicdo
Agua 39,33+481 | e
Indometacina 10 mg/kg 19,50 + 1,80 50,42
EBPB 1g/kg 24,17+ 454 38,55
EBPB 2g/kg 12,83+ 3,32 67,38

a
o
1

IN
o
T

N
o
T

Numerode contorgdes
abdominais acumuladas
= w
o o
T T

o
I

**
*
ﬁ Kk
CJAgua
3 Indometacina 10 mg/kg

E= EBPB 1 g/kg
E EBPB 2 g/kg

Figura 17: Representacéo grafica das médias do numer o de contor ¢des abdominais induzidas por
acido acético 1,2% , paradiferentesgrupostratados. Resultados expressos como média+ ep.m* P <
0,01, ** P<0,05e*** P <0,001.

Tabela24: Tempos de reacdo dos animai s nos difer entes grupos ao estimulo nociceptivo da placa
guente expressos como média £ e.p.m.

Tempos dereacdo dos animais (segundos)
Grupostratados Tempos pds-tratamento
30 60
Salina 0,9% 10,97 £ 2,05 10,36 + 2,28
Agua 10,18+ 1,68 10,71+ 2,44
Fentanil 0,3 mg/kg 29,76 £ 0,24 22,52 + 2,58
EBPB 1g/kg 10,94+ 1,78 8,80+ 1,57
EBPB 2g/kg 11,45+ 2,40 12,71+ 2,63
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Figura 19: Representacao grafica das diferencas de peso entre as orelhas nos diferentes grupos.
Resultados expressos como média + e.p.m * P < 0,0001.

Tabela 25: Média + e.p.m das diferencas de peso (mg) obtidas nos distintos grupos tratados.

Grupostratados Diferencas de peso (mg)
Agua 8,01+0,72
Dexametasona 0,5 mg/kg 1,85+ 0,65
EBPB 1g/kg 8,37+1,43
EBPB 2g/kg 6,85+ 1,92
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4.8 Andlises dos Solos das Areas de Coletas das Plantas Estudadas

Os dados revelados pelas andlises de ambos os solos mostraram que a area onde as
plantas foram col etadas se apresentaram moderadamente acidos (Tabela 6;7;8 e 9 pags. 43-
44), e que podem levar a estabelecer importantes especulagdes entre os niveis de acidez e
de absorcao/concentracdo do metal aluminio (AI3+) e mesmo do halogeneto fltor (F) pelas
raizes e posterior translocacéo para as partes aéreas das espécies vegetais estudadas. Ja
que, excessos de AP no solo poderdo formar complexos com F (Wong, M.H et al. 2003).

Visto que, uma gama consideravel de plantas ja estudadas acabou estabel ecendo uma certa
margem de relacdo com a concentracdo de aluminio e fldor, com os pHs de solos acidos
(Wong, M.H et al. 2003).

O fluoreto (F-), elemento quimico de importante relevancia como agente de certas
morbidades a salde humana em termos fitoterdpicos (tendo sempre em vista a relacdo
tempo/consumo de infusos), pode ser acumulado, principalmente, nas folhas.
Apresentando neste 6rgdo da planta uma correlacéo linear com a idade, seguido pelos
ramos/galhos e raiz (Wong, M.H et a. 2003).

A caracterizac@o pela andlise quimica da solucdo do solo da os conteidos dos
elementos ou substancias presentes. A grande utilidade de se saber a natureza da solugdo
do solo consiste em se poder predizer o comportamento das plantas quanto a deficiéncia de
nutricao, e possivels efeitos toxicos dos nutrientes (Luchese, B. E et al. 2001).

O regime hidrico € um outro importante fator frente a conclusdo dos resultados da
analise quimica de solos coletados em periodos de baixa precipitacéo pluviométrica (época
de seca). Quando os sais encontram-se na superficie do solo, apresentam um pH inferior ao
mesmo solo coletado em época de grande precipitacdo pluviométrica (épocas de cheias), e
que sdo lixiviados em parte pela percolacdo das aguas através do solo. O regime hidrico
atua também no efeito da atividade biol6gica que pode atuar no pH do solo, quando as
reacOes envolvidas sdo de caréter &cido ou basico (Luchese, B. E et al. 2001).

Os resultados da andlise de solo, a luz de estudos preliminares
farmacol 6gico/biologico e posteriormente fitoquimicos de plantas medicinais, podem
revelar uma possivel padronizacdo da nutricio de uma espécie medicamentosa, e,
consequentemente, de suas propriedades de caraer fitoterdpico. Conforme a feicdo
qualitativa e quantitativa de seus metabdlitos especiais, que a espécie estudada venha a

produzir em seu local de ocorréncia e época de coleta.
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Varios estudos ja mostraram que sob condic¢des de pH baixo (menor que 5,2), onde
o Aluminio (Al) esta presente na sua forma monomérica Al (Zonta, E. 2003), algumas
plantas, chegam a acumular de 10 a 1000 mg/Kg de massa seca em suas folhas (Wong,
M.H et al. 2003). Nas folhas velhas, especialmente, a quantidade de Al pode chegar a 5600
mg/Kg de massa seca, enquanto que em folhas novas, este teor acaba sendo menor (em
torno de 997 mg/Kg) (Wong, M.H et al. 2003). Casos extremos de acimulo de Al jaforam
relatados nas folhas de chas, usados corriqueiramente na China como infusos, em gue 0s
teores de Al excediam a 30.000 mg/Kg (Wong, M.H et al. 2003). O auminio é facilmente
hidrolisivel e relativamente insolivel em pH entre 6,0 - 8,0, entretanto, sob condigdes
&cida (pH < 5,2) ou acalina (pH > 8,0), e- /ou em presenca de complexos ligantes tem sua
solubilidade aumentada, tornando-se mais disponivel para transformagdes biogeoquimicas
(Wong, M. H et al. 2003).

Concomitante a presenca de Al em solos &cidos, ha o F. Presente comumente na
forma de minerais, onde sua mobilidade no solo é determinada pela quantidade de
minerais e pH presentes na argila, pela adsorcdo de complexos de carga positiva, bem
como pela concentragéo de Ca, K, Fe, Al, e P no solo (Wong, M.H et al. 2003).

A alta solubilidade do F sob condicbes écidas (pH <5,5) corresponde a presenca de
complexos catibnicos com o aluminio (AIF2+ e AIF % ) no solo e que podem ser
facilmente absorvidos pela raiz de uma planta (Wong, M.H et al. 2003). Estes complexos
podem ser dissociadosem F e AP* , onde poderdo ser absorvidos facilmente pelas raizes e
serem transportados até as folhas mais jovens (Wong, M.H et al. 2003). O fluoreto
acumulado em folhas velhas pode atingir uma concentracdo am torno de 2000 mg/kg,
enquanto que nas folhas novas pode atingir de 250 a 360 mg por Kg de folha (Wong, M.H
et al. 2003).

Para ambos os solos analisados, os teores de aluminio foram altos conforme dados
da (Tabela 6, Tabela 7, Tabela 8; pag. 43; Tabela 9; pag. 44). O limite para a maioria das
espécies de solo giraem torno de 0,3 mol/Kg de Al (Zonta, E. 2003).

Tais informagdes podem levar, inicialmente, a aduzir que estas espécies vegetais
venham a absorver elevados teores de aluminio (e mesmo de F) em suas raizes e folhas.
No entanto, como cada planta possui sua fisiologia propria, somente pela andise analitica
guantitativa deste metal e mesmo do flUor nas folhas e raizes € que se podera afirmar se a
mesma ira reter ou ndo estes elementos em seu organismo, para uma possivel correlacdo
dos dados da literatura (Wong, M.H et al. 2003). Ressalta-se, entretanto, que como 0s
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teores de matéria organica de ambos os solos analisados estiveram entre médio a alto (a
faixa deste teor parte de 20,0 g/kg) grande parte deste Al podera ser complexado, a ponto
de n&o ser absorvido pelas espécies vegetais.

Em relacdo a espécie S cayennensis (Rich.) Vahl, a indicacéo do pH de seu solo,
5,1-5,3 (tendo seu solo caracterizado como do tipo Cambissolos haplicos) (Curcio, G.R.
2000), aluz do que jafoi mencinado, aponta para a existéncia de teores altos de aluminio e
mesmo de flior em suas folhas e raiz, bem como a espécie P. bahiense (Meiss) Barroso
(pH= 4,6-4,8) (Latossolos vermelho) (Boletim Técnico, 66). Desde que sejam estas plantas
acumuladoras de Al e, consequentemente, de F em seus tecidos.

Em trabalhos etnofarmacoldgicos com as comunidades @ caboclos ao sul de
Maragj6, principal ilha do delta do Amazonas, no Pard, estudos fitoquimicos realizados com
as raizes da espécie S. cayennensis (Rich.) Vahl. apresentaram, em seus extratos aquosos,
cloroformico, acetato de etila e etandlico apenas dois tipos principais de substancias:
flavanonas do tipo catequinas e ésteres triterpénicos. Esta Ultima classe de substancias foi
igualmente detectada no extrato hexanico. O tipo de solo, bem como dados da andlise de
fertilidade do solo e época de coleta, ndo foram citados na referéncia consultada (Johns, A
E., Hammer, M.L.A. 1993).

Mas pelo perfil da composicdo quimica de seus metabdlitos especiais pode-se
deduzir a existéncia diferenciada do solo e de seus nutrientes em que esta espécie se
encontrava exposta, quando comparada com os dados da composi¢do quimica dos extratos
dasraizes de S. cayennensis (Rich.) Vahl, do municipio de Florianopolis- SC.

Outros estudos desta mesma espécie gjudaram para se tomar como ponto inicial de
maior importancia, em estudos fitoquimicos de plantas medicinais, a analise preliminar do
solo. Estudos fitoguimicos (partes aéreas) desta espécie foram realizados nos municipios
de Vaenca e Marica (restinga de Maricd), no Estado do Rio de Janeiro, como locais de
coletas. Tendo o latossolo, como tipo predominante de solo dessas regides (Futuro, D.
1997).

A espécie estudada por Futuro (Futuro, D. 1997) apresentou em seus extratos
hexadnico e metandlico a ocorréncia de substancias do tipo esterdide, derivados
triterpenoidicos, arilpropandides glicosilados (verbascosideo e isoverbascosideo, somente)
e os iriddides 6-13-hidroxiipolamiida e ipolamiida, principalmente, dentro outros iridéides
(Futuro, D. 1997).

A referéncia consultada aponta ainda a uma diferenca na producdo de iridoides

para a espécie coletada nas duas localidades, tendo no municipio de Vaenga uma menor
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variabilidade desta classe de substancias, coexistindo tdo somente, em proporcdes
equivalentes, o 6 3-hidroxiipolamiida e a ipolamiida. Na restinga de Marica, entretanto,
ocorreu  uma maior variabilidade estrutural destes monoterpendides  (6-13-
hidroxiipolamiida, ipolamiida, cayennosideo, 7-hidroxicayennosideo, &cido gervasico e
cayennensideo). Tendo a 6-[3-hidroxiipolamiida como substéncia de maior concentracéo
(Futuro, D. 1997).

Segundo este mesmo autor, a diferenca encontrada na producéo da variabilidade
estrutural destes iridoides esta diretamente atrelada a “riqueza’ e a “pobreza’ dos solos de
ambas as regides. Ou sgja, um solo pobre (em matéria organica) estimularia a planta a uma
elevada diversificagdo na producdo de metabdlitos especiais frente a um solo rico (em
matéria organica) (Futuro, D. 1997). Entretanto, tal afirmacéo torna-se questionavel, ja que
0 autor ndo apresentou dados da andlise de fertilidade de ambos os solos, na época de
coleta do material vegetal estudado, para fins comparativos com a mesma espécie provinda
do municipio de Florianopilis-SC.
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5 CONCLUSAO

Esse trabalho de dissertagdo ampliou o conhecimento farmacol gico da espécie S
cayennensis (Rich.) Vahl, por meio de suas raizes, pelos testes de atividade antioxidante e
antimicrobiano do extrato etandlico e de suas fracfes, realizados pela primeira vez para
esta espécie. A fragcdo acetato de etila por ter apresentado os resultados mais preeminentes,
teve suas substancias isoladas por meio do uso de cromatografia contracorrente (CCC),
procurando com isso a identificacdo da(s) substancia(s) responsavel/ responsaveis por
ambas as atividades farmacoldgicas. Os fenilpropandides glicosilados (martinosideo,
verbascosideo e isoverbascosideo), quando comparados ao iridéide magoritério
(ipolamiida), isolado nessa fracdo, foram os responsaveis por ambas as atividades, apos
terem sido, isoladamente, testados. A atividade antimicrobiana para a cepade S. pyogenes
foi obtida pela primeira vez, para esses fenilpropandides glicosilados.

O efeito sinérgico dessa atividade foi inicialmente constatado segundo os valores
do teste de disco de difusdo, da frac8o acetato de etila, frente aos dos fenilpropandides
glicosilados ja mencionados. A comparacéo dos valores do teste da concentracdo minima
inibitéria dessa fracdo e de seus fenilpropandides glicosilados isolados e misturados,
confirmou o sinergismo dessas substancias quanto a atividade antimicrobiana. Estudos
mais pormenorizados quanto ao sinergismo nessas substancias, quando misturadas, deve
s redizado a fim de se obter um maior esclarecimento do efeito da atividade
antimicrobiana das proporcdes desses fenilpropandides glicosilados Entretanto, o
excelente efeito apresentado pela atividade antioxidante do extrato etandlico de S
cayennensis (Rich.) Vahl, quando comparado ao padréo do extrato comercial de Ginko
biloba, apontou outras classes de substancias com atividade mais promissora, presentes na
fracdo cloroférmica, além dos fenilpropandides glicosilados isolados da fracdo acetato de
etila. Sugerindo, iguamente, o0 sinergismo de ambas as fragOes, responsaveis pela
excelente atividade antioxidante.

A utilizago da técnica de cromatografia contracorrente, com 0 uso de sistemas de
solventes em gradiente, permitiu o0 dinamismo do isolamento de seis substancias, trés dos
guais os fenilpropandides glicosilados ja mencionados e trés iridoides, sendo um deles a

ipolamiida e dois outros em fase de identificagéo.
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Este trabalho exps ainda a importante relacdo solo-planta e a producéo qualitativa
dos metabdlitos especiais dessa espécie, quando comparados aos da literatura (Futuro, D.
1997), (Johns, A E; Hammer, M.L.A 1993). O que torna, em primeiro momento, os dados
da andlise de 0lo para uma dada espécie vegetal em estudo, de suma importancia. Bem
como, ainclusdo dos dados de nivel de acidez do solo e a suposta absor¢do de aluminio e
flbor pela planta, abrindo assim novos questionamentos quanto ao assunto toxidez frente a
relacdo dose-tempo do uso que um fitoterdpico ou cha venha a ser utilizado. Contudo, um
estudo quanto ao aspecto fisiologico ressa espécie deve ser feito, a fim de se constatar se
S cayennensis (Rich.) Vahl apresentard ou ndo elevados nivels de absor¢do de aluminio e
fldor em suas folhas e raizes.

Para a espéecie P. bahiense (Meiss) Barroso, constatou-se pela primeira vez no
género Pleurothyrium o flavondide isolado Apigenina —7- O- neo-hesperidosideo, o que
contribuiu para o conhecimento da composi¢cdo quimica resse género. Além da primeira
andlise fitoquimica apresentada para essa espécie, testes farmacol dgicos foram igualmente
realizados, contribuindo assim para a ampliacdo do parco conhecimento ndo so do género
como da familia Lauraceae, a que pertence. Tendo como promissor a atividade
antinociceptiva para o extrato bruto hidroalcodlico de suas folhas, quando comparado as

atividades antiinflamatoria, anti microbiana e antioxidante.
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