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RESUMO

Rheedia gardneriana (Guttiferée), largamente distribuida no Brasil, desde o Ceara ao Rio
Grande do Sul, ¢ uma planta utilizada na medicina popular, principalmente como
analgésico e antiinflamatério.

‘Estudos fitoquimicos preliminares realizados com as folhas da planta, com o
extrato hidroalcodlico bruto-EHB e extrato em acetato de etila, permitiram saber que o
vegetal € rico em biflavondides, os quais integram uma classe de compostos quimicos
naturais de reconhecida atividade farmacolégica.

A partirv' do EHB obtido das folhas, foram realizadas particbes em hexano e
acetato de etila. A fragio polar, em AcOEt, foi submetida a sucessivas cromatografias em
coluna de silica gel, utilizando como eluente, hexano, acetato de etila, etanol, acetona e
metanol em escala_de polaridade ¢rescente. O fracionamento em coluna permitiu isolar
cinco compostos, sendo quatro biflavondides € um flavondide. Esses foram identificados,
através de espectroscopia de IV, MASSAS, RMN 1H e RMN “C, como sendo:
Fukugetin, Volkensiflavona, Fukugeside, GB 2a-7-glucoside e o flavonéide Epicatequina.
Os dois 1ltimos compostos ainda ndo tinham sido isolados e descritos para este género.

As substincias Volkensiflavona e Fukugetin foram submetidos a modifica¢Ges
estruturais tais como: metilagio, benzoilagdo, acetilagio e etilagdo. As substincias
isoladas, a fragdo em AcOEt e os derivados foram submetidos a ensaios biologicos de
atividade antibacteriana. A atividade antibacteriana foi determinada por difusdo em agar e
determinagdo da concentragéo i11ibit6ria minima (CIM) e Concentragdo bactericida
minima (CBM). Foram utilizadas as seguintes espécies de bactérias: Bacillus cereus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
saprophyticus. Os resultados desses ensaios mostrou que a fragdo em AcOEt foi mais
potente em inibir o crescimento bacteriano, menos para P. aeruginosa. Dos compostos
isolados e derivados apenas o GB 2a-7-glucoside e a Volkensiflavona inibiram o

crescimento para todas as bactérias testadas, sendo a Volkensiflavona a mais eficiente,
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enquanto que os derivados Fukugetin benzoilado e Etilado, ndo apresentaram nenhuma
atividade.

Fdram também realizados ensaios farmacolégicos com o EHB e a fracio AcOEt,
mostrando importante atividade analgésica e antiinflamatéria.

Desta forma, a andlise dos resultados obtidos demonstram que a Rheedia
gardneriana apresenta efeito analgésico, antiinflamatério e antibacteriano, justificando o

emprego popular dessa planta.



ABSTRACT

Rheedia gardneriana (Guttiferae) is widely spread in Brazil, from Ceara to Rio
Grande do Sul State, being a folk medicinal plant used mainly as analgesic and
antiinflammatory. -

Preliminary phytochemical studies on the leaf from hydroalcoholic crude-extract
and its ethyl acetate fraction, showed that this vegetable is rich in biflavonoids, a class of
natural compounds with recognized pharmacological activities.

In the present work, the leaf hydroalcoholic crude extract (HCE) was partitioned
into hexane and ethyl acetate. The polar fraction (EtOAc) was submitted to several silica
gel chromatographic columns, using as eluents hexane, ethyl acetate, ethanol, acetone and
methanol in the order of increasing polarity. This allowed the isolation of four
biflavonoids and one flavonoid, which were characterised by IR, GC-MS, NMR'H and
NMR"C spectroscopy as Fukugetin, Volkensiflavone, Fukugeside, GB 2a-7-glucoside
and the flavonoid Epicatequin. the last two have not been previously isolated from genus
Rheedia.

The compounds Volkensiflavone and Fukugetin were submitted to structural
modifications (metylation, benzoylation, acetylation and ethylation). The isolated
compounds and their derivatives and the EtOAc fraction were screened for antimicrobian
activisy. The following techniques such as agar difusion, minimal inhibition concentration
(MIC) and minimal bactericid -.concentration (MBC) were used against bacteria type
Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and
Staphylococcus saprophyticus. These analysis showed the EtOAc fraction ii the most
potent “in vitro” sample in inhibiting the bacteria growing, except towards P.
aeruginosa. Within the isolated compounds and their derivatives only GB 2a-7-glucoside
and Volkensiflavone presented activity against all the tested bacteria with the
Volkensiflavone as the most -active compound, while the ethylated and benzoylated

fukugetin derivatives were completely inactives.



In pharmacologic assays, it was observed important analgesic and
antiinflammatory activities using HCE and EtOAc fraction.

Therefore the obtained results demonstrate that Rheedz'a) gardneriana presents
analgesic, antiinflammatory and antimicrobian activities, justifying its popular use as a

medicinal plant.



SIMBOLOS ABREVIATURAS E ACRONIMOS

APT - Attached Proton Test (Teste para Hidrogénios Ligados)

AcOEt - Fragdo Acetato de Etila

CIM - Concentragdo Inibitéria Minima

CBM - Concentra¢io Bactericida Minima

UFC - Unidade Formadora de Coldnia

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

DEso - Dose Efetiva 50 %

DEPT - Distorsionless Enhancement By Polarization Transfer

DLsy - Dose Letal 50 %

DLsgos - Doses Letais 50 %

EBH - Extrato Bruto Hidroalcoodlico

E.P.M. - Erro Padrio da Média

Emix - Efeito maximo

IV - Espectrometria no Infravermelho

MIP - Departamento de Microbiologia e Parazitologia da UFSC

MHz - Frequéncia

NHI - Nio Houve Inibi¢do do Crescimento Bacteriano

P - Probabilidade

PF - Ponto de Fusio

RMN 'H - Espectrometria de Ressonincia Magnética Nuclear de
Hidrogénio

RMN ®C - Espectrometria de Ressonincia Magnética Nuclear de *C

s.¢. - Subcuténeo

Ul - Unidade Internacional/mililitro

v.0. - Via Oral

A - Variag8o do Edema : relagfo pata controle/pata teste
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1. INTRODUCAO

As novas estratégias utilizadas para a obtengéio de novos farmacos incluem
estudos envolvendo produtos naturais usados na medicina folclérica, a maioria dos quais
derivados de plantas. Como consequéncia, novas substincias foram e estdo sendo
isoladas, muito frequentemente, de plantas e animais e, sua importancia atinge um estado
de éﬂe imprescindivel na busca de novos medicamentos que melhor atendam as
demandas. Nesse particular, a medicina tropical tem papel fundamental em paises como o
Brasil [1].

Ndo s6 a medicina tradicional como também a terapéutica vegetal tem feito
muitas pesquisas coroadas de sucesso €, € com grande proveito que muitos médicos
deixam de lado a medicina oficial, alopatica, ¢ passam a usar as plantas na cura de
moléstias. Os produtos quimicos manipulados em laboratdrios, tem trazido e estdo
trazendo muitos fracassos, motivos pelos quais estdo adotando este meio para promover
a cura. Nos ultimos anos, outros fatores, como a nova “onda naturalista”, também tem
contribuido para o aumento da utilizagio de tais recursos. A medicina mostrou-se
consagrada no que diz respeito as virtudes terap€uticas de centenas de plantas [2, 3].

O uso generalizado de produtos naturais, principalmente as plantas, pela medicina
popular tem crescido muito nos tultimos tempos. Juntamente tem surgido sérios
problemas de intoxicagio e até mesmo o agravamento de doengas, atribuidos a indicagSes
incorretas, doses e/ou a via pela qual serd administrada. Nem todas as plantas, as quais
recorremos como remédios empiricos, merecem cientificamente a mesma qualificagdo.
Uma espécie vegetal é dotada de inimeros principios ativos, ou seja, produtoé que tanto
podem fazer bem como também o contréario. Pode-se até mesmo estar ingerindo veneno,
um exemplo € a conhecida “dormideira”, usada sob a forma de infusdo para problemas
de insonia, se d4 ao paciente um alivio benéfico, porém, a0 mesmo tempo envenena-o
com, morfina, codeina, etc., que sdo alcaloides extraidos do épio, ou seja do suco das

dormideiras. Por isso a identificacio quimica e farmacologica dos principios ativos
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oriundos dos vegetais ¢ fator indispensavel para garantir a eficacia na utilizagdo desse
campo terapéutico [4, 5].

A busca pelos bmedicamentos sintéticos apresenta um répido crescimento mas, que
em primeiro plano procura modificar a estrutura molecular de muitos produtos naturais
no sentido de melhorar sua atividade ou mesmo ter o produto natural como molécula
alvo (modelo) na sintese de novos medicamentos. Esta metodologia ¢ amplamente
utilizada e tem apresentado, em geral, bons resultados.

Em algumas areas da medicina hd a necessidade de inovagdo, procurando
desenvolver novas substancias terapéuticas. Portanto, a busca de novas drogas oriundas
de produtos naturais nfo pode ser deixada de lado. Consequentemente, a sintese de
moléculas tendo compostos de plantas como modelo e/ ou sua modificagéo estrutural
devem ser, portanto, enfatizada. Embora a importancia dos medicamentos de origem
vegetal seja freqiientemente subestimada, numerosas substéncias desse tipo fazem parte
do arsenal terapéutico da medicina do século XX. Muitos compostos naturais se
constituem em precursores de sintese de valiosas substéincias, hoje usadas na medicina,
como € o caso de sapogeninas extraidas do carda (Dioscorea spp) ou do sisal (Agave spp)
que sdo usadas como matéria-prima para a sintese de horménios e anticoncepcionais. -
Entretanto, grande nimero desses compostos de origem vegetal entram na composigéo
da maioria das receitas médicas [6].

Considerando que a fitoterapia, a cura pelo uso de ervas e plantas naturais, foi o
primeiro recurso terapéutico utilizado pelo homem, descobrindo na flora enumeras
propriedades medicinais, no Brasil cerca de 90% das plantas ainda néio foram estudadas,
.considerando que o territério brasileiro possui aproximadamente um ter¢o das espécies
existentes no planeta. Mesmo assim se conhecem milhares de compostos naturais e
muitos produtos diversos para curar a mesma doenga, fazendo-nos demonstrar que néio

podemos afastar-nos da natureza. Com o crescente desenvolvimento de novas técnicas

analiticas, facilita assim os estudos cientificos nos produtos naturais [7, 8].
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O isolamento e caracterizagdo destes compostos, considerados como principios
ativos, bem como estudos farmacologicos, detalhados em animais, dispde de tempo
relativamente prolongado. Estimado de 3 a 10 anos. Juntamente requer dos
pesquisadores muitos conhecimentos especificos, boa dose de imaginag8io, raciocinio e
paciente esforgo [1]. Portanto, para langar um firmaco no mercado ( medicamento )
obviamente incluindo os ensaios clinicos (em humanos), o tempo médio € de 10 a 12 anos
com um custo em torno de 500 milhdes de délares, tendo em vista que a cada cinco mil

compostos quimicos estudados, apenas um chega ao mercado como medicamento [9].

1.1 - Objetivos do Presente Trabalho

Consultando literatura especifica verificou-se a existéncia de varios estudos com
 compostos quimicos isolados de plantas da familia Guttiferae e, considerando a
importancia de tais compostos como agentes terapéuticos € o uso da espécie em estudo
na medicina popular em varias regides do Brasil, o desenvolvimento do presente trabalho

visa:

1 - Extragfo e isolamento de biflavondides com potencial atividade biologica.

2 - Identificagfio dos compostos isolados.

3 - Modifica¢des estruturais nos biflavonéides isolsdos.

4 - Andlise das atividades biologicas dos compostos naturais e de seus derivados

hemissintéticos no intento de correlacionar estrutura atividade.



CAPITULO I
'REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Consideracdes Gerais Sobre a Familia Guttiferae

A familia Guttiferae retine plantas primariamente lenhosas, arboreas ou arbustivas,
latescentes ou nfio, com flores em geral vistosas, isoladas ou reunidas em inflorescéncias.
Apresentando um numero representativo de. plantas uteis ao homem [10]. Esta
representada por mais de 1000 espécies, distribuida em 50 géneros e dividida em seis
sub-familias, (Kielmeyeroideae, Calophyllideae, Clusioideac, Moronoboideae,
Lorostemonoideae ¢ Hypericoideae). De modo geral, é amplamente distribuida nas
regides tropicais € sub-tropicais de todo o planeta. A maior exce¢do ¢ o género
Hypericum, atingindo as regides temperadas. Na flora brasileira sdo conhecidos cerca de
21 género ¢ 183 espécies.

Espécies do género Mammea sdo cultivadas pelos frutos comestiveis. S&o
frequentes nos campos cerrados duas espécies de Kielmeyera, uma delas conhecida como
pau-santo. Um género muito freqiiente é o Caraipa ¢, o platonia fornece o bacuri, fruta da
regiio amazdnica. A Clusia é bastante comum nas matas litordneas com lindas flores
brancas. Certas espécies de Hypericum com flores amarelas so comuns nos campos do
sul do Brasil. Nesta familia inclui o género asidtico Garcinia, uma de suas espécies produz
0 mangostgo, fruto bastante apreciado [10].

Grande nimero de espécies desta familia estdo contribuindo para a medicina como
mostrado em estudos quimicos € farmacologicos, através de duas classes de compostos
muito ativos como as xantonas e biflavondides. Muitas espécies de vérios géneros da
familia Guttiferae destacam-se pela importincia de estudos Quimicos e biologicos.
Espécies como: Calophyllum zeylanicum, Psorospermum febrifugum, Cratoxylum
pruniflorum, Hypericum aucheri, Hypericum barbatum, Hypericum boissieri,
Hypericum humifusum, Hypericum maculatum, Hypericum rocheli, Hypericum

rumeliacum, Hypericum sampsonii, Hypericum degenii, Haploclathrd paniculata,
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Garcinia kola, Garcinia huillensis, Garcinia mangostana, Hypericum pe;foraium,
Garcinia dulcis, espécies do género Calofillum, Rheedia brasiliensis, Rheedia
bentamiana, Lorostermon negrencis, Lorostermon coelhoi, Clusia nemorosa,
Porospermum tenuifolium, Garcinia nervosa, Garcinia cowa, Garcinia subelliptica,
Garcinia dioica e Garcinia multiflora. [11, 12, 13, 14].

Inimeras xantonas e biflavondides foram identificados, na familia Guttiferae,
mostrando um importante desenvolvimento nesta area. Xantonas isoladas de espécies do
género Psorospermum, como a psofospermina, mostrou significativa atividade “in vivo”
para leucemia, tumores de célon e de mama. Uma outra xantona, a mangiferina extraida
dos géneros Cratoxylum e Hypericum, foi tema de estudos de atividade antiinflamatéria,
antihepatéxica e antiviral, com doses de 50 mg/kg. Muitas dessas xantonas,
principalmente a mangostina, derivada do género Calophyllum, exibiu significante
propriedade antiinflamatéria. Além de atividade anti-tlcera e sem efeito analgésico e
antipirético. Desse mesmo género a xantona 3,6-di-o-glucosilmangostina produz
estimulagdo no miocéardio e aumenta a pressdo sangiiinea em cées [11]. Da Garcinia
multiflora foram isolados varios biflavondides com ativadade antiviral, como por
exemplo a morelloflavona (= Fukugetin) que apresentou significante atividade antiviral
contra HIV-1 [15, 12, 13]. Biflavonéides da Garcinia kola, como GB-1, GB-2 ¢
kolaflavanona produzem efeito hipoglicémico em coelhos diabéticos € também atividade
para aldose redutase, antidiabética e antihepatoxica. Ja nas espécies Garcinia
mangostana, Garcinia dioica, Garcinia subelliptica, Garcinia cowa e Garcinia dulcis
foram estudadas xantonas com atividade antibacteriana, sendQ as duas 1’11tima§ com
atividade antimalarial. Em Garcinia mangostana foram estudadas xantonas com
atividades antifungo, antipirética e anticonvulsante além de ag¢dio no sistema
cardiovascular de cdes e rds. Produz estimulagio do miocérdio € aumenta a pressdo
sanguinea. Também apresenta atividade antiinflamatoria e anti-ulcera em ratos. O extrato
bruto etandlico mostrou atividade inibitéria contra HIV-1 protease. [ 16, 17,18, 19,20 ¢

21].
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Em Outras espécies como Gdrcinia nervosa, Garcinia spicata, Garcinia
xanthochymus, Garcinia linii, Garcinia eugeniifolia, Psorospermum tenuifolium, Clusia
nemorosa, Lorostermon negrensis € coelhoi e Hypericum perforatum foram isolados e
identificados varias xantonas e biflavonas. Do género Calophyllum foram estudadas
algumas espécies, das quais foram isolados xantonas com atividade antimicrobiana. Entre
estas podemos destacar a 6-deoxijacareubin e jacareubin e as benzofenonas kolanona e
garcinol da espécie Calophyllum inophyllum [ 25, 24, 23,22 e 11].

Algumas xantonas preniladas possuem propriedades antimicrobiana. A
mangostina mostra atividade antibacteriana, incluindo a inibicdo de Staphylococcus
aureus resistente a penicilina, bem como atividade anti-fingica (microbial). Um efeito
tuberculostatico também foi notado em xantonas sintéticas e naturais [ 11].

A maioria das xantonas de origem natural tem sido encontradas em apenas duas
familias de plantas: a Guttiferae e a Gentianaceae. Xantonas preniladas foram encontradas
apenas na familia Guttiferac. Na década de 80 foram identificadas 95 xantonas em
Guttiferae, incluindo a espécie Rheedia gardneriana. Desde entdio houve um crescimento
nas pesquisas obtendo hoje um numero bem maior de xantonas identificadas de varias
espécies desta familia.

A familia guttiferae produz uma grande variedade de xantonas prenﬂadas e
hidroxiladas. O aumento no interesse destes compostos é mostrado pelo grande niimero
de compostos isolados durante os tltimos 20 anos.

Ultimamente o estudo farmacolégico de xantonas as indicam como potentes

agentes terapéuticos [11], tabela 1 p. 42.

2.2 - Consideracdes Gerais Sobre o Género Rheedia L.

Em 1753 Linnaeus descreveu a primeira espécie genérica (Rheedia gardneriana)

para o género Rheedia, sendo este um dos primeiros géneros de Guttiferae a ser
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classificado, e compreende cerca de 45 espécies [26, 11]. Sua distribuicio geografica
restringe-se a América do Sul, América Central e Madagascar.

A maioria das espécies de Rheedia apresentam frutos édulos, geralmente com
sabor 4cido e um tanto adstringente. Algumas dessas espécies séo cultivadas e outras sdo
encontradas apenas em estado silvestre. As espécies do género Rheedia sdo designadas
pelo nome vulgar de bacuri-pari.

Sdo arvores de 5 a 20 m de altura, ramos cilindricos, retos, resinosos. Folhas
opostas de tamanho varidvel, com inflorescéncias axilares (raro caulinares), fasciculares
para as flores masculinas e raro as hermafroditas, inseridas sobre um pulvinulo. Fruto:
baga, epiéarpo coriaceo, liso ou murricado, com trés a uma sementes cilindraceas,
albuminadas, envolvidas por um arilo branco-amarelado, afixas medianamente e embriéo
com cotilédones obsoletos.

O estudo dos frutos para aproveitamento alimentar, sob forma de conservas € ao
natural, est4d se tornando cada vez mais importante para obtengdo de novas formas de
nutrientes. Neste particular o género Rheedia pode oferecer excelente material. Seus frutos
amadurecem muito rapidamente, sdo comestiveis, as sementes contém Oleo e a madeira
tem usos limitados. Na Amazonia Oriental uma das espécies comumente cultivadas, em
sitios e quintais, € Rheedia macrophylla Planchon & Triana um dos poucos "bacuri-pari" a
sofrer comercializagdio, embora em escala reduzida [26].

Primitivamente vérias espécies do género Rheedia foram descritas e classificadas
sob outros géneros. Dessas, algumas ja existiam como a Garcinia martius (1841). Outros
eram géneros novos como, por exemplo, Verticillaria Ruiz et Pavon (1794) , Chloromyron
Persoon (1807) € Lamprophyllum Miers (1853), criados por esses autores para enquadrar
diversas espécies de Rheedia.

Em 1860 Planchon & Triana fizeram a primeira revisdo sobre o género Rheedia, o
-qual dividiram em duas segdes: 1) Eurheedia, compreendendo as espécies portadoras de
frutos lisos e 2) Verticillaria Ruiz et Pavon, englobando as espécies com frutos verrucoso-

muricados.
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Engler (1888), fez a primeira e unica revisio das espécies brasileiras de Rheedia,
na qual ratifica as se¢des e varias espécie descritas por Planchon & Triana. Engler apontou
oito espécies validas para o Brasil: R. macrophylla, R. longifolia, R. brasiliensis, R.
benthamiana, R. spruceana, R. cliptrata, R. gardneriana e R. floribunda, sendo apenas
essa ltima enquadrada na segdo Verticillaria, sendo relacionada para a Amazonia brasileira
apenas quatro espécies.

Mais tarde, Engler (1895) aceita para o género Rheedia 17 espécies validas (15 na
América tropical e duas em Madagascar), distribuidas em trés se¢des: Eurheedia Planchon
et Triana, Ruscoides Vesque e Verticillaria Ruiz et Pavon.

Staandley & Williams (1961) apontam para o género Rheedia 40 espécies, das
quais 4 em Madagascar e as restantes na América tropical. Trés espécies foram citadas
para a Guatemala; R. edulis, R. intermedia € R. macrantha.

Em 1964 Melchior cita a existéncia de 30 espécies validas de Rheedia, todas
tropicais. Porém segundo Willis (1973), existem 45 espécies validas de Rheedia,
distribuidas pela América do Sul, América Central, fndias Ocidentais e Madagascar.

As espécies brasileiras do género Rheedia estdio divididas em duas segOes
distintas, baseada no aspecto exterior de seus frutos. Segue as oito espécies € sua
- distribuigdo geogréfica.

1 - Se¢dio Rheedia Planchon et Triana. Frutos com epicarpo liso:

R. longifolia: Estados do Amazonas, Acre e Rond6nia.

R. macrophylla: Pari, Amazonas, Acre, Mato Grosso, Amapd, Roraima, Maranhio,
Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro.

R. albuquerquei: Amazonas.

R. gardneriana: Para, Amazonas, Roraima, Rondonia, Ceard, Pernambuco, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

R. brasiliensis: Para, Amazonas, Acre, Mato Grosso, Maranhfio, Pernambuco, Rio de

Janeiro, Sdo Paulo e Parana.
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2 - Seg¢do Verticillaria Ruiz et Pavon. Frutos com epicarpo muricado-tuberculado:
R. acuminata: Para, Amazonas, Acre, Mato Grosso, Amapa e Goias.

R. benthamiana: Para, Amazonas ¢ Amapa.

R. madruno: Para e Amazonas.

Embora Engler (1888) tenha indicado também oito espécies para o Brasil, (R.
macrophylla, R. longifolia, R. brasiliensis, R. calyptrata, R. gardneriana, R. spruceana,
R. tenuifolia e R. floribunda), apenas quatro ainda sfo validas, devendo as restantes serem
consideradas sindnimos de diversas outras espécies de Rheedia.

De acordo com Engler ( 1888 ), na Amazdnia brasileira existiriam somente quatro
Rheedia ( R. macrophylla, R. longifolia, R. spruceana e R. Floribunda ) , das quais sé as
duas primeiras continuam validas. Na realidade todas as oito espécies brasileiras ocorrem
nesta regido, sendo que trés a R. acuminata, R. benthamiana € R.madruno sio nativas da
Amazo6nia e duas outras constituem endemismos, a R. longifolia e R. albuquerquei.

As espécies brasileiras do género Rheedia sdo comumente designadas por bacuri-
pari, bacupari ou bacopari, além de outros nomes locais ou especificos [26].

Das espécies brasileiras quatro delas (R. gardneriana, R. brasiliensis
popularmente conhecida como bacuripari, bacopari, bacopari do rio, sacopaﬁ e limdo-do-
mato, , R. benthamiana e R. madruno com sinonimia popular de bacuripari e bacuri
respectivamente) tem uso‘s medicinais e também ja foram realizados estudos quimicos,
determinando-as como sendo plantas ricas em substéncias ativas e consequentemente de

interesse para a medicina.

2.3 - Consideracoes Gerais Sobre a Espécie em Estudo, Cruz, Lorenzi e

Corréa

Rheedia gardneriana Planch et Triana - Guttiferae.
Nomes populares: bacopari, bacupari, bacoparé, bacopari-miudo, mangostéo-

amarelo, bacuri-mirim, remelento, escropari e bacori. Arvore de porte médio, 5 - 7
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metros de altura, troncos de 15- 25 cm. de didmetro. Tém configuracéo piramidal com
folhas opostas pecioladas, coreaceas, glabras, de 7 - 10 cm. de comprimento por 3 - 4 de
largura. Seu fruto é amarelo contendo uma substancia polposa branca, mucilagenosa,
doce e comestivel. Se encontra desde o Ceard ao Rio Grande do Sul, principalmente no
estado de Minas Gerais e na Floresta pluvial.

Fornece madeira de pequenas dimensGes propria para construgéio civil,
carpintaria, marcenaria, cabos de ferramentas e moirJes. E moderadamente pesada
(0,87g./cm’) e duravel sob condigdes naturais. Sua casca exsuda uma resina amarela que
serve para curtumes de couro. A planta é caracteristica do interior da mata de beira de
rios e corregos, mas produz muito mais fruto quando fora da mata. E também usada
como arborizagdo urbana, devido sua caracteristica ornamental. Floresce durante os
meses de agosto € setembro e os frutos amadurecem em dezembro a fevereiro. A
produgdo de mudas é simples mas demorada (de 7 - 9 meses) e a taxa de germinagdo €
elevada (acima de 80%). O desenvolvimento das plantas apés o plantio definitivo €
também lento [27].

Em Santa Catarina h4, segundo o Herbario Barbosa Rodrigues, somente a espécie
Rheedia gardneriana. A espécie estudada foi identificada no Herbario da FURB, em
Blumenau SC, em 1993 pelo Boténico Marcos Sobral da Universidade Regional do Rio
Grande do Sul, e esté cataiogada sob o nimero 3759.

Esta planta é usada pela medicina popular, de modo variado, principalmente
como analgésico e antiinflamatério, especialmente em processos infecciosos do trato
urindrio sob a forma de chas e até como ungiientos e compressas [7, 28]. Estudos
farmacolégicos preliminares anteriores sugerem a ago analgésica de alguns biflavondides

extraidos desta planta [29].
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FIGURA 1 - Vista parcial do local das coletas de Rheedia gardneriana
Planch et Triana, nos remanescentes florestais do Campus

I da FURB - Blumenau, SC, 11/02/1999
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2.3.1 - Posicdo Sistematica da espécie Rheedia gardneriana Planch et
Triana
Classifica¢io Taxondmica segundo JOLY, 1967 [10]

Diviséo Angiospermae

Classe Dicotyledoneae

Sub-classe Archichlamydeae

Ordem Guttiferales

Familia Guttiferae

Sub-familia Clusioideae

Tribo Garcinieae

Género Rheedia

Espécie Rheedia gardneriana

Sinonimia Botanica Lamprophyllum Gardnerianum Miers
Sinonimia Vulgar Bacopari, Bacori e Mangostdo amarelo

2.3.2 - Substiancias Quimicas Identificadas de Rheedia gardneriana

Alguns estudos quimicos ja foram realizados com a Rheedia gardneriana,
determinando vérias substincias que a compdem, partindo de raizes, tronco, casca, frutos
e folhas. Entre os compostos quimicos isolados e identificados, as xantonas sdo de maior
nimero, além de outros como: esterdides, tritérpenéides e biﬂavon(’)ides.» Os compostos
isolados foram: (1,6-dihidroxi-5-metoxixantona  (Buchanoxantona) (1), 1,7-
dihidroxixantona (Euxantona) (2), 1,5-dihidroxixantona (3), Lupeol (4), Betulina (5) e
Beta-sitosterol (6)), todos separados por extragdo com benzeno a partir da casca ¢
tronco [30, 31].

(8-Deoxigartanina (7), 1,5-dihidroxi-6", 6’-dimetil-2H-pirano (2’,3” : 3,2) - 67,6”
-dimetil-2H-pirano (2”,3” : 6,7) xantona (Rheediaxantona - A) (8), 1,5,6 - trihidroxi-
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6’,6’- dimetil-2H-pirano  (2°,3° : 3,2)-7-(3 metilprop-2-enil) xantona (7 -
Preniljacareubina) (9) e Piranojacareubina (10)), isolados do extrato em benzeno das
faizes da planta [32].

(4,5’-dihidro-1,5,6-trihidroxi-4’,5°,5’-trimetilfurano (2°,3°:3,2)-4 (1,1-
dimetilprop-2-enil)-xantona  (Isorheediaxantona - B) (11), 1,5-dihidroxi-6’,6’-
dimetilpirano (2°,3” : 6,7)-xantona (Rheediacromenoxantona) (12), Rheediaxantona - B
(13), Rheediaxantona - C (14) e Macluraxantona (15)). A extragdo foi feita com benzeno
a partir das raizes e sua casca [33, 34].

Do extrato etandlico, também das raizes, foram isolados trés biflavondides:
Biflavona GB2a (16), Fukugetin (17) e Volkensiflavona (18) [35]. A partir do extrato
etandlico, das folhas, foram isolados o Fukugeside (19) e os compostos 16, 17 ¢ 18
citados acima, e I3-naringenin-II18-4’-Ome-eriodictyol (GB-2a-1I-4’-OMe) (20) [29, 36].

Recentemente foram isolados da polpa dos frutos de Rheedia gardneriana
(extragdo com hexano) o Sitosterol (21) e Estigmasterol (22). O extrato hexanico da
casca forneceu a-copaeno (23), a-muuroleno (24), y-cadineno (25), Cadineno (26) e
7-Epiclusianona (27), este ultimo com estudos de atividades biologicas. E do extrato
diclorometano também da casca foi isolado o Acido oleandlico (28) [37, 38].

Muitos desses compostos ja foram isolados de outras espécies dos mesmos ¢ de
diferentes géneros e familias, incluindo aqui o Fukugetin e a Volkensiflavona, principais
compostos em estudo. Os quais foram isolados de espécies como Garcinia multiflora,
Rhus succedanea e Garcinia nervosa, e realizados estudos farmacoldgicos, com
atividades bioldgicas diversas [13, 39, 24, 25, 14, 15, 11].

Conforme demonstrado, a Rheedia gardeneriana produz uma variedade de
xantonas, entre elas simples e preniladas, aumentando assim o interesse por estes

compostos.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - COLETA E IDENTIFICACAO DA ESPECIE VEGETAL

“Rheedia gardneriana”

A espécie em estudo, Rheedia gardneriana, foi coletada nos remanescentes
florestais do campus I da Universidade Regional de Blumenau - FURB, no més de
fevereiro de 1999, e identificada no Herbario desta Universidade pelo Professor Marcos
Sobral, cuja catalogagfo estd sob os nimeros 534 a 540.

Apés a coleta, as folhas foram lavadas em 4gua corrente ¢ submetidas a
desidratagfio na sombra e a temperatura ambiente, durante 14 dias. Todas as folhas foram

obtidas de um mesmo individuo.

3.2 - OBTENCAO DOS EXTRATOS

3.2.1 - Obtencio do Extrato Hidroalcodlico Bruto para Isolamento dos

Principios Ativos

Para a obtengdo do extrato hidroalcodlico bruto, foram utilizados 4,120 kg de
folhas desidratadas. O material foi moido em liquidificador e submetido a extragio por
maceragdo com 20 litros de dlcool etilico de grau comercial e agua destilada, (90/10 v/v
alcool/agua), em frascos de vidro &mbar & temperatura ambiente durante quinze dias, com
repetidas reposi¢do de solvente e agitagdo periédica. O macerado foi filtrado em papel
filtro e concentrado até o volume de 2,0 litros, em evaporador rotatério sob pressdo
reduzida (temperatura 50 °C + 1), resultando num material de coloragdo marrom claro.

O extrato bruto, com presenca de precipitado resinoso, foi armazenado em frasco .
de cor 4mbar e deixado repousar a temperatura de 4 °C durante 48 horas. O precipitado

formado foi removido por filtragdo em papel filtro, resultando numa solugédo (1,800 L) de
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coloragdo vermelho castanho (concentragio de 12,6% de matéria seca), sendo
denominado de Extrato Hidroalcodlico Bruto - EHB. O precipitado de cor verde escuro,
um material que ja se difundia quando na concentragio do extrato, aglomerando-se ao
redor do baldo, resultou em 215 g, recebendo esse a denominagfio de resina.
Considerando apenas o extrato hidroalcodlico bruto, a fase liquida do material extraido,
que serd o material de partida para as extragdes dos constituintes ativos, o rendimento
partindo do material vegetal desidratado é de 5,5 %.

O material foi conservado em cémera fria nfio superior a 4 °C, protegido da luz,
sendo somente retirado para o preparo das extragdes e testes propostos.

Uma amostra do extrato hidroalcodlico bruto foi usada nos testes das atividades
farmacologicas. Este extrato apresentou atividade farmacoldgica e assim foi utilizado na

separagdo dos seus constituintes ativos.

3.3 — PREPARO DOS EXTRATOS PARA PESQUISA DE
GRUPOS QUIMICOS

3.3.1 - Extrato Aquoso

O material vegetal moido (20 g), foi misturado com 100 mL de agua destilada, e
aquecido até a fervura durante 15 minutos. Ap6s repouso de 10 minutos, foi filtrado € o

volume completado para 100 mL.

3.3.2 - Extrato Alcoélicb

20 g das folhas secas ¢ moidas foram deixadas em maceragdo com 200 ml de
alcool etilico durante 15 dias, ao abrigo da luz, com agitagdes ocasionais. O macerado foi
filtrado em papel filtro e evaporado em evaporador rotatério a temperatura de 50 °C

sob pressdo reduzida, até obter 80 mL.

Rl
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3.3.3 - Extrato Hidroalcodlico

O material vegetal moido (80 g), foi mantido sob agitagdo (cerca de 1 hora) com
200 mL de agua e 600 mL de etanol (70 : 30 v/v). A mistura foi aquecida em banho-
maria e filtrada a quente em papel filtro. Evaporou-se o solvente em evaporador a 50 °C
até um volume de 150 mL. Apds a concentragdo, apareceu precipitagio e foi feito nova
filtragdo.

Coloragdo do extrato: Castanho avermelhado.

3.3.4 - Operagoes Preliminares do Extrato Hidroalcodlico

Foram separados sete por¢es de 5 mL em tubos de ensaio numerados de 1 a7, e
duas por¢des de 10 mL em Béckeres rotulados, 1e 2.

Os Bécheres foram colocados em banho-maria até sua secura € mantidos em
dessecador até a ocasido de serem usados. O restante do extrato foi concentrado em -
banho-maria até obter a metade do volume. Levou-o a pH 4 com HCl e em seguida, o .
liquido acidulado foi filtrado. Reservou-se tanto a solugdo como o residuo insoluvel e os

tubos de ensaio para testes posteriores.

3.3.5 - Extrato Etéreo

40 g do material vegetal pulverizado foi submetido 4 extrai;e“lo com 500 mL de
éter etilico durante um dia, sendo ocasionalmente agifédo. A mistura foi filtrada em papel
filtro e concentrada em rotavapor a 50 °C, até 30 mL (+ duas partes da planta para uma

do solvente). Efetuou-se nova filtragdo apos a concentragéo.
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3.4 - INVESTIGACAO QUIMICA PRELIMINAR

Atendendo ao estudo dos possiveis principios ativos presentes nas folhas, de
Rheedia gardneriana Planch et Triana, foram reafizados os ensaios fitoquimicos
preliminares, a partir dos extratos aquoso, alcodlico e hidroalcoélico, seguindo a marcha

sistematica descrita por Souza e Matos[47 e 06].

3.4.1 - Taninos

-a) Reagfio com Cloreto Férrico

O extrato aquosd obtido no item 3.3.1, (10 mL), foi transférido para um tubo de
ensaio onde foi adicionado duas gotas de solugdo aquosa de Cloreto Férrico (FeCl) a
1%. O desenvolvimento de coloragéo verde, azul ou a formagio de precipitado, indica
ensaio positivo.

b) Separagéo dos Taninos Hidrolisaveis e Condensados (Ensaio de Stiasny)

O extrato aquoso obtido no itém 3.3.1, (20 ml) foi submetido a refluxo durante 30
minutos, com 10 mL do reagénte: (formaldeido 40% - 4cido cloridrico fumegante 1:3
v/v). Ap()é o resfriamento foi filtrado e o residuo foi lavado com &4gua destilada. Os
taninos condensados originam precipitados vermelhos.

Os taninos hidrolisaveis permanecem em solugéo e podem ser pesquisados do
seguinte modo:

Em 10 mL do filtrado adicionou-se 5g de acetato de sédio ¢ duas gotas da
solugdo 1% de cloreto férrico - coloragio azul indica teste positivo.

¢) Taninos Hidrolisaveis - confirmagéo

Em 5 mL do extrato obtido em 3.3.1, foram adicionados 10 mL de acido acético
glacial 10 % e 5 mL da solugfio de acetato de chumbo 10 %. Formagio de precipitado

indica taninos hidrolisaveis.
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3.4.2 - Cumarinas

Ao extrato alcodlico (10 mL) obtido em 3.3.2, foi adicionado quantidade
suficiente de HCI até a obtengdo de pH 1. O volume foi transferido para um funil de
separa¢do e agitado trés vezes com porgdes sucessivas de 20 mL de éter etilico. Foi
reunido o extrato etéreo e o seu volume reduzido a 10 mL.

Gotas do extrato etéreo foram depositadas em papel de filtro, em trés pontos
previamente determinados, de modo a obter trés manchas de 1 cm de didmetro. As
manchas 1 e 2 foram tratadas com uma gota da solugdo de hidréxido de sédio IN. A
mancha 1 foi coberta com uma ldmina de aluminio, e~em seguida o papel de filtro foi
levado para uma cAmara de luz ultravioleta, ficando exposta sob ondas longas (365 nm)
durante 3 minutos. O desenvolvimento de fluorescéncia azul na mancha exposta a luz

indica Cumarinas.

3.4.3 - Fenéis com Posi¢io Orto e Meta Livre

O extrato etéreo obtido em 3.3.5, (2 mL), foi transferido para uma cépsula de
porcelana e levado a secura. Adicionou-se a seguir 2 gotas do reativo de Liebermann -
Burchard recentemente preparado. Apés 5 minutos foi adicionado uma gota de 4gua
destilada e homogeneizada com um bastdio de vidro, adicionando em seguida gotas de

hidréxido de s6dio 4N. O desenvolvimento da colorag#o indica a presenga de fendis.

3.4.4 - Antraquinonas

15 mL do extrato alcodlico obtido em 3.3.2, foi refluxado durante 15 minutos
com trés ml de 4cido sulfiirico a 10%. Apos, filtrou-o e o filtrado foi esfriado e
transferido para um funil de separagdo com 30 mL de 4gua destilada e, extraido trés

vezes com 10 mL de benzeno. Os extratos benzénicos foram reunidos e concentrados, em
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evaporador & temperatura de 50 °C, até 10 mL, sendo transferido para um tubo de ensaio
e agitando-o com 10 mL de hidréxido de amdnia concentrada.
Os derivados antraquinénicos de cor amarela, formam radicais croméforos

avermelhados.

3.4.5 - Acidos Orgénicos

O extrato etéreo restante obtido em 3.3.5, foi levado a secura. Adicionou-se 5 mL
de agua destilada para a determinagdio do pH. A reagfo 4cida confirma a presenga de

acidos organicos.

3.4.6 - Fenois e Taninos

Ao tubo de ensaio de numero 1 (3.3.4), foram adicionados quatro gotas de
solugdio alcodlica de cloreto férrico. Foi agitado bem cém observagdo de qualquer
variagio de sua cor ou formagdo de precipitado abundante escuro. Comparando com um
teste em branco, preparado apenas com 4gua e cloreto férrico.

- Coloragdio variavel entre o azul e o vermelho ¢ indicativo da presenca de fendis,
quando o teste em branco for negativo.

- Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenga de taninos pirogalicos
(taninos hidroliséveis) e verde, a presenga de taninos fiobafénicos (taninos condensados

ou catéticos).

3.4.7 - Antocianinas, Antocianidinas e Flavondides

Aos tubos de ntmero 2, 3 e 4 (3.3.4), adicionou-se 4cido cloridrico 0,5 N e
hidréxido de sédio 0,5 N para acertar o pH em pH 3, pH 8,5 e pH 11 respectivamente.

Observou-se mudanga na colorago do material.
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Aparecimento de cores diversas indica a presenga de varios constituintes, de

acordo com a tabela:

Constituintes Cor

pH: 3 pH: 8,5 pH: 11
- Antocianidinas e antocianinas vermelha lilas Azul-parpura
- Flavonas, flavonéis e xantonas - - Amarela
- Chalconas e auronas vermelha - Verm.-pirpura
- Flavanondis - - - Verm.-laranja

Obs. A presenga de um constituinte pode mascarar a cor indicativa da presenga de outro.

3.4.8 - Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas

Com os tubos de numero 5 e 6 (3.3.4), foi acidulado o primeiro com acido
cloridrico 0,5 N até pH 3 e alcalinizado o segundo com hidréxido de sédio 0,5 N até pH
11. Foram aquecidos na chama de alcool por trés minutos. Observou-se q‘ualquer
mudanga na cor, por comparag&o com os tubos correspondentes usados no teste 3.4.7.

- Aparecimento ou intensificagio da cor indica a presenga de constituintes

especificos na tabela seguinte:
Constituintes Cor
Meio Acido Meio Alcalino
- Leucoantocianidinas vermelha -
- Catequinas (taninos pardo-amarelado -
catéquicos)
- Flavanonas - vermelho-laranja

Obs 1. A presenca de um constituinte pode mascarar a presenga de outro.

Obs 2. Efetuou-se outros testes referentes aos de 3.4.6, 3.4.7 € 3.4.8, tomando 6

mL do extrato (3.3.3) diluindo com 25 mL de etanol, dividindo-o em 6 tubos de ensaio.
O-tubo-nmiimero 1 indicou teste positivo para fendis, o n° 2 permaneceu normal, n° 3
vermelho-laranja e o n° 4 vermelho-laranja mais intenso. O tubo n° 5 permaneceu igual,

sem alteragdo de cor e o n° 6 intensificou mais a cor.
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3.4.9 - Flavondis, Flavanonas, Flavanondis e Xantonas

Ao tubo de namero 7 (3.3.4), adicionou-se 500 mg de magnésio, ém fita, picado e
0,5mL de acido cloridrico concentrado. O fim da efervescéncia indica o término da
reacdo e observou-se por comparagio a mudanga na cor da mistura da reag&o nos tubos 5
e’

- Aparecimento ou intensificagio da cor vermelha ¢ indicativo da presenga de

flavondis, flavanonas, flavanonoéis e/ou xantonas.

3.4.10 — Flavonoides

Realizou-se ainda a seguinte pesquisa para flavondides: 1 g do vegetal
pulverizado com 60 mL de metanol, foi mantido em ebuli¢do sob refluxo durante 10
minutos. A solug#io ainda quente foi filtrada e diluida com 20 mL de 4gua destilada. Apds
esfriar a solugdo foi agitada duas vezes com 20 mL de éter de petréleé, e a fase
metandlica aquosa foi evaporada até a secura sob pressdo reduzida a temperatura de 50
°C. O residuo obtido foi dissolvido em 30 mL de acetato de etila e filtrado. Desta solucgéo
foi separada em trés tubos de ensaio, sendo 2 mL cada, para as seguintes reagdes de

identificacdo:

a) Reagdo de Shinoda ou Reagfio da Cianidina (redugfio pelo hidrogénio) - ao
tubo de nimero 1 foram adicionados 200 mg de magnésio em p6 e gotas de 4cido
cloridrico concentrado. Os derivados flavonicos, as flavonas, as flavanonas e os flavon6is

de cor amarela sdo reduzidos a compostos antocidnicos avermelhados.

b) Reagdio com Acido Sulfiirico Concentrado - ao segundo tubo foi adicionado
gotas de acido sulfirico concentrado. Na presenca do acido os compostos flavonicos, em

geral formam sais de ox0nio e as solu¢des apresentam fluorescéncia amarela.
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¢) Reagdio de PEW (redugéo pelo hidrogénio) - Foram adicionados ao ultimo tubo
200 mg de Zinco em p6 e gotas de acido cloridrico concentrado. Os derivados flavonicos

de cor amarela reduzem-se a compostos antocidnicos avermelhados.

3.4.11 - Esteréides e Triterpenéides (Liebermann - Burchard)

O residuo seco do bécker nimero 1 (3.3.4), foi extraido trés vezes com 2,0 mL de
cloroférmio, sendo bem triturado o residuo com o solvente. A solugdio cloroférmica foi
filtrada lentamente em pequeno funil com uma bolinha de algodéo, coberta com 400 mg
de sulfato de s6dio anidro, para um tubo de eﬁsaio. Adicionou-se 1,0 mL de anidrido
acético com uma suave agitagdo, em seguida juntou-se trés gotas de 4cido sulftrico
concentrado tornando a agitar suavemente e observando o desenvolvimento de cores.

- Coloragdo azul evanescente seguida de verde permanente indica a presenca de
esteroides livres.

- Coloragdo pardo até vermelha indica triterpen6ides pentaciclicos livres.

3.4.12 — Saponinas

O residuo insolivel em cloroférmio, separado em 3.4.11, foi redissolvido com 10
mL de agua destilada filtrando-a para um tubo de ensaio. O tubo com a solugdo foi
agitado fortemente por dois minutos. Houve formacsio de espuma persistente €
abundante, indicativo de saponinas (heterosideos saponinicos).

a) Confirmagdo de Saponinas

Adicionou-se dois mL de 4cido cloridrico concentrado ao conteudo do tubo
preparado acima, deixando-o por uma hora em banho-maria. Ao esfriar foi neutralizado
e agitado novamente.

- A presenca de precipitado e a nfo formagdo de espuma confirma a presenca de

saponinas.
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3.4.13 - Acidos Fixos Fortes

Ao residuo do Bécker niimero dois item (3.3.4), foi adicionado 0,5 mL de etanol,
misturando bem e acrescentando 1 ml de hidréxido de amdnia concentrada, com boa
mistura. Em seguida foi aquecido e filtrado, mantendo o recipiente com o liquido em
banho-maria até a secura e néio haver nenhum indicio de vapores de amdnia. O Bécker
com o material seco foi levado a estufa por 10 minutos e, redissolvido em agua e filtrado
novamente. Separou-se o filtrado em dois pequenos frascos e foi adicionado a um deles 1
mL de hidréxido de s6dio 1N, fechando-os rapidamente, deixando-os suspenso na tampa
uma tira de papel umedecido com reagente de Nessler. Foi observado o desenvolvimento
de cor no papel-reagente.

- Coloragdo marrom no frasco que contém hidroxido de sddio indica a presenga

de acidos fixos fortes no extrato.

3.4.14 — Resinas

O residuo sélido resultante da concentragdo do extrato hidroalcodlico, de acordo
com o item 3.3.4, foi extraido com 4 mL de etanol. Filtrou-se a solugfio etandlica € 3 mL
foram colocados em um tubo de ensaio com 6 mL de &4gua, e observou-se a formagéo de
precipitado.

- Precipitado floculoso que se aglomera por agitagfio ou aquecimento indica a

presenga de resinas.

3.4.15 - Alcaloides

Foram tomados 15 mlL da solugfo aquosa obtida no item 3.3.4 e elevado o pH até
11 com hidréxido de amoOnia, e extraido as bases organicas com trés por¢des sucessivas

de 30, 20 e 10 mL da mistura éter-cloroformio (3:1), em funil de separagéio. A fase
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aquosa foi reservada para outro teste. A solugdo eter-clorof6rmio foi tratada com sulfato
de sédio anidro e, reextraido as bases orginicas com trés por¢des sucessivas de 5 mL de
acido cloridrico 0,1 N. Descartou-se a solug#o éter-cloroformio e a solugéo aquosa acida
foi repartida em trés tubos de ensaio, evitando a presenga de solvente orgénico.
Adicionou-se a cada tubo respectivamente, trés gotas dos reagentes de precipitagdo de
alcaléides, Hager, Mayer e Dragendorff, observando a formagfo de precipitado.

- Precipitado floculoso pesado ¢ indicativo de alcalbides.

3.4.16 - Bases Quaternarias

A solugio aquosa (privada dos alcaldides por lavagem com mistura de éter-
cloroférmio item 3.4.15) foi acidulada com HCl até pH 4. Filtrou-se a solugéo e dividiu-a
em trés tubos de ensaio, sendo realizado os testes para prospegdo de alcaléides.

- Precipitado floculoso indica a presenga de bases quaternarias.

3.4.17 - Heterosideos Flavonoidicos

Colocou-se em um tubo de ensaio 2g do formacdégeno e 20 ml de etanol a 60°
GL. Foi agitado durante 5 minutos. Filtrou-o com algoddo e foi dividido em duas
aliquotas A e B. Com A realizou-se a seguinte reagéo:

Reacdo Oxalo-Borica ou Reagdo de Taubock.

Em uma capsula de porcelana, a aliquota A foi levado a banho-maria e evaporado
até a secura. Adicionou-se ao residuo 3 mL da solugdo de acido bdrico a 3% ¢ 1 mL da
solugdo de acido oxalico a 10%. Evaporou-o novamente até residuo e o aquecimento foi
continuado por mais 3 minutos. Dissolveu-se o0 novo residuo, ja frio, em 10 mL de éter
etilico, vertendo-o para um tubo de ensaio, verificando se apresenta ou nfo

fluorescéncia.



56

3.4.18 - Separacio das Bases Organicas

Com auxilio de um funil de separagfio, retirou-se as bases orginicas do extrato
(3.3.5) usando trés porg¢des sucessivas de 30 mL de 4cido cloridrico 0,1N, e uma de 50
mL de 4gua destilada. O extrato original foi separado para teste posterior, e as solugdes
aquosas foram reunidas e alcalinizada a pH 11 com hidréxido de aménia. O precipitado
de bases orgénicas foi extraido com trés porgdes sucessivas de 15, 10 e 5 mL de solug8o
éter-cloroformio (3:1). Reservou-se a fase aquosa e, a solugdo éter-cloroférmio foi
filtrada e separada em duas por¢des. Retomou-se as bases contidas na metade da solugio
éter-cloroformio, por meio de agitagio com trés porg¢Ges sucessivas de 6 mL de HCI
1,0N em funil de separag¢fo. Retornou-se a fase orgénica para junto do extrato original. A

fase aquosa 4cida foi filtrada e submetida aos testes para determinagéo de alcaldides.

3.4.19 - Confirmacao de Alcaléides.

Separou-se a solugdo aquosa acida (3;4.18) em trés tubos de ensaio e foram
adicionados a cada um deles trés gotas dos reagentes Hager, Dragendorff ¢ Mayer
respectivamente, para verificar a presenga de alcaloides.

Pesquisou-se também as bases quaterndrias, adicionando-se &cido acético na fase

aquosa reservada no item 3.4.18, até pH 5 e 0,5 ml de reagente de Hager.

3.4.20 - Separagcio dos Acidos Fortes

Retomou-se o extrato original (3.4.18) e tratou-o em funil de separagéio com trés
pbrgc“)es sucessivas de 30, 20 e 10 mL de solugio de bicarbonato de sédio a 2%, € uma
de 20 mL de 4gua. Reservou-se a fase orgénica para teste posterior. A fase aquosa foi
acidulada com HCI até pH 1. Os &cidos livres foram retomados com trés lavagens

sucessivas de 20, 10 e 5 mL de éter etilico em funil de separagdo. A solugfo etérea foi
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lavada com 20 mL de 4gua e tratada com sulfato de sédio anidro, € filtrada em seguida.
Efetuou-se ainda a pesquisa para Acidos fixos fortes do seguinte modo:
concentrou-se a solugfo etérea até a secura e aplicou os mesmos testes descritos no item

3.4.13.

3.4.21 - Separacio dos Acidos Fixos Fracos e Fenéis

Com a fase organica reservada no item 3.4.20 foi extraido, em funil de separagfo,
os acidos fracos e fendis agitando o extrato com trés porgdes sucessivas de 30, 30 e 20
mL de NaHCOs a 2% , € uma de 50 mL de agua destilada. As solugdes aquosas foram
reunidas e filtrada e acidulada até pH 3 por adi¢o de HCI concentrado. Foram extraidos
os 4cidos e fendis livres por meio de trés lavagens sucessivas de 20, 15 ¢ 10 mL de éter
etilico, intercaladas por vigorosa agitagdo durante trés minutos seguido de 10 minutos de
repouso. A fase orgénica foi lavada com 20 mL de 4gua destilada e tratada com Na; SO,

anidro e filtrada.

3.4.22 - Teste para Constituintes Fendlicos (em meio alcodlico)

A metade da solugdo etérea (item 3.4.21) foi concentrada até a secura e
redissolvido o residuo em 25 mL de etanol e foi dividido em 6 tubos de ensaio para
aplicagdo nos testes descritos nos itens 3.4.6, 3.4.7 € 3.4.8.

- resultado positivo pode indicar a presenga de um ou mais dos seguintes
constituintes: fendis simples, catequinas e flavondides.

Obs: Taninos ndo aparecem neste teste (3.4.6).

3.4.23 — Quinonas

Foram separados 5 mL da solugfio etérea (3.4.21) para um tubo de ensaio e
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adicionado 2 mL da solugfio de hidréxido de amdnia 6N. Foi agitado bem ¢ deixado em
repouso para separar as duas fases. |

- Cor vermelha na camada aquosa alcalina indica a presen¢a de quinona,
especialmente antraquinonas hidroxiladas, na solugdo e seus heterosideos no extrato

hidroalcoélico.

3.5-PESQUISA DOS GRUPOS QUIMICOS DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO BRUTO

3.5.1 - Flavonoides
Foram colocados em 6 tubos de ensaio, numerados de 2 - 7, 4 mL do extrato e
executados testes conforme itens 3.4.7, 3.4.8 € 3.4.9. Da mesma forma realizou-se testes

com 2 mL do material, diluido para 5 mL com etanol.

3.5.2 - Fenois

2 mL do material foi levado ao banho-maria e evaporado até a secura e

prosseguido conforme item 3.4.3.

3.5.3 - Taninos

Em 5 mL do extrato foram acrescentados 15 mL de agua destilada e prosseguido
de acordo com o item 3.4.1-b.

Também realizou-se teste com 1 mL do material mais 4 mL de 4gua destilada e

seguindo a marcha analitica descrita no item 3.4.1-a.

3.5.4 — Saponinas
Em 2 mL do material foram acrescentados 8 mL de 4gua destilada e aquecido em
ebulicdo por 10 minutos. Filtrou-o com papel filtro para um tubo de ensaio, agitando-o

vigorosamente durante 30 segundos.
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- Formagdo de espuma persistente que ndo desaparece pela adigdo de 1 mL de

HCI 2N ¢ positivo para saponinas.

3.5.5 — Resinas

10 mL do material foi evaporado até a secura em banho-maria e apds foi extraido

com 4 mL de etanol, prosseguindo conforme item 3.4.14.

3.5.6 - Esteroides e Triterpendides
Foi evaporado 15 mL do extrato até a secura e na seqii€ncia executado de acordo

como item 3.4.11.

3.5.7 - Acidos Organicos

Em 10 mL do extrato foi adicionado 4cido cloridrico até obter pH 1. Extraiu-se
trés vezes sucessivas com 20 mL de éter etilico. O extrato etéreo foi reunido e evaporado
até a secura. Adicionou-se 5 mL de dgua destilada para a determinagdo do pH. A reagédo

4cida confirma a presenca de acidas organicos.

3.6 -PESQUISA DE GRUPOS QUIMICOS DO EXTRATO ACETATO
DE ETILA

3.6.1 - Flavondides
Dissolveu-se 0,5 g do material em 20 mL de etanol e 10 mL de 4gua destilada,
dividindo-o em 7 tubos de ensaio numerados de 1-7. Realizou-se teste para flavondides

conforme descrito nos itens 3.4.7, 3.4.8 € 3.4.9.

3.6.2 - Fenois e Taninos

Ao tubo nimero 1 (3.6.1) realizou-se teste conforme item 3.4.6.
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3.6.3 - Saponinas
Uma amostra de 0,1 g do material foi usada na realizagdo do teste conforme item

3.4.12.

3.7-PESQUISA DE GRUPOS QUIMICOS DO EXTRATO
I-I[DROALCO(')LICO

3.7.1 - Flavonoides

Tomou-se uma amostra de 7 mL do extrato e foi diluida com 20 mL de etanol e 3
mL de 4gua destilada, dividindo em 7 tubos de ensaio numerados de 1-7, prosseguindo
testes de acordo com os itens 3.4.7, 3.4.8 ¢ 3.4.9.

Obs: Realizou-se testes para flavonéides com uma amostra sem diluigdo.

3.7.2 - Fenéis e Taninos

Ao tubo nimero 1 (item 3.7.1) foi tratado de acordo com a técnica descrita no
item 3.4.6.

Também pesquisou-se taninos tomando 5 mL do extrato e realizando a técnica

descrita em 3.4.1-a.

3.7.3 - Fenéis
10 mL do extrato foi extraido 3 vezes sucessivas com 10 mlL de éter etilico e
evaporado a frago etérea até a secura. Pesquisou-se fendis conforme procedimento

3.43.

3.7.4 - Saponinas
Com 2 mL do extrato mais 8 ml de 4gua destilada, prosseguiu-se de acordo com o

item 3.5.4.
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3.7.5 - Flavonois

10 mL do extrato foi colocado em cépsula de porcelana e evaporado até a secura.
Ao residuo adicionou-se 3 mL da solugdo de acido bdrico a 3% e 1 mL da solucéo de
acido oxdlico 10% e evaporado até a secura, prolongando o aquecimento por mais 5
minutos. O novo residuo, ja frio, foi dissolvido em 10 mL de éter etilico e transferido
para um tubo de ensaio. A solugfo etéria adquire fluorescéncia amarela-esverdeada para

teste positivo.

3.8 - ISOLAMENTO DOS BIFLAVONOIDES

3.8.1 - Fracionamento do Extrato Hidroalcoolico Bruto

O extrato hidroalcodlico bruto ( EHB ) (1800 mL) foi extraido trés vezes em funil
de separagdo, com porgbes de 600 mL para cada um dos solventes: hexano e acetato de
etila. O liquido restante (fase aquosa) foi denominado extrato hidroalcodlico. Em cada
uma dessas extra¢des foi esperado o tempo suficiente até obter a nitida visualizagio das
linhas de separagdo das duas fases. Na extragio com hexano formou uma emulsdo na fase
organica, requerendo um tempo maior para que fosse quebrada essa emulsio. As fases
orgénicas de cada extragio, foram reunidas e concentradas em evaporador rotatdrio a
temperatura de 50 °C + 1, até a secura, completando a secagem em dessecador. No
particionamento do EHB com hexano nfio houve extragdo de nenhum material. O extrato
acetato de etila, de coloragdo bege, teve rendimento de 140,86 g equivalente a 62,10%
do Extrato Bruto Hidroalcodlico. A fase aquosa, de coloragfo castanho avermelhado,
resultou em 5,97 % de matéria seca. A figura 4 (p. 69) apresenta o fluxograma das

operagdes realizadas para obtengdo das fragGes.

3.8.2 - Fracionamento do Extrato Acetato de Etila em Coluna de Silica
Gel
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O extrato acetato de etila (40 g), foi dissolvido com um minimo de acetona e
misturado com 80 g de silica gel 60 (230-400 mesh) para formar uma pastilha contendo
todo o material adsorvido & silica. Esta pastilha foi submetida a um fracionamento
preliminar através de uma coluna de 5,5 cm de didmetro por 6 cm de altura de silica gel
60 (230-400 mesh), usando como eluente acetato de etila, hexano ¢ metanol, com uma
vazdo de 4,0 mL por minuto. Inicialmente a coluna foi eluida ﬁtilizando uma mistura
composta de 40% de acetato de etila € 60% de hexano seguido de um gradiente crescente
de polaridade até atingir 100% de acetato. Na continuidade usou-se a mistura acetato de
etila (95%) e metanol (5%), aumentando gradativamente o metanol até 100% do mesmo.

Foram coletadas 40 fra¢des de 150 mL e reunidas de acordo com monitoramento
por cromatografia em camada delgada (CCD). Desta forma separou-se cinco grupos de
fracGes e foram concentradas até a secura em evaporador rotatério & temperatura de 50
°C, completando a secagem em dessecador.

As fragdes de 3 - 6 apresentaram coloragdo vermelho castanho de consisténcia
oleosa (F1 = 0,748 g). As fragdes 7 - 18 apresentaram constituigéio sélida, de coloragio
amarelo gema (F2 = 12,282 g). As fragcdes 19 - 28 apresentaram constituicio solida de
coloragdo marrom claro, (F3 = 21,480 g). As fra¢des de 29 - 35 apresentaram-se como
um solido marrom, (F4 = 4,452 g). E das fra¢des 36 - 40 obteve-se um sélido de cor
marrom queimado, (F5 = 0,404 g).

A fracdo F2, obtida na escala de eluicfio entre 40/60% hexano / acetato de etila,
até 100% de acetato de etila, apresentou as melhores atividades biol6gicas ¢ se constitui

principalmente de biflavonéides de interesse.

3.8.3 - Separacio dos Constituintes Ativos da Frac¢ao F2 em Coluna

Cromatografica

A fracio F2 (3,0 g), do extrato acetato de etila foi dissolvida com um minimo de

acetona e misturado 6,0 g de silica gel 60 ( 230 - 400 mesh ) e evaporado até a secura



63

sob ventilagdo de ar quente para a formagdo da pastilha. Esta pastilha foi cromatografada
através de uma coluna de 3,3 cm de didmetro por 30 cm de altura de silica gel 60 (230 -
400 mesh), usando como eluente hexano/ acetato de etila/ metanol, numa escala crescente
de polaridéde com uma vazdo de 3,0 mL por minuto. |

Inicialmente a coluna foi eluida com 60/40% hexano/acetato de etila, até atingir
100% do acetato e na sequéncia foi eluida com etanol at€ nfio haver mais arraste na

coluna, conforme o quadro abaixo:

Hexano (%) Acetato de Etila (%) Fragdes eluidas FragGes reunidas

60 40 01-10
60 40 11-13 F2.1 (11-15)
50 50 14-25 F2.2 (16-18)
45 55 26 - 28 F2.3 (19-20)
40 60 29 - 31 F2.4 (21-23)
35 65 32-33 F2.5 (24-25)
30 70 34 - 38 F2.6 (26-28)
20 80 39 - 40 F2.7 (30-32)
10 90 41-43 F2.8 (33-43)
05 95 44 - 45 F2.9 (44-49)
00 100 46 - 53 F2.10 (50-54)
- Etanol 54 - 58 F2.11 (55-58)

Foram coletadas 58 fragBes de 130 mL e reunidas de acordo com monitoramento
por cromatografia em camada delgada (CCD). Desta forma separou-se 10 grupos de
fragBes que foram concentradas em evaporador rotatdrio & temperatura de 50 °C.

F2.1 - As fragdes de 11 - 15 sdo constituidas por uma substéncia verde amarelada
de consisténcia oleosa denominada de C-1, ndo identificada.

F2.2 - As fragdes 16 - 18 também de consisténcia oleosa, mas de coloragdo
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marrom escuro.

F2.3 - As fragdes 19 - 20 de constituicdo oleosa com coloragdo vermelho
castanho, foi denominado de C-2.

F2.4 a F2.6 - As fragdes de 21 - 28 sfo constituidas por uma mistura de
compostos oleosos de cor castanho.

F2.7 - Nas fragdes 30 - 32 obteve-se um composto sélido de cor amarelo claro,
denominado de C-4, o qual foi identificado como sendo a Volkensiflavona.

.~ F2.8 - Nas fragGes 33 - 43 de consisténcia s6lida e cor amarelo gema, constituida
de uma mistura de trés compostos foi reservada para posterior purificagéo.

F2.9 - As fragbes 44 - 49 também constituida de uma mistura solida de
compostos, de cor amarela mais forte. Pela analise por CCD observou-se que esta frago
continha dois dos compostos da fra¢do anterior além de outros mais polares, sendo entdo
reservado para futura purificagio.

F2.10 - As fragdes de 50 - 54, s6lida de coloragdo amarelo queimado,
apresentaram-se como uma mistura complexa de substéncias.

F2.11 - Finalmente nas fra¢Ges 55 - 58 também apresentaram uma mistura
complexa de substancias sélidas de cor marrom café.

O mesmo procedimento acima descrito, foi utilizado para processar o restante da
fragdo F2 (9,282 g), dividido em trés operagdes separadas.

Apés o término das quatro colunas, que processaram o fracionamento de um total
de 12,282 g de F2, os grupos de fra¢Ges correspondentes foram reunidas resultando nas
seguintes quantidades: F2.1= 80 mg; F2.2 = 17 mg; F2.3 = 27 mg; F2.4 a F2.6 = 203 mg;
F2.7=1,2440 g; F2.8 = 6,8760 g; F2.9 = 1,6540 g; F2.10 = 1,1310g e F2.11 = 1,0350 g.

3.8.4 - Separacio dos Constituintes Ativos da Frac¢io F2.8 em Coluna

A fragdo F2.8 (6,8760 g) foi dividida em duas por¢bes de 3,4380 g, dissolvidas

~ em um minimo de acetona, misturada a 7 g de silica gel 60 ( 230 - 400 mesh ) e
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evaporado até a secura sob ventilagdo de ar quente para a formagfio das respectivas
pastilhas. Cada pastilha foi cromatografada em coluna de silica gel 60 (230 - 400 mesh ),
com 3,3 cm de didmetro por 30 cm de altura, utilizando-se como eluente acetato de etila,
hexano e etanol em escala crescente de polaridade, com uma vazio de 2,5 mL por

minuto, conforme resumido no quadro abaixo.

Hexano (%) Acetato de Etila (%) Fragdes eluidas FragGes reunidas

50 50 1-2 F2.8-1 (1-13)
40 60 3-6 F2.8-2 (14-15)
30 70 7-8 | F2.8-3 (17-20)
30 70 9-20 F2.8-4 (21)
20 80 21-23 F2.8-5 (22-24)
10 90 24 - 26 F2.8-6 (25-29)
; 100 27-30 F2.8-7 (30)
- Etanol 31-34 F2.8-8 (31-34)

Foram coletadas 34 fragdes de 200 mL e reunidas de acordo com monitoramento
por cromatografia em camada delgada ( CCD ). Reunindo as fragdes das duas colunas
obteve-se sete grupos de fragdes os quais foram concentrados em rotavapor a
temperatura de 50 °C.

Desta forma as fragdes 14 - 15 (18 mg) apresentaram um composto de
consisténcia oleosa, amarelo esverdeado, o qual foi denominado de composto C-3.

Nas fragdes 17 - 20 (1,3860 g) isolou-se outra parte do composto C-4
(Volkensiflavona). '

A fragdio 21 permaneceu uma mistura dos compostos C-4 e C-5.

Nas fracdes 22 - 24 (1,6430 g) obteve-se o composto C-5, identificado como o
fukugetin.

As fragdes 25 - 29 contém a mistura dos compostos C-5 e C-6.
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A fragfio 30 (34 mg) , sélido verde amarelado, € uma mistura complexa.
Nas fragdes 31 - 34 (350 mg) apresentou um s6lido marrom escuro sem resolugéo

nas condi¢cSes ( CCD ) realizadas.

3.8.5 - Separacéo dos Constituintes Ativos das Frag¢des F2.8-4 e F2.8-6

Askfragﬁes F2.8-4 e F2.8-6, contendo os compostos C-4, C-5 ¢ C-6, foram
reunidas (3,4050g) e submetidas a cromatografia em coluna de altura de silica gel (230 -
400 mesh), com 3,3 cm de didmetro por 30 cm de altura, usando como eluente acetato de
etila, hexano e etanol com um gradiente crescente de polaridade e uma vazio de 2,5 mL

por minuto, conforme o quadro abaixo.

Hexano (%) Acetato de Etila (%) Fragdes eluidas Fragdes reunidas

40 60 1-13 F2.8-4/6-1 (7)

35 65 14-16 F2.8-4/6-2 (8)

30 70 17-20 F2.8-4/6-3 (9)

20 80 21-22 F2.8-4/6-4 (10-26)
; 100 23 - 26 F2.8-4/6-5 (27-29)
- Etanol 27 - 36 F2.8-4/6-6 (30-36)

Num total de 36 fragdes coletadas de 130 mL e reunidas de acordo com
monitoramento por CCD, foram isolados na fragdio 7, 29 mg do C-4, na fragdo 8 (141
mg) ficou uma mistura do C-4 ¢ C-5 e na fragfio 9 obteve-se 492 mg do C-5. Nas fragdes
10 - 26 mantiveram os compostos C-5 e C-6 (2,6550 g), e nas fragdes 27 - 29 (37 mg)
apresentou um material s6lido de cor marrom avermelhado. Por final nas fragées 30 - 36
(36 mg), um material também sélido de cor bege, sendo esse dois ultimos ficaram na base

do cromatograma.
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3.8.6 - Separacio dos Constituintes Ativos das Fracoes F2.8-4/6-2 e
F2.8-4/6-4

As fragdes F2.8-4/6-1 e F2.8-4/6-4 (2,7960 g), contendo os C-5 ¢ C-6, foram
reunidas e recromatografados em coluna de silica gel (230 - 400 mesh), com 3,3 cm de
didmetro por 30 cm de altura, usando como cluente acetato de etila e hexano, com uma

vazio de 2,5 ml. por minuto, conforme quadro abaixo.

Hexano (%) Acetato de Etila (%) Fragdes eluidas FragGes reunidas

60 40 1-3 F2.8-41 (23-30)
50 50 4-7 F2.8-42 (31)
40 60 8-28 F2.8-43 (32-39)
30 70 29 - 41 F2.8-44 (40-45)
20 80 42 - 45 F2.8-45 (46-53)
10 90 46 - 47

] 100 ‘ 48 - 53

Foram coletadas 53 fragbes de 125 mlL e reunidas de acordo com o
monitoramento em CCD e concentradas em evaporador rotatério a temperatura de 50 °C.
Nas fragdes 23 - 30 obteve-se mais 43 mg do composto C-4, na 31 (81 mg) uma
mistura do C-4 e C-5, e as fragdes 32 - 39 (2,10 g) isolou-se o composto C-5. As. fragdes
40 - 45 ( 0,4920 g ) permaneceu os compostos C-5 e C-6 e finalmente as fragdes 46 - 53

(102 mg) obteve-se o composto C-6, um s6lido amarelo, identificado como o fukugeside.

3.8.7 - Separacao dos Constituintes Ativos da Fra¢do F2.9 em Coluna

A fragdio F2.9 (1,6540 g) resultante do fracionamento de F2, dissolvida em
acetona foi acrescido 4g de silica gel 60 (230 - 400 mesh) e evaporado sob ventilagio de

ar quente até a secura para formagfio da pastilha. A pastilha foi cromatografada através
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de uma coluna de silica gel 60 (230 - 400 mesh), com 3,3 cm de didmetro por 30 cm de
altura, usando como eluente acetato de etila, hexano e etanol, com uma vazio de 2 ml.
por minuto. O objetivo € isolar maior quantidade do C-6, além de outros compostos

acima deste, conforme segue.

Hexano (%) Acetato de Etila (%) Fragdes eluidas Fragdes reunidas
40 60 1-7 F2.9-1 (4-5)
30 70 8-9 F2.9-2 (6-9)
20 80 10-13 F2.9-3 (10)
10 90 14-19 F2.9-4 (11)
- | 100 20-22 F2.9-5 (12-13)
- Etanol 23-35 F2.9-6 (14-17)

F2.9-7 (18-27)
F2.9-8 (22)
F2.9-9 (23-24)
F2.9-10 (25-27)

Foram coletadas 35 fra¢des de 125 mL e reunidas segundo monitoramento por
cromatografia em camada delgada - CCD. Desta forma das fragdes 4 - 5 obteve-se o C-1
(27 mg), de 6 - 9 0 C-3 (21 mg), a fragdo 10 o C-4 (129 mg) e a fragdo 11 uma mistura
dos compostos C-4 e C-5 (186 mg). Nas fragbes 12 - 13 separou mais do C-5 (0,4090
g), € as fracdes 14 -17 obteve-se o C-6 com tragos do C-5 (0,298 g), as fragdes 18 - 21
(111mg) sfo constituidas por um composto sélido de cor amarelo, sendo este o
composto C-7 identificado como Epicatequina. A fragdo 22 (152 mg) apresentou um
composto solido C-8, de cor bege o qual nfo foi identificado. Nas fra¢des 23 - 24 (256
mg) apresentaram um outro composto denominado de C-9, sélido também de cor bege o
qual foi identificado como sendo um biflavonéide GB 2a-7-glucoside. E por ultimo as

fragdes 25 - 27 (46 mg) contém uma mistura de compostos.



69

Material Vegetal Desidratado

é Macerado em Etanol/Agua
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‘ — Resina
Teste fle {\t}Vldade " EHB
Biologica
Extrato . Extragdo com Extrato Acetato
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Grupos Quimicos
Fracionamento
em Colunas

Fragdo 5 - F5 Fragdo 4-F4 Fragdo 3 - F3 Fragéio 2 - F2 Fragdo 1 - F1

Fracionamento em Sucessivas Colunas

C9 C-7 C-6 C-5 C-4 n Subfragdes
I 1 l |

Testes de Atividade Biologica

FIGURA 4 - Esquema de Extracio dos Compostos de Rheedia gardneriana
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3.9 - DERIVATIZACAO DOS BIFLAVONOIDES

3.9.1 - Acetilagiio da Volkensiflavona <

104 mg da volkensiflavona foi dissolvida em 5 ml. de acetato de etila ¢
adicionado, com agitagdo, 2 mL de acido acético, 3 mL de anidrido acético ¢ uma |
quantidade catalitica de dimetilaminopiridina e deixado sob refluxo por 1 hora é 30
minutos. ApoOs realizou-se uma cromatografia em camada delgada, mostrando que a
reagdo havia ocorrido completamente.

A mistura reacional foi evaporada até secura, em evaporador rotatério, com a
adicdo de 10 mL de etanol P.A. por 4 vezes sucessivas, resultando num 6leo amarelo,
que foi dissolvido em cloroférmio e filtrado através de uma coluna com silica gel 60 ( 230
- 400 mesh ). Inicialmente saiu um dleo amarelo € em seguida o produto da reagdo, o
qual ap6s a evaporagdo do solvente em rotavapor e dessecador, resultou em 130,98 mg
de um sélido branco correspondendo a um rendimento de 96 %.

Repetiu-se essa reagdo com 200 mg do composto, sem aquecimento, sob
monitoramento em CCD e observou-se que a peracetilagdo ocorre em aproximadamente

20 minutos, a temperatura ambiente.

3.9.2 - Acetilagiio do Fukugetin

A 200 mg de fukugetin em 5 mL de acetato de etila, foram adicionados, com
agitacdio, 2 mL de 4cido acético, 3 mL de anidrido acético ¢ 1 mL de piridina. O
monitoramento por CCD mostrou que a | peracetilagio ocorre em 20 minutos, a
temperatura ambiente. |

A mistura reacional foi evaporada em evaporador rotatério, com a adi¢do de 10
mL de etanol por 4 vezes sucessivas. O residuo obtido foi dissolvido em clorofé6rmio e
filtrado através de uma coluna contendo silica gel 60 ( 230 - 400 mesh ). Apds a remoc;zﬁo
‘de todo solvente, obteve-se 240 mg do produto peracetilado na forma de um sélido

amorfo, amarelo claro, correspondendo a um rendimento de 87,10 %.
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3.9.3 - Benzoilacio da Volkensiflavona

100 mg da volkensiflavona foi dissolvida em 1,5 mL de piridina e adicionado 0,2
mL de cloreto de benzoila, sob agitagio ¢ a temperatura ambiente com monitoramento
por CCD. Em 5 minutos todo o composto havia reagido e, manteve-se a agitacdo por
mais 25 minutos.

A mistura reacional foi transferida para um funil de separag@o contendo 50 mL de
4gua destilada a pH * 2 com é&cido cloridrico. Efetuou-se a extragdo por trés vezes
sucessivas, com 50 mL de acetato de etila. A fase organica foi seca com sulfato de sédio
e evaporado todo o solvente em rotavapor. Novamente em funil de separagdo, com 50
mL de uma solugdio de hidréxido de sédio a 5 %, extraiu-se 3 vezes com 50 mL de
acetato de etila. A fase orgénica foi levada a secura obtendo-se 173 mg do produto,

solido de cor bege com 97,80 % de rendimento.

3.9.4 - Benzoilacao do Fukugetin

623 mg do composto foi dissolvido em 6 mL de piridina e adicionado, sob
agitagfio, 1,2 ml. de cloreto de benzoila a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Para a purificagdo do produto prosseguiu-se conforme o item 3.9.3, obtendo-se
um produto sélido ( 1205 mg ) de cor amarelo palido correspondendo a um rendimento

de aproximadamente 100 %.

3.9.5 - Metilacio do Fukugetin

110 mg do composto dissolvido em 20 mL de *acetona seca, foram adicionados,
sob agitagfo, 300 mg de carbonato de potéssio e 0,4 mL de iodeto de metila. A reagdo
foi mantida em refluxo durante 1 hora e 45 minutos, monitorada por CCD. Em seguida a
mistura reacional foi filtrada através de uma coluna com silica gel (230 - 400 mesh),
‘usando acetona como solvente. Evaporou-se o solvente e obteve-se um produto solido,

~ amarelo queimado (122 mg) com 98,5 % de rendimento.
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* A acetona foi seca em sulfato de magnésio, 25g / litro, agitado por 3 horas mais
o tempo suficiente para decantago e destilado sob novo sulfato de magnésio. O primeiro

destilado foi descartado e na sequéncia recolhido em elermyer com o mesmo secante.

3.9.6 - Metilacio da Volkensiflavona

110 mg da volkensiflavona foi dissolvidlo em 20 mL de acetona seca, e foram
adicionados, sob agitag3o, 300 mg de carbonato de potéssio, 0,4 mL de iodeto de metila
e levado ao refluxo durante 30 minutos, sendo acompanhado por CCD. Foi evaporado a
acetona e filtrou-se a mistura através de uma coluna com silica gel (230 - 400 mesh),
usando como solvente acetato de etila. Apds a remogéo do solvente por evaporagio,
obteve-se um composto s6lido de cor amarelo gema (119 mg) com rendimento de

98,35%.

3.9.7 - Etilacio do Fukugetin

110 mg do composto foi dissolvido em 20 mL de acetona seca, e adicionados, sob
agitacio, 300 mg de carbonato de potassio e 400 mg de iodeto de etila, e levado a
refluxo durante 17 horas, monitorado por CCD, mostrando quatro produtos da reagéo.
Apbs, a acetona foi evaporada e o produto foi filtrado em uma coluna cromatdgréﬁca de
silica gel 60, com acetona e levado a secura em rotavapor.

O residuo foi redissolvido em aéetona e acrescentado 1 g de silica gel e

evaporado

até a secura sob ventilagdo de ar. A mistura foi eluida através de uma coluna de silica gel
60 (230 - 400 mesh), com 1,2 cm de didmetro e 30 ¢cm de altura, usando como eluente

acetato de etila, hexano e acetona, como segue:
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Hexano (%) Acetato de Etila (%) FragGes eluidas Fragdes reunidas
50 50 01-04 FEF-1 (02-04)
30 70 05-07 FEF-2 (05-07)
- 100 08 - 11 FEF-3 (08-09)
- Acetona 12-15 FEF-4 (10-12)

FEF-5 (13-15)

Foram coletadas 15 fra¢gdes de 20 mL e reunidas de acordo com monitoramento
por CCD.

Com a purificagio obteve-se trés produtos conforme sele¢do das fragdes, descrito
a seguir.

Nas fragdes 2 - 4 foi separado um composto de consisténcia oleosa de coloracgio
amarelo escuro denominado de 5; (46 mg), as fragdes S - 7 obteve-se um composto
sélido amarelo gema representado por 5; (32 mg), nas fragdes 8 - 9 apresentou um
composto solido de cor amarela o qual foi denominado de 5; (15 mg), € por ultimo as
fracBes 10 - 12 consistia de uma mistura do composto de partida (C5) e o terceiro da
coluna (8 mg).

Procedeu-se outra reagiio de etilagdo igualmente a primeira, com as mesmas
quantidades de reagentes, ¢ com tempo de refluxo de duas horas e vinte minutos
ocorrendo a reagdo completa, obtendo os trés produtos conforme mencionados na reagéo
acima, porem com rendimentos diferentes. O primeiro, 5; com 24 mg, segundo 5, rendeu

66 mg e o terceiro composto 53 com 7 mg.

3.10 - ANALISE FARMACOLOGICA

Os ensaios de atividade farmacoldgica (analgésica e antiinflamatdria) foram realizados no
laboratério de farmacologia do Departamento de Ciéncias Exatas e Naturais da
Universidade Regional de Blumenau - FURB, sob orientagdo do Professor Cléudio L.

Guimardes.
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3.10.1 - Animais Utilizados

Foram utilizados camundongos “Swiss” (30+ 5 g) e ratos “Wistar” (150 a 200 g)
de ambos os sexos, criados no Biotério Central da FURB. Os animais foram alojados em
gaiolas plasticas (15 - 20 por caixa), em ambiente com temperatura controlada (22+ 1°C)
e ciclo claro/escuro (luz ligada das 6 as 18 horas). Agua e ragio (Nuvilab®, Nuvital)

foram fornecidas ad libitum 12 horas antes dos testes.

3.10.2 - Sais, Drogas e Solugdes

As solugdes foram preparadas com 4gua bidestilada e deionizada e sais com grau
de pureza analitica (Merck A.G., Rio de Janeiro, Brasil). Foram utilizadas as seguintes
drogas: indometacina (Indocid®), fentanil (F entanil®') naloxona (Narcan®), 4cido acético
glacial P.A. (Merck), formalina & 38% e alcool etilico P.A., ambos da empresa Reagen. A
indometacina foi diluida em solugfio de carbonato de sédio a 5%. Naloxona, fentanil e o

Extrato Hidroalcodlico Bruto - EBH em solugfo salina a 0,9%.

3.10.3 - Contor¢io Abdominal

Como agente algico os animais receberam éacido acético (0,6%, 60 mg/kg, por via
intraperitoneal) € 5 minutos apés a administracio, as contor¢Ges abdominais foram
contadas cumulativamente durante 15 minutos [48, 49].

Em outros grupos, os animais receberam doses tnicas e distintas do extrato
hidroalcodlico bruto - EBH ou por via intraperitoneal (2,5 - 50 mg/kg) ou por via oral
(200 - 800 mg/kg). Outros camundongos receberam 50 mg/kg do EBH nos seguintes
intervalos de tempo: 60, 120, 240 ¢ 360 minutos antes da administragdo de 4cido acético.

Como controle positivo, um grupo de animais recebeu indometacina (0.1, 0.3, 1.0
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e 3.0 mg/kg) 30 via intraperitoneal ou 60 minutos via oral antes da administracdo dos
agentes algicos.

A inibigdo das contor¢des abdominais pelo EBH (+ DEsp, administrada 30
minutos antes dos agentes 4lgicos, via intraperitoneal) foi avaliada em grupos de animais
tratados com naloxona (10 mg/kg, via intraperitoneal) 10 minutos antes do EBH. Este
ultimo protocolo teve por objetivo avaliar o possivel envolvimento do sistema opi6ide no

mecanismo de agdo do EBH da Rheedia gardneriana sobre o processo da dor.

3.10.4 - Teste da Formalina

Formalina a 2,5%, como agente flogistico/algico, foi administrada (20 ul) em uma
das patas posteriores (regifio plantar) enquanto que na outra pata foi administrada salina
(0,9%) estéril como controle [50, 51]. Neste modelo experimental sfo evidenciadas duas
fases 4lgicas distintas. A primeira, dor nerogénica, inibida por agonistas opidides, ocorre
nos primeiros 5 minutos enquanto que a segunda fase, dor inflamatéria, ocorre
aproximadamente ap6s os 15 minutos. Apés a administragdo da formalina, foi
cronometrado cumulativamente o tempo gasto pelo animal em lamber a pata durante a
primeira € segunda fase. Decorrido 35 minutos, o animal foi sacrificado por deslocamento
cervical e ambas as patas posteriores foram exisadas e pesadas com o objetivo de
avaliarmos o volume do edema. |

Nos primeiros grupos, os animais receberam doses unicas e distintas (1 - 10
mg/kg) do EBH por via intraperitoneal, 1 hora antes da administragfio da formalina.

A partir dos resgltados obtidos foi calculada a DLs, ou seja, a dose responsavel
por inibir 50% do tempo do “licking” em relagdo ao grupd controle, ¢ administrada entdo
nos seguintes intervalos de tempo: 60, 120, 240, 360 ¢ 480 minutos antes da
administragéo de formalina. Outros animais foram divididos em 5 grupos e receberam o
EBH via oral (5 - 100 mg/kg, 1 h).
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Em outros camundongos, foi administrada indometacina (10 mg/kg, por via

intraperitoneal, 1 h) ou fentanil (0,5 mg/kg, por via intraperitoneal) 5 minutos antes da
administra¢io intraplantar de formalina.

3.10.5 - Teste da Placa Quente

Neste modelo experimental foi avaliada a laténcia dos animais em relagdo ao
tempo necessdrio para que os mesmos levassem uma patas anteriores & boca e a
lambesse, quando submetidos a uma placa de aluminio pré aquecida & 55 + 1 °C [52]. O
tempo maximo que os animais foram expostos a placa ndo ultrapassou os 30 segundos.
Primeiramente, cada grupo de animais (+ 6 por grupo) foi exposto a placa e foram
utilizados os animais na qual a sua laténcia ficou na média + 1 desvio padrdo. Passados 30
minutos, esses animais foram tratados com EBH nas doses de 25 ¢ 50 mg/kg do EBH,
por via intraperitoneal, e expostos & placa a intervalos de 30 e 60 minutos apds a
administrac#o.

Como controle, um grupo de animais foi tratado com fentanil (0,5 mg/kg, via

intraperitoneal) 5 minutos antes da segunda exposigéo a placa.

3.10.6 - Pleurisia em Ratos

Foi administrado por via intratoracica 0,1 mL de carragenina (2%), ap0s 4 horas
os animais foram sacrificados por overdose de éter sulfirico e a cavidade toraxica foi
aberta e lavada com 2 mL de salina (0,9 %) heparinizada (10 U/mL).

Do exsudado foi avaliado o volume e também o nimero total e especifico de
leucdcitos (neutréfilos, eosindfilos, basofilos e mononucleares).

O ntimero total de leucécitos foi avaliado em cAmara de Neubauer ap6s diluigdo
do exsudato (1:20) com solugdo de Tiirk (4cido acético a 2 % com violeta de gensiana a

0,001 %). A contagem especifica das células brancas foi avaliada em ldminas de citologia.
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Apos sedimentagio e secagem de 0,3 mL do exsudado em cimara de Suta, as laminas
foram coradas com corante de May-Grunwald-Giémsa.

Alguns grupos de animais foram sensibilizados previamente com ovalbumina (50
pg por cavidade) por via intratordcica. Passadas 48 horas, os animais foram sacrificados
com éter sulfiirico e a cavidade toracica foi aberta e colhido o exsudato. Avaliou-se o
volume do exsudato e os leucdcitos, como apresentado anteriormente.

Grupos controles positivos foram realizados para averiguar a inibigdo da pleurisia
através da administragdo intraperitoneal de indometacina (10 mg/kg; nos animais
tratados com carragenina).

Grupos distintos de animais (6 a 8 em cada grupo) receberam, 60 minutos antes
da administrag@o do agente flogistico, doses distintas do extrato bruto hidroalcoélico de
Rheedia gardeneriana. Nos animais sensibilizados ativamente com ovalbumina foi

administrada dose de reforgo 23 horas apés a primeira.

3.10.7- Analise Estatistica

A anélise Estatistica dos resultados foi realizada através de Andlise de Varidncia
" (ANOVA) ou através do teste “t” de Student para amostras pareadas ou ndo pareadas
quando mais apropriado [53]. Diferengas entre grupos com niveis de probabilidade
menores do que 5 % (P < 0,05) foram consideradas estatisticamente significantes. No

céalculo da dose inibit6ria 50% (DLs,) foi utilizado o método Litchfield-Wilcoxon.

3.11- ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados no laboratério de
microbiologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (MIP) da U.F.S.C., sob

a orientagdo do Professor Dr. Artur Sméania Junior.
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As atividades antibacterianas foram determinadas nos extratos Acetato de Etila -
AcOEt, Aquoso e compostos isolados e derivados através do método de difusdo em agar.
Para os compostos isolados foram determinadas as Concentragdo Inibitoria Minima

(CIM) e Concentragfio Bactericida Minima (CBM).

3.11.1 - Bactéria

Para a realizag@o dos testes de difusdo e a determina¢io das CIM ¢ CBM foram
utilizadas cinco espécies de bactérias: Bacillus cereus MIP 96016, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
25923, e Staphylococcus saprophyticus MIP 97018 (MIP, Departamento de
Microbiologia e Parasitologia). Uma suspenséo de cada uma destas bactérias em caldo de
cultura Mueller-Hinton, a uma concentragfio de aproximadamente 10° UFC . mL", foram
usadas para o crescimento bacteriano. Todas as culturas de bactérias foram incubadas sob

condi¢des aerdbicas.

3.11.2- Teste de difusido em Agar

As placas com o meio de cultura para os testes de difusdo foram preparadas da
seguinte maneira: 18 mL de agar Mueller-Hinton foram vertidos em placas de Petri (13 x
100 mm). Ap6s a solidificacdo do meio foram feitos seis pogos de 7 mm de didmetro
para conter o material a ser testado.

As culturas das bactérias, que cresceram durante a noite em caldo Mueller-
Hinton, foram diluidas a uma concentragfio final de aproximadamente 10° UFC.mL". A
suspens@o bacteriana foi inoculada na superficie do meio agar Mueller-Hinton,
anteriormente preparado, com auxilio de um swab de algoddo. Os pogos foram
preenchidos com 50 pl de cada uma das fragdes (3 mg) ou compostos puros (1 mg)
previamente dissolvidas em NH4OH 0.1 N. As placas foram incubadas a 36 °C por 20 h.



79

O resultado positivo foi definido como uma zona de inibigdo do crescimento bacteriano
de 9 mm ou mais de didmetro [54]. Para simplificar a interpretagdo dos resultados, os
seguintes simbolos foram usados:

0 (inativo), que corresponde a nenhuma zona de inibi¢do ou um halo de inibi¢do
do crescimento bacteriano menor que 9 mm;

1 (parcialmente ativo), com uma zona media de inibi¢do entre 9 a 12 mm;

2 (ativo), com uma zona media de inibi¢do entre 13 ¢ 18 mm;

3 (muito ativo), com uma zona de inibi¢do acima de 18 mm [55].

3.11.3 - Testes de Diluiciio para Determinacio das CIM e CBM

Os compostos isolados foram testados contra cinco espécies de bactérias para a
determinagfdo das Concentrac;éo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM). 500 microlitros da suspensfio bacteriana em caldo Mueller-Hinton na
concentragio de 10° UFC.mL", foram inoculadas em tubos contendo 500 pl da diluiggo
serial dos compostos a serem testados. Os compostos foram dissolvidos em NH,OH 0.1
N e diluidos (0.15 a 2.5 mg.mL™") no mesmo meio de cultura. Os tubos foram incubados
a 36 'C por 20 h. A CIM foi definida como a menor concentragio de cada substincia que
foi capaz de inibir completamente o crescimento de cada espécie bacteriana. Os
resultados foram expressos em mg ml”. Para as CBMs, uma subcultura foi feita sobre
placas contendo o meio de cultura (agar Mueller-Hinton) para cada tubo que nio
‘apresentou crescimento aparente. A CBM foi considerada a menor concentragdo do
composto que proporcionou uma redugio no nimero de unidades de formagdo de

colonias acima de 99.9% [54].



CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto hidroalcodlico - EBH, 1800 mL, obtido por maceragdo, com
etanol e agua, das folhas de Rheedia gardneriana (4,120 kg de folhas desidratadas), foi
particionado com hexano e acetato de etila. A fragfio acetato de etila - AcOEt, rica em
flavondides, resultou em 140,86 g de um produto s6lido de cor bege, com um rendimento
de 3,4 % em relagdo ao material vegetal seco. A partir dessa fragdo procedeu-se o
fracionamento em colunas de silica gel para o isolamento e purificagio dos constituintes

ativos.

4.1 - Ensaios Preliminares e Pesquisa de Grupos Quimicos

Na tabela 2 (p. 83) sdo mostrados os resultados obtidos na investigacdo quimica
preliminar, a partir das folhas, na investigacdo quimica do extrato hidroalcodlico bruto,
do extrato acetato de etila e do extrato hidroalcodlico, respectivamente. A tabela 3 (p. 84)
m(;stra de forma mais sintética os resultados obtidos para os flavonoides, que € a classe
quimica de maior destaque e de maior interesse neste trabalho.

Os ensaios preliminares foram determinados apenas nos extratos brutos obtidos

das folhas da planta e, os resultados alcangados estfio na tabela 4 (p. 85).

4.2 - Investigacio Quimica Preliminar das Folhas de Rheedia

gardneriana Planch et Triana

Os resultados obtidos nas andlises preliminares realizadas com material extraido
das folhas de Rheedia gardneriana (tabela 2 p. 83) demonstram que a planta é rica em
flavonéides, saponinas, taninos condensados e resinas, e estdo assinalados com “++”. As
classes de compostos quimicos assinalados com um sinal positivo “+”, foram

determinados como estando presente em teores mais baixos. As classes assinaladas com o
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sinal “-“ apresentam resultados negativos aos ensaios quimicos preliminares, mostrando
ndo estar presentes no material estudado. Devido a caracteristica qualitativa dos testes, a
determinagdo de maiores ou menores concentragdes dos compostos pesquisados, baseiam-
se na visualiza¢8o da intensidade das cores desenvolvidas diante das rea¢es cromaticas e

da formag&o, com ou sem abundéncia, de precipitado em algumas reagdes.

4.3 - Investigacio Quimica do Extrato Hidroalcoolico Bruto e da Resina

Correspondente

Na preparagio do extrato hidroalcodlico bruto (evaporagdo do dlcool etilico e
parte da agua), separou um produto resinoso de cor escura, determinado como resina.
Apenas alguns testes foram realizados neste material e, constatou-se a auséncia de
saponinas e a presenga de esterdides, resinas e flavondides.

A tabela 2 (p. 83) mostra o resultado das classes de compostos determinados no
Extrato Hidroalcodlico Bruto - EHB. Foi este Extrato o material de partida para as

extragGes e consequentemente a separagdo dos constituintes ativos.

4.4 - Investigacio Quimica dos Extratos Acetato de Etila e

Hidroalcoélico

Com o particionamento do extrato hidroalco6lico bruto, usando acetato de etila,
esperava-se obter um resultado melhor em termos de separagdo dos constituintes quimicos
(tabela 2 p. 83). Houve separagfo dos taninos, fendis e saponinas e, os flavonéides sendo
mais indicados para serem os compostos com atividade farmacoldgica, permaneceram
divididos nas duas fragGes, a aquosa € a orgénica. Os testes indicaram ter uma maior
concentra¢do no extrato acetato de etila de: flavondis, flavanondis e xantonas. No extrato
hidroalcodlico (fase aquosa) as flavanonas indicam ser o constituinte de maior

concentragdo.
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Fazendo uma avaliagdo geral dos extratos, no que se refere ao teor de flavonoides
(tabela 3 p. 84), observa-se que esta classe de compostos estd presente nos extratos
Hidroalcoolico Bruto, Acetato de Etila e Extrato Hidroalcodlico (fase aquosa) respectivos

a tabela 2, porém com maior concentra¢do no extrato acetato de etila.

Tabela 2 - Investiga¢do Quimica Preliminar de Rheedia gardneriana.

Grupos Quimicos Material Pesquisado

Determinados Folhas EHB E. AcOEt EH

Alcaldides
Acidos organicos em geral
Acidos fixos fortes
Bases quaternarias
Esterdides e triterpendides
Fenois em geral
Fenois em posig¢éio O e M livres
Flavondides (Heteros. flavonicos)
flavonéis
flavanondis
flavanonas
flavonas
Xantonas
chalconas ¢ auronas
Heterosideos antraquinOnicos
antraquinonas € quinonas -
Heterosideos antocidnicos
antocianidinas, antocianinas - -
Heterosideos cumarinicos -
Resinas ++ -
Taninos hidrolisaveis -
Taninos condensados ++ + - +
Leucoantocianidinas + -
Saponinas ++ + - +

T+++0 4+ +0

+ 4+ +++++++
+ + + 4+ + + +
*  *
+ + + + + +

- =Resultado negativo
+ = Resultado positivo

++ = Positivo, apresentou resultados com maior intensidade
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* = Apareceu mais do que uma vez nos testes (suspeito de ser o constituinte de  maior
concentrago)
Folhas = Foi feito uma série de extra¢des, diferentes do EHB
EHB = Extrato hidroalcodlico bruto (a partir das folhas)
E. AcOEt = Extrato acetato de etila (a partir do EHB)

EH = Extrato hidroalcodlico (fase aquosa da extragio com acetato de etila)

Tabela 3 - Resumo para Flavonédides dos Extratos Hidroalcodlico Bruto,
Acetato de Etila e Hidroalcodlico, Tabela 2

Compostos Quimicos Pesquisados Resultados

EHB | E.AcOEt | EH
Flavonois, flavanonas, flavanonéis e xantonas + ++ -
Flavonas, flavonéis e xantonas + ++ +
Chalconas e auronas + + -
Flavanonois + ++ +
Flavanonas ++ + ++

- = Resultado negativo

+ = Resultado positivo
++ = Indica maior intensidade do que o extrato correspondente para os mesmos

compostos.
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Tabela 4 - Ensaios preliminares realizados com os extratos das folhas da
Rheedia gardneriana Pl. e Tr.

Pesquisa realizada Resultados
Extrato hidroalcodlico em maceracgio
Cor Verde amarelado
Odor mascarado pelo alcool
pH +5,0
Sabor Adstringente
Extrato aquoso em maceragio
Cor Amarela
Odor - Cha
pH + 4,5
Sabor Adstringente
Extrato hidroalcodlico bruto concentrado
Cor Castanho avermelhado
Odor Doce (mel)
pH +4,0 ,
Sabor Adstringente

4.5 - Compostos Isolados da Fracio Acetato de Etila de Rheedia

gardneriana

O fracionamento do extrato AcOEt em sucessivas colunas de silica gel, utilizando
como eluente hexano, acetato de etila, etanol e acetona, permitiu o isolamento de cinco
compostos, com os seguintes pontos de fusdo e rendimentos em relagdo as folhas
desidratadas e ao extrato acetato de etila, respectivamente: Volkensiflavona - C4 PF 190
- 193 °C, 3,4840 g, 0,085 % ¢ 8,71 %. Fukugetin - CS PF 248 - 251 °C, 6,0976 g 0,148
% e 15,24 %. Fukugeside - C6 PF 223 - 227 °C, 0,321 g, 0,0078 % e 0.80%.
Epicatequina - C7 PF 154 - 157 °C, 0,152 g, 0,0037 % e 0,38 %, ¢ por tltimo o GB 2a -
7 - glicoside - C9_ com PF 209 - 212 °C, 0,816 g, 0,020 % e 2,04 %. Os compostos C7 e
C9 também estdo presentes nas subfragGes mais polares, ndo processadas neste trabalho,

podendo serem isolados e obter um rendimento melhor.
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Dos compostos descritos apenas os trés primeiros ja tinham sido isolados desta
planta [29, 35], sendo que o C7 e C9 sdo inéditos no género, de acordo com a
bib]iograﬁa._

O grande numero de compostos existentes nesta fragdo ¢ o grau de polaridade‘
similar dos principios ativos isolados tornam um tanto dificil a separa¢do e purificagdo dos

mesmos.

4.5.1 - Identificacio da Volkensiflavona ( C4)

O composto C4 apos puriﬁcég:ﬁo por filtragdo em colunas de silica gel, apresentou
ponto de fusfo 190 - 193 °C.

Na regifio espectral do infra vermelho (espéctro 1 p. 125) observou-se uma série
de absorgdes que permitiram identificar a presenga de grupos OH fendlico, através de
bandas largas de absor¢do na regidio de 3300 cm™ , de duas carbonilas conjugadas (ao anel
aromatico) pela forte absor¢io em 1638 ¢ 1630 cm’ , além de absor¢Ses na regido de
1516 a 1632 devido as vibrag8es C=C arométicos. v

No espectro de RMN 'H (espectro 2 p. 126) sio observados as aBsorgﬁes em
12,33 € 12,17 ppm para dois grupos OH quelados, caracteristico de biflavonéides. Os
sinais em 2,61 ¢ 4,75 ppm para os hidrogénios I-H3 e I-H2 respectivamente, indicam a
presenca de uma metade flavanona. Uma metade flavona pode ser caracterizada pela
presenca do singlete em 5,96 ppm, correspondente ao hidrogénio II-H3. Estas
observagdes indicam que o composto C4 é um biflavonéide flavanona-flavona. Isto €
confirmado no espectro de ’C através dos sinais caracteristicos dos carbonos C2 e C3 do
anel “C” de flavonas e flavanonas.

O par de dupletes centrados.em 7,23 € 6,71 ppm, com integragdo de 4 hidrogénios
cada, e constante de acoplamento, J = 8,0 Hz para hidrogénios orto correlacionados, séo

atribuidos aos hidrogénios H2’ 6’ ¢ H5’ 3’ dos anéis I-B e II-B.
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O padrio de substituigdo dos anéis I-A e II-A sdo definidos pelos sinais: Um
multiplete na regifio de 6,69 a 7,00 ppm atribuido aos hidrogénios H6 ¢ H8 do anel I-A e
definindo-o como CS5 - C7 dihidréxi. O singlete que aparece em 5,97 ppm corresponde ao
hidrogénio I1-H6 da flavona. Estes dados, juntamente com a absor¢fio no espectro DEPT
(espectro 4 p. 129) dos sinais em 102,88 ppm para carbono quaterndrio, atribuido ao
carbono II-C8 € 49,02 ppm para um carbono metinico atribuido ao carbono I-C3, sugere
que o biflavondide apresenta uma metade flavanona ligada pelo carbono C3 ao carbono
C8 de uma flavona.

A presenca de sinais mais largos é explicada dévido a sobreposigdio de sinais dos
respectivos atropoisdmeros.

Os espectros de RMN "“C/DEPT (espectro 3 e 3a p. 127, 128) confirma a
presenga do esqueleto flavanona através dos sinais em 49,02 ppm (I-C3) e 80,18 ppm (I-
- C2). Do mesmo modo a metade flavona pode ser identificada pelos sinais em 162,01 e
102,88 ppm, correspondente aos carbonos IT-C2 e II-C3 do anel “C” respectivamente.

A analise acima permitiu identificar o composto C4 como sendo a Volkensiflavona.

As atribuigdes dos dados de RMN °C foram realizadas por comparagdo com 0s
dados da literatura, conforme apresentados na tabela 5 p. 90 [56]. Alguns sinais

duplicados sdo devidos a presenga dos atropoisdmeros da molécula em solugdo.
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OH O

FIGURA 5 - Estrutura do Composto C4 VOLKENSIFLAVONA

4.5.2 - Identificaciio do Fukugetin ( C5)

O composto C5 ap6s o isolamento e purificagio, por colunas em silica gel
apresentou PF 248 - 251 °C.

O espectro na regifio de infra-vermetho (espectro 14 p. 139) permitiu identificar a
presenca de grupos OH fenélicos, através de uma larga banda de absorgfo na regiio de
3350 cm’. As fortes absor¢bes em 1646 ¢ 1640 cm’ permitiram identificar duas
carbonilas conjugadas. A série de absorgSes na regifio de 1514 a 1366 cm’! sdo devido as
vibragdes da ligagdo C=C aromatico. |

No espectro de RMN 'H (espectros 15 ¢ 15a p.140, 141) podemos observar a
presenga de duas absor¢des em 13,12 € 12,32 ppm para duas hidroxilas queladas sujerindo
um biflavonoide.

Os sinais na regido de 2,60 ppm e 5,0 ppm indicam a presenga de um esqueleto
flavanona e correspondem aos hidrogénios I-H3 e I-H2 respectivamente. O sinal em 6,33
ppm foi atribuido ao préton II-H3 da metade flavona. Estes dados sugerem um

biflavondide flavanona-flavona analogo a Volkensiflavona.
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Os sinais na regido de 6.0 a 7,5 ppm correspondem aos hidrogénios dos anéis
aroméaticos[ -IIBel-1I A (I-H6 H8, I-H2’ H3’ H5” H6’ e II-H6, II-H2* H5* H6").

Os dados espectrais de RMN *C/DEPT (espectro 16 ¢ 17 p. 142, 143) confirmam
a unidade flavanona, do biflavonoide, através dos sinais em 48,04 ¢ 80,60 ppm para os
carbonos I-C3 e I-C2. O esqueleto flavona foi identificado através dos sinais em 164,63 e
103,07 ppm atribuidos aos carbonos II-C3 e II-C2. A observagiio no espectro C/DEPT
de um carbono metinico em 48,04 ppm atribuido ao I-C3 ¢ de um carbono quaternario em
104,22 ppm atribuido ao II-C8 indicam um biflavondide constituido de uma unidade
flavanona ligada pelo carbono C3 ao carbono C8 de uma flavona.

Por comparagio dos dados de >’C/DEPT com os dados da literatura, como mostra

atabela 5 p. 90, o composto C5 foi identificado como sendo o Fukugetin [56].

FIGURA 6 - Estrutura do Composto C5 FUKUGETIN
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- FUKUGETIN VOLKENSIFLAVONA
C Literatura [56] | Experiéncia | Literatura [56] | Experiéncia
I-2 82,30 82,66 81,40 80,18
I-3 50,10 50,34 48,20 49,02
I1-4 197,20 197,58 196,00 197,29
I-4a 101,60 101,97 101,70 102,33
I-5 158,40 158,74 163,70 158,63
I1-6 97,20 97,49 96,40 97,05
I-7 162,40 162,81 166,60 162,51
I-8 96,10 96,39 95,30 95,83
I-8a 164,20 164,64 163,70 164,29
I-1° 129,80 129,62 128,10 129,96
1-2° 129,80 129,62 128,10 129,96
-3 115,50 115,80 114,60 115,65
I-4 165,70 165,70 162,00 164,80
I-5 115,50 115,80 114,60 115,65
I-6 129,80 130,40 128,10 129,96
Ir-2 164,20 164,64 163,70 162,01
II-3 103,80 104,06 120,80 102,88
I1-4 183,10 182,47 181,60 183,24
Il -4a 103,00 103,33 100,70 102,33
-5 164,90 165,22 160,40 165,46
-6 99,60 99,91 98,50 97,56
-7 165,60 165,91 162,80 165,18
Im-8 103,90 104,72 100,60 102,88
Il - 8a 165,80 167,56 157,30 162,50
-1 120,70 120,85 121,30 131,72
-2 114,20 114,48 128,10 129,96
II-3 146,30 146,67 115,90 116,85
II-4 150,00 150,48 161,00 167,19
II-5 116,50 116,97 115,90 116,85
1I-6 123,50 123,73 128,10 129,96

comparando com os dados da literatura

TABELA 5 - Dados de RMN *C para o Fukugetin e Volkensiflavona,
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4.5.3 - Identificacdo do Fukugeside ( C6)

O composto C6 isolado das fragdes F2.8-4/6-2, F2.8-4/6-4 ¢ F2.9 apresentou
ponto de fusdio 223 - 227 °C e foi identificado como sendo Fukugeside, com base nos
espectros de RMN 'H e RMN “C/DEPT e comparados com dados da literatura. |

No espectro de RMN 'H (espectro 34 e 34a p. 161, 162) pode ser observado um
perfil de absor¢Ses compativeis com aglicona Fukugetin. As absorgdes na regido de 6,0 a
7,5 ppm foram atribuidos aos prétons arométicos e os singletos largos em 13,12 ¢ 12,15
ppm indicam a presenga de hidroxilas queladas. Podé-se também observar a absorgdo
caracteristica do hidrogénio I-H3 da unidade flavanona na forma de um duplete centrado
em 2,70 ppm e o préton I-H2 em 4,85 ppm. Na regido de 3,5 a 5,6 ppm aparece uma série
de absor¢des que foram atribuidas a uma unidade de agticar, onde pode-se observar em
5,96 ppm o pico de absor¢do do préton anomérico. Desta forma trabalhamos com a
hipétese de um Fukugetin glicosilado.

O espectro de RMN "C (espectro 35, 35a e 35b p. 163, 164, 165) apresenta
sinais caracteristicos para os carbonos I-C2 e I-C3 da unidade flavanona, em 82,2 e 48,5
ppm respectivamente. Também pode-se observar a presen¢a de uma unidade flavona
devido as absor¢des em 164,6 e 103,07 ppm atribuidas aos carbonos II-C2 e I-C3
respectivamente. Estes dados, juntamente com os dados de prétons e os demais sinais de
carbono 13, na regido de aromaticos, s#o compativeis com a presenca da aglicona
Fukugetin, como mostram os dados apresentados nas tabelas 5 € 7 p. 90 € 97. O espectro
de RMN “C/DEPT comprova a presenga de uma molécula de agucar, através das
absorgdes na regido de 60 a 80 ppm, o qual foi identificado como sendo uma molécula de
glucose. Isto ¢ confirmado no espectro de DEPT (espeéctros 36 e 36a p. 166, 167) onde
observa-se um sinal para CH,OH em 61,96 ppm, atribuido ao carbono C6 da glicose.
Além dos sinais em 100,9 ppm para o carbono anomérico CH, e mais quatro picos de

absorgdo para carbonos metinicos em 79,87, 77,48, 77,52 e 70,60 ppm.
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As atribuicGes foram feitas com auxilio dos dados da literatura conforme

apresentados na tabela 7 p. 97 [57].

GLUCOSE (GLU)

FIGURA 7 - Estrutura do Composto C6 FUKUGESIDE

4.5.4 - Identificacio da Epicatequina ( C7)

O composto C7 obtido da fragéio F2.9 p. 69, apds purificagdo por coluna em silica
gel apresentou PF 154 - 157 °C.

As absorgbes na regido espectral do IV (espectro 37 p. 168) nos permitiu
identificar a presenca de grupos OH fendlicos através de bandas largas em 3450 cm™ e
uma absorgio forte em 1620 cm™ referente ao estiramento da ligagio C=C aromético. O
espectro de IV também nos indica a auséncia de carbonila.

Em anilise realizada no espectro RMN 'H (espectros 38 € 38a p. 169, 170) pode-

se constatar a presenca de dois sistemas de prétons aromaticos: O primeiro sistema
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atribuido ao anel “B” de um flavonéide aparece na regifio de 7,2 a 7,9 ppm, onde se pode
observar a presenga de um duplete centrado em 7.28 ppm com constante de acoplamento
8,0 Hz para prétons orto correlacionados. Um duplo duplete centrado em 7,32 ppm com
constantes de acoplamento 8,0 e 2,0 Hz para prétons orto e meta correlacionados. E um
duplete centrado em 7,89 ppm com constante de acoplamento 2,0 Hz para prétons meta
correlacionados. Estes trés sinais apresentados foram atribuidos respectivamente aos
protons HS', H6' e H2' do anel "B" 3', 4' dihidréxi de um flavonéide.

O outro sistema de prétons aromaticos, representado por um par de dupletes
centrados em 6,65 ¢ 6,68 ppm, com constantes de acoplamento 2,0 Hz, definem um
padrdo de substituigio 5 e 7 dihidr6xi do anel "A" de um flavondide.

A auséncia de sinais de hidrogénio para OH quelado na regifio 11 a 14 ppme a
presenga do sistema de prétons alifaticos na regido de 4,7 a 5,3 e 3,3 a 3,5 ppm sugerem
uma estrutura flavan-3-ol.

Assim o anel "C" de uma epicatequina foi evidenciado pela presenga dos seguintes
sinais: Dois duplos dupletes centrados em 3,39 ppm com constantes de acoplamento, J =
16,0 ¢ 4,5 Hz e 3,52 ppm com J = 16,0 ¢ 3,7 Hz, os quais foram atribuidos ao metileno
C4. O préton H3 esta representado pelo multiplete em 4,71 ppm e o préton H2 pelo
singlete largo em 5.34 ppm.

No espectro de RMN ’C (espectros 39, 39a, 39b e 39c p. 171 a 174) pode-se
confirmar o anel "C" de um epicatequina através dos sinais em 29,4 ppm para o metileno
C4, e em 66,75 e 79,85 ppm para os carbonos metinicos C3 e C2 respectivamente. O anel
"A" 5,7-dihidroxi foi confirmado pela presenga dos sinais em 95,50 ¢ 96,49 ppm para
os carbonos metinicos C8 e C6 respectivamente. O carbono C10 pode ser observado em
99,96 ppm e os carbonos oxigenados C5, C7 e C9 em 158,45, 158,39 e 157,37 ppm
respectivamente.

O anel "B", com um padrio de substituicio 3',4'-dihidroxi também pode ser
verificado pela presenga dos sinais correspondentes a trés carbonos metinicos C2°, C5’e

C6’em 115,69, 115,08 ¢ 119,63 ppm respectivamente. O sinal em 131,89 ppm foi
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atribuido ao carbono C1’ e os sinais para os carbonos oxigenados C3' e C4' foram

observados em 146,68 e 146,57 ppm.

A conﬁi’mag:ﬁo final da estrutura do composto C7 como sendo Epicatequina foi

confirmada com base nos dados de RMN ">C em comparagiio com os dados da literatura

(tabela 6 p. 94 ) [56].

FIGURA 8 - Estrutura do Composto C7 EPICATEQUINA

EPICATEQUINA

C Literatura | Experiéncia C Literatura | Experiéncia
2 79,40 79,85 10 99,70 99,96

3 66,90 66,75 1’ 132,10 131,89

4 29,10 29,41 2’ 115,20 115,69

5 157,40 158,45 3 145,20 146,68

6 96,20 96,49 4 145,20 146,57

7 157,40 158;39 5 115,50 115,08

8 95,70 95,50 6 | 119,40 119,63

9 157,00 157,37

TABELA 6 - Dados de RMN °C para a Epicatequina, Comparando com

os Dados da Literatura
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4.5.5 - Identificacio do GB 2a - 7 - glucoside ( C9)

O composto C9 isolado da fragdo F2.9 apods puriﬁcag:ﬁo por elui¢do em coluna de
silica gel, apresentou ponto de fusdio 209 - 212 °C.

As absorg¢bes no espectro de IV (espectro 40 p.175) permitiram identiﬁqar a
presenca de grupos OH fendlicos através da banda larga de absorgdo na regido de 3480
cm’. A intensa absor¢io em 1630 cm’, correspdhde aos dois grupos carbonilas
conjugadas ( ao anel aromatico ). A série de absor¢des na regifio de 1550 a 1300 cm’ sdo
devido as vibragdes da ligagdo C=C aromatico. |

A anilise do espectro de RMN 'H (espectros 41, 41a p. 176, 177) indica a
presenga de dois sinais em 12,91 e 12,34 ppm atribuidos a dois prétons quelado, o que
nos permitiu trabathar com a hipdtese de um biflavondide. A observagédo dos espectros de
RMN 'He RMN C, permitiram detectar duas unidades flavanonas, ligadas entre si
pelos carbonos I;3 e II-C8.

As duas unidades flavonas foram caracterizadas pelos seguintes sinais: Um duplo
duplete centrado em 3,17 ppm com constantes de acoplamento 12,3 e 17,0 Hz, atribuido
ao hidrogénio II-H3a, um duplo duplete centrado em 2,90 ppm, com constantes de
acoplamento 12,3 e 2,8 Hz referente ao hidrogénio II-H3B e um duplo duplete centrado
em 5,65 ppm com constantes de acoplamento 12,3 e 2,8 Hz para o hidrogénio II-H2.
Estes trés duplo dupletes definem a unidade flavanona II. | |

A unidade flavanona I foi definida pelo par de dupletes centrados em 5,34 € 6,57
ppm com constantes de acoplamento igual a 12 Hz referente aos hidrogénios I-H3 e I-H2
respectivamente.

O espectro de RMN BC/APT (espectros 42, 42a, 42b, e 42c p. 178 a 181)
apresenta sinais para dois carbonosrmetl’nicos em 83,40 ¢ 48,10 ppm caracteristicos para
os carbonos I-C2 e I-C3 respectivamente, de uma unidade flavanona. A outra unidade
flavanona foi identificada através das absor¢des em 80,00 ppm para um carbono metinico

¢ 44,30 ppm para um carbono metileho., sinais atribuidos aos carbonos II-C2 e II-C3
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respectivamente. Estes dados confirmam a estrutura de um biflavondide flavanona-
flavanona ligados entre si pelos carbonos I-C3 e II-C8. A presenga de uma unidade de
glucose pode ser observada através dos sinais no espectro de RMN 'H, em 6,18 ppm para
o préton anomérico € em 4,07, 4,31, 4,45; 5,53 e 5,87 ppm para os demais prétons.

No espectro de RMN "°C, o grupo metileno da glucose pode ser observado em
61,85 ppm, o carbono anomérico em 101,95 ppm e os demais carbonos na regido de 70 a
79 ppm. |

A estrutura GB 2a-7-glucoside foi finalmente confirmada por comparagdo dos
dados de RMN "°C com os dados da literatura [56]. |

GLUCOSE (GLU)

FIGURA 9 - Estrutura do Composto C9 GB 2a - 7 - GLUCOSIDE
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FUKUGESIDE GB 2a - 7 - GLUCOSIDE
C Literatura [S7] | Experiéncia Experiéncia
1-2 82,40 80,60 83,40
I-3 48,50 48,04 48,10
I-4 197,70 197,94 197,80
1-4a 103,80 101,46 103,70
I-5 165,80 158,98 165,00
1-6 98,00 97,32 97,10
1-7 168,20 162,49 167,70
I-8 96,70 96,08 97,00
I1-8a 164,10 164,22 164,40
I-1° 129,70 130,29 130,60
1-2° 131,00 129,73 - 131,00
[-3 116,50 11620 116,30
[-4 159,90 165,64 159,30
1-5 116,50 116,20 116,30
1-6 129,60 129,73 130,20
-2 165,30 164,63 80,00
-3 103,90 103,07 44,30
-4 183,00 183,41 197,10
1I-4a 103,50 103,36 102,00
-5 162,70 164,63 163.90
-6 100,20 99,64 95,80
-7 162,20 158,98 163,60
I-8 103,10 104,22 102,40
Il - 8a 156,10 167,47 159,60
Im-1’ 122,70 120,96 128,40
-2 114,70 114,57 117,70
-3’ 148,00 145,73 147,90
-4 152,30 150,73 147,60
-5 115,90 116,46 114,40
II-6 120,00 131,73 116,60
C-GLU
1” 102,20 100,90 102,00
27 79,30 79,87 79,00
3” 78,70 77,48 78,40
4” 75,30 77,52 74,40
5” 71,30 70,60 70,80
6” 62,10 61,96 61,90

TABELA 7 - Dados de RMN *C para o Fukugeside ¢ GB 2a-7-
Glucoside, comparando com os dados da literatura.
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4.6 - Derivados do Fukugetin e da Volkensiflavona

Foram realizadas reagdes de Acetilagio, Metilagdo e Benzoilagdo para a
Volkensiflavona e o Fukugetin. Para o Fukugetin também foram preparados derivados
etilados. Os produtos foram purificados através de colunas cromatograficas, com a
utilizagdo de solventes adequados para cada etapa realizada. O monitoramento por CCD

permitiu acompanhar o tempo de reagio.

4.6.1 - Identificacio da Volkensiflavona Peracetilada

O tratamento da Volkensiflavona com anidrido acético e dimetilaminopiridina em
acetato de etila resultou no produto peracetilado (figura 10 p.100), com tempo de reagio
relativamente baixo (1 h e 30 min). Apds os procedimentos de purificagio o derivado
peracetilado foi obtido na forma de cristais brancos com rendimento de 96 % e ponto de
fusdo 137 - 140 °C.

A peracetilagdo foi confirmada pelo total desaparecimento da intensa banda de
absorgdo na regido de 3370 cm™ do espectro IV (espectro 5 p. 130), devido aos OH
fenolicos e o aparecimento de uma forte absor¢io em 1774 cm™ para carbonila de éster
além da vibragfio de deformagfo axial de C—O em 1200 cm™.

No espectro de RMN 'H (espectro 6 p.131) pode-se observar o desaparescimento
das absorgdes em 12,33 e 12,17 ppm devido aos OH quelados, indicando que ocorreu a
peracetilagio (acetilou em todas as hidroxilas, inclusive nas OH menos reativas em I-C5 ¢
TI-C5). Observou-se também o aparecimento dos sinais referentes aos grupos metilas do
radical acetil na regido de 2,2 a 2,3 ppm.

No espectro de RMN "°C (espectro 7 p. 132) observou-se o deslocamento das
carbonilas II-C4 e I-C4, de 183,24 ¢ 197,2 ppm para 189,5 ¢ 188,6 ppm, devido a
influéncia anizotrépica conferida pelo grupo acetil nas posi¢ées I-C5 e II-CS, confirmando
a peracetilagéo. Também o aparecimento de um grupo de sinais em campo alto a 20 ppm

referente aos grupos metilas do radical acetil foi observado.
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4.6.2 - Identificaciio da Volkensiflavona Benzoilada

O tratamento da Volkensiflavona com cloreto de benzoila e piridina em acetato de
etila, resultou na obtengfio do derivado tetrabenzoilado (figura 10 p.100), na forma de um
sélido de coloragéio bege com ponto de fusdo 147 - 150 °C e rendimento de 97,8 %. Esta
reagdo foi rapida, levando ao total consumo do reagente em apenas cinco minutos.

O derivado tetrabenzoilado foi identificado pelo desaparecimento parcial da banda
forte de absorg¢dio devido aos grupos OH fendlicos, no IV (espectro 9 p. 134) € o
aparecimento de uma forte absorgio em 1744 cm’ referente as carbonilas do radical
benzoil.

No espectro de RMN 'H (espectro 10 p. 135) observou-se a permanéncia dos
sinais em 12,33 e 12,17 ppm correspondentes aos OH quelados, mostrando que nio houve
benzoilagdo nas posigdes I-C5 e II-C5. Apresentou também absor¢do com maior

intensidade na regidio de 7 - 8 ppm devido aos prétons aromaticos dos grupos benzoilas.

4.6.3 - Identificaciio da Volkensiflavona Metilada

A metilagdo da Volkensiflavona com iodeto de metila em acetona, resultou no
produto tetrametilado na forma de cristais amarelo gema com ponto dé fusdo 112 - 115 °C
(ver figura 10 p. 100) e um rendimento de 98,35 %.

Ap6s purificagdo, o derivado metilado mostrou no espectro IV (espectro 11 p.137)
a diminui¢io da banda de absorgdio em 3440 cm™ dos grupos OH fenélicos e o aumento
significativo da absorgdo dos estiramentos C—H alifético em 2936 e 2840 cm™ devido aos
grupos CHj.

No espectro de RMN 'H observamos além das absor¢Ges na regido de 3,8 a 4,0
ppm devido aos grupos metoxilas, a permanéncia dos sinais referentes aos hidrogénios dos

"OH quelados em I-C5 e II-CS5, indicando que a metiiac;ﬁo ndo ocorreu nas hidroxilas dos

carbonos C5 das unidades I e II da Volkensiflavona.
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O espectro RMN “C (espectros 12, 13 p. 137, 138) mostrou o aparecimento de

quatro sinais para metoxilas em 57,01, 56,81, 56,53 e 55,86. Isto confirma que ndo houve

metilagdo das hidroxilas queladas I-5 e II-5, sendo metiladas apenas as hidroxilas I-7, II-7,

I-4’¢ 11-4°.
R, R,
Volkensiflavona (C-4) H H
Acetilacdo
Metllagﬁo H CH;j
Benzoilagdo

R; R, Rs Rg

H H H H

COCHz; COCH; COCHs; COCHs COCH; COCH;

CH; CH; H CHj3

HCO‘Q =R3=R4=R6 H

FIGURA 10 - Esquema de Sintese dos Derivados da Volkensiflavona

4.6.4 - Identificacio do Fukugetin Peracetilado

O tratamento do Fukugetin com anidrido acético em piridina e acetato de etila

resultou na obtengdo do Fukugetin peracetilado (figura 11 p. 104), que apds os



101

procedimentos de purificagdo resultou em cristais de coloragéo amarelo claro com PF 194
- 197 °C ¢ rendimento de 87,10 %.

A identificagio do produto peracetilado foi realizadb através das anslises
espectroscopicas. No espectro de IV (espectro 18 p. 144) observou-se o completo
desaparecimento da forte banda de absor¢do devido aos OH fendlicos na regido de 1380
cm'l, e o aparecimento de uma intensa banda de absor¢io em 1780 cm?, para as
carbonilas de éster, além de uma banda intensa de absor¢io em 1200 cm’, atribuido a
vibragio de deformagiio de C—O, carbono do anel ligado ao grupo acetil.

- No espectro de RMN "H (espectro 19 p. 145) observou-se o desaparecimento das
absorgdes devido aos OH quelados, indicando que ocorreu a acetilagdo dos grupos OH
quelados das posigdes I-C5 e II-C5 menos reativos. Na regifo de 1,96 a 2,28 ppm foram
identificados um grupo de sinais atribuidos aos grupos CH; do radical acetil. |

O espectro de RMN "°C (espectro 20 p. 146) apresentou sinais de absorgdes na
regifio de 20,8 e 21,0 ppm correspondente aos grupos metilas dos radicais acetil.

Para as carbonilas do radical acetil foram observados sete sinais na regido de 168 -

170 ppm, o que confirma a peracetilagio do Fukugetin.

4.6.5 - Identificaciio do Fukugetin Benzoilado

O tratamento do Fukugetin com cloreto de benzoila em piridina e acetato de etila,
resultou na obtencdo do Fukugetin penta benzoilado, que apds o procedimento de
purificagdo apresentou coloragdo amarelo palido, ponto de fusdo 98 - 100 °C e
aproximadamente 100 % de rendimento

A identificagdo do produto penta benzoilado foi feita através da observag¢do da
diminui¢do da banda intensa no espectro de IV (espectro 21 p.147) correspondente aos
OH fendlicos, o que permitiu concluir que alguns hidrogénios dos grupos OH fendlicos

foram substituidos. Além disso houve o aparecimento de uma absorgdo em 1770 cm’
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atribuidos aos grupos C=0 benzoilicos e uma banda intensa em 1200 cm™ da vibragio de
deformagdo C—O. |

O espectro de RMN 'H (espectro 22 p.148) apresentou sinais de absorgdo com
maior intensidade na regido de 7 - 8 ppm devido aos prétons arométicos dos grupos
benzoilas, onde também pode ser observado a permanéncia das absorg¢des dos grupos OH

quelados menos reativos.

4.6.6 - Identificac¢iio do Fukugetin Metilado

A metilagdo do Fukugetin com iodeto de metila em acetona resultou no derivado
penta metilado (figura 11 p. 104), na forma de u m sélido amarelo queimado, que apés o
procedimento de purificaco apresentou ponto de fusfio 132 - 135 °C e rendimento de
98,5 %.

O produto penta metilado foi caracterizado pelas observagdes dos espectros de
absor¢do no IV (espectro 32 p. 159) através do desaparecimento parcial da banda de
absor¢do dos OH fendlicos em 1380 cm™ e o aparecimento das absor¢des na regifo de
2940 e 2870 cm’ referente ao estiramento das ligagdes C-H dos grupos metilas.

No espectro de RMN 'H (espectro 33 p. 160) os sinais na regifio de 3,66 - 3,90
ppm comprovam a presenga das metoxilas.

A penta metilaggio foi confirmada através da observag@io da permanéncia dos sinais

para os OH quelados em I-C5 e II-C5 no espectro do produto.

4.6.7 - Etilacio do Fukugetin

A etilagdo do Fukugetin com iodeto de etila em acetona resultou na obtengéo de

quatro produtos observados por cromatografia em camada delgada. Apds a separagéo e
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purificacdo por cromatografia em coluna de silica gel, obteve-se trés derivados
parcialmente etilados (figura 11 p. 104).

Segundo a ordem crescente de polaridade pela CCD eluida com hexano, acetato de
etila e acetona, foram isolados os derivados: 5; de consisténcia oleosa amarelo escuro, 5,
na forma de um sélido amarelo gema com ponto de fusdo 177 — 180 °C e o terceiro 53 um
composto s6lido amarelo com ponto de fusdio 108 — 111 °C.

Os espectros de RMN 'H (espectros 23, 24, 25, 25a, p. 149 a 152) para os trés
derivados mostra absorgfo na regifio de 1,2 ppm para as metilas e 4,1 ppm para metilenos
carbindlicos.

No espectro de RMN C/APT (espetros 27, 28 p. 154, 155) do derivado 5;, foram
observados cinco sinais na regido de 14 — 15 ppm (14,65; 14,84; 14,90; 14,98 ¢ 15,16)
atribuidos a cinco metilas e cinco sinais na regido de 63 — 65 ppm (63,88; 64,66; 65,03;
65,24 ¢ 65,54) atribuidos a cinco metilenos carbindlicos. Estes dados indicam que o
derivado 5; seja Fukugetin penta etilado.

Nos espectros de RMN C/APT (espectros 26, 29, 30, 31 p. 153, 156 a 158) dos
derivados 5, e 53 foram observados quatro sinais para os grupos etilas sugerindo serem
derivados tetra etilados.

Pela diferenga de polaridade e de pontos de fusdo entre os derivados 5; e 55, como
também as diferengas nos deslocamentos quimicos dos grupos etilas, nos permite inferir as
estruturas da etilagfio 5, e 5; (figura 11 p. 104) para os isGmeros tetraetilados.

5, como sendo I-7, 1-4°, I11-3’ e I1-4’ tetra etoxi.

5; como sendo I-7, I-4°, I1-4° e 1I-7 tetra etoxi.
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R R3 R3 R4 Rs R¢ R~
Fukegetin (C-5) H H H H H H H
Etilagdo (5 1 ) H CH,CH; CH,CH; CH,CH; CH,CH; H CH,CH;
Etilagdo ( 5,) H CH,CH; CH,CH; CH,CH; CH,CH, H H
Etilagdo ( 53) H CH,CH; CH,CH; H CH,CH; H CH,CH;
Acetilagdo COCH; COCH; COCH; COCH; COCH; COCH; COCH;
Metilag o H CH; CH; CH; CH; H CH;

Benzoilagio

FIGURA 11 - Esquema de Sintese dos Derivados do Fukugetin

4.7 - Modelos de Dor Induzidos pelo Acido Acético, Placa Quente,

Formalina e Pleurisia em Ratos

No teste das contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético, a administragio
intraperitoneal do extrato hidroalcoélico bruto - EBH (2,5 a 50 mg/kg) 60 minutos antes,

inibiu significativamente e de forma dose-dependente o numero de contorgdes abdominais
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em relago ao grupo controle (fig. 12 p. 106). Quando administrado por via oral, nas dose
de 200 a 800 mg/kg, 60 minutos antes do acido acético, o EBH também foi ativo em
inibir o niimero de contor¢des abdominais (fig. 13 p. 107). O EBH, na dose de 50 mg/kg,
administrado por via intraperitoneal 1, 2, 4 e 6 horas antes do agente 4lgico, mostrou-se
eficiente em reduzir a resposta dolorosa até pelo menos a 6* hora (fig. 14 p. 108).

A administra¢@o de indometacina por via intraperitoneal na dose de 1 mg/kg reduz
significativamente a resposta algica (fig. 12 p. 106) Em adigdo, a admihistra(;ﬁo de
indometacina (25 mg/kg, via oral), dexametasona t25 mg/kg, via oral), &cido
acetilsalicilico (200 mg/kg, via oral) ou fentanil (0,5 mg/kg, s.c.) também reduziram
significativamente a resposta algica induzida pelo 4cido acético (fig. 15 p. -109).

No teste da formalina, nem a indometacina (10 mg/kg, via intraperitoneal) nem o
EBH em doses crescentes (1, 2.5, 5 ¢ 10 mg/kg, via intraperitoneal) administradas 60
minutos antes do teste foram capazes de reduzir o tempo do “licking” na primeira fase. O
mesmo ndo aconteceu na segunda fase onde tanto a indometacina quanto o EBH de
maneira dose-dependente foram eficazes em reduzir o tempo do “licking” (fig. 16 p. 110).
Nestas mesmas doses apenas a indometacina foi eficaz em reduzir o edema de pata de
camundongo induzido pela formalina quando administradas 60 minutos antes da injegdo
do agente flogistico/algico (fig. 17 p. 111). Quando o EBH, numa dose de 2.5 mg/kg, via
intraperitoneal, foi administrado 1, 2 ou 4 horas antes do teste, observou-se redugéo
significativa do tempo do “licking” até a 2° hora, havendo, entdo, uma reversio do efeito
antinociceptivo ap0s a quarta hora (fig. 18 p. 112). Ainda com uma dose de 2.5 mg/kg,
via intraperitoneal, injetada 1, 2, 4, 6 ou 8 horas antes do teste, observou-se uma redugio
no edema de pata do camundongo induzido por formalina de maneira estatisticamente
significante apds a 2° hora, efeito este que permaneceu até pelo menos a 8* hora (fig. 19
p. 113).

O tempo de laténcia dos camundongos no teste da placa quente ndo foi alterado
ap6s a administragdo do EBH (25 e 50 mg/kg, via intraperitoneal), mas o fentanil (0.5
mg/kg, s.c.) o alterou ¢ de maneira significativa (fig. 20 p. 114).
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Na Tabela 8 p. 117 estdo expressos os valores calculados para DLso,s € Enux
obtidos com o EBH, administrado por via intraperitoneal ou oral, nos testes do 4cido
acético ou da formalina. Em ambos os modelos de dor utilizados nos experimentos, o

EBH foi muito mais eficaz quando administrado por via intraperitoneal. Entretanto o

.....

50
@ 1 Salina
= Indometacina (mg/kg)
é 401 T Ext.Bruto (mg/kg)
Q
B 30 i * * P < 0,05
< , **p<0,01
5 20
10 i
O
o
E 10
8 %k

S L

1,01{2,5 5,0 250 500

FIGURA 12 - Representacdo das contor¢des abdominais induzidas por acido
acético em camundongos. A administragdo de EBH (via intraperitoneal) inibiu
significativamente (ANOVA) de forma dose-dependente as contorgSes
abdominais quando comparado ao controle (salina). A inibicdo por
indometacina (via intraperitoneal) demonstra a sensibilidade do método por
antiinflamatdrios ndo-esteroidais. Cada barra representa a média = E.P.M. de

4 a 8 experimentos.
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FIGURA 13 - Representagdo da resposta inibitéria, dose-dependente,
induzida pelo EBH (via oral) sobre as contor¢des abdominais provocadas por
acido acético. Cada barra representa a média + E.P.M. de 4 a 6 experimentos.

Asteriscos denotam p < 0,05 (ANOVA) em relagio ao grupo de controle.
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FIGURA 14 - O EBH 50 mgkg, (via intraperitoneal) de Rheedia
gardneriana apresentou-se significativamente ativo em inibir as contor¢fes
abdominais pelo menos até 6 horas apés a administra¢do. Cada barra
representa a média = E.P.M. de 4 a 6 experimentos. Asteriscos denotam um p
< 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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FIGURA 15 - Comparagdo do efeito inibitério da indometacina,

dexametasona, acido acetilsalicilico (AAS) e fentanil sobre as contor¢des

abdominais induzidas por 4cido acético em camundongos. Cada barra

representa a média + E.P.M. de 4 a 6 observagdes. Asteriscos denotam-um
p < 0,05 (Teste “t”) em relagdo ao grupo controle.
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(mg/kg, via (mg/kg, via
intraperitoneal) intraperitoneal)
7 70 —
N\ N
o0 60|
E T
3! 50{— T T
Jed
< - * 1
Q, 40l T
O i RS
Mo} 300
Cé 20 u
% 10[—
n L
10 1 25 5 10

FIGURA 17 - A figura compara a atividade inibitéria da indometacina com
a do EBH no edema de pata de camundongo induzido por formalina. Cada
barra representa a média + E.P.M. de 4 a 8 experimentos. O asterisco
denota um p < 0,05 (Teste “t”) em relagdo ao grupo controle.
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FIGURA 19 - A ilustragdo representa o A (mg) do edema de pata de
camundongo induzido por formalina. Observa-se que o EBH inibiu
significativamente o edema apds as 2 h e pelo menos até as 8 h ap6s a sua
administragdo (via intraperitoneal). As barras apresentam a média + E.P.M.
de 4 a 6 experimentos. Asteriscos denotam um p < 0,05 em rela¢do ao
controle.
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FIGURA 20 - A figura representa a laténcia de quatro grupos de

camundongos expostos a placa quente (tempo O) e apls tratamento com

salina, fentanil ou EBH aos 30 e 60 min. Cada barra representa a média +

E.P.M. de 4 a 6 experimentos. O astérisco aponta um. p < 0,05 ém relagdo

ao controle (tempo 0).
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TABELA 8 - Efeito do EBH de Rheedia gardneriana nos testes do acido

acético e da formalina.

Via Intraperitoneal Via Oral
DLso Emix DL Emax
Acetato 8,Imgkg 8% 488,6 78 %
(4,2 - 15,5) (280 - 857)
Formalina 2,3 mg/kg 95 % 54,9 : 98 %
(1,7 - 3,0) (45 - 60)

O EBH foi administrado por via intraperitoneal ou oral. As DL, estdo expressas
em mg/kg e os valores entre parénteses representam os limites de confianca para 95%
(método de Litchfield-Wilcoxon) Enix representa o efeito inibitério méaximo sobre as
contor¢des abdominais, ou o “licking” no teste do &4cido acético ou da formalina,

respectivamente.

4.7.1 - Avaliacio Farmacologica do Extrato Hidroalcodlico Bruto e das

Fracgdes Particionadas de Rheedia gardneriana

Em varias regides do Brasil, os chds ungiientos e compressas das folhas de
Rheedia gardneriana tem sido razoavelmente utilizados pela populagdo, como analgésico
e antiinflamatério, no tratamento do trato urinario, em processos infecciosos ou nio.

Os testes farmacoldgicos foram realizados in vivo, utilizando animais do tipo
camundongos "Swiss" e ratos “Wistar”, em modelos de dor induzidos pelo acido acético,

teste da formalina, teste da placa quente ¢ o modelo de pleurisia. A administragdo dos
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extratos foi feita por via oral e intraperitoneal em doses variadas. Também foi feita a
avaliagdo farmacologica do EHB no trato gastrointestinal in vitro.

O extrato hidroalcodlico bruto desta planta apresentou potente atividade
analgésica em camundongos quando submetido aos modelos experimentais utilizados, que
sdo: teste do acido acético e da formalina e, o da placa quente nio foi verificado
analgesia. O EHB foi administrado por via intraperitoneal e oral.

Na avaliagio farmacologica do extrato hidroalcodlico bruto no trato
gastrointestinal in vitro, o extrato apresentou um mecanismo de agfo inespecifico que
precisa ser aprofundado a nivel quimico e farmacologico.

Em outro estudo, onde foi avaliado o efeito antiinflamatério induzido pelo extrato
hidroalcodlico bruto em modelos de pleurisia em ratos, administrado por via
intraperitoneal, foi verificado significativa atividade anti-inflamatéria nos processos
inflamatérios agudos ou alérgicos.

O extrato acetato de etila foi estudado para avaliar a atividade analgésica,
utilizando o teste da formalina , sendo administrados por via _intraperitoneal. Os resultados
indicam que o Extrato AcOEt nfio altera o volume do edema e reduz a dor induzida por
processo inflamatério. Esta fracio foi menos potente em induzir analgesia quando
comparado aos resultados obtidos com o extrato hidroalcoélico bruto. Parece que os

compostos ativos foram divididos em outras frages além da Fra¢do AcOEt.

4.8 - Atividade Antimicrobiana

Os resultados obtidos com os testes de difusfo em agar da fragdo acétato de etila,
compostos isolados e derivados estéio apresentados na tabela 9 p. 118 e a determinagéo da
Concentrag¢do Inibitéria Minima (CIM) e Concentragio Bactericida Mlmma (CBM) para
os compostos Volkensiflavona, Fukugetin e Fukugeside estdo apresentados na tabela 10
p. 118.
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A fragdo acetato de etila mostrou-se ativa contra todas as bactérias testadas.
Porém a maior atividade se concentrou nas bactérias Gram-positivas tanto bacilos
(Bacillus cereus) como nos cocos (Staphylococcus aureus e Staphylococcus
saprophyticus) onde apresentou em média halos de inibi¢io de 24 mm de didmetro na
concentragdo de 5 mg/50 pl. Para as bactérias Gram-negativas os halos de inibi¢do foram
em média de 10 mm de didmetro.

O mesmo petfil foi observado para os compostos isolados onde os maiores halos
de inibi¢do do crescimento bacteriano foram observados para as bactérias Gram-positivas.
Os compostos Fukugetin, Fukugeside e Epicatequina foram inativos para Escherichia coli
¢ os compostos Volkensiflavona e GB 2a-7-glucoside apresentaram um halo de inibigio
de 9 mm para Escherichia coli na concentragdo de 1 mg/50 pl, mostrando que estes dois
compostos contribuem para a atividade contra Escherichia coli observada na fragio
acetato de etila.

A Volkensiflavona, quando testada pelo método de difus3o, foi ativa contra todas
as bactérias testadas. Os derivados acetilado, benzoilado ¢ metilado da Volkensiflavona
tiveram sua ag8o antimicrobiana dimin_ul'da de modo geral, e também foram inativos para
Escherichia coli e Staphylococcus saprophyticus.

A acetilagdo do Fukugetin produziu uma diminuigdo na atividade antibacteriana
em menor grau que a Volkensiflavona, sendo que para o S. aureus ocorreu um leve
aumento da inibigdo. Porém a benzoilagio, metilagio e etilagfio resultaram na completa

inativacdo dos respectivos derivados.
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Compostos E. B. P. S. S.
coli  cereus aeruginosa aureus saprophyticcus

Fragdo AcOEt 11 25 9 26 21
Volkensiflavona-C-4 9 22 9,5 18 14,5
Fukugetin-C-5 NHI 25 15 20 18
Fukugeside NHI 12,5 10 14 9
Epicatequina NHI 18 11 19 12
GB 2a-7-glucoside 9 17 9 15 10,5
C-4 Acetilado NHI 12,5 9 9 NHI
C-4 Benzoilado NHI 12 9 8,5 NHI
C-4 Metilado NHI 9 NHI 9 NHI
C-5 Acetilado NHI 21 11 21 15
C-5 Benzoilado NHI NHI NHI NHI NHI
C-5 Metilado NHI 10 NHI 15 NHI
C-5 Etilado 1 NHI NHI NHI NHI NHI
C-5 Etilado 2 NHI NHI NHI NHI NHI
C-5 Etilado 3 NHI NHI NHI NHI NHI

Concentragdo: Fragdo AcOEt 3 mg/50 ul, os demais compostos 1 mg/50 ul

TABELA 9 - Atividade Antibacteriana dos Compostos Isolados e Derivados

Compostos B. cereus E. coli P. aeruginosa  S. aureus
CM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Volkensiflavona | 2,5 25 >25 >25 >2,5 >2,5 >25
Fukugetin >1,25  >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25
Fukugeside >1,25  >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25

TABELA 10 - Determinacéiio da CIM e CBM ( concentra¢do em mg/mL)
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CONCLUSOES

- O fracionamento cromatografico em coluna de silica,-da fragio-Acetato-de Etila, -

resultou no isolamento e identificacdo dos compostos: Volkensiflavona, Fukugetin,
Fukugeside, GB 2a-7-glicoside ¢ Epicatequina.

- O biflavondide glicosilado GB-2a-7-glicoside e o flavonéide Epicatequina, foram
isolados e identificados pela primeira vez no Género Rheedia.

- Atividade analgésica e antiinflamatoria: O extrato hidroalcodlico bruto (EHB)
apresentou  significante atividade analgésica e antiinflamatéria em modelos de dor
induzida pelo 4cido acético e formalina. A fragdo acetato de etila (FAE) foi menos
potente em induzir analgesia do que o EHB, indicando que os constituintes ativos estdo
distribuidos em outras fra¢gdes além da FAE. Testes farmacoldgicos com os compostos
isolados e seus derivados estdo em andamento.

- Atividade antibacteriana: Todos os compostos isolados apresentaram atividade
antibacteriana contra bacillus e cocos, tanto Gram-positivo como Gram-negativo. Os
biflavondides Fukugetin, Volkensiflavona e Fukugeside apresentaram as. atividades mais
relevantes, apresentando concentragfo. inibitéria minima. (CIM).entre 1,25 € 2,25 mg/mL.
Os derivados acetilados, benzoilados e metilados tiveram uma diminui¢o significativa da
atividade antimicrobiana. J4 os derivados etilados foram completamente-inativos: para-as
bactérias testadas.

- Os resultados obtidos, ndo sé confirmam como também estendem as observagdes

populares a respeito do uso medicinal desta planta como analgésico e anti-séptico.
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ESPECTRO 1 - Espectro de IV ( KBr ) da Volkensiflavona.
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ESPECTRO 21 - Espectro de IV (KBr) do Fukugetin Benzoilado.
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