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RESUMO

Araucaria angustifolia € uma arvore de grande porte que ocorre na floresta ombrdfila
mista, um ecossistema Unico dentro do dominio da Mata Atlantica. E a unica especie
da familia Araucariaceae natural da regido sul do Brasil. Atualmente esté incluida na
lista das espécies ameacadas de extingdo, devido a intensa exploragcdo de sua
madeira pelas industrias madeireiras e de papel e celulose. O objetivo deste trabalho
foi o isolamento e a identificagdo em Araucaria angustifolia substancias
potencialmente ativas, biomonitorado por ensaios de citotoxicidade e atividade
antiviral para o virus herpético tipo-1 (HSV-1), expressa pelo indice de Seletividade
(IS). Assim, partindo-se de um extrato hidroalcodlico das folhas (aciculas) do
material vegetal, seguido de particdo com solventes de polaridade crescente, foi
possivel estabelecer a atividade antiviral para as fragdes acetato de etila (FAE, 1S=9)
e n-butaol (FBU, 1S=11). Da FAE seguiu-se a subfracdo mais ativa SFAE-II
(1IS=7,13), e desta as subfragdes SFAE-II-B, SFAE-II-C e SFAE-II-D (1S=2,96). Apos
purificagéo das subfragdes, foi possivel isolar as substancias 1I-B [1] (bilobetina), II-C
e II-D [2] (cupressuflavona), sendo que a substancia II-C trata-se, provavelmente, de
uma biflavona do tipo robustaflavona. Esta substancia foi posteriormente acetilada, e
os espectros de RMN estdo sendo aguardados para a confirmagao estrutural. Da
FBU foram isolados esses mesmos biflavondides, além de duas outras substancias
caracterizadas como taninos condensados (proantocianidinas), os quais parecem ter
grande importancia para a atividade antiviral das fragbes. A subfragdo mais ativa
derivada da FBU foi a SFBU-I (IS=13,96), a qual deu origem a SFBU-I-4 (1S=51,71)
e SFBU-I-5 (IS=57,56). Da SFBU-I-4 obteve-se a substancia T4, e da SFBU-I-5 foi
obtida a FR-1 (IS=38,16), a qual foi acetilada e purificada. Dessa forma, a Araucaria
angustifolia mostra-se como uma fonte viavel de obtencdo de metabdlitos
secundarios potencialmente ativos, devendo ser mais aprofundados os estudos de
elucidagao estrutural, assim como a pesquisa de outras atividades relacionadas a
esses compostos. Assim, atribuindo-se a espécie outra importancia, no caso a
obtengao de substancias ativas, que ndo a exploragdo de sua madeira, contribui-se
para a sua preservagao, uma vez que foram pesquisadas as partes aéreas da
planta.



ABSTRACT

Araucaria anqustifolia is a big tree from the Floresta Ombrofila Mista, an ecosystem
inside the Floresta Tropical Atlantica. It is the only species of the Araucariaceae
family natural from south Brazil. Now it is included in the list of extinction threatened
species, due to intense exploration of its wood. The objective of this work was the
isolation and identification of potentially active substances in Araucaria anqustifolia,
bioguided by cytotoxicity and antiviral activity to the herpetic simplex virus type-1
(HSV-1), expressed by the Selectivity Index (Sl). Thus, from a hidroalcoolic extract of
the leaves from the vegetable material, followed by partition with solvents of
increasing polarity, it was possible to establish the antiviral activity for the etila
acetate (FAE, SI=9) and n-butanolic (FBU, SI=11) fractions. From the FAE, the most
active subfraction obtained was SFAE-Il (SI=7.13). From it were obtained the
SFAE-II-B, SFAE-II-C and SFAE-II-D (SI=2.96) subfractions. After the subfractions
purification, it was possible to isolate the substances II-B [1] (bilobetin), II-C and
II-D [2] (cupressuflavone). The substance II-C was probably a biflavone from the
robustaflavone-type. This substance was acetylated later, and the RMN spectra are
being waited for structural confirmation. From FBU were isolated those same
biflavonods, besides two other substances characterized as condensed tannins
(proanthocyanidins), which has probable great importance for the antiviral activity.
The most active derived subfraction from FBU was the SFBU-I (SI=13.96), which
gave origin to the SFBU-I-4 (SI=51.71) and the SFBU-I-5 (SI=57.56) subfractions.
From the SFBU-I-4, it was obtained the substance T4, and from the SFBU-I-5, the
FR-1 fraction (SI=38.16), which was acetylated and purified. In that way, the
Araucaria_angqustifolia is shown as a viable source of potentially active secondary
metabolites. Thus, being attributed to the species other importance, the obtainmet of
active substances, contributed to its preservation, once the aerial parts of the plant
were the object of this study.
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APRESENTAGAO

A presente dissertagdo refere-se ao trabalho desenvolvido durante o
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas, area de concentracdo Farmacos e
Medicamentos, linha de pesquisa Investigagdo de produtos naturais com potencial

atividade biolégica.

O estudo da espécie Araucaria angustifolia iniciou-se no ambito do projeto
denominado “Estratégias de Conservagdo, Valoracdo e Aproveitamento da
Biodiversidade da Floresta Tropical Atlantica”, o qual objetivou estabelecer um
modelo baseado na aplicacdo de estratégias biotecnoldgicas de caracterizagao,
conservagado, uso, manejo e aproveitamento socio-econdmico dos recursos da
biodiversidade da Floresta Tropical Atlantica em Santa Catarina. Participaram desse
projeto, grupos de pesquisa do Departamentos de Fitotecnia (Centro de Ciéncias
Agrarias — CCA), do Departamento de Biotecnologia (Centro de Ciéncias Bioldgicas
— CCB) e do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (Centro de Ciéncias da

Saude —CCS), todos da Universidade Federal de Santa Catarina.

O trabalho descreve o estudo fitoquimico de isolamento das substancias
ativas da Araucaria angustifolia, desenvolvido no Laboratério de Farmacognosia do
CCS, sob orientagdo da Prof®. Dr?. Mareni Rocha Farias, sendo biomonitorado pelos
ensaios bioldgicos de avaliagdo da citotoxicidade e da atividade antiherpética,
realizados pelas mestrandas Adriane Martins de Freitas e Carla Regina Andrighetti
Frohner, no Laboratério de Virologia Aplicada do CCB, sob orientagdo da Prof®. Dr?.

Claudia Maria Oliveira Simoes.

Foram realizados também ensaios de avaliacdo da atividade antioxidante do
extrato e de fragdes da planta, pela mestranda Daniela De Marco e pela doutoranda
llana Seifriz, sob orientagdo da Prof®. Dr.? Tania B. Creczynski-Pasa, no Laboratério
de Biofisica do Centro de Ciéncias Biolégicas — CCB, da Universidade Federal de
Santa Catarina. No entanto, ndo foi objetivo deste trabalho o biomonitoramento

através desses ensaios.
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1 INTRODUCAO

Os avangos cientificos e tecnoldgicos alcangados com o desenvolvimento
recente das biotecnologias estabeleceram as bases para uma discussao
internacional, cujo objetivo principal refere-se ao uso sustentavel e a soberania das
nacdes sobre estes recursos, o que € particularmente importante para o Brasil,
detentor da maior biodiversidade do planeta.

A familia Araucariaceae existe na Terra ha mais de 200 milhdes de anos. Ja
ocorreu em ambos os hemisférios, porém hoje suas espécies encontram-se restritas
ao hemisfério sul, sendo a Araucaria angustifolia a Uunica nativa do Brasil. Trata-se
de uma arvore de grande porte que caracteriza a fitofisionomia da Floresta Ombrofila
Mista, uma das formacgdes florestais do Dominio da Mata Atlantica (CARVALHO,
1994; GUERRA et al, 2000; HANSON, 2001).

Diversos estudos envolvendo um conhecimento mais aprofundado sobre o
desenvolvimento da Araucaria angustifolia foram realizados objetivando sua
preservacao. Esses estudos tratam desde aspectos ambientais, como solo e clima,
até alternativas biotecnoldgicas para propagagcao da espécie (LEDRU et al, 1996;
BEHLING, 1997; GUERRA et al, 2000; SANTOS et al, 2002).

1.1 ASPECTOS ECOLOGICOS

A Araucaria angustifolia foi uma das espécies madeiraveis mais importantes
para o pais a partir da década de 30, atingindo-se o apice de sua exploragao durante
as décadas de 50, 60 e 70. Juntamente com a destruicdo do patriménio florestal
brasileiro, no sul do Brasil ocorreu a destruicao das florestas de araucaria. Até a
década de 1980, cerca de 80% da extensao original da floresta de Araucaria foram
destruidas (PAGINA..., 2002).

Como o esgotamento das reservas naturais de Araucaria prejudicou o
abastecimento de matéria-prima para as industrias madeireiras, essas areas foram
reflorestadas com espécies norte-americanas, como Pinus sp, ocupando 90% das
areas de reflorestamento em Santa Catarina. No entanto, essas espécies exdticas
acabaram gerando um desequilibrio ecoldgico, pois ndo permitem o

desenvolvimento da flora e da fauna caracteristicas da regido, e proliferam-se no
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lugar da vegetacgéo nativa, uma vez que n&o possuem predadores naturais no Brasil
(GUERRA et al, 2000; BECKER, 2002; RODRIGUES, 2002).

Espécie dominante de um habitat raro, no qual ha outras plantas de
interesse medicinal, a Araucaria angustifolia € de grande importancia econdmica
para as populacdes locais, sendo coletadas cerca de 3.400 toneladas de sementes
(pinhdes) por ano no Brasil para consumo humano. Esta espécie esta incluida na
lista oficial de plantas ameacadas de extincdo no Brasil compilada pelo IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), porém
ainda esta sujeita a legislacéo pertinente as espécies madeireiras (GUERRA et al,
2000; PAGINA..., 2002).

Nas ultimas duas décadas houve uma revalorizacdo do uso de plantas
medicinais, porém quando a exploragdo comercial dessas plantas faz-se de forma
predatoria, ha o risco de destruicdo do nicho ecoldgico de varias espécies, podendo
levar a erosao genética de muitas plantas nativas (MONTANARI, 2000).

Quando se fala de exploragdo de plantas medicinais da Mata Atlantica,
geralmente busca-se conciliar um objetivo social, como alternativa econémica para
seus habitantes, um objetivo ecoldgico, que ajude na preservagéo do ecossistema, e
um objetivo medicinal, que resulte em uma alternativa terapéutica ou fonte de
substancias ativas (MONTANARI, 2000).

Segundo Montanari (2000), a legislagao pertinente a utilizagdo de plantas
medicinais da Mata Atlantica diz que:

”’[...] a exploragao seletiva de determinadas espécies nativas nas
areas cobertas por vegetagdo primaria ou nos estagios avangado e
meédio de regeneragdo desse ecossistema podera ser efetuada
desde que n&o promova a supressdo de outras espécies, sejam
elaborados projetos fundamentados em estudos técnico-cientificos
de garantia da capacidade de manutengdo da espécie, sejam
estabelecidas as areas e as retiradas maximas anuais, e haja a
previa autorizagao de 6rgéo estadual competente.”

As estratégias preservacionistas para as espécies medicinais da Mata

Atlantica devem ser adotadas caso a caso, para que se possam adequar as
diferentes caracteristicas biolégicas como, parte utilizada da planta, estagio
fenoldgico, tipo de reprodugéo e habitat de ocorréncia, ao significado econdmico da
espécie explorada em determinado momento, pois este significado pode variar a
medida que o conhecimento cientifico sobre a espécie vai sendo aprofundado
(MONTANARI, 2000).
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Assim, o emprego que se fard das plantas exploradas da Mata Atlantica,
pelo fato de possuir uma legislagdo especifica e ser regulamentado pelas
autoridades sanitarias, deve ser considerado como um fator importante na sua
preservacao. Dessa forma, uma espécie que antes era explorada quanto a utilizagao
de sua madeira, pode passar a ser considerada como uma espécie medicinal, se a

ela for atribuida tal acao.

1.2 ASPECTOS DA INVESTIGAGAO DE PRODUTOS NATURAIS COM
POTENCIAL ATIVIDADE ANTIVIRAL

A busca de novos agentes farmacologicamente ativos através da triagem de
fontes naturais, como extratos de plantas, tem levado a descoberta de muitos
farmacos uteis clinicamente, os quais desempenham importante fungcdo no
tratamento de doencas humanas. As plantas sdao uma fonte importante de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituem-se modelos para
sintese de um grande numero de farmacos, com uma enorme diversidade de
estruturas e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, no entanto, apenas 15% a
17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal, em todo o
mundo. No Brasil, onde ha a maior biodiversidade vegetal do mundo (séo estimadas
de 350.000 a 550.000 espécies), "apenas 8% da flora nacional foi estudada na
busca de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas
propriedades medicinais”, sendo que 84% dos farmacos sao importados e 78% da
producao brasileira é feita por empresas multinacionais. Assim, faz-se necessaria a
busca por alternativas para superar a dependéncia externa na area dos
medicamentos (NODARI & GUERRA, 2002).

Espécies de Araucaria apresentam varios compostos de interesse
terapéutico, dentre eles foram relatados biflavondides, de grande ocorréncia em
gymnospermae, para os quais foram relatadas atividades antivirais contra diversos
tipos de virus (LIN et al, 1999). Uma triagem antiviral preliminar realizada com
extratos de A. angustifolia revelou resultados promissores (MOREIRA & SIMOES,
1998).

O desenvolvimento de um novo medicamento antiviral € uma dificil questao,
levando-se em conta a baixa seletividade toxicologica e a rapida selecdo de

variantes virais resistentes associadas aos farmacos existentes. No entanto, as
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plantas representam uma ampla e potencial fonte de agentes antivirais. Cerca de 20-
30% de plantas de origem tropical ou temperada tém demonstrado possuir tal
atividade (ABOU-KARAM & SHIER, 1992).

As infecgbes virais sdo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, e representam um importante problema de saude
tanto em paises desenvolvidos como subdesenvolvidos. Isso se torna
particularmente sério quando se tem apenas uma alternativa terapéutica, ou quando
ha casos de resisténcia viral ao farmaco de escolha (KOTT et al, 1999).
Especificamente no que diz respeito as infecgdes causadas por virus herpéticos,
estas podem levar a doengas como lesbes mucocutaneas e a problemas oftalmicos
e neonatais. No entanto, os farmacos usuais nao eliminam os virus latentes, além de
ocasionar o desenvolvimento de cepas mutantes resistentes, apds terapias
prolongadas (ESQUENAZI, 2002).

Uma revisao realizada por NG e colaboradores (1997) mostra uma grande
diversidade de compostos quimicos de origem natural que apresentam atividade
antiviral, compreendendo proteinas, terpendides, cumarinas, xantonas, saponinas,
lignanas alcaldides, polifendis e polisssacarideos, os quais sao produzidos por
espécies vegetais filogeneticamente distantes como algas, gimnospermas e
angiospermas. Entre esses produtos naturais, os flavondides destacam-se por
apresentarem relativa abundancia no reino vegetal.

Quanto a terapia anti-herpética disponivel, atualmente, compdem-se
basicamente de analogos de nucleosideos, tais como o aciclovir, valaciclovir e
famciclovir. Entretanto, a eficacia destes farmacos é limitada pelo recente aumento
na resisténcia dos virus, particularmente em pacientes imunocomprometidos, e a
recorréncia de virus latentes (PILLAY & ZAMBON, 1998). Desta forma, se faz
necessaria a pesquisa de novos medicamentos antivirais, eficazes, com um minimo
de efeitos adversos e, preferivelmente, com mecanismos de acao diferentes

daqueles dos farmacos ja existentes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O GENERO Araucaria
2.1.1 Classificagao Botanica

A espécie Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, cuja localizagao sistematica
€ representada na Figura 1, apresenta as seguintes sinonimias botanicas: Araucaria
brasiliensis A. Rich, Araucaria brasiliensis Lamb. Ex. Loudon, Columbea angustifolia
Bertol (MISSOURI, 2002; EARLE, 2002; TEILLIER, 2002).

E conhecida pelos nomes populares: pinheiro, pinheiro-brasileiro, curi,
curiuva, pinheiro-do-parana, pinho, cori, pinho-brasileiro, pinheiro-sao-josé, pinheiro-
macaco, pinheiro-caiova, pinheiro-das-missdes ou araucaria. Também descrita em
inglés como parana-pine (CARVALHO, 1994).

Na familia Araucariaceae ha trés géneros com aproximadamente 40
espeécies, sendo que o género Wollemia foi descoberto recentemente (em 1994) na
Australia. Para o género Araucaria foram descritas 19 espécies (CARVALHO, 1994;
OFFORD et al, 1999; HANSON, 2001; EARLE, 2002).

Divisdo: Gymnospermatophyta

v

Classe: Cycadopsida
Ginkgopsida

Coniferopsida; Ordem: Coniferae

|

Familia: Pinaceae, Taxodiaceae, Cupressaceae, Podocarpaceae,

Araucariaceae

v

Género: Wollemia, Agathis, Araucaria

FIGURA 1 — Esquema representando a localizagao sistematica do género Araucaria
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2.1.2 Morfologia

As coniferas geralmente sdo caracterizadas como arvores lenhosas,
perenes, cuja madeira apresenta canais resiniferos. As folhas apresentam
caracteristicas xeromorficas de adaptagao a condi¢des de seca fisioldgica: epiderme
cutinizada, hipoderme esclerificada e estdmatos pequenos. Fazem fotossintese em
baixas temperaturas (TELLIER, 2002).

A Araucaria angustifolia caracteriza-se morfologicamente como uma planta
didica de 20 a 50 m de altura, com tronco retilineo de 90 a 180 cm de didmetro, com
ramificacdo caracteristica umbeliforme no alto. Folhas (aciculas) coreaceas, glabras,
agudissimo-pungentes, de 3 a 6 cm de comprimento, alternas, dispostas
densamente (GEMTCHUJNICOV, 1976; LORENZI, 1998). As flores sdo unissexuais
diclinas, sendo o esporofilo reunido em forma de cone (SCHULTZ, 1990). Estrobilos
masculinos alongados, cujo eixo comporta numerosos microspordfilos, cada um
sustentando oito ou mais microsporangios. Microsporos (polem) sem camaras de ar.
Os estrébilos femininos sdo grandes e arredondados, e sdo chamados de pinhas.
Macrosporos numerosos, comportando cada um apenas um 6vulo. Na parte superior
do endosperma situam-se oito a 15 arquegdnios. Semente grande (pinh&o), de cor
marrom, contendo grande quantidade de reservas nutritivas (GEMTCHUJNICOV,
1976). O embrido encontra-se em posigao retilinea (ortoétropa), e é constituido por
cotilédones, caule, raiz e suspensor, 6rgdo que o expele para os tecidos do
endosperma e onde é fixada a raiz . Durante a formagéo do embrido, a casca da
semente endurece e se lignifica (SCHULTZ, 1990). Quando jovem, a planta possui
copa clOnica, e a medida em que atinge a idade adulta toma o formato de taca,
devido a queda natural dos ramos inferiores (CARVALHO, 1994; BACKES &
IRGANG, 2002).

2.1.3 Distribuigao geografica

As familias mais primitivas de coniferas (cerca de 350 milhdes de anos) ja

foram extintas. Essas plantas eram predominantes no periodo Jurassico-cretaceo, e
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vém sendo substituidas por angiospermas desde o final do Cretaceo (TEILLIER,
2002).

A familia Araucariaceae, originaria do Periodo Triassico, ja esteve presente
nos dois hemisférios durante o Mesozdico, porém sua distribuigéo foi restringida ao
hemisfério sul, devido aos movimentos tectonicos associados a fatores climaticos. O

género Araucaria ocorre na América do Sul, Sudeste Asiatico, Australia e algumas

ilhas da Oceania. Sdo nativas da América do Sul as espécies A. araucana, no Chile
e Argentina e A. angustifolia, no Brasil (CARVALHO, 1994; EARLE, 2002).

FIGURA 2 - Araucaria angustifolia. A: arvore adulta; B: aciculas e inflorescéncias,
sendo o ramo da esquerda de uma planta masculina e o da direita o de uma planta
feminina; C: pinha (a esquerda) e pinhodes (a direita) (FONTE: LORENZI, 1998)
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A espécie A. angustifolia faz parte de um conjunto vegetacional
caracteristico que ocorre dentro do dominio da Mata Atlantica, denominado zona de
pinhais, mata de araucaria, floresta de pinheiros ou, atualmente, floresta ombrofila
mista, na qual misturam-se as floras tropical afro-brasileira e a temperada austro-
brasileira (GUERRA et al, 2000).

A ocorréncia natural de A. angustifolia situa-se numa area de 20 milhdes de
ha? do planalto Meridional Brasileiro, entre 19° S e 31° S de latitude e 41°W e 54 °W
de longitude, em altitudes de 500 m a 1.200 m em clima pluvial subtropical.
Predomina nos estados do PR (40%), SC (31%) e RS (25%), aparecendo também
como manchas esparsas nos estados do RJ, SP e MG, a partir de 900 m de altitude
(FATMA, 1997; ESTIVALET, 1998; LORENZI, 1998; GUERRA et al, 2000).

Ainda em 1930, as florestas de araucaria ocupavam cerca de 35% da
cobertura vegetal dos estados do Sul do Brasil. Até a década de 70 suas reservas
naturais praticamente se esgotaram, restando atualmente entre 2% a 4% da area
original, como mostra a Figura 3 (GEMTCHUJNICOV, 1976; GUERRA et al, 2000).

Araucéria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Natural A
Projeto Inventario dos Recursos Florestais da Mata Atlantica

Araucaria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Atual B
Projeto Inventario dos Recursos Florestais da Mata Atiantica
= Contros de Gultivo (mais signifcativos)
W Area de Ocarmincia Atual da Espécie
[E] Hidrografia Principal
[L] Temherio Brasiiira

[] Dominio da Mata Atléintica

EE Area do Ocorréncia Natural da Espbeie
[ Hidrografia Principal
(1 Tanitério Brasieirn

FIGURA 3 — Mapas de distribuicio da Araucaria angustifolia. Areas mais escura
nosmapas: A, area de ocorréncia natural; B, area de ocorréncia atual. A area
remanescente situa-se em torno de 2% da area original (FONTE: GUERRA, 2000)
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2.1.4 Emprego

A araucaria foi o produto madeireiro mais importante do Brasil até a década
de 70. Apos a primeira Guerra Mundial, a exportacdo da Araucaria constituiu a
principal fonte econdmica na regido Sul do Brasil (ciclo madeireiro). Estima-se que
entre 1958 e 1987 exportaram-se mais de 15 milhdes de m® de madeira, decaindo
de 2.000.000 m* em 1980 para 300.000 m® em 1991 (CARVALHO, 1994; PAGINA...,
2002).

A partir de 1997 foi permitida a "exploracdo dessa espécie por meio de
Planos de Manejo Florestal Sustentavel ou Requerimento de Corte Seletivo”. No
entanto, a legislagdo incidente sobre espécies madeireiras n&o considera aspectos
caracteristicos de cada espécie, e ndao é bem fundamentada em estudos prévios,
funcionando apenas como uma regulamentagdo para o corte seletivo,
diferentemente da regulamentagdo para o manejo de plantas medicinais, a qual
contempla peculiaridades de cada espécie (GEMTCHUJNICOV, 1976;
GUERRA et al, 2000; REIS et al, 2000).

A A. angustifolia apresenta uso como fonte alimentar e de renda para as
populacdes locais. Sua semente, o "pinhao", é comestivel e muito apreciada no Sul
do Brasil, e sua venda gera uma renda 22% maior que a exploragao da madeira.
Além disso, € consumido por varias espécies da fauna que sédo responsaveis pela
disseminacgéao da planta (LORENZI, 1998; GUERRA et al, 2000).

Suas sementes sao usadas ainda para forragem e fabricagdo doméstica de
alcool (GEMTCHUJNICOV, 1976). A arvore é também utilizada como ornamental
(LORENZI, 1998). Sua madeira contém 58,3% de celulose e 28,5% de lignina, e é
utilizada, em pequena escala, por algumas industrias do setor de papel e celulose
(numa faixa de 3% a 10%) devido as fibras longas resultarem em um papel mais
resistente e de cor clara (GUERRA et al, 2000). A resina exsudada da casca é
utilizada pela industria em laminados plasticos, em vernizes, como substituta de
resinas fendlicas e para obtencdo de terebentina, acetona e acido pirolenhoso
(SHIMIZU; OLIVEIRA, 1981; OHASHI et al, 1992; CARVALHO, 1994).

Na medicina popular os nés, as cascas do caule e os brotos da planta sédo

utilizados por tribos indigenas (guarani, caingangue e caiua) do PR e SC como
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emoliente, antisséptica das vias respiratérias e da garganta, no tratamento do
reumatismo e de dores ciaticas, catarata, cortes e feridas, doengas estomacais e
doengas sexualmente transmissiveis (MARQUESINI, 1995, apud FREITAS, 2001).

2.1.5 Constituintes quimicos

2.1.5.1 Constituintes isolados do género Araucaria

Para a espécie Araucaria angustifolia existem poucos estudos fitoquimicos e
nenhum farmacoldégico.

Entre os estudos quimicos, foi descrita a presenca de lignanas, ciclolignanas
e norlignanas, tais como pinoresinol, isolariciresinol, secoisolariciresinol, criptoresinol
e hinokiresinol, presentes na resina da arvore (FONSECA; NIELSEN; RUVEDA,
1979; OHASHI et al, 1992).

Brophy e colaboradores (2000) descrevem a presenga de varios
terpendides, denominados araucaréides presentes no o6leo volatil de folhas de
Araucariaceae, sendo majoritarios em Araucaria angustifolia germacreno-D e o0s
diterpenos hibaeno e filocladeno.

Nas sementes de Araucaria angustifolia foram identificadas lecitinas
(DATTA; FIGUEROA; LAJOLO, 1993).

Em um estudo realizado por Fonseca e colaboradores (2000) com culturas
de células e tecidos de Araucaria angustifolia em diferentes estagios de
diferenciagdo e desenvolvimento, foram identificados compostos flavonoidicos e
derivados de fenilpropandides, tais como: os isbmeros E e Z do octadecil p-cumarato
e do octadecil ferulato, ambos identificados em culturas de calos da planta; no talo
da plantula foram encontradas trés biflavonas do tipo amentoflavona (7,4',7"-tri-o-
metilamentoflavona, 7,4',4"-tri-o-metilamentoflavona, 4',4"-di-o-metilamento-flavona);
das raizes da plantula foi isolado o diterpeno do acido trans-cuménico, ja descrito
para outras espécies do género. Do lenho da planta adulta, foram isolados os
compostos p-hidréxibenzaldeido, coniferaldeido, vanilina, as isoflavonas cabreuvina

e irisolidona, e os ligndides pinoresinol, eudesmina e lariciresinol.
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Para outras espécies de Araucaria, como Araucaria bidwillii, Araucaria
excelsa, Araucaria cookii e Araucaria cunninghamii foi descrita a presenga de
terpendides e flavondides, principalmente biflavonas dos tipos amentoflavona,
robustaflavona, agathisflavona, hinokiflavona e cupressuflavona (KHAN et al, 1972;
ILYAS et al, 1978; PARVEEN; TAUFEEQ; KHAN, 1987; GEISER & QUINN, 1988;
HARADA et al, 1992; BROPHY et al, 2000).

Castro e colaboradores (1996) apresentam numa revisao os lignandides
identificados na ordem Coniferae, e em Araucariaceae foram descritos para as
especies Araucaria angustifolia e Agathis australis.

Para a espécie chilena Araucaria araucana (sin. Araucaria imbricata) foram
descritos labdanos diterpénicos da resina, e outros diterpendides do 6leo volatil,
(BRIGGS & WHITE, 1975; GABARINO; OYARZUN; GAMBARO, 1989). Em
Araucaria columnaris foram caracterizados terpenos na resina exsudada da madeira
(LAMBERT et al, 1999).

Hegnauer (1962, 1986) cita a presenga das proantocianidinas em
gymnospermae, sendo que em Araucaria bidwillii e Araucaria cunninghamii foram
identificadas leucodelfinidina e leucocianidina. Nesta ultima espécie também foi

caracterizada a presenga de acido clorogénico.

2.1.5.2 Dados farmacologicos para os constituintes isolados do género

Araucaria

Para as lignanas isoladas de A. angustifolia foram atribuidas atividades
antiviral e antineoplasica (OHASHI et al, 1992; CASTRO et al, 1996; SAARINEN et
al, 2002).

As lecitinas identificadas nos pinhdes e descritas por Data e colaboradores
(1993), foi atribuida atividade hemaglutinante.

Para algumas biflavonas, estudos descrevem atividade anticancer, por meio
de acao inibidora de topoisomerases, particularmente para os tipos agathisflavona e
amentoflavona. Foram também descritas atividades antimicrobianas, tais como

antifungica e antivitral, contra virus da influenza, adenovirus, virus herpéticos,
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citomegalovirus e virus da hepatite (PARVEEN; TAUFEEQ; KHAN, 1987;
LIN et al, 1999; GRYNBERG et al, 2002).

2.2 COMPOSTOS POLIFENOLICOS

Aos polifendis sdo atribuidas diversas atividades biolégicas. A maioria das
plantas utilizadas mundialmente para tratar ou prevenir disturbios, que vao de
diarréia ao cancer, sdo ricas em compostos polifendlicos. Entre os compostos
polifendlicos, as duas classes mais importantes sdo a dos flavondides e a dos
taninos (ELISABETSKY, 2002).

Os flavondides sdo compostos polifendlicos derivados dos fenilpropandides,
e que sao responsaveis por muitas agdes nas plantas, como protecao contra a
incidéncia de raios UV e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias,
atividades antioxidante, controladora da acdo hormonal em vegetais e inibicdo de
enzimas. Sao utilizados pela industria como pigmentos e flavorizantes naturais em
alimentos, principalmente o grupo das cianidinas (ZUANAZZI, 2002). Para alguns
flavondéides monoméricos foi relatada atividade inibidora na replicagcdo de varios
virus, dentre eles os virus herpéticos 1 e 2, citomegalovirus, poliovirus, rinovirus,
rotavirus e virus da imunodeficiéncia humana (SIMOES et al, 1990; AMOROS;
SIMOES; GIRRE, 1992; ROCHA et al, 1996). Além disso, muitos desses compostos
sdo de grande utilidade como marcadores quimiotaxonémicos e/ou indicadores
evolutivos, como é o caso dos biflavondides, principal classe de ocorréncia em
coniferas (GEISER & QUINN, 1988).

Outro grupo amplamente distribuido na ordem coniferae, o das
proantocianidinas, incluido também na classe dos taninos condensados, é
conhecido por sua ampla atividade antimicrobiana, entre elas a atividade antiviral.
Seu mecanismo de agao antiviral provavelmente estda associado a inibicdo da
adsorgao do virus na célula, ou seja, um efeito virucida (GEISER & QUINN, 1988;

ESQUENAZI, 2002; SANTOS & MELLO, 2002).
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2.2.1 Biflavonoéides

Biflavonodides foram definidos como “dimeros de apigenina” e assim
diferenciados de outros dimeros flavonoidicos, como as proantocianidinas, as quais
possuem flavan-3-ol (catequina) como unidade monomérica (GEISER & QUINN,
1975; AGRAWAL, 1989). Estas biflavonas foram inicialmente classificadas de acordo
com a ligacédo interflavonoil, sendo o0s principais grupos denominados
amentoflavona, robustaflavona, hinokiflavona, cupressuflavona e agathisflavona,
consideradas as biflavonas classicas (Quadro 1 e Figura 4). No entanto, outros
biflavondides foram descobertos, formados por ligagcdes entre flavona-flavanona,
flavona-flavonol, flavona-flavanonol, flavona-isoflavona, flavonol-flavonol, flavonol-
flavanona, flavanona-flavanona, flavonol-isoflavona, os quais divergem das
anteriores ndo apenas em seu padrdo de hidroxilagdo nos anéis aromaticos, mas
também quanto a substituicdo do heterociclo central, com ligagéo interflavonoil entre

diferentes unidades flavonoidicas.

Sua formacdo pode ser explicada em termos de acoplamento oxidativo de
duas unidades de chalconas e subsequente modificacdo das unidades centrais C3
(GEISER & QUINN, 1975).

Quanto a numeragao desses compostos, pode ser feita de duas formas:

e Utiliza-se a numeracdo comum dos flavondides para o primeiro
mondmero; e 0s mesmos numeros ordinarios seguidos de duas linhas ()
para os nucleos "A” e "C”, e seguidos de trés linhas (’’) para o nucleo
"B”da segunda unidade;

e Utilizam-se os numeros romanos "I” e ”lI” para cada mondmero, seguido

da numeragéo comum dos flavonéides (ZUANAZZI, 2002).

Assim, os tipos de biflavondides sdo definidos conforme o local da ligagéo
interflavonoil. Para a familia Araucariaceae foram descritas biflavonas formadas por
duas unidades de apigenina, conforme Quadro 1 e Figura 4 (GEISER & QUINN,
1988).
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Quadro 1 - Tipos de biflavonoides descritos para a familia Araucariaceae
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ESTRUTURA BIFLAVONA LIGACAO INTERFLAVONOIL
1 Amentoflavona [-3’, -8 (ou I-5, 1I-8)*
2 Cupressuflavona -8, 11-8
3 Agathisflavona -6, 11-8
4 Robustaflavona -3, -6 (ou I-5’, II-6)*
5 Hinokiflavona I-4’-O-1-6

*numeragao segundo Agrawal (1989)

FIGURA 4 - Tipos de biflavonas descritas para a familia Araucariaceae
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2.2.1.1 Distribuicao

Os biflavondides séo caracteristicos de gimnospermas, aparecendo também
em plantas vasculares e em algumas angiospermas mais primitivas. S&o
encontrados na maioria das coniferas, incluindo os géneros Araucaria e Agathis da
familia Araucariaceae (GEISER & QUINN, 1975).

Esta familia distingue-se das demais coniferas por apresentar caracteristicas
primitivas quanto a embriologia e anatomia da madeira, e a morfologia especializada
das folhas (EARLE, 2002).

Quanto a produgéo de biflavonoides, amentoflavona e hinokiflavona sédo os
grupos de maior distribuicdo entre as gimnospermas, sendo que o tipo
amentoflavona ocorre com maior frequéncia. Do ponto de vista evolutivo, estes séo
considerados os biflavondides mais primitivos, ou seja, que ocorreram nas primeiras
plantas vasculares com O¢rgédos diferenciados. Ja o tipo agathisflavona
provavelmente sé foi ocorrer em Araucariaceae apds sua diferenciagdo. O tipo
cupressuflavona é ainda mais especializado e ocorre também em algumas
angiospermas. Assim, entende-se que a habilidade de sintetizar biflavonodides foi
perdida nas vias evolutivas na maioria das angiospermas e, portanto, muitos destes

compostos teriam importancia quimiotaxonémica (GEISER & QUINN, 1988).

2.2.1.2 Atividade biolégica

Os biflavondides ocorrem com ampla diversidade de acumulagdo nos
tecidos vegetais, em folhas, raizes, pdélen, frutos, lenho e sementes. Os que ocorrem
nas folhas sdo conhecidos principalmente por possuirem acado de protecao contra
radiacédo UV, assim como para proteger a planta de predadores como insetos e
fungos (GEISER & QUINN, 1988).

Quanto a atividade farmacoldgica, a diversidade de alvos moleculares é tao
ampla quanto as variagcdes estruturais, apresentando a¢cdes como o bloqueio de
efeitos inflamatoérios de hepatotoxinas, supressao de atividade linfocitaria, inibicao de

adesdo plaquetaria, inibicdo de ciclooxigenases, inibicdo da ligacdo de
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neurotransmissores, inibicido de peroxidacao lipidica, acdo estimulante cardiaca,
vasodilatagao periférica, efeito hipoglicémico, anticarcinogénico, antiespasmogénico,
hepatoprotetor, antifungico, antiviral, entre outras (BERETZ et al, 1986; GEISER &
QUINN, 1988; LEE et al, 1995; ZEMBOWER et al, 1998; KRAUZE-BARANOWSKA
et al, 1999; LIN et al, 1999; 2001; BUTTERWECK 2002 et al; KWAK et al, 2002).

2.2.1.3 Elucidagao estrutural

Quanto aos métodos de identificacdo, os biflavondides apresentam um
comportamento semelhante aos monoflavondides correspondentes, principalmente
quando sao formados por duas unidades do mesmo grupo.

Podem ser visualizados sob luz UV, e quando sao biflavonas com grupos
OH livres em C-5, aparecem como manchas escuras em 365 nm, as quais tornam-
se amarelas, verdes ou marrons quando observadas apés a detec¢cdo com acido
difenilbérico, devido a formacdo de complexos quelados com esse reagente
(GEISER & QUINN, 1975).

O espectro no UV tem valor limitado para identificagdo de biflavondides
quando ha dois cromoforos que respondem independentemente aos reativos de
deslocamento usuais (GEISER & QUINN, 1975).

Quando as duas unidades sao do mesmo tipo, o espectro em metanol exibe
duas bandas principais de absorgdo na regido de 240-400 nm, semelhante aos
mondmeros. Essas duas bandas sdo denominadas Banda | (300-380 nm), e
Banda Il (240-280 nm). A banda | é associada com a absor¢ao do anel B (cinamoil),
e a Banda Il com o anel A (benzoil). O espectro em metanol, particularmente a
posi¢cao da Banda I, fornece informagdes sobre o tipo de flavondide assim como seu
padrao de oxigenacao (MABRY, 1970).

Segundo Mabry (1970), Amax. entre 300-380 nm para banda |, e 240-280 nm

para banda Il indicam tratar-se de flavona ou flavonol .

Flavonas ou flavonois que possuem grupo 4’-OH apresentam um desvio
batocrémico na banda | da ordem de 40-65 nm sem variacédo na intensidade apés a
adigdo de NaOMe a solugcédo metandlica (MABRY, 1970).
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NaOAc é uma base mais fraca que NaOMe, sendo assim, ioniza apenas o0s
grupos hidroxila mais acidos, isto €, 3, 7 e 4-OH. Como a ionizagéo de 7-OH afeta
apenas a banda Il, enquanto que a ionizacdo de 3 e/ou 4’-OH afeta a banda |,
NaOAc é particularmente usado para detecgdo de 7-OH. Assim, apds a adigao de
NaOAc a solucdo metandlica de flavonas ou flavonodis contendo 7-OH, ocorre um
desvio batocrémico na banda Il de 5 a 20 nm (MABRY,1970).

Grupos ortodihidroxil, exceto em C-5,6, dos nucleos do flavonéide formam
quelatos na presenga de NaOAc/H3;BO;. Esta propriedade € empregada
especialmente para a caracterizacdo de flavonas e flavondis contendo grupos
ortodihidroxil no anel B. Os espectros UV destes compostos mostram um desvio
batocrémico de 12-30 nm na banda |, em relagdo ao espectro em metanol, apds a
adigdo de NaOAc/H3BO3; (MABRY, 1970).

Por outro lado, a adicdo de AICI; forma quelatos tanto com grupamentos
ortodihidroxil, quanto entre a carbonila em C-4 e hidroxila em C-5 ou C-3, sendo que
os quelatos envolvendo a carbonila sdo estaveis na presenca de HCI. Sendo assim,
AICI3 e AICI; /HCI s&o utilizados para a identificagdo de grupos ortodiidroxil no anel-B,
e para a caracterizacao de 5-OH e 3-OH. O espectro AICI3/HCI de 5-OH flavona
tipicamente consiste em 4 bandas principais de absorgio, bandas |, Ia, Il e lla, as
quais apresentam desvio batocrédmico em relacdo as suas bandas originais do
espectro metandlico , | e Il, respectivamente. Isso acontece tanto para os espectros
de flavondides com substituintes 3-OH como 3,5-dihidroxilados. Ha uma clara
distingdo entre a magnitude de desvio batocrdmico com AICIs/HCI associada com
5-OH flavona (e flavonol contendo -OH na posigdo C-5 e substituido em C-3) e
aquela observada para flavondides contendo 3-OH. O desvio batocrémico da
banda | (em Metanol) para banda la (em AICI3/HCI) no espectro de flavona com 5-
OH e flavonol substituido em C-3-é da ordem de 35-55 nm. Em contraste, o desvio &
em torno de 60 nm para flavonois contendo 3-OH (MABRY, 1970).

O espectro de RMN-'"H para biflavondides é semelhante ao dos
monoflavondides, ocorrendo geralmente entre 6= 0 e 9 ppm. Se as duas unidades
flavonoidicas sao compostas por flavonas, o espectro caracteristico para flavondide
com oxigenagao nas posigoes 5, 7 e 4’ deve apresentar, para o anel C de um nucleo
flavona, o sinal de um singleto entre 6=6,0 e 6=8,0 ppm, correspondente ao proéton

na posi¢ao C-3 (H-3).
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Os sinais correspondentes aos protons do anel-B geralmente aparecem na
regiao de 6=6,7 a 6=7,9 ppm, em campo mais baixo que os do anel-A. Com a
oxigenacdo na posicdo C-4’, observa-se um padrdo tipico de sinais com dois
dupletos (J = 8 Hz), cada um com integragao para dois prétons, sendo que o dupleto
correspondente aos hidrogénios das posi¢cdes 3’ e 5 sempre aparece em campo
mais alto que aquele correspondente as posi¢des 2’ e 6, e geralmente na regido de
6=6,65 e 6=7,10 ppm. A posi¢cado do dupleto relacionado aos hidrogénios em C-2’ e
C-6’ depende da oxidagéo do anel-C. Para flavonas, seu sinal aparece entre 6=7,1 e
6=7,9 ppm (MABRY, 1970).

Os protons do anel-A (H-6 e H-8) devem dar origem a dois dupletos, com
J = 2,5 HZ (acoplamento de protons meta correlacionados), entre 6=6,0 e 6=6,5
ppm, sendo que o sinal do H-6 aparece em campo mais baixo que o sinal para H-8
(MABRY, 1970).

No espectro de RMN-3C os sinais ocorrem entre 3 0 e 200 ppm. Em
flavonas, tanto C-2 como C-3 apresentam deslocamento quimico do tipo olefinico,
entre 6=157,4 e 6=165,8 para C-2, e 6=102,3 ppm e 6=113,7ppm, para C-3. A
presenca da dupla ligacéo entre esses carbonos resulta em C-2 quaternario e C-3
primario. O deslocamento quimico relacionado a carbonila na posi¢cao 4 aparece em
campo mais alto, entre 6=175,2 e 6=183,4 ppm. Esses valores sdo usados para
diferenciar os tipos de biflavondides (AGRAWAL,1989). Os sinais de alguns
carbonos quaternarios podem aparecer muito fracos, de dificil detecg¢ao ou atribuicao
(GEISER, 1988).

O Espectro de Massas por impacto eletrdbnico (EM) de flavondides
normalmente apresenta o pico do ion molecular [M*] como o maior do espectro,
podendo-se obter o peso molecular e a composicdo elementar da molécula
(MARKHAM, 1982).

Quanto a fragmentacéo caracteristica, geralmente sdo comuns os picos
[M*-1], devido & perda de um hidrogénio, [M*-15], se ha metoxila nos carbonos C-6
ou C-8, [M*™-17], o qual envolve a formagdo de um anel interno, normalmente
associado & presenca de hidroxila na posicdo 2’ do anel-B, [M*-18], indicando a
perda de H,O em flavonol, flavan 3,4-diol e C-glicosideos, [M*-28 ou 29], indicativo
de perda de CO [ou CHO] da fungéo 4-ceto, [M*-31], associado & perda de OCH; da
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posicdo 2’, [M*-43], devido & perda de CH3CO, e [M*-55 ou 56], que pode ser
indicativo da fragmentagédo de um substituinte isopentenil (MARKHAM, 1982).

A fragmentacdo ocorre geralmente por duas vias. Uma delas envolve
rearranjo “retro-Diels Alder” no anel-C, produzindo dois fragmentos principais:
[anel-A mais o oxigénio da posicdo 1 e a carbonila do anel-C]" e
[anel-B mais os carbonos C2 e C3]". A outra via origina fragmentos derivados dos
anéis A e do anel-C, e o] fragmento correspondente ao
[anel-B ligado ao C2 e ao oxigénio da posigéo 1]*. Entretanto, pode acontecer de
nenhuma das duas vias produzirem fragmentos detectaveis (MARKHAM, 1982).

Os biflavonodides comportam-se da mesma forma que os monémeros, sendo
que a ligacdo C-C interflavonoil, por ser estavel, ndo é rompida. Assim, alguns
fragmentos de cada monémero podem permanecer unidos. Dependendo do local de
ligacdo entre as duas unidades, podem ser formados fragmentos como
[anel-I-A mais Il-mondmero]’, [anel-I-B mais ll-mondmero]” [anel-I-A mais anel-1I-A]",
[anel-I-A mais anel-1I-B]’, entre outros. O pico que apresenta maior intensidade
(100%) é aquele correspondente ao fragmento mais estavel, sendo denominado pico
base (MARKHAM, 1982; MURTHY, 1984).

E necessario que o flavonoide seja suficientemente volatil nas condigdes de
pressdo e temperatura do espectrémetro, no entanto, os biflavondides nao
apresentam essa caracteristica, necessitando muitas vezes de derivatizagdo. Com a
utilizagdo de espectro de massas do tipo FAB (Fast Atom Bombardment) ndo ha a
necessidade da amostra ser derivatizada (MARKHAM, 1982; AGRAWAL, 1989).

2.2.2 Proantocianidinas

Proantocianidinas, taninos condensados ou poliflavandis sido metabdlitos
secundarios derivados do chiquimato, e, assim como os demais flavondides, séo
amplamente distribuidos no reino vegetal, principalmente em plantas lenhosas, como
as coniferas. Representam de 15 a 39% do total de extrativos solluveis em agua de
cascas de gimnospermas. Sao muitas vezes as substancias responsaveis pelas
atividades biolégicas e farmacolégicas das plantas das quais sao isoladas
(MATTHEWS et al, 1997; DE BRUYNE et al, 1999).
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Quanto a nomenclatura, as proantocianidinas foram definidas primeiramente
como sendo “todos os compostos coloridos isolados de plantas os quais quando
aquecidos em meio acido formam antocianidinas”, de coloragédo vermelha. O termo
leucoantocianidina foi aplicado aos monémeros do tipo flavan-3,4-diol, e o termo
proantocianidina condensada aos dimeros e oligdbmeros de unidades flavan-3-ol
(=catequina ou epicatequina). Atualmente, leucoantocianidinas sdo definidas como
“flavanéides monoméricos (flavan-3,4-diol) que formam antocianidinas pela quebra
de uma ligagdo C-O”, e proantocianidinas (dispensando o termo condensadas)
“flavandides que produzem antocianidinas pela quebra de uma ligagdo C-C, sob
aquecimento em meio acido”. Outro tipo de nomenclatura usual é aquela na qual os
nomes sado formados a partir da estrutura basica dos flavan-3-6is, por exemplo,
epicatequina-(4p—8)-catequina (HASLAM, 1982; PORTER, 1988; HASLAM, 1989;
BRUNETON, 1993; SANTOS & MELLO, 2002).

Esses compostos podem apresentar-se como oligbmeros ou polimeros
polihidroxilados, formados por acoplamento oxidativo de C-4 de uma unidade flavil
eletrofilica (flavan-4-ol) ao C-6 ou C-8, principalmente, de uma outra unidade
nucleofilica (flavan-3-ol). A ligagao (4—8) é favorecida pela estereoquimica. A Figura
5 representa a unidade basica flavan-3-ol (quando R;= OH) dos taninos
condensados (DE BRUYNE, 1999; SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001).

OH

epicatequina

FIGURA 5 - Unidade basica (R,=OH) dos taninos condensados (FONTE: SCHOFIELD;
MBUGUA; PELL, 2001)
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Quadro 2 - Subgrupos de proantocianidinas, segundo o padrdo de hidroxilagao dos
mondémeros basicos

SUBGRUPO HIDROXILACAO SUBGRUPO HIDROXILACAO
propelargonidina 3,4’,5,7-OH prorobinetinidina 3,34 ,5,7-OH
procianidina 3,3,4’,5,7-OH proteracacidina 4’,7,8-OH (simétrica)
prodelfinidina 3,3,4,5,5,7-OH | promelacacidina 3',4’,7,8-OH
proguibourtinidina 3,4, 7-OH proapigeninidina 4’ 5,7-OH
profisetinidina 3,3,4’,7-OH proluteolinidina 3,4’ ,5,7-OH

As procianidinas sdo encontradas mais frequentemente nos troncos,
enquanto as prodelfinidinas predominam nas folhas de coniferas (DE BRUYNE,
1999). Na ordem Coniferae, foram encontradas proantocianidinas nas folhas de
Agathis, da familia Araucariaceae (PORTER, 1988).

Ha ainda outro tipo de classificacao, a qual divide as proantocianidinas em A
e B, sendo que as proantocianidinas B (C3oH26012) apresentam apenas um tipo de
ligagao interflavanil C-C, enquanto que as proantocianidinas A (C3oH24012) tém uma
ligacdo éter (2— O—7) complementar (DE BRUYNE, 1999; SANTOS & MELLO,
2002).

Quanto a estereoquimica dos centros quirais do anel heterociclico, a maioria
apresenta configuragédo absoluta 2R, e sdo majoritariamente compostos 2,3-cis. Em
C-4 a estereoquimica é determinada pelo padrao de hidroxilagao no anel-A, sendo a
configuracdo da ligagao interflavanil indicada por o ou B. A ocorréncia de isbmeros
3,4-cis é rara em procianidinas e prodelfinidinas. A unidade terminal mais comum
entre os flavan-3-ol é (+)-catequina (DE BRUYNE, 1999; SANTOS & MELLO, 2002).

2.2.2.2 Importancia biolégica

Para as proantocianidinas sdo atribuidas diversas atividades biologicas e
farmacoldgicas importantes, as quais sao relacionadas com sua capacidade de
formar complexos com ions metalicos e macromoléculas, além de sua capacidade
sequestradora de radicais livres. Interagem de forma seletiva com diferentes alvos
moleculares, como receptores B-adrenérgicos, 5-HT e opidides. S&o atribuidas a
essas substancias agdo no sistema cardio-vascular e de inibicdo enzimatica,

incluindo enzimas digestivas, atividades antioxidante, antitumoral, antiinflamatdria,




Revisdo Bibliografica 35

antiulcerogénica, antidiarréica, antimicrobiana e antiviral, como atividade anti-
herpética, a qual aumenta com o decréscimo da condensacdo de unidades
monomeéricas (HASLAM et al, 1996; DE BRUYNE, 1999; SANTOS & MELLO, 2000).

2.2.2.3 Elucidagao estrutural

Os métodos analiticos para a identificagdo de taninos condensados sao
dificultados pela complexidade estrutural desses compostos. Em CCD, apods
revelagdo com vanilina forma-se um produto de coloragédo vermelha (SCHOFIELD;
MBUGUA; PELL, 2001).

As proantocianidinas diferem-se das demais classes de flavonoides por
apresentarem apenas um maximo de absorg¢ao na regido do UV-VIS, em A ~ 280 nm
(LUNTE, 1987).

Quanto & elucidagdo estrutural através de técnicas de RMN-'°C, Agrawal
(1989) apresenta dados de & referentes aos principais tipos de proantocianidinas.
Assim, para uma proantocianidina dimérica, o C-4 envolvido na ligagao interflavanil
ocorre em aproximadamente 6=37 ppm e 6=38 ppm para uma unidade com
estereoquimica 2,3-cis e 2,3-trans, respectivamente. Para unidade sem oxigenagao
na posicdo C-5, o valor associado ao C-4 aparece em campo mais baixo,
6=41 a 44 ppm. A presencga da ligagao interflavanil afeta tanto os carbono C-6 e C-8
substituidos (6=108 ppm para C-8 da ligacao 4— 8, e cerca de 2 ppm em campo
mais baixo para C-6 da ligagdo 4— 6) como os nao-substituidos (aparecem de 0,5 a
1 ppm em campo mais baixo que o equivalente mondémero). O espectro de RMN-"3C
de proantocianidinas geralmente aparece com sinais alargados em relagdo ao
espectro dos correspondentes monbémeros, principalmente aqueles sinais
relacionados aos anéis A e C. Os sinais também sao afetados pela composi¢cao do
solvente, dificultando assim a comparagao com dados da literatura. O espectro de
RMN-"H pode ser de dificil interpretagcdo em compostos nao derivatizados devido ao
alargamento dos sinais. Através de RMN-"3C pode-se ter informacido sobre a
estereoquimica relativa do anel-C, porém se faz necessaria a aplicacdo de
espectroscopia CD (dicroismo circular) para a determinagcdo da estereoquimica
absoluta da ligacgéo interlavanil (PORTER, 1988; AGRAWAL, 1989).
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3 OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa foi o isolamento e a identificacdo de substancias
ativas em Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, biomonitorado por ensaios de

citotoxicidade e atividade antiviral.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO MATERIAL VEGETAL ESTUDADO

As aciculas secas e moidas foram inicialmente submetidas a analise,
objetivando a caracterizagdo do material a ser trabalhado. Foram empregados os
ensaios farmacopéicos de analise granulométrica, determinacdo de perda por

dessecacao, cinzas totais, e teor de flavonoides totais.

4.1.1 Analise granulométrica

A andlise granulométrica do material vegetal € empregada como um
parametro para a padronizacao de procedimentos extrativos, uma vez que a eficacia
de uma extracéo é dependente do grau de cominui¢cdo do material vegetal (FARIAS,
2002).

Na determinagdo da granulometria, foram obtidas as percentagens de
material vegetal que passou através dos tamises, tendo-se calculado a média, o
desvio padrao (+ s) e o coeficiente de variagédo (CV) para o ensaio realizado em

triplicata. Os resultados sdo apresentados para 50 g de planta seca (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados da analise granulométrica do material vegetal

Tamanho da | Analise 1 Analise 2 Analise 3 Média t s Ccv
malha (mm) (%) (%) (%) (%)
> 1,00 23,08 21,26 21,95 22,1+0,92 4,16
0,84-1,00 10,52 14,52 15,84 13,6 +2,77 20,32
0,59-0,84 13,05 8,52 17,07 12,9+4,28 33,21
0,40-0,59 14,34 13,43 12,94 13,6 + 0,71 5,24
<0,40 35,06 36,94 39,56 37,2+2,26 6,08
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4.1.2 Determinagao da Perda por Dessecagao

A perda por dessecagdo tem por objetivo determinar o percentual de
substancias volateis a 100°C, no material vegetal. Este ensaio permite uma
correlagdo com o teor de umidade do mesmo, o qual podera interferir, tanto no
procedimento de extracdo, quanto na conservacdo do material. O excesso de
umidade em matérias primas vegetais permite a acdo de enzimas, podendo
acarretar a degradacédo de constituintes quimicos, além de possibilitar o
desenvolvimento de fungos e bactérias. As Farmacopéias preconizam teores de
umidade, entre 8% e 14% para as diferentes espécies de drogas vegetais
(FARIAS, 2002).

O ensaio foi realizado em ftriplicata e os resultados estao apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Dados do ensaio de perda por dessecacao do material vegetal

Analise Perda (%)
Andlise 1 10,6
Andlise 2 10,8
Andlise 3 10,6
Média £+ s 10,7 £ 0,12
CV 1,08

Portanto, a planta apresentou (10,7 + 0,12)% de perda por dessecagao.

4.1.3 Determinagao do teor de Cinzas Totais (F.B. IV)

O ensaio de cinzas permite a verificagdo do teor de residuos inorganicos
apos a incineragao do material. A maioria dos vegetais apresenta teores de cinzas
totais em torno de 10%. Valores muito elevados podem caracterizar elevado teor de
constituintes inorganicos ou contaminagdo por terra ou metais pesados
(FARIAS, 2002).
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O ensaio foi realizado em ftriplicata e até peso constante, sendo os dados

sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados do ensaio de cinzas totais realizado com o material vegetal

Analise Cinzas (%)

Analise 1 3,7

Analise 2 3,7

Andlise 3 3,7

Média £ s 3,7+0,0
CVv 0,0

Estes dados indicam um baixo teor de material inorganico na amostra do

material vegetal.

4.1.4 Determinacéao do teor de flavondides totais

Considerando-se o objetivo do trabalho de isolamento e caracterizagao de
compostos com potencial agdo antiviral, e que as fragdes com atividade antiviral
promissora (Tabela 6) apresentaram reagao positiva para flavonodides (Quadro 3),
realizou-se a determinacao preliminar do teor de flavondides totais no material
vegetal, segundo FRANZ (1992). O ensaio foi realizado por espectroscopia na regiao
do ultravioleta, calculando-se o percentual de flavondides totais, expresso em
hiperosideo. O método baseia-se na hidrélise de heterosideos com acetona/HCI em
presenca de metenamina. Apds a hidrélise as agliconas séo separadas por particao
com acetato de etila. Os flavondides formam, apds a reagdo com cloreto de
aluminio, quelatos de aluminio corados, os quais podem ser quantificados
fotométricamente a 425 nm. O ensaio foi realizado em ftriplicata, obtendo-se os

valores apresentados na Tabela 4.

O teor médio de flavondides totais expressos como hiperosideo foi de
0,16 £ 0,01%.

Tratando-se de um ensaio preliminar, ndo foi considerado o tipo de
flavondide predominante no vegetal, uma vez que estes ainda ndo eram conhecidos,

e consequentemente a melhor metodologia de preparagcdo da amostra, bem como o
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comprimento de onda para a leitura no UV. Para a quantificagcao de biflavondides de
Ginkgo biloba, o teor de bilobetina foi determinado por CLAE empregando detecgao
no UV em 330 nm (BEEK, 2002).

Tabela 4 - Teor de flavondides totais expresso como hiperosideo em relagcdo a quantidade
da droga pesada (e) = 0,6032

Analise Absorgao a 425 nm Teor de flavonéides (%)
1 0,076 0,16
2 0,071 0,15
3 0,077 0,16
Média + s 0,16 + 0,01
Ccv 3,69

4.2 DETERMINAGCAO DO RENDIMENTO DA EXTRACAO E FRACIONAMENTO

Para determinar o rendimento do extrato e das fragbes foi realizada uma
maceracdo empregando-se 100 g do material vegetal, o que originou 1,0 L de
EBHA. Com uma aliquota de 100 mL do extrato bruto foi determinada a quantidade
de extrato seco, resultando 1,1027 g, e realizada uma particao para a determinagéo
dos rendimentos das fragées (Tabela 5). O rendimento da extragdo foi de 11% de

extrato seco em relagdo a quantidade de material vegetal empregado.

Tabela 5 - Rendimentos das fragdes da particdo. R-I = rendimento em relagdo ao residuo
seco do EBHA (1,1027 g); R-ll = rendimento em relagdo a quantidade de planta seca (10 g
na aliquota de 100 mL)

Fracao Fracao (g) R-1 (%) R-II (%)
FEP 0,0201 1,8 0,2
FDM 0,0721 6,7 0,7
FAE 0,0836 7,8 0,8
FBu 0,1165 10,9 1,1
FAq 0,6276 58,5 6,2

Os dados mostram rendimentos maiores para as fragbes FAQ e FBU,

indicando a predominéancia de constituintes polares no extrato bruto.
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4.4 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR DO EBHA E DAS FRAGCOES OBTIDAS
POR PARTICAO

A analise fitoquimica preliminar trata-se de reagdes quimicas classicas de
caracterizagéo dos principais grupos de constituintes quimicos vegetais.

Essa analise foi realizada com o objetivo de se verificar as classes de
constituintes quimicos predominantes no EBHA e em cada uma das fragcdes da
particdo. Este ensaio indicou a presenga de polifenéis em todas as fragbes, e
flavonodides nas fragdes FAE, FBU e FAQ. O aparecimento de coloragédo amarela na
solugdo alcalina (pH 11) da FAE e da FBU, no teste para antocianidinas,
antocianinas e flavonodides, indicou a presenca de nucleo flavona, flavonol ou
xantona nessas fragbes (MATOS, 1988), como mostra o Quadro 3.

Apesar do teste para taninos com gelatina apresentar resultado negativo,
numa analise posterior realizada com as fragdes FAE e FBU, a FBU indicou reagao
de Stiasny positiva, com a formacdao de precipitado vermelho (flobafeno)

caracteristico de taninos condensados.

Quadro 3 - Resultados da analise fitoquimica preliminar do EBHA e das fragdes da particao

Reacodes EBHA FEP FDM FAE FBu FAQ

+
+
+

Polifenois + +

+ |+

Cianidina + + +

Taninos -

Taninos X
condensados

X[ X|X|1
X[ X|X|1
=
+

Taninos X
hidrolisaveis

Triterpénos - - -

XXX
X|X|X|  X| X[

X
Esterdides - - - X
Saponinas - X

X
P

Flavona,
flavonol ou X X X + +
Xantona

X

+ resultado positivo; - resultado negativo; X ensaio nao realizado; (+) resultado duvidoso
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4.5 OBTENGAO DAS SUBSTANCIAS ATIVAS

Em estudo anterior foi possivel estabelecer uma atividade antiviral

promissora, caracterizada pelo IS (indice de seletividade = concentragédo

citotéxica 50% / concentragéo efetiva 50%), para as fragdes do EBHA das aciculas
de Araucaria angustifolia. Em experimentos iniciais de avaliacdo da atividade
antiviral para o virus herpético tipo 1, realizados por Freitas (2001) com as fragdes
da particao, a fragao acetato de etila (FAE) mostrou valores de IS mais promissores,
no entanto, em analises posteriores, a fracdo n-butanol (FBU) mostrou-se levemente
mais ativa (IS=11,0) que a FAE (IS=9,0). Assim, tornou-se interessante uma
investigagdo mais aprofundada sobre as substéncias potencialmente antivirais
presentes nessas fragdes.

Como a FAE e a FBU foram as fracbes que apresentaram resultados
promissores nos ensaios de atividade antiviral, estas foram submetidas aos
procedimentos de fracionamento em sucessivas colunas cromatograficas até a
purificacdo das substancias ativas. Os fracionamentos foram realizados sempre a
partir da subfragdo com maior IS (indice de Seletividade). A Figura 6 apresenta de
forma resumida o processo de isolamento e purificagdo das substancias,
biomonitorado pelos ensaios biolégicos de atividade antiviral. O detalhamento de
todas as etapas encontra-se descrito na parte experimental (se¢do 5.5). Na Figura 7
€ apresentada a cromatografia em camada delgada das fragdes ativas e das
substancias isoladas. Os valores dos IS estado apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8.

Os compostos flavonoidicos 1I-B, 1I-C e II-D encontram-se tanto na fragéo
FAE quanto na FBU. Comparando-se os procedimentos empregados nos
fracionamentos a partir da FAE e da FBU, pode-se concluir que os sistemas
aplicados a FAE possibilitaram a melhor separagdo dos flavondides. Contudo, as
colunas de silica retiveram irreversivelmente muitas substancias polares, havendo a
possibilidades destas se tratarem de compostos ativos, justificando-se assim a

diminuicao dos valores de IS a partir da FAE.
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SFAE-l a VIl SFBU-l a VI
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colunas de FR-C18
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FIGURA 6 — Representagcao esquematica do processo de isolamento e purificagao das
substancias ativas a partir das fragoes FAE e FBU
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FIGURA 7- CCD em placa de fase reversa C-18 utilizando-se MeOH/H,O (85%) como
eluente. FRACOES: 1, FAE; 2, FBU; 3 FAQ; 4, SFBU-I-5. PADROES: 5, II-B; 6, II-C;
7, 1I-D; 8, FR-1

Ja nos procedimentos empregados na purificagdo da FBU foram utilizados,
na maioria das vezes, sistemas cromatograficos capazes de recuperar substancias
de maior polaridade. Assim, os taninos foram isolados a partir da FBU, e os
biflavonodides foram obtidos tanto desta fragdo quanto da FAE. Conseguiu-se maior
quantidade dos biflavondides da FAE, devido ao menor numero de colunas

empregadas para chegar aos compostos purificados.

Considerando-se a composi¢gdo quimica das fragdbes FAE e FBU, sua
atividade bioldgica e o rendimento das mesmas, uma alternativa a ser testada seria
eliminar a etapa de particdo com acetato de etila, empregando-se diretamente

n-butanol.
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4.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

Com o objetivo de realizar o fracionamento biomonitorado pelos ensaios da
atividade citotoxica e antiviral, o extrato e as fragdes foram encaminhados ao
Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC. Os ensaios a partir das fragbes FAE e
FBU foram realizados pelas mestrandas Adriane Martins de Freitas, a qual executou
os ensaios com o EBHA, com as fragdes da particdo e com as subfragdes da FAE e
Carla Regina Andrighetti Fréhner, que trabalhou com as subfra¢gdes da FBU. Ambos
os trabalhos foram desenvolvidos sob orientagdo da Prof®. Dr?. Claudia Maria
Oliveira Simoes.

Os experimentos com as fracdes da particao indicam resultados promissores
para as fragdes acetato de etila (FAE) e n-butanol (FBU) (Tabela 6). Quanto ao
EBHA, este ndo apresentou atividade inibitéria do ECP (Efeito Citopatico) viral
(FREITAS et al, 2000, 2001).

A partir desses resultados, ambas as fragcbes FAE e FBU foram empregadas
nos procedimentos de fracionamento em coluna cromatografica, objetivando o

isolamento dos constituintes ativos.

Tabela 6 - Resultados dos experimentos de citotoxicidade e avaliagdo da atividade antiviral
das fragbes da particao e do EBHA

Fragoes CCso (ng/mL) CEs (ng/mL) IS
FEP 111,3 Sl -
FDM 139,6 Sl -
FAE 314,9 35,1 9,00
FBU 139,6 12,7 11,00
FAQ >500,0 Sl -
EBHA 157,5 SI -

CCso = estimativa da concentracdo citotdxica para 50% das culturas celulares; CEsy =
estimativa de concentragao efetiva para 50 % das culturas celulares; IS= indice de
seletividade;Sl= sem inibicao do efeito citopatico viral (ECP)
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Tabela 7 - Resultados dos experimentos de citotoxicidade e avaliagdo da atividade antiviral
das subfragbes da FAE nos ensaios de inibicao do efeito citopatico (ECP) viral e do ensaio
colorimétrico do MTT

INIBIGAO DO ECP VIRAL ENSAIO DO MTT
Subfracdes CCs CEso S CCso CEso
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

SFAE-| >1000 SI - NT NT NT

SFAE-II 445,40 62,50 7,13 1722,8 417,80 4,24

SFAE-III 445,40 62,50 7,13 1321,10 570,23 2,31

SFAE-IV 680,37 140,31 5,00 NT NT NT

SFAE-V 222,70 85,05 2,26 NT NT NT

SFAE-VI 561,23 62,50 4,75 NT NT NT
SFAE-VII 680,37 140,31 4,85 NT NT NT
SFAE-VIII 403,96 70,15 5,76 500,00 185,50 2,66

Aciclovir >200,00 <1,25 >160 >244,34 > 1,25 >195

INIBIGAO DO ECP VIRAL ENSAIO DO MTT
Subfracdes CCso CEso S CCso CEso S
(ng/mL)* (ng/mL)* (ng/mL) (ng/mL)

SFAE-II-A 135,0 NT - 220,0 NT -
SFAE-II-B 403,9 NT - 530,0 NT -
SFAE-II-C 500,0 NT - 700,0 NT -
SFAE-II-D 500,0 157,47 3,17 740,0 250,0 2,96

Aciclovir >200,00 <1,25 >160 >244,34 >1,25 >195

CCsp = concentragao citotoxica a 50% em relagdo ao controle celular; CEsy = concentragéo
efetiva que inibiu em 50% a replicagdo do HSV-1 em relagdo ao controle viral; IS= indice de
seletividade; Sl= sem inibicao do efeito citopatico viral; NT= ndo testado por ndo apresentar

atividade inibitéria do ECP viral nos experimentos
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Tabela 8 - Resultados dos experimentos de citotoxicidade e avaliagado da atividade antiviral
das subfragdes da FBU, sobre o virus herpético tipo 1, através do ensaio colorimétrico do
MTT

Subfracoes CCso ng/mL CEso ng/mL IS
Subfragoes de FBU
SFBu-I 652,15 46,69 13,96
SFBu-Il 587,98 55,19 10,65
SFBu-IlI 598,44 68,11 8,79
SFBu-IV 707,53 141,85 4,99
SFBu-V 895,56 Sl -
SFBu-VI 646,98 SI -
Subfragoes de SFBU-I
SFBul -1 NT NT -
SFBul-2 380,26 Sl -
SFBul-3 658,01 57,87 11,37
SFBul-4 538,87 10,42 51,71
SFBu |l -5 615,33 10,69 57,56
Subfragao de SFBU-I-5
FR-1 729,68 19,12 38,16
Aciclovir >244,34 > 1,25 >195

CCso = concentragéo citotoxica a 50% em relagédo ao controle celular; CEsy = concentragao
efetiva que inibiu em 50% a replicagdo do HSV-1 em relagdo ao controle viral; IS= indice de

seletividade; S| = sem inibicao

As fracbes obtidas da particdo do extrato bruto também foram avaliadas
quanto a atividade antioxidante nos testes de inibicdo da xantina oxidase e DPPH.
Esses experimentos foram realizados pela doutoranda llana Seifriz, sob orientagao
da Prof?. Dr® Tania B. Creczynski-Pasa.

Nesses ensaios, todas as fragdes apresentaram resultados promissores, no
entanto, aquelas que apresentaram melhores valores para agao antioxidante foram
FBU e FAE, no ensaio da xantina oxidase, e FAQ, FBU e FAE, no ensaio com
DPPH, respectivamente. Esses dados indicam a importadncia dos compostos mais
polares da planta para a atividade antioxidante (CRECZYNSKI-PASA et al, 2002;
MARTINS et al, 2002).
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4.7 CARACTERIZACAO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS.

4.7.1 Elucidacgao estrutural da substancia lI-B [1] (4’-O-Metil-amentoflavona)

A substancia Il-B apresenta-se como uma mancha violeta-escuro (Rf~0,85)
em CCD (CH.Cly/IsoprOH 20/2) quando visualizada sob luz UV 360 nm, e apds
revelagdo com NP/PEG, torna-se amarela no visivel (Figura 7). Quando revelada
com vapor de aménia e observada sob luz UV 360 nm, praticamente ndo se observa
mudanca de cor, o que indica tratar-se de uma flavona ou flavonol com hidroxila na
posicao C-5 (MABRY, 1970).

Nos experimentos de espectroscopia de UV, a substancia |I-B apresentou
maximos de absor¢cées em Amax=329 e 270 nm (MeOH). Os dados obtidos com os

reativos de deslocamento estdo apresentados na Quadro 4.

Quadro 4 - L« apresentados nos espectros no UV, para a substancia II-B, empregando-se
os reativos de deslocamento, segundo MABRY (1970)

Solucao Bandal ll Banda lla Banda l Banda la
metandlica+treativos

(nm) (nm) (nm) (nm)
Metanol 270 329
NaOMe 274 382

AICl3 280 300 344 386

AICI3+HCI 281 300 343 385
NaOAc 273 368
NaOAc/ H3BO; 270 329

O desvio batocrdmico de 53 nm na banda |, apds a adigdo de NaOMe, indica
a presenga de oxigenagao na posigao C-4’ (MABRY, 1970).

Com a adicao de NaOAc, foi observado um desvio batocrémico na banda Il
de 3 nm com um aumento na intensidade, sugerindo a presencga de hidroxila livre na

posicao C-7.

Na presenca de NaOAc/H3BO3; nao foi observado um desvio em relagao a

solugdo metandlica, indicando a auséncia de grupo orto-dihidroxil no anel-B.
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FIGURA 8 - Espectros no UV para a solugio metandlica da substancia II-B [1],
empregando-se os reativos de deslocamento
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O desvio batocrémico da ordem de 42 nm da banda | (em Metanol) para
banda la, apds a adicao de AICl; sem decomposicdo apds a adicao de HCI indica a
auséncia de grupos ortodiidroxil, e a presenga de 5-OH livre.

Esses dados sugerem tratar-se de uma flavona ou flavonol com hidroxilas
nas posigoes 5, 7 e 4’ (Figura 8).

Nos espectros de RMN-"3C, em acetona-ds, pode-se constatar a presenca
de 28 sinais de carbonos caracteristicos de compostos flavonoidicos, sugerindo
tratar-se de uma biflavona (Figura 9). Sao observados sinais entre 5=94,8 e
8=131,5 ppm, relacionados a todos os carbonos primarios dos anéis A, B e C do
flavondide, além dos carbonos quaternarios nao oxigenados. Através do
experimento DEPT-135 pode-se constatar oito sinais para carbonos quaternarios
oxigenados entre 6=158,5 e 6=165,0 ppm, além de dois sinais relacionados a
carbonilas de flavonas em C-4 (nas unidades | e Il), os quais se apresentam em
campo mais baixo no espectro em 6=182,9 e 6=183,3 ppm, o que esta de acordo
com a proposta de um biflavondide. A hip6tese de biflavona pode ser confirmada
pelos experimentos de correlagdgo HMQC, HMBC e COSY, apresentados nas
Figuras 11, 12 e 13 (AGRAWAL, 1989).

Os sinais de carbonos primarios que indicam tratar-se de nucleo flavona
aparecem tipicamente em 6=103,0 e 6=104,1 ppm, correlacionando-se com o0s
prétons no espectro de RMN-"H (Figura 10) em 6=6,66 ppm e 6=6,76 ppm atribuidos
aos proétons I-H-3 e 1I-H-3, respectivamente (AGRAWAL,1989; MABRY, 1970).

Quanto aos anéis-A, tem-se para um deles a presenga de dois dupletos
acoplando-se com J = 2,5Hz, em 6=6,24 ppm e 6=6,47 ppm, 0s quais relacionam-se
com os carbonos em 6=99,6 ppm (I-C-6) e 6=94,8 ppm (I-C-8), respectivamente. Isso
mostra um anel-A (anel-A-l) 5,7-disubstituido, com hidrogénios nas posicées C-6 e
C-8. Para o outro anel-A (anel-A-Il), aparece apenas um singleto em 6=6,45 ppm,
correlacionando-se com o carbono em 8=99,3 ppm (lI-C-6). Além disso, aparece um
sinal de carbono quaternario em 6=104,7 ppm, correspondente ao 1I-C-8 de uma
ligagao interflavonoil (AGRAWAL,1989).

Para um anel-B (anel-1I-B, ja que a ligagao interflavonoil da unidade Il se faz
no anel-A-Il) aparecem sinais caracteristicos de oxigenagao na posigao |I-C-4’, com

dois pares de dupletos (J = 9Hz) em 6=6,83 ppm e 6=7,59 ppm, acoplando-se com
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os carbonos em 6=116,5 ppm e 6=128,7 ppm, respectivamente nas posicdes II-C-
3’15 e 1I-C-2'/6’ (AGRAWAL,1989).

Para o anel-B-I, aparece um dupleto de dupleto (J = 2,5 e 9Hz) que acopla
com os dupletos em 8=8,10 ppm (J = 2,5Hz) e 6=7,37 ppm (J = 9Hz), sendo que
estes acoplam com os carbonos em 6=128,9 ppm, 6=131,5 ppm e 6=112,3 ppm,
respectivamente nas posigdes I-C-2’, I-C-6’ e I-C-3’. Isso mostra que nao ha proton
na posicao I-C-5’, e, juntamente com o fato de haver um sinal para carbono
quaternario em 6=123,5 ppm, em campo mais baixo que um I-C-5" primario, atribui-
se que a ligacao interflavonoil na unidade | esta na posicdo C-5', o que sugere a
estrutura de biflavondide do tipo amentoflavona, ou seja, ligacédo I-5-II-8
(AGRAWAL, 1989).

Através do experimento de HMQC (C-H), Figura 11, pode-se correlacionar
diretamente o sinal de carbono terciario que aparece em campo mais alto no
espectro, em 8=56,2 ppm, com o sinal de préton caracteristico para hidrogénios de
metoxila, um singleto em 6=3,85 ppm. No experimento de HMBC, por sua vez, o
sinal em 0=56,2 ppm correlaciona-se, a longa distancia, com o carbono em
6=162,5 ppm, o qual esta relacionado ao |-C-4’. No experimento de COSY, os
prétons da metoxila correlacionam-se fracamente apenas com o sinal
correspondente ao hidrogénio na posigao I-C-3'. Isso sugere que a metila esta ligada
ao oxigénio na posigao I-C-4’, e que ndo ha hidrogénio vizinho, ou seja, na posi¢ao
[-C-5'.

Os acoplamentos entre carbono e hidrogénios foram obtidos através dos
experimentos HMQC (H-C) HMBC (H-C de longa distancia) e COSY (H-H),
Figuras 11, 12 e 13. Outras atribuicdes dos dados de RMN-'3C foram finalmente
confirmadas por comparacdo com a literatura (MARKHAM, 1987) e séao

apresentadas no Quadro 5.

Portanto, para a substéncia |[I-B foi atribuida a estrutura da
4’-O-Metil-amentoflavona = bilobetina [1], uma biflavona com ligacao interflavonoil
entre os carbonos I-C-5’ e 1I-C-8 (MARKHAM, 1987)
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Quadro 5 - Dados de RMN de 'H e C, em acetona-ds, para a substancia II-B [1]
(4’-O-Metil-amentoflavona), comparativamente a bilobetina (MARKHAM, 1987)

RMN-"°C MARKHAM, RMN-'H
(acetona-dg ,125 MHz) 1987* (acetona-ds , 500 MHz)
C 8 DEPT | &[ppm] H § I M J
[Ppm] DMSO-ds (ppm) (Hz)
-2 | 161,6 C 163,3 - - - - -
-3 | 104,1 CH 103,6 l-H-3 6,76 1 S -
-4 | 1829 | C=0 181,7 - - - - -
-5 | 164,8 C 161,4 OH - - - -
-6 99,6 CH 98,6 I-H-6 6,24 1 D 2,5
-7 | 164,9 C 163,5 OH - - - -
-8 94,8 CH 94,1 I-H-8 6,47 1 D 2,5
-9 | 158,5 C 1574 - - - - -
I-10 | N.O. C 103,8 - - - - -
-1 | 122,3 C 122,5 - - - - -
-2 | 128,9 CH 128,0 I-H-2’ 8,17 DD [25/9
-3 | 1123 CH 11,7 I-H-3’ 7,37 1 D 9
-4 | 162,55 C 160,6 OMe-4 | 3,85 1 S -
-5 | 1235 | C-C 121,6
-6 | 131,5 CH 130,9 I-H-6’ 8,08 1 D 2,5
-2 | N.O. C 164,2 - - - - -
11-3 | 103,0 CH 102,5 |I-H-3 6,66 1 S
-4 | 183,3 | C=0 182,0 - - - - -
1-5 | 161,8 C 160,4 OH = - - =
-6 | 99,3 CH 98,9 I-H-6 6,45 1 S -
11-7 | 165,0 C 161,6 OH - - - -
-8 | 104,7 Cc-C 103,7 - - - - -
-9 | N.O. C 154,3 - - - - -
11-10 | N.O. C 103,6 - - - - -
-1 | 122,6 C 121,2 - - - - -
11-2 | 128,7 CH 128,0 11-H-2’ 7,59 1 D 9
11-3 | 116,5 CH 115,8 1I-H-3’ 6,83 1 D 9
-4 | 162,5 C 161,0 OH - - - -
I1-5 | 116,5 CH 115,8 |I-H-5’ 6,83 1 D 9
-6 | 128,7 CH 128 1I-H-6’ 7,59 1 D 9
CH3 | 56,2 CHs - CH, 3,85 3 S -

* Dados de RMN-"3C para bilobetina (MARKHAM, 1987)
N.O. = sinal ndo observado
D (= dupleto), S (= singleto), DD (= dupleto de dupleto)

C = carbono correspondente; & = valor do deslocamento quimico; H = hidrogénio
correspondente; M = Multiplicidade; | = Integracéo; J = constante de acoplamento
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Para confirmagao estrutural da substancia 1I-B, foi realizado o espectro de
massas (EM) do tipo FAB, no qual pode-se observar o pico em m/z= 553,1
correspondente ao pico do ion molecular [M+1]". O pico em m/z= 460,1 é formado
com a perda de 93 u.m.a. da molécula (correspondente ao anel-lI-B. O pico em
m/z= 307,1 (pico base) corresponde a perda de 153 u.m.a. (correspondente ao
anel-I-A mais oxigénio da posicao 1 e carbonila do anel-I-C) a partir do fragmento em
m/z= 460,1, envolvendo um rearranjo “retro Diels Alders”. O pico base representa o
fragmento mais estavel da molécula e confirma a proposta de ligagéo interflavonoil
entre os anéis |-B e II-A, assim como a presenga da metoxila. O pico em m/z= 289
representa a perda de uma molécula de H,O a partir do fragmento em m/z= 307,1
(Figura 14).

[1]

Bilobetina (C31H20010) foi identificada em Pteridophytae (SILVA et al, 1995),
Gymnospermae (Cycadaceae, Zamiaceae, Ginkgoales, Taxodiaceae,
Cupressaceae, Podocarpaceae, e Araucariaceae) e Angiospermae (Meliaceae)
(GEIGER & QUINN, 1988; HE et al, 1996). As biflavonas do tipo amentoflavona sao

isdmeros daquelas do tipo robustaflavona (ver Figura 4).

Na familia Araucariaceae, foi identificada na espécie Araucaria bidwillii
(KHAN et al, 1972; ILYAS et al, 1978).

A bilobetina foi atribuida atividade inibidora linfocitaria (LEE et al, 1995).
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4.7.2 Elucidagao estrutural da substancia lI-D [2] (cupressuflavona)

A substancia II-D apresenta-se como uma mancha violeta-escuro (Rf~0,5)
em CCD (CHyCly/IsoprOH 20/2) quando visualizada sob luz UV 360 nm, e apds
revelagdo com NP/PEG, torna-se amarela no visivel (Figura 7). Quando revelada
com vapor de amoénia e observada sob luz UV 360nm, praticamente n&o se observa
mudanca de cor, o que indica tratar-se de uma flavona ou flavonol com hidroxila na
posicao C-5 (MABRY, 1970).

Nos experimentos de espectroscopia de UV, a solucdo metandlica
apresentou absorgdes em Anax=332 € 270 nm (Figura 15), o que é caracteristico de
flavonas. Os dados obtidos com os reativos de deslocamento sdao apresentados no
Quadro 6.

Quadro 6 - A,s.- apresentados nos espectros no U.V., para a substancia [I-D [2],
empregando-se os reativos de deslocamento, segundo MABRY (1970)

Solugao Banda II* Banda lla Banda I* Banda la
metandlica+reativos
(nm) (nm) (nm) (nm)
Metanol 270 332
NaOMe 273 392
AICl3 279 299 345 382
AICI3+HCI 279 299 345 382
NaOAc 271 340
NaOAc/ H3BO; 269 333
20
MeOH

FIGURA 15 - Espectro no UV da solugao metandlica da substéncia II-D [2]
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A adigdo de MeONa na solugdo metandlica levou a um desvio batocrémico
de 60 nm na absor¢cdo da banda I, indicando a presenca de hidroxila na posicéo
C-4’. A adicao de NaOAc causou um desvio batocrébmico muito pequeno da
banda Il (1 nm), ndo sendo significativo para sugerir-se a presenga de grupo hidroxil
livre na posicdo C-7. Os dados de deslocamentos com os reativos AICI3/HCI e
NaOAc/ H3BO; indicam a presenca de 5-OH e a auséncia de sistema 3’, 4’-
ortodihidroxil (MABRY,1970). A partir dos dados de espectroscopia no UV propde-se
para a substancia Il-D a estrutura de uma flavona com hidroxilas nas posi¢des 5, 7 e
4’, devendo ser confirmada por outros experimentos (MABRY, 1970).

O espectro de RMN-'"H mostra-se caracteristico para flavondide com
oxigenacao nas posicoes 5, 7 e 4’. O singleto em 6=6,79 ppm, referente ao préton da
posicdo C-3, confirma tratar-se de nucleo flavona, isto €, a presenga de ligagédo
dupla entre os carbonos 2 e 3 do anel C (MABRY, 1970, AGRAWAL, 1989).

Nos espectros de RMN-'H, em DMSO-ds e DMSO-d¢/D,O (Quadro 7,
Figuras 16 e 17), sdo observados trés sinais caracteristicos para hidroxilas, sendo
aquele que aparece em campo mais baixo caracteristico de hidroxila ligada ao C-5.
Isso pode ser observado quando utiliza-se DMSO-ds como solvente e, apds a adigao
de pequena quantidade de D,0, ocorre uma rapida troca de préton por deutério nas
hidroxilas fendlicas, deixando-se de detectar seus sinais de protons (MABRY, 1970).

Os pares de dupletos que sado observados em 6=7,5 ppm e 6=6,75 ppm, com
integracéo de dois prétons cada, e J = 8 Hz, sdo caracteristicos para hidrogénios
correlacionados em posigao orto, sendo atribuidos aos hidrogénios H-2'/6" e H-3'/5’,
respectivamente, caracterizando o anel-B oxigenado na posigao 4'.

O padrdao de substituicdo do anel-A, sendo definido pelo singleto em
6=6,45 ppm, correspondente ao proton H-6 sem acoplamentos, indica a auséncia de
hidrogénio na posigao C-8.

Nos espectros de RMN-"3C, em DMSO-ds, pode-se constatar a presenca de
15 sinais de carbonos caracteristicos de flavondides (Figura 18).

Os deslocamentos quimicos em 6=182,0 ppm, 6=163,7 ppm e 6=102,8 ppm
caracterizam o nucleo flavona, correspondendo aos carbonos C-4, C-2 e C-3 do
anel-C, respectivamente. Juntamente com os demais sinais de carbonos, tem-se
uma flavona do tipo apigenina, no entanto, através do experimento DEPT-135,

pode-se observar que o C-8 aparece como um carbono quaternario, além de
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apresentar o deslocamento quimico em 6=98,7 ppm, cerca de 5 ppm em campo
mais baixo em relacdo ao C-8 da apigenina (6=94,0 ppm). Isso € indicativo de
ligagado interflavonoil do tipo cupressuflavona (I-8, 1I-8), uma biflavona simétrica
(AGRAWAL,1989).

Os acoplamentos entre carbono e hidrogénios foram obtidos através dos
experimentos HMQC (H-C) e COSY (H-H), e podem ser observados nas
Figuras 19, 20.

Outras atribuicdes dos dados de RMN-"3C foram finalmente confirmadas por

comparagao com a literatura (AGRAWAL, 1989), e sdo apresentadas no Quadro 7.

Portanto, para a substancia |I-D sugere-se a estrutura da cupressuflavona
[2] (C30H18010), uma biflavona formada por duas unidades de apigenina ligadas

pelos respectivos carbonos I-C-8 e 1I-C8.

OH (@)
R
HO X o
OH
OH
HO (@)
~ U
\
OH (@)

[2]
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Quadro 7 - Dados de RMN de 'H e ™C, em DMSO-ds, para a substancia II-D [2]
(=cupressuflavona), em DMSO-dg, comparativamente a literatura (AGRAWAL, 1989)

RMN-"*C AGRAWAL RMN-'H
(DMSO-ds, 125 MHz) 1989* (acetona-dg, 500 MHz)
C ) DEPT | & [ppm] H ) I M J
[Ppm] DMSO-ds (ppm) (Hz)

1-2,11-2 | 163,7 C 163,7 - - - - -
1-3,1I-3 | 102,8 | CH 102,8 I-H-3 6,79 1 S -
-4, 11-4 | 1822 C 182,1 - - - - -
I-5,11-5 | 161,2 C 161,3 I-OH-5 | 13,16 | 1 S -
-6, 11-6 98,8 | CH 99,0 I-H-6 6,45 1 S -
I-7,11-7 | 163,0 C 162,7 I-OH-7 | 10,90 | 1 S -
-8, 1I-8 98,7 | C-C 98,7 - - - - -
1-9,1-19 | 155,0 C 155,3 - - - - -
-10, 1I-10 | 103,9 C 104,3 - - - - -
-1, 111 | 1214 C 121,7 - - - - -
-2, 112 | 1281 | CH 129,9 I-H-2’ 7,50 1 D 8
-3, 1I-3 | 116,0 | CH 116, 1 I-H-3’ 6,75 1 D 8
-4’ 11-4 | 161,0 C 161, 1 I-OH-4 | 10,30 | 1 S -
-5, 1I-5 | 116,0 | CH 116, 1 I-H-5’ 6,75 1 D 8
-6, 16 | 1281 | CH 127,9 I-H-6’ 7,50 1 D 8

* Dados de RMN-"°C para cupressuflavona (AGRAWAL, 1989)

D (= dupleto), S (= singleto), DD (= dupleto de dupleto)

C = carbono correspondente; & = valor do deslocamento quimico; H = hidrogénio
correspondente; M = Multiplicidade; | = Integracéo; J = constante de acoplamento

Cupressuflavona (C3oH1s019), foi identificada em alguns géneros de
Pteridophytae, Gymnospermae (Cycadaceae, Zamiaceae, Ginkgoales, Taxales,
Cupressaceae, Taxodiaceae, Podocarpaceae, Cephalotaxaceae e Araucariaceae) e
Angiospermae (Nandinaceae, Euphorbiaceae, Clusiaceae, Calophylliodeae,
Anacardiaceae, Caprifoliaceae e Iridaceae, Salicaceae) (ANSARI, 1985; GEIGER &
QUINN, 1988; KHAN et al 1972).

Na familia Araucariaceae, aparece nos géneros Agathis e Araucaria
(Araucaria cunninghamii, Araucaria cookii, Araucaria excelsa, Araucaria bidwilli)
(ILYAS et al, 1978; OFMAN, 1995).

A cupressuflavona foram atribuidas atividades antifungica (KRAUZE-
BARANOWSKA, 1999) e acao antagonista de bradicinina (RAMASWAMY & BASU,
1972)
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4.7.3 Elucidagao estrutural da substancia ll-C

A substancia II-C apresenta-se como uma mancha violeta-escuro (Rf~0,80)
em CCD (CH2CI2/IsoprOH 20/2) quando visualizada sob luz UV 360 nm, e apés
revelagao com NP/PEG, torna-se amarela no visivel (Figura 7).

Nos experimentos de espectroscopia de UV apresentou absor¢cbes em
Amax=331 e 270 nm (MeOH), o que é caracteristico de flavonas. Os dados obtidos

com os reativos de deslocamento estdo apresentados no Quadro 8 e na Figura 21.

Quadro 8 - s apresentados nos espectros no UV, para a substancia II-C, empregando-se
os reativos de deslocamento, segundo MABRY (1970)

Solugao metandlica + Bandal ll Banda lla Banda | Banda la
reativos

(nm) (nm) (nm) (nm)
Metanol 270 331
NaOMe 276 389
AICl3 279 300 346 384
AICI3+HCI 281 300 343 384
NaOAc 275 373
NaOAc/ H3BO3 271 335

Os espectros no UV, para a solugdo metandlica da substancia II-C,

indicaram absorcdo de 331 nm e 270 nm para as bandas | e Il, respectivamente,

indicando tratar-se de flavona ou flavonol segundo Mabry (1970).

Apdés a adicdo de NaOMe a solucdo metandlica, ocorreu um desvio

batocrémico de 58 nm sem diminuiacdo na intensidade indicando a presenca de
grupo 4’-OH. Como nao houve modificagdo do espectro apds 5 min, ndo deve haver
um sistema 3, 4’-dihidroxil.

Na presenga de NaOAc foi observado um desvio batocrémico de 5 nm na
banda Il, sugerindo a presencga de hidroxilia na posicao C-7 (MABRY,1970).

A auséncia de modificagdo consideravel para a banda | apés a adicdo de

NaOAc/H3;BO3,sugere a auséncia de grupos ortodihidroxil.

A analise dos espectros apos a adicao de AICI; e AICIs/HCI indica a

presenca de 5-OH livre e auséncia de 3’-OH.
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FIGURA 21 - Espectro no UV para a solugdo metandlica da substancia II-C,
empregando-se os reativos de deslocamento
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Sendo assim, a amostra analisada indica tratar-se de uma flavona com

substituicbes nas posicdes 5, 7, 4.

Nos espectros de RMN-13C, em acetona-dg+ MeOD, pode-se constatar a
presenca de 21 sinais de carbonos caracteristicos de compostos flavonoidicos
(Quadro 9). Sdo observados sinais entre 6=94,9 e 6=132,2 ppm, relacionados a
todos os carbonos primarios dos anéis A, B e C do flavondide, além dos carbonos
quaternarios ndo oxigenados. Através do experimento DEPT-135 podem-se
constatar sinais para carbonos quaternarios oxigenados, entre 6=155,4 e 5=165,8
ppm, além de um sinal relacionado a carbonila em C-4, o qual apresenta-se em

campo mais baixo no espectro, em 183,9 ppm (AGRAWAL, 1989).

O sinal de carbono primario que indica tratar-se de nucleo flavona aparece
em 6=103,1 ppm, correlacionando-se com o préton em 6=6,60 ppm (lI-H-3) (MABRY,
1970; AGRAWAL,1989).

Quanto ao anel-A, tem-se para um deles a presenga de dois dubletos
acoplando-se com J = 2,5 Hz, em 8=6,13 ppm e 6=6,38 ppm, 0s quais relacionam-se
com os carbonos em 8=99,8 ppm (I-C-6) e 6=94,9 ppm (I-C-8), respectivamente. Isso
mostra um anel-A (anel-A-l) 5,7-disubstituido, com hidrogénios nas posigbes |-C-6 e
[-C-8. Para o outro anel-A (anel-A-ll), aparece apenas um singleto em 6=6,55 ppm,
correlacionando-se com o carbono em 6=96,1 ppm (lI-C-8), em campo mais baixo
talvez devido a uma metoxila em |I-C-7, pois pode-se observar o acoplamento dos
hidrogénios da metila em 6=3,83 ppm com o sinal em 6=6,55 ppm (lI-H-8) (COSY).
Pelo fato desse sinal de hidrogénio aparecer como um singleto, e ainda aparecer um
sinal de carbono quaternario em 6=105,6 ppm, em campo mais baixo em relagdo ao
I-C-6, pode esse sinal estar relacionado ao II-C-6 fazendo parte da ligagao
interflavonoil (AGRAWAL,1989).

Para um anel-B (anel-Il-B, ja que a ligagao interflavonoil da unidade Il se faz
no anel-A-Il) aparecem sinais caracteristicos de oxigenacao na posicao II-C-4’, com
dois pares de dubletos (J = 9Hz) em 6=6,71 ppm e 6=7,41 ppm, acoplando-se com
os carbonos em 5=116,7 ppm e 5=128,8 ppm, respectivamente nas posi¢des |I-C-
3'/5%ell-C-2'/6’ (AGRAWAL,1989).

Para o anel —-B-lI, tem-se a presengca de um dupleto de dupleto em

8=8,7 ppm (J = 2,5 e 9Hz) que acopla com os dupletos em 6=7,97 ppm (J = 2,5Hz) e
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6=7,10 ppm (J = 9Hz). Esses sinais podem estar relacionados aos prétons I-H-2’,
I-H-6’ e I-H-3’, respectivamente. Devido a presenca de sinais de impurezas na
mesma regido do espectro em que aparecem o0s sinais que corresponderiam
aqueles do anel-B-l, ndo foi possivel definir com certeza o tipo de substituicdo deste
anel, porém, com as caracteristicas do dupleto de dupleto, sugere-se a ocorréncia
da ligacao interflavonoil na posigéo C-5’ da unidade |, o que significa um biflavondide
do tipo robustaflavona, ou seja, ligagao I-5’-11-6 (AGRAWAL, 1989).

Através do experimento de HMQC (C-H) pode-se correlacionar diretamente
os sinais de carbono terciario que aparecem em campo mais alto no espectro, em
6=56,7 ppm e 6=56,8 ppm, com o sinais de prétons caracteristicos para hidrogénios
de metoxila, um singleto em 6=3,78 ppm e outro em 6=3,83 ppm. No experimento de
HMBC, por sua vez, o sinal em 6=56,7 ppm correlaciona-se, a longa distancia, com o
carbono em 8=165,7 ppm, o qual estaria relacionado ao |-C-4’. O outro sinal de
metoxila correlaciona-se com o sinal em 6=164,7 ppm (lI-C-7). No experimento de
COSY, os protons da metoxila em 6=3,78 ppm correlacionam-se fracamente com o
sinal correspondente ao hidrogénio na posicao [-C-3’. Isso sugere que a metila
esteja ligada ao oxigénio na posi¢ao I-C-4’, no anel-B-I. O sinal para a metoxila em
6=3,83 ppm correlaciona-se com o singleto em 6=6,55 ppm, correspondente ao |I-H-

8, sugerindo a ligagao da metoxila em [I-C-7.

A presenca de duas metoxilas na molécula da substancia II-C, nas posicbes
I-C-4 e II-C-7, é pouco provavel, pois esta substancia apresenta-se com
caracteristica mais polar que a substancia II-B. Comparando-se com os sinais
atribuidos a substancia II-B, o sinal em 6=3,78 ppm pode tratar-se do sinal atribuido

a metoxila em 1-C-4’ da substancia II-B.

O espectro de massas do tipo FAB realizado com a substancia II-C
apresentou picos de contaminante, porém o valor do pico ion molecular em

m/z= 553,1 confirma tratar-se de um biflavonoéide.
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Quadro 9 - Dados de RMN de 'H e "*C em acetona-ds + MeOD, para a substancia II-C

RMN-"C RMN-'H

(acetona-dg, ,125 MHz) (acetona-ds, , 500 MHz)
C ) DEPT H S [ppm] | M J

[ppm] (Hz)
-2 163,0 C - - - - -
-3 103,1 CH I-H-3 6,60 1 S -
-4 183,9 C=0 - - - - -
I-5 162,3 C OH - - - -
1-6 99,8 CH I-H-6 6,13 1 D 2,5
I-7 164,7 C ? - - - -
-8 94,9 CH I-H-8 6,38 1 D 2,5
1-9 155,4 C - - - - -
1-10 105,3 C - - - - -
-1’ 122,3 C - - - - -
-2’ N.O CH I-H-2’ 8,70 1 DD 2,5/9,0
-3’ 117,0 CH I-H-3’ 7,10 1 D 9,0
-4’ 165,7 C ? - - - -
-5’ N.O C - - - - -
-6’ N.O CH I-H-6’ 7,97 1 D 2,5
-2 N.O C - - - - -
-3 N.O CH
-4 N.O C=0 - - - - -
-5 N.O OH - - - -
11-6 100,5 C-C - - - - -
-7 164,7 C ?
11-8 96,1 CH [I-H-8 6,55 S -
-9 N.O. C - - - - -
-1’ N.O. C - - - - -
-1 122,7 C - - - - -
-2’ 128,8 CH [I-H-2’ 7,41 1 D 9
-3’ 116,7 CH [I-H-3’ 6,71 1 D 9
-4’ 165,8 C OH - - - -
-5 116,7 CH [I-H-5 6,71 1 D 9
-6’ 128,8 CH [I-H-6’ 7,41 1 D 9
CHj; 56,7 CHj; OCH3 3,78 3 S -
CHj; 56,8 CH; OCH3 3,83 3 S -

C = carbono correspondente; & = valor do deslocamento quimico; H hidrogénio

correspondente; M = Multiplicidade;

sinais ndo observados; ? = substituinte indefinido (pode ser OH ou MeO)

Portanto, para a substancia

I = Integral; J = constante de acoplamento; N.O. =

[I-C sugere-se uma biflavona do tipo

robustaflavona, com ligagédo interflavonoil entre os carbonos I-C-5 e [I-C-6, no

entanto, estdo sendo aguardados os espectros correspondentes a substancia

acetilada (lI-Cact 35-45) para a confirmacgao estrutural.
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4.7.4 Caracterizagao de taninos presentes em SFBU-I-4 e SFBU-I-5

A FR-1, derivada da SFBU-I-5, apresenta elevada polaridade, pois fica retida
no ponto de aplicacdo em diversos sistemas de eluentes para CCD em silica,
incluindo MeOH 100%. Quando cromatografada em placas de celulose utilizando-se
como eluente HOAc 30%, aparece uma mancha em Rf~0,5 (com uma cauda) que se
cora de vermelho quando revelada com vanilina sulfurica. Os resultados dos testes

de caracterizagao para taninos (se¢ao 5.6.1) sao apresentados no Quadro 10.

Quadro 10 - Resultados dos testes de caracterizagédo para taninos, aplicados a FR-1

Teste Resultado

Reacdo com acetato de chumbo -

Reacao de Griessmayer-Reichel -

Teste de Procter-Paessler -

Reagao com cloreto férrico + para Taninos condensados

Reacao de Stiasny +

Tanto as fragdes FR-1 e SFBU-I-4, como a substancia T5act apresentaram
apenas uma banda de absor¢do em aproximadamente 280 nm (Figura 22),
caracteristica de proantocianidina (LUNTE, 1987). Essas fragbes foram
encaminhadas aos experimentos de RMN e EM. Aguardam-se os espectros para a
elucidacao estrutural.

EtOH/HCI 1% EtOH/HCI 1% EtOH/HCI 1%

L U]

| |

_ M

200 A 600 200 B 500 200 C 600

FIGURA 22 - Espectros no UV para as fragdoes (A) FR-1, (B)SFBU-I-4 e substancia
(C)T5act, em EtOH/HCI 0,1%




5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 MATERIAL VEGETAL
5.1.1 Coleta e identificacao

As aciculas de Araucaria angustifolia (Bert) Kuntze foram coletadas no
municipio de Urubici-SC, em maio de 1999, sob orientacdo do Prof. Dr. Mauricio
Sedrez dos Reis, do Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina. A identificacdo botanica foi realizada pelos
agronomos do curso de Pés-Graduagao em Recursos Genéticos da UFSC, e a
exsicata da planta estd depositada no Herbario da UFSC (Reitz & Klein 15444
FLOR 26).

5.1.2 Secagem e moagem do material vegetal

As aciculas foram separadas manualmente dos caules e submetidas ao
procedimento de secagem em estufa de ar circundante, a temperatura de 30-35°C
por cinco dias. Apds a secagem, o material foi rasurado em moinho de facas,

totalizando 1.200 g de material vegetal.

5.1.3 Analise preliminar de caracterizagcao do material vegetal

Em todas as analise foram utilizadas as formulas para o calculo do desvio
padrao (s) e do coeficiente de variagdo (CV) apresentadas nas equacgdes (1) e (2),
onde x = valores individuais, m = média dos valores individuais e N = numero
amostras (OHLWEILER, 1976).

S=4 X (xm)?/N-1 (1) CV=100s/m (2)
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5.1.3.1 Determinagao da granulometria (F.B. IV)

A determinagdo da granulometria foi realizada através da tamisacéo
empregando-se um conjunto de quatro tamises de malhas 1,00 mm, 0,84 mm,
0,59 mm e 0,40 mm. O material vegetal foi pesado, colocado nos tamises e
submetido a agitagdo manual por cerca de 20 min. Apds, os tamises foram
separados, pesando-se o material retido em cada uma das malhas. O ensaio foi

realizado em ftriplicata, com aliquotas de 50 g de planta rasurada.

5.1.3.2 Determinacgao da Perda por Dessecacao (F.B. IV)

Inicialmente, pesou-se 1 g do material vegetal rasurado, em pesa-filtro

tarado previamente dessecado em estufa por 30 min, a 100-105°C.

Os pesa-filtros com as respectivas amostras foram colocados em estufa a
100-105°C por duas horas e, apos resfriados em dessecador por cerca de 10 min,
foram novamente pesados (12. pesagem). Na sequéncia, foram colocados por mais
30 min em estufa a 100-105°C, novamente resfriados em dessecador e pesados.
Este procedimento foi repetido até peso constante, ou seja, até que a diferenga entre
duas pesagens sucessivas ndo excedesse 5 mg. O ensaio foi realizado em ftriplicata
(Tabela 9).

Tabela 9 — Quantidade de amostra do material vegetal submetido ao ensaio de perda por
dessecacao

Analise Amostra (g)

0,9897

1
2 1,0319
3 1,0853
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5.1.3.3 Determinacgao de Cinzas Totais (F.B. IV)

Pesou-se cerca de 1 g do material vegetal rasurado, em cadinho de porcelana
previamente calcinado por 30 min a 600°C. Em seguida, o material foi aquecido em
manta elétrica, até o desprendimento total de vapores. Apds, os cadinhos foram
colocados na mufla, a 700°C por 4 horas. Foram retirados da mufla e, apds
resfriamento em dessecador, pesados (1°. pesagem). Na seqiiéncia, foram
colocados na mufla, a 700°C por 30 min, e, apds resfriamento em dessecador,
pesados (2°. pesagem). Este procedimento foi repetido até peso constante, ou seja,
até que a diferenga entre duas pesagens sucessivas ndo excedesse 5 mg. O ensaio

foi realizado em triplicata (Tabela 3).

5.1.3.4 Determinacgao do teor de flavonéides Totais (FRANZ, 1992)

A determinagao fotométrica de flavondides foi realizada empregando-se as
solucdes de partida, de analise e de compensacio, como descrito abaixo:

a) Solugéo de Partida: Em um baldo de fundo redondo (250 mL) foi adicionado
0,600 g do material vegetal pulverizado, 1,0 mL da solugédo de metenamina
(0,5/100 mL H20), 20,0 mL de acetona e 2,0 mL de HCI 25%, deixando-se
em ebulicdo sob refluxo por 30 min. O extrato foi filtrado através de pequena
quantidade de algodao para um balao volumétrico de 100,0 mL. O algodao e
a material vegetal foram colocados novamente no baldao de 250,0 mL, e
extraidos sob refluxo com 20,0 mL de acetona durante 10 min, por mais
duas vezes. Novamente filtrado sob algodao para o baldo de 100,0 mL e
completado o volume para 100,0 mL com acetona. 20,0 mL deste extrato foi
retirado para o funil de separagéo e adicionado 20,0 mL de agua. A solugéo
foi extraida uma vez com 15,0 mL e duas vezes com 10,0 mL de acetato de
etila. As fases acetato de etila foram reunidas e lavadas duas vezes com
50,0 mL de agua. A fase acetato de etila foi transferida para um balado

volumétrico de 50,0 mL e o volume completado com acetato de etila;
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b) Solugdo de Analise: 10,0 mL da solugéo de partida foi retirado para um baléo
volumétrico de 25,0 mL e adicionado 1,0 mL de solugdo de cloreto de
aluminio, completando-se o volume com solugdo metandlica de acido

acético;

c) Solugdo de compensagédo: 10,0 mL da solugcédo de partida foi retirado para
um baldo volumétrico de 25,0 mL, completando-se o volume a 25,0 mL com

a solugcao metandlica de acido acético.

A absorcao da solucédo de analise foi determinada apés 30 min, a 425 nm,
contra a solucdo de compensacdo, e o teor de flavondides expresso como
hiperosideo foi calculado através da férmula apresentada na equagao (3), onde

e = quantidade pesada da droga, A = absorgéo a 422 nm.

% =Ax1,25/e (3)

5.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS E DAS FRACOES

O extrato bruto foi obtido por processo de maceragdo, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, com a mistura de etanol/agua, na propor¢cao de
70/30 (V/V), por cinco dias, na primeira maceragdao. A proporgao planta/liquido
extrator foi de 1/7 (m/v). O extrato foi filtrado e colocado novamente em maceragéo
por sete dias (remaceragao). Os filtrados resultantes foram reunidos e originaram o
Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBHA).

Foram empregados 1.200 g do material vegetal dividido em quatro frasco,
cada um com capacidade de 3,0 L. Em cada frasco foram adicionados 300 g de
planta, sendo os volumes do liquido extrator de 2,1 L e 1,0 L, na maceracéo e na

remaceracao, respectivamente.
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Foram obtidos cerca de 790 mL (na maceragdo) e 1.000 mL (na
remaceragado) do fitrado (EBHA) em cada frasco utilizado, totalizando
aproximadamente 7.160 mL de EBHA.

O EBHA foi concentrado em evaporador rotatério, resultando em 500mL de

Extrato Bruto Hidroalcodlico Concentrado (EBHAC), o qual foi submetido a partigao.

O EBHAC (500,0 mL) foi submetido a particdo em funil de separacdo com
solventes de polaridade crescente: Eter de petrdleo (EP), diclorometano (CHCIy),
acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (n-BuOH), conforme o esquema apresentado na
Figura 23. Foi utilizado 1,0 L de cada solvente, sendo realizadas trés extracdes
sucessivas com cerca de 330 mL cada. Todas as fragbes obtidas foram levadas a
secura e uma amostra de cerca de 20 mg de cada uma das fragdes foi encaminhada

para os teste biologicos de avaliagdo da citotoxicidade e atividade antiviral.

5.2.1 Determinagao do rendimento da extragao e do fracionamento

Com o objetivo de calcular o rendimento do extrato e das fragcées obtidas por
particdo, foi realizada uma maceragado com 100,0 g de material vegetal e 700 mL de
liquido extrator etanol/H,O 70/30 (V/V), nas mesmas condi¢des da maceragao para

o isolamento das substancias ativas (sec¢ao 5.2).

Uma aliquota de 100 mL do extrato foi concentrada até a secura, e pesada
para se determinar o rendimento do extrato. Em seguida, esse extrato seco foi
ressuspenso em 100 mL de H,O e submetido a particdo com 30 mL de cada
solvente, em ftriplicata, seguindo a mesma metodologia empregada na primeira
particdo. Todas as fracbes foram concentradas até secura, em evaporador rotatério

ou banho-maria, para serem pesadas (Tabela 5).



80 Parte Experimental

1.200 g de material vegetal

maceragao e remaceracao com etanol 70%

EBHA

concentragao
EBHAC

1
FEP | <«—» Residuo

2
FDM Residuo
3
FAE Residuo
4
FBu FAQ

FIGURA 23 - Representagao esquematica do procedimento de particao do EBHA de
Araucaria angustifolia. 1, particio com Eter de Petréleo; 2, particio com CH,CI,; 3,
particdo com AcOEt; 4, particio com n-BuOH

5.3 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

Os ensaios de caracterizagdo dos grupos de constituintes vegetais foram
realizados segundo Marini-Bettolo (1980), Dominguez (1973), Farmacopéia
Brasileira (1988), Matos (1988) e Costa (1986):

a) Reagao com cloreto férrico — caracterizagao de compostos polifendlicos:
1 mL do EBHA filtrado e de cada uma das fracbes foram transferidos para
tubos de ensaio, sendo adicionadas 1 a 2 gotas de solugédo de cloreto férrico

2,5%, verificando—se o desenvolvimento de coloragao;
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b) Reagdo da cianidina ou de Shimoda - caracterizagao de flavondides:
5 mL do EBHA filtrado e das fracbes foram transferidos para capsula de
porcelana, respectivamente, aquecendo-se até secura, cuidando para que nao
houvesse carbonizacdo do residuo. O residuo foi retomado em 1,5 mL de
metanol e vertido para um tubo de ensaio. Adicionou-se cuidadosamente
1-2 fragmentos de magnésio e 0,5 mL de HCI concentrado, observando-se a
coloracgao;

c) Reagao da Gelatina — caracterizagdo de taninos: 1 mL do EBHA e de cada
fragdo, respectivamente, foi dissolvido ou suspenso em agua, e adicionado de
uma solugdo de gelatina a 2,5%, gota a gota, observando-se a formagao de
precipitado;

d) Reagdo de Liebermann-Burchard - caracterizagdo de nucleos
triterpénicos e esteroidais: Ao extrato e as fragdes foi adicionado pelas
paredes do tubo de ensaio o reativo de Liebermann-Burchard (= 1,0 mL de
anidrido acético e gotas de acido sulfurico concentrado), observando-se o
aparecimento de coloracao apds 10 a 15 min de repouso;

e) Reagao de Salkowsky — deteccao de esterdides: Ao extrato e as fragdes foi
adicionado pelas paredes do tubo de ensaio 1 mL do reativo de Salkowsky
(= H2SO4 conc.), observando-se o aparecimento de coloragao castanho-escuro
avermelhado para nucleo esteroidal;

f) Teste de formagao de espuma- detecgao de saponinas: 2 mL do extrato e
das fragdes concentrado (apos a eliminagéo do solvente) foram adicionados de
agua e colocados em tubo de ensaio grande, agitando-se vertical e fortemente
o tubo durante 1min. Observou-se se houve aparecimento de espuma, o que
indica a presenca de saponinas;

g) Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides: Tomaram-se
3 tubos de ensaio,1, 2 e 3, com solugao hidroetandlica das fragdes FAE e FBU.
O tubo 1 foi acidificado a pH 3, com HCI, e os tubos 2 e 3 foram basificados a
pH 8,5 e 11, respectivamente, com NaOH. Solu¢des de flavonas, flavonois e
xantonas coram-se de laranja em meio alcalino.

h) Reag¢dao de Stiasny - diferenciagdo de taninos condensados e
hidrolisaveis: 5 mL de cada amostra (FAE, FBU) foram submetidos a refluxo
por 30 min com 40 mL de agua e 5 mL do reativo de Stiasny (5 mL de

HCI concentrado + 10 mL de formol, preparado no momento do uso). Os
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taninos condensados originam um precipitado vermelho (flobafeno). Fez-se a
filtracdo do precipitado e ao filtrado adicionou-se acetato de sédio em excesso
e 2 gotas de solucdo de cloreto férrico a 2,5%, observando-se o

desenvolvimento de coloragéo.

5.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

Nos ensaios de biomonitoramento, os extratos e as fragbes foram avaliados
em relacdo a sua citotoxicidade e sua potencial atividade antiherpética. Estes
ensaios foram realizados pelas mestrandas Adriane M. de Freitas e Carla R. A.
Frohner, orientadas pela Prof®. Dr?. Claudia M. O. Simdes.

O virus herpético humano tipo 1 foi selecionado para este trabalho por ser
um importante patégeno humano, distribuido em todo o mundo, e para o qual ainda
n&o foi desenvolvida uma vacina totalmente eficaz e economicamente viavel. Além
disso, algumas cepas isoladas de pacientes se mostraram resistentes ao aciclovir, o
principal farmaco utilizado no tratamento de varias infecgdes herpéticas (WHITE.;
FENNER, 1994; FIELD, 2001)

As fracbes da particdo do extrato bruto das aciculas de Araucaria
angustifolia (fragbes FEP, FDM, FAE, FBU e FAQ) foram solubilizadas em 1% de
dimetilsulféxido (DMSO) e meio de cultura celular 199 (Sigma), sem adigdo de soro
fetal bovino (SFB). A concentragdo final das solu¢gdes-mae foi de 1mg/mL, e essas

foram mantidas sob refrigeragéo a -20°C até o seu uso.

5.4.1 Avaliagao da citotoxicidade

Na pesquisa de novos farmacos antivirais deve-se considerar seus efeitos
toxicos sobre as células hospedeiras. O composto antiviral ideal é aquele que inibe

somente a(s) etapa(s) do ciclo de replicagdo viral, sem interferir na célula
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hospedeira, possibilitando que essa se recupere da infecgdo e mantenha suas
atividades metabolicas (VANDEN BERGHE; VLIETINCK; VAN HOOF, 1986).

5.4.1.1 Avaliacao microscépica das alteragées morfologicas celulares

As alteragbes morfolégicas provocadas pelas diferentes fracbes foram
comparadas com os controles celulares, diariamente, por 72h, através de microsépio
invertido. Esta técnica permitiu estimar a concentracdo que causou citotoxicidade a
50% das células (CCsp) e também a concentragdo maxima nao téxica (CMNT). As
alteragdes morfoldgicas do tapete celular foram classificadas em cinco categorias,
de acordo com a porcentagem de alteragdo celular. A CCsy de cada fragao foi

estimada a partir dos valores das categorias (1 a 5), por andlise de regresséo.

5.4.2 Avaliagao da atividade antiviral in vitro

Varios métodos sdo utilizados para a rapida avaliacdo da atividade antiviral
de compostos, em cultura de células, os quais incluem a quantificacdo visual da
atividade antiviral baseada na inibicdo do efeito citopatico induzido pelo virus, ou por
medidas menos subjetivas, tais como o ensaio colorimétrico do MTT ou avaliagbes
fluorimétricas (SMEE et al., 2002).

O efeito citopatico viral (ECP) é definido como o conjunto de alteragbes
provocadas por um virus nas células onde ele se multiplica. Tal efeito pode ser
manifestado como alteragdes na forma e no tamanho da célula, na destruicéo total
da célula, ou no descolamento da monocamada (SIDWELL, 1986).

O ensaio do MTT vem sendo rotineiramente utilizado para a detecgdo de
citotoxicidade e atividade antiviral de compostos sintéticos e de origem natural
(SUDO et al., 1994; TAKAHASHI, et al., 2001). Virus que causam infecgdes liticas,
tais como HSV-1, causam destruicdo das células, as quais se descolam da placa de
cultura. Assim, o ensaio colorimétrico do MTT pode ser potencialmente utilizado para
a quantificacao desta destruicao celular ou a auséncia da mesma, devido a presenca
do agente antiviral (SMEE et al., 2002 ).

A avaliacdo da atividade antiviral das fragdes FEP, FDM, FAE, FBU e FAQ
foi realizada através da avaliacao do efeito citopatico viral através de microscopia.

Durante 72h, as leituras foram realizadas ao microscdpio invertido e a inibicao do
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efeito citopatico viral (ECP) foi comparada com os controles. O ECP foi estimado de
acordo com uma escala de 1 a 5, conforme o grau de destruigdo do tapete celular. A
concentragao que inibiu o efeito citopatico viral em aproximadamente 50% das
células (CEsp) foi estimada a partir dos valores de cada categoria, por analise de
regressao. De posse dos valores estimados de CCsp e CEs, calculou-se o indice de
seletividade (IS= CCso/ CEsp ). Quanto maior for o valor de IS, mais ativa sera a
fracdo contra o virus e ao mesmo tempo, menos téxico para as células. Nos
experimentos iniciais de avaliagcao da atividade antiviral, as fracbes acetato de etila —

(FAE) e n-butandlica (FBU) apresentaram promissores valores de IS.

As sub-fragdes obtidas pelo fracionamento das fracbes FAE e FBU foram,
posteriormente, avaliadas pelas metodologias acima citadas e também através do
ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT), conforme proposto por Takeuchi,
Baba e Shigeta (1991), com algumas modificagdes propostas por Sieuwerts et al.
(1995). O sal de tetrazolium é ativamente absorvido pelas células e reduzido, através
de uma reagdo mitocondria-dependente, em um produto corado (formazan). O
ensaio colorimétrico do MTT mede a quantidade de formazan formado através de
espectrofotometria tipo ELISA, sendo sensivel e quantitativo, ja que o valor da
absorbancia é proporcional ao numero de células viaveis. Esse ensaio permitiu
avaliar, simultaneamente, a citotoxicidade (CCsp) e a atividade antiviral (CEsp) das

sub-fractes testadas, assim como o calculo dos seus valores de IS.

5.5 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES ATIVOS

Foram testados diversos sistemas de eluentes em Cromatografias em
Camada Delgada (CCD) para separar os constituintes das fragdes, utilizando-se
placas cromatografica de Silica Gel Fys4 € realizando-se a detecgao sob luz UV
254 nm e 366 nm, ou com reveladores tais como: NP/PEG, vanilina/H3sPQO,, cloreto

férrico, amonia e anisaldeido/H>SO;.
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5.5.1 Separagao Cromatografica dos Constituintes da fragao Acetato de Etila

(FAE)

Como a FAE apresentou atividade antiviral promissora (expressa pelo IS), foi

realizado o fracionamento a partir desta fragdo. Conseguiu-se obter quantidades dos

flavondides suficientes para a realizagdo das analises espectroscopicas de RMN.

5.5.1.1 Cromatografia em Coluna de Gel de Silica da FAE

A FAE foi pesada (3,8 g) e solubilizada na menor quantidade do eluente

(AcOEt). O empacotamento da coluna foi

realizado com 300 g de silica

(0,05-0,20 mm) em coluna de vidro (6 cm x 31 cm) resultando numa coluna de 22 cm

de altura preenchida com silica. O eluente foi acrescentado a coluna através de um

funil de separacéo. Foram coletadas 56 fragdes de 60 mL, com fluxo de escoamento

de 1 mL/min.

O acompanhamento da separacao foi realizado por CCD. A polaridade do

eluente foi aumentada progressivamente, segundo a Quadro 11.

Quadro 11 - Sistema de eluentes utilizados na coluna cromatografica de silica para a FAE

Eluente utizado

Fragoes coletadas

AcOEt
AcOEt/MeOH (98/2)
AcOEt/MeOH (95/5)
AcOEt/MeOH (9/1)

MeOH

MeOH/H20 (9/1)

1-16
17-19
20-21
22-23
23-40
41-56

Apdés a reunidao das fragdes, oito subfracdes da fracdo FAE foram

caracterizadas (Tabela 10 ).
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Tabela 10 - Subfragbes resultantes da reunido das fragdes da coluna cromatografica de
silica da FAE

Subfragao Fragdes reunidas Fracao (g) R (%)*
SFAE-I 1e?2 0,1294 4,03
SFAE-II 3a8 1,3205 35,40
SFAE-III 9e 10 0,1076 3,38
SFAE-IV 11a 16 0,1428 4,30
SFAE-V 17 a 20 0,0199 0,52
SFAE-VI 21a24 0,0309 1,35
SFAE-VII 25a29 0,4448 12,45
SFAE-VIII 29 a 56 1,1539 31,08

*Rendimento calculado em relagao a quantidade de amostra aplicada na coluna

Todas as subfracbes foram encaminhadas aos testes de avaliagao da

citotoxicidade e atividae antiviral (ver resultados na Tabela 7).

5.5.1.2 Cromatografia em Coluna de Gel de Silica da SFAE-II

A cromatografia em coluna de gel de silica da SFAE-II foi realizada com
1,3 g da amostra aplicada numa coluna de vidro (2,5 cm x 50 cm), preenchida com
120 g de gel de silica com tamanho de particulas de 0,063-0,200 mm. Foram
coletadas 87 fracbes utilizando gradiente de polaridade, segundo a Quadro 12. O

fluxo da coluna foi ajustado para 4,5 mL/min.

Quadro 12 - Sistema de eluente utilizado na coluna cromatografica de silica da SFAE-II

Fragoes reunidas Eluente Proporgéao de solventes
1a68 CHCly/IsoprOH 20/1
69 a 63 CHCly/IsoprOH 20/2
74 a76 CHCly/IsoprOH 20/3
77 a 86 CHCly/IsoprOH 20/5
86al AcOEt/IsoprOH 20/10

Apds a anadlise por CCD, foram obtidas quatro subfragbes, segundo
Tabela 11.
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Tabela 11 — Subfracgdes resultantes reunido das fragbes da coluna de silica da subfracédo
SFAE-II, quantidades e rendimentos

Subfragoes Fragoes reunidas Subfragao (g) Rendimento (%)*
SFAE-II-A 1a4 0,26 20
SFAE-II-B 5a18 0,35 27
SFAE-II-C 19a72 0,22 17
SFAE-II-D 73al 0,35 27

*Rendimento em relagdo a SFAE-II

As quatro subfragbes foram encaminhadas aos testes biolégicos (Tabela 7).

A SFAE- II-B foi purificada por precipitaggo em MeOH e centrifugagéo,
obtendo-se 7 mg da substéncia |I-B para as analises espectroscopicas.

A SFAE-II-D foi purificada por precipitagdo em CH,Cl, seguida de
centrifugacao e lavagem nesse mesmo solvente, obtendo-se 5 mg da substancia II-D
para as analises espectroscopicas.

A SFAE-II-C também foi precipitada em metanol, porém, apresentou-se
ainda impura, contendo como principal contaminante a substancia IlI-B.

As substancias purificadas foram encaminhadas aos testes de atividade

antiviral, porém, apresentaram problemas de solubilidade.

5.5.2 Separagcao Cromatografica dos Constituintes da Fragao n-butanol (FBU)

5.5.2.1 Cromatografia em coluna de gel de silica da FBU

Foi realizada uma coluna cromatografica com 8,0 g da FBU (dissolvida no
préprio eluente), aplicados em uma coluna 31 cm x 6 cm preenchida com 300 g de

gel de silica (0,063-0,200 mm), totalizando 22 cm de coluna empacotada.

O sistema de eluente utilizado foi AcOEt/MeOH/IsoprOH/H,0 (25/5/10/30), do
qual utilizou-se a fase organica separada em funil de separagéo. O fluxo de eluigéo
foi ajustado para 1,5 mL/min. Foram coletadas 50 fragbes (até a fracdo 18 em

frascos de 250 mL, apds esta, em frascos de 100 mL), sendo que a partir da fragédo
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39 a polaridade do eluente foi alterada, utilizando-se MeOH para lavagem da coluna.

As fragdes foram reunidas apos verificagao por CCD, conforme a Tabela 12.

Tabela 12 - Reunido das fragdes da coluna FBU, quantidades e R (%) = rendimento em
relacdo a amostra aplicada

Subfragao Fragoes reunidas Subfragao (g) R (%)
SFBU-I 1-3 3,0831 38,5
SFBU-II 4-6 1,0912 13,6
SFBU-III 7-17 1,9904 249
SFBU-IV 18-30 0,1645 2,0
SFBU-V 31-40 0,8127 10,2
SFBU-VI 41-50 0,3666 4,6

5.5.2.2 Cromatografia em coluna de exclusao molecular da SFBU-I

Como a SFBU-I apresentou maiores valores de IS e rendimento, iniciou-se o
fracionamento desta subfracao.

Foi preparada uma coluna cromatografica de 2,5 cm x 44 cm com cerca de
110 g de gel de Sephadex LH-20®, aplicando-se 2,9 g da SFBU-I dissolvidos em
MeOH. Utilizou-se como eluente MeOH (100%), até a fragao 35, e MeOH/H,0 (95/5)
apos esta . O fluxo de eluigdo da coluna foi de 1,5 mL/min.

Foram coletadas 35 fracoes de 10 mL mais 23 fracdes de 100 mL. A coluna
foi monitorada por CCD em placas de silica Fzs4 utilizando-se como fase movel
BuOH/éter etilico/H,O/acido acético (20/5/1,1/0,1). Foram obtidas cinco subfragdes,

das quais as mais ativas foram a SFBU-I-5 e a SFBU-I-4 (Tabelas 8 e 13).

Tabela 13 - Subfragcbes da coluna SFBU-I e seus rendimentos em relagcdo a amostra
aplicada

Subfragao Fracdes reunidas Subfracgao (g) R (%)
SFBU-I-1 0-5 0,0958 3,3
SFBU-I-2 6-10 1,5042 51,9
SFBU-I-3 11-14 0,2316 8,0
SFBU-I-4 15-23 0,3224 11,1
SFBU-I-5 24-58 1,3698 47,2
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5.5.2.3 Cromatografia em coluna de gel de silica da SFBU-I-4

Foi realizada uma coluna cromatografica 0,3 g da SFBU-I-4 (dissolvida no
proprio eluente), aplicados em uma coluna 2,5 cm x 33 cm preenchida com 60 g de
gel de silica (0,063-0,200 mm), totalizando 30 cm de coluna empacotada.

O sistema de eluente utilizado foi AcCOEt/CH,ClI, (10/1). O fluxo de eluigéo foi
ajustado para 1,5 mL/min. Foram coletadas 200 fragdes (em frascos de 3 mL), sendo
que a partir da fragao 181 a polaridade do eluente foi alterada, utilizando-se MeOH
para lavagem da coluna. As fragdes foram reunidas apos verificagao por CCD,
conforme Tabela 14.

As fragdes 50 a 80 foram reunidas, pois apresentaram uma unica mancha
em Rf~0,4, a qual foi denominada T4. Foram encaminhados 9 mg dessa substancia
para as analises espectroscopicas de RMN. As primeiras fragdes (1 a 49)
apresentaram-se muito impuras, e as ultimas (81 a 200) apresentaram substancias
retidas no ponto de aplicacdo. A SFBU-I-4 foi submetida a espectroscopia no UV
(Figura 22).

Tabela 14 - Reunido das fragdes da coluna SFBU-I-4 e rendimentos em relagdo a amostra
aplicada

Subfragao Fracdes reunidas Subfragao (g) R (%)
SBU-I-4a 1-49 0,0105 3,5
SBU-1-4b (T4) 50-80 0,009 3
SBU-I-4c 81-180 0,0045 1,5
SBU-I-4d 181-200 0,2000 66,7

5.5.2.4 Cromatografias em colunas com silica de fase-reversa C-18 da SFBU-I-5

A fragdo SFBU-I-5 foi purificada em sucessivas colunas de fase reversa

C-18. Em fungado da pequena quantidade de silica disponivel, a coluna foi repetida

cinco vezes. O eluente utilizado foi MeOH/H,0 (85%).

Utilizou-se uma coluna com dimensdes de 2 cm x 11 cm preenchida com

13 g de silica de fase-reversa C-18 (40-63 pum) Lichroprep®, na qual aplicou-se 0,1 g

da amostra, sendo que o procedimento foi repetido quatro vezes. O processo
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cromatografico deu-se sob pressdo, e todas as amostras foram previamente
dissolvidas no eluente. Também foi utilizada uma coluna com dimensdes de
2 cm x 36 cm, preenchida com 39 g de silica, aplicando-se 0,3 g da amostra.

No total, aplicou-se 0,7 g da SFBU-I-5, obtendo-se fragbes que foram
reunidas segundo a sequéncia em que as manchas se apresentaram em CCD de
fase reversa C-18 (MeOH 85%), conforme Tabela 15.

Tabela 15 - Reunido das fragbes das colunas de fase reversa C-18 (FR-18), valores de Rf
das substancias, quantidades e rendimentos em relacao ao total de amostra

Subfragdao | Fragdes reunidas conforme o valor de Rf em Fracao R
CCD FR-18 (MeOH 85%)

(9) (%)
FR-1 Substancia(s) T (Rf~0,9) ? 0,2674 38,2
FR-2 Mistura de T com outra mancha em Rf~0,8 0,1771 25,3
FR-3 Predominancia da substancia II-D (Rf~0,5) 0,0597 8,5
FR-4 Predominancia da substancia II-C (Rf~0,36) 0,0238 3,4
FR-5 Predominancia da substancia II-B (Rf~0,2) 0,0103 1,8

Apesar da separagdo das substancias em CCD apresentar-se com boa

eficiéncia, isso nao foi reproduzido na cromatografia em coluna.

Assim, foi possivel separar os flavondides de outra substancia(s)
correspondente a mancha marrom em Rf~0,9 (denominada substancia T),

caracterizada como tanino condensado na reagao de Stiasny.

Foi possivel obter pequena quantidade das substdncias I[I-B e II-D
purificadas, as quais foram submetidos aos experimentos de espectroscopia no UV

com reagentes de deslocamento (se¢ao 5.6.2).

As demais fracées reunidas apresentaram-se impuras, com predominancia

de algumas substancias, como mostra a Tabela 15.

Quanto a FR-1, ndo foi possivel confirmar sua pureza em nenhum dos
sistemas cromatograficos testados (HASLAM, 1966, apud MOURA, 1989). Entao,
uma parte dessa fracao foi acetilada e purificada para a realizacdo dos experimentos

espectroscopicos.
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5.5.2.4.1 Purificagao da subfragao FR-1

A fracdo FR-1 obtida a partir da coluna de fase reversa apresentou uma
atividade antiviral interessante (1S=38,16). Assim, objetivando identificar o
componente majoritario dessa fragao, esta foi acetilada e posteriormente purificada

por coluna cromatografica.

Acetilagao da FR-1

0,069 g da amostra foi dissolvida em 0,6 mL de piridina. Em seguida,
adicionou-se 1,2 mL de anidrido acético, deixando reagir durante a noite.

Apds completada a reagao, foi adicionada agua gelada e, havendo formagao
de precipitado, este foi lavado com agua gelada e acido cloridrico diluido em filtro de
vidro sinterizado sob vacuo. Esse precipitado acetilado, denominado FR-1act, foi
solubilizado em diclorometano, seco e purificado através de cromatografia em coluna
(coluna T). O rendimento da acetilagdo foi de 58,7%, obtendo-se 0,0405 g de
FR-1act.

5.5.1.41.1Coluna T

Foi realizada com 0,040 g FR-1act uma coluna cromatografica de
1 cm x 15 cm empacotada com 6 g de gel de silica (0,04-0,063 mm). O sistema de

eluente utilizado foi CH,Cl,/MeOH (9/1). Foram coletadas 44 fragoes de 1 mL.

As fragdes 13-41 foram reunidas, por apresentarem uma manha isolada em
Rf~0,5, resultando em 0,0062 g da substancia T5act (Tabela 16). As demais fragbes

apresentaram-se impuras.

Com as fracbes FR-1 e a Th5act foram realizados os espectros no UV

apresentados na Figura 22.
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Tabela 16 - Fragdes obtidas na coluna T, quantidades obtidas e rendimentos em relagéo a

amostra aplicada (FR-1act)

Fracao Quantidade (g) Rendimento (%)
1-12 0,0229 57,2
13-41(= T5act) 0,0062 15,5
42-44 0,0005 1,2

5.5.2.4.2 Purificagao da subfracao FR-4

As fragbes das colunas de fase reversa que continham uma mistura dos
flavondides foram reunidas e aplicadas numa coluna cromatografica com

CHCly/IsoprOH (20/2) (Coluna G).

4.5.2.4.2.1 Coluna G

As fracbes das colunas de fase reversa que continham a substancas |I-C
foram reunidas, resultando em 0,034 g. Esta amostra foi aplicada numa coluna de
1 cm x 15 cm empacotada com 6 g de silica (0,04-0,063 mm), utilizando-se
CH.Cly/IsoprOH (20/2) como eluente. Foram coletadas 120 fragbes de 1 mL. As
fragbes foram reunidas apds analisadas por CCD, segundo a Tabela 17.

Tabela 17 - Reunido das fragdes da coluna G, quantidades obtidas e rendimentos em
relagdo a amostra aplicada

Fracao Reuniao das fragées* Fracao (g) Rendimento (%)
G-1 1-13 0,0024 7,0
G-2 14-20 0,0007 2,0
G-3 21-25 (1I-B) 0,0017 5,0
G-4 26-39 (11-B) 0,005 14,7
G-5 40-70 (II-C) 0,003 8,8
G-6 71-97 (1I-D) 0,0028 8,2
G-7 98-120 (1I-D) 0,0033 9,7

*(entre parénteses) = substancia majoritaria observada em CCD
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Da coluna G foi possivel obter a substancia II-D nas fragbes 71-97, porém,
em pequena quantidade. Quanto as demais substancias, apresentaram-se como

uma mistura de II-B e 1I-C, com valores de Rf muito proximos.

5.5.2.4.2.2 Purificagao da substancia lI-C

O precipitado da SFAE-II-C (seg¢do 4.5.1.2) foi reunido as fragcdes FR-4
(secado 5.5.2.4) e G-5 (sec¢ao 5.5.2.4.2.1), as quais apresentavam majoritariamente a
substancia 1I-C, totalizando 0,0463 g de II-C impura, que foi acetilada para posterior

purificagao.

Acetilacao de II-C impura

0,0463 g da amostra foi dissolvida em 0,5 mL de piridina. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de anidrido acético, deixando reagir durante a noite.

Apds completada a reagao, foi adicionada agua gelada e, havendo formagéao
de precipitado, este foi lavado com agua gelada e acido cloridrico diluido em filtro de
vidro esmerilhado sob vacuo. Esse precipitado impuro acetilado, denominado
[I-Cact, foi solubilizado em diclorometano e seco para ser purificado em coluna
cromatografica (coluna Il-Cact). O rendimento da acetilacdo foi de 87,3%,
obtendo-se 0,0404 g de IlI-Cact.

Coluna lI-Cact

0,0404 g da amostra II-Cact foi aplicado numa coluna de 1 x 15 cm com 6 g
de silica (0,04-0,063 mm), utilizando-se como eluente CH,Cl,/MeOH (45/1). Foram

coletadas 54 fracbes de 1 mL, e as fragbes foram reunidas conforme Tabela 18.
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Tabela 18 - Reunido das fracdes da coluna II-Cact, quantidades obtidas e rendimentos em
relacdo a amostra aplicada

Reuniao das fragoes Fracgoes (g) Rendimento (%)
1-6 0,0013 3,2
7-23 0,0002 0,5
24-34 0,0164 40,6
35-45 0,0105 26,0
46-54 0,002 49

As fracbes de 35 a 45 apresentaram maior grau de pureza, e foram reunidas

para serem enviada as analises espectroscopicas de RMN.

5.6 IDENTIFICAGCAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

5.6.1 Caracterizagao de taninos

Foram realizados, com a FR-1, testes qualitativos de caracterizacao para
taninos, de acordo com a metodologia preconizada por Haslam (1966) e descrita por
Moura (1984):

a) Reagao com acetato de chumbo: A 5 mL da solugdo da amostra, juntaram-se
10 mL de HOAc e 5 mL de acetato de chumbo 10%. A formagéo de precipitado

branco indica a presenca de taninos hidrolisaveis;

b) Reacdao de Griessmayer-Reichel: A 5 mL da solugdo da amostra,
adicionaram-se cristais de nitrito de sédio e 5 gotas de acido acético. O

aparecimento de coloragao rosa indica a presencga de acido elagico livre;

c) Teste de Procter-Paessler: A 5 mL da solugdo da amostra, adicionaram-se
cristais de nitrito de sddio e 5 gotas de acido sulfurico 0,1 N. O aparecimento

de coloragéo rosa indica a presencga de acido elagico ligado;
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d) Reagao com cloreto férrico: A 1 mL da solugdo da amostra, adicionaram-se
2 gotas de solugdo de cloreto férrico 1% em metanol. O aparecimento de
coloragao verde indica a presenca de taninos condensados, e coloracao azul é

indicativa de taninos hidrolisaveis;

e) Reacgao de Stiasny: 5 mL da amostra foram submetidos a refluxo por 30 min
com 40 mL de agua e 5 mL do reativo de Stiasny (5 mL de HCI concentrado +
10 mL de formol, preparado no momento). Os taninos condensados originam
um precipitado vermelho (flobafeno). Fez-se a filtragdo do precipitado e ao
filtrado adicionou-se acetato de sédio em excesso e 2 gotas de solugao de
cloreto férrico a 2,5%. O aparecimento de coloragao azul-acinzentado indica a

presenca de taninos hidrolisaveis.

5.6.2 Espectroscopia no Ultravioleta (UV)

As anadlises de espectroscopia na regido do ultravioleta (UV) foram
realizadas num espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 10, cujo comprimento de

onda vai do ultravioleta ao visivel.

As substancias isoladas, II-B, II-C e II-D, foram submetidas a analise

espectroscopica na regido do UV, segundo Mabry (1970).

Preparou-se a solugao original da amostra com cerca de 1 mg/10 mL de
Metanol, e obteve-se o0 espectro original utilizando 2-3 mL da solugdo em metanol
determinando os Amax.. Esta solugao original foi dividida em trés aliquotas de 2-3 mL ,

adicionando-se os reativos de deslocamento:

a) A solucdo original foram adicionadas 3 gotas da solugdo de NaOMe (2,5 g de
soédio metalico em 100 mL de Metanol) obtendo-se os espectros imediatamente

e apos 5 min, observando se houve decomposi¢cao do mesmo;

b) Adicionaram-se 6 gotas de solugdo de AICI; (5,0 g de AICI3; em 100 mL de

Metanol) a 2-3 mL da solugao original da amostra, obtendo-se varios espectros
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até que 0S Amax estivessem estaveis. Apds, foram adicionadas

3 gotas de solugao de HCI (HCI/H,0, 1/2) e obtido novo espectro;

c) Foi adicionado NaOAc sodlido a 2-3 mL da solugao original, formando uma
camada no fundo da cubeta. Foram obtidos espectros imediatamente e apds
5 min, ndo havendo deslocamento, adicionou-se a esta solugdo H3;BOj3 sdlido,

fazendo-se novamente a leitura;

Os espectros no UV relativos a SFBU-I-4, FR-1 e Tb5act foram realizados
utiizando como solvente HCI 0,1% em etanol, conforme recomenda
RIBEREAU-GAYON (1968). Comparando-se com a andlise realizada em metanol, o

espectro em HCI 0,1% mostrou-se com um banda de melhor resolugao.

5.6.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnético-Nuclear (RMN *C e 'H)

As analises espectroscépicas de RMN foram realizadas pelo Prof. Dr. Ralf

Mayer, do Pharmazeutisches Institut, Universitat Bonn, Alemanha.

Utilizou-se um Avance spectromer (Fa. Bruker) NMR 500 MHz.

5.6.4 Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas foram obtidos num MS Kratos 50 FAB-MS (modo
positivo), 50uV, também pelo Prof. Dr. Ralf Mayer, do Pharmazeutisches Institut,

Universitat Bonn, Alemanha.
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6 PERSPECTIVAS

Os ensaios bioldgicos, com as fragdes de A. angustifolia, foram realizados in
vitro, assim, para a validagéo da atividade farmacoldgica in vivo, torna-se necessaria

a busca por outros modelos experimentais.

Para os biflavondides, foram realizados testes de quantificagdo em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), porém, com os sistemas de eluentes
que se mostraram mais eficientes na separagdo dos compostos presentes nas
fracbes, ndo foi possivel solubilizar as substancias isoladas. Talvez seja possivel
utilizando-se uma solugdo tampado basica, uma vez que essas biflavonas sao
soluveis em meio alcalino. Esse mesmo problema de solubilidade ocorreu nos
ensaios biolégicos de biomonitoramento, quando foram testadas as substancias
purificadas, as quais precipitavam nos diversos meios empregados (FROHNER,
2002). Isso indica a necessidade de um estudo mais aprofundado sobre a
solubilidade desses compostos, ou a busca por alternativas tais como a sua

incorporagcdo em vesiculas lipossomais.

Também é interessante realizar uma quantificagdo das proantocianidinas na
planta, seja através de reagbes quimicas ou de (CLAE). Para se ter uma idéia, em
Ginkgo biloba, as proantocianidinas aparecem numa taxa de 4-12% nas folhas e 7%
no extrato padronizado, enquanto que para os biflavonéides ainda nédo ha um bom
método de quantificagédo validado (BEEK, 2002).

E provavel que a atividade antiherpética do material testado seja atribuida,
principalmente, aos taninos condensados, uma vez que os valores de IS foram
aumentando conforme esses compostos foram sendo purificados. Nao foi testada a
substancia apos seu isolamento (T5act), porque este so6 foi possivel com a amostra

acetilada.

Assim, é necessario um estudo mais aprofundado sobre as estruturas das
proantocianidinas, dado sua importancia para as atividades biolégicas. Além disso,
ha possibilidade de obté-las em maior quantidade para a realizagdo de experimentos
mais sofisticados de determinacdo da estereoquimica. Seria ainda importante a

investigacdo dessas substancias na fragdo aquosa (FAQ) pois, apesar de nao
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apresentar atividade antiviral, pode-se observar em CCD uma mancha em Rf

correspondente ao das proantocianidinas.

E interessante a investigacdo de um possivel sinergismo entre os taninos e os
biflavondides presentes na SFBU-I 5 (1IS=57,56), uma vez que o valor de IS diminuiu

com a separacao destas substancias, onde na FR-1 obteve-se o IS = 38,16.

As substancias isoladas das aciculas de A. angustifolia foram também
identificadas nas grimpas (ramos secos que caem naturalmente das arvores) desta
espécie, indicando uma fonte viavel de obtencdo dos compostos ativos em um

material que é usualmente de descarte (MARTINS, 2002).

A identificagdo de compostos potencialmente ativos, tanto nas aciculas
como nas grimpas de Araucaria angustifolia, mostra-se como uma alternativa viavel
de uso da espécie, contemplando os objetivos quanto a exploracdo de plantas
medicinais da Mata Atlantica: o social, o medicinal e o ecoldgico, principalmente por
haver a possibilidade de obtengdo desses compostos a partir das grimpas. Além
disso, uma vez estabelecido e fundamentado tal uso, pode-se pensar em uma
reavaliagado do significado econdmico para a Araucaria angustifolia, e assim muda-la

da categoria de “espécie madeireira” para a de “espécie medicinal”.
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7 CONCLUSOES

e Foram isolados e identificados os biflavondides bilobetina e cupressuflavona do
macerado hidroalcodlico de folhas de Araucaria angustifolia, sendo encontrados

tanto na FAE como na FBU;

¢ Na FBU também foram isoladas duas substancias, as quais foram

caracterizadas como taninos condensados (proantocianidinas);

e As subfragcbes ricas em proantocianidinas foram as que apresentaram maior
atividade antiviral, expressa pelo indice de Seletividade (IS), nos ensaios de

biomonitoramento;

e A Araucaria angustifolia mostra-se como uma fonte viavel de obtengdo de

metabdlitos secundarios potencialmente ativos.
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Neste trabalho ndo foram seguidas as indicagbes da ABNT que constam na
NBR 14724, AGO, 2002, as quais tratam da impressdo do trabalho apenas no
anverso da folha (seg¢do 5.1) e do espacejamento duplo (seg¢do 5.3), por
considerar essas normas contraditérias com o tema de preservagao ambiental.




