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RESUMO

As plantas sdo fontes inesgotdveis de substincias que o homem pode fazer uso em sua
vida didria. A Mikania lanuginosa DC é uma planta medicinal Brasileira, que vem sendo usada
na medicina popular para o tratamento de diversas doencas por suas propriedades antireumaticas,
antiinflamatoérias e em patologias dolorosas.

O presente trabalho envolveu extra¢do, isolamento, purificacdo e identificacdo dos
constituintes quimicos das partes aéreas da Mikania lanuginosa DC (ASTERACEAE). No
precipitado foi isolado e identificado um composto majoritario, o diterpeno acido caurendico,
juntamente com outros compostos, como: estigmasterol, - sitosterol e uma mistura de &cidos
graxos, no qual foi possivel identificar o 4cido palmitico. Todos estes compostos foram
identificados e elucidados estruturalmente por andlises espectroscépicas (IV, CG/EM, RMN 'He
RMN "C)e por comparac¢do com os dados existentes na literatura.

Este trabalho teve por objetivo um estudo comparativo dos diferentes 6rgaos (raiz, caule,
folha e flor) da Mikania lanuginosa DC por CG/FID. Os resultados mostraram que o &cido
caurendico € o principal composto ativo e estd presente em todos os 6rgaos da planta em
diferentes concentragdes nas diferentes épocas do ano.

Foram também realizados ensaios bioldgicos para avaliar a acdo antimicrobiana, atividade
antinociceptiva no midelo da dor induzida pela formalina e toxicidade aguda. As fracdes
hexanica e diclorometano apresentaram efeito antinociceptivo em ambas as fases no modelo da

dor persistente induzida pela formalina e baixa toxicidade.
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ABSTRACT

Plants are a large sorce of substrats which are used in our lives. Mikania lanuginosa DC
IS A Brazilian medicinal planta used in folk medicine to treat several diseases due to its
properties as: antirheumatic, antiinflamatory and in dolorous pathologics

The present study investigated the extration isolation, and purification pf some compunds
from the parts of Mikania lanuginosa DC (ASTERACEAE). In precipitate, it was isolated and
identified the diterpene Kaurenoic acid, among other compounds, like: the stigmasterol, B -
sitosterol, and the palmitic acid. However, in the hexanic and dichoromethane fractions, [3-
glicosyl-sitosterol was isolated and identified the known steroid. All these compounds were
identified by comparison of their spectral data (IR, GC/MS, 'H and ">C NMR) as reported in the
literature.

This work also described a comparative studies od iifferent parts (stemsm leves, flowers
and roots) of Mikania lanuginosa DC by GC/FID. The results showed that Kaurenoic acid, the
main active compound present in this plant, is located in all organs but il is concentred in
different organs of the plant and found in different concentrations depending on the years season.

Biological assys were also carried out in order to verify the possible antibacterial,
pharmacology and toxicology activity. The hexane and dichoromethane fractions caused a
pronunced antinociceptive efffect in both phases of formalin-induced persistent pain in mouses

and exctrat didn’t causes any toxicity in rats.
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1.INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

A busca do tratamento das enfermidades pela utiliza¢do das plantas medicinais, faz parte
da histéria da humanidade. Essa pratica milenar ultrapassou todas as barreiras e obstidculos do

processo evolutivo da civilizagao chegando até os dias atuais.

Com o advento da quimica moderna e a era da industrializac@o, os principios ativos das
plantas foram isolados, purificados e sintetizados, com o objetivo de fornecer maior rendimento e
eficdcia ao medicamento, frente ao aumento do consumo por parte da populacdo. Entretanto,
algumas das plantas que proporcionaram o processo de sintese das substancias ativas, acabaram
no esquecimento (SILVA J UNIOR & VIZZOTTO, 1996).

Neste final de século, as plantas medicinais ressurgem, ocupando posi¢ao de destaque
como uma Terapia Alternativa, de consumo crescente por parte da populacdo visando uma
terapéutica menos agressiva ao organismo, tentando recuperar hibitos de vida mais saudaveis e
até mesmo por falta de recursos financeiros.

Segundo os dados da Organizacdo Mundial da Satde, 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento utilizam-se de plantas medicinais para o tratamento de suas enfermidades
(HECK, 1996).

A Flora Brasileira apresenta a maior reserva de Biodiversidade do mundo (HECK,1996).
Das 250 mil espécies vegetais, j& mundialmente catalogadas, cerca de 120 mil delas ocorrem no

Brasil, das quais somente 10% foram estudadas do ponto de vista quimico e farmacoldgico



(HECK, 1996; MIGUEL, 1996). Essa caréncia de estudos evidéncia uma necessidade, cada vez
maior, de se intensificar as pesquisas nessa drea. Portanto, a riqueza em potencial de nossa flora,
constitui-se numa valiosa fonte de matéria-prima utilizada no preparo de extratos vegetais,
producdo de fitoterdpicos e para a otimizacdo de novos farmacos, derivados dos modelos
estruturais das moléculas bioativas naturais (CECHINEL- FILHO & YUNES, 1998).

A descoberta e, por conseqiiéncia, o emprego de novos produtos de plantas abrangem
estudos que englobam conhecimentos etnobotanicos e pesquisas cientificas, especialmente nas
areas de quimica e biologia. Com isso, é possivel o isolamento, purifica¢do e a identificacao dos
constituintes quimicos ativos das espécies vegetais, bem como a avaliacdo do seu potencial
farmacoldgico, para que se tornem efetivas no tratamento de muitas enfermidades, incluindo as
de cardter cronico, como as cardiopatias, hipertensao arterial, alguns tipos de tumores, etc. E
importante ressaltar que, em muitas situacdes, a descoberta da atividade dessas substancias nao
representou apenas o surgimento de um grupo novo de substancias, mas originou a identificacao
de uma nova possibilidade de intervencdo terapéutica. Sendo assim, a terapéutica atual seria
muito pobre, caso ndo tivesse ocorrido 4 descoberta dessas substincias ativas (SIMOES, et al.
1999).

Como exemplo historico, cita-se o emprego da Digitalis como cardiotOnica, descrita por
W. Whitering em 1785 (BARREIRO, 1990). Entre os seus principios ativos mais importantes
estdo a digitoxina (1) e a digoxina (2) encontradas nas folhas de Digitalis purpurea L. e a

Digitalis lanata Ehrh respectivamente (TRESE & EVANS, 1989; BRUNETON, 1991) e em

Digitalis orientalis Lam. (BARREIRO,1990).



Em 1820, Pelletier e Caventou isolaram um alcaldide quinoleinico. A quinina (3), extraida
das cascas da arvore do género Cinchona (ROBBERS, SPEEDIE, TYLER, 1997) foi usada como
antifebrifugo no impaludismo, pela sua ac¢ao esquizonticida (BARREIRO, 1990; SILVA, 1995).
A artemisinina (4) é uma lactona sesquiterpénica, que foi isolada em 1972 pelos cientistas
chineses, das folhas e flores de Artemisia annua L. e a sua estrutura quimica foi elucidada em
1979. Constitui-se em uma nova classe de composto, com atividade potente contra o Plasmodium
falciparum, parasita sangiiineo causador da maldria e responsavel pela morte de dois milhdes de
pessoas todos os anos (MAGALHAES & FOGLIO, 1997; FIGUEIRA & SARTORATTO, 1997;
BOAVENTURA JUNIOR & OLIVEIRA, 1997; BOAVENTURA JUNIOR, et al., 1997; MILES,

NGUYEN, MILES, 1998 ; AGTMAEL, EGGELTE, BOXTEL, 1999).

R=H Digitoxina (1) e R=OH Digoxina (2) Quinina (3) Artemisinina (4)

O composto Taxol (5), diterpeno do grupo taxano (BARREIRO, 1990), isolado das cascas
de Taxus brevifolia Nutt., apresenta uma potente atividade antitumoral para o tratamento dos

canceres de mama, ovdrio e pulmido (TRESE & EVANS, 1989; HAMBURGER &



HOSTETTMANN, 1991; PANDLEY,1998) e contra a leucemia (TRESE & EVANS, 1989;

BRUNETON, 1991).

Outro composto natural importante, o diterpeno ginkgolido-A (6), isolado das folhas da
arvore oriental Ginkgo biloba L. por Furukawa em 1932, antagonista especifico do fator de
agregacao plaquetdaria (BARREIRO, 1990), atua em todos os niveis da circulacdo, aumentando a
irrigacdo sangiiinea dos tecidos, ativando o metabolismo celular, diminuindo o risco de
tromboses (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991; SHU, 1998) é captador de radicais livres
inibindo a peroxidacdo lipidica das membranas (TECH,1996). Acredita-se ainda, que
desempenha papel importante, como agente mediador de reagdes inflamatdrias, principalmente
nas alérgicas e na hiperatividade bronquial (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991; SHU,

1998; SIMOES et al., 1999).

Taxol (5) Ginkgolido A (6)

No género Mikania Willdenow a espécie mais estudada é a Mikania glomerata
Sprengel, o Guaco oficial brasileiro, muito utilizado pela populagdo pelas suas propriedades anti-

reumdtica, diaforética, antiespasmddica, antiinflamatdria, e principalmente como balsamico das



vias respiratdrias, expectorante e broncodilatador nos casos de bronquite e traqueobronquites
(OLIVEIRA, OGA, AKISUE, AKISUE, 1985; OLIVEIRA, SAITO, GARCIA, 1993). A
Mikania glomerata vem sendo largamente empregada nos programas municipais de fitoterapia,
na forma de xarope de Guaco, sendo eficaz no tratamento das doencas respiratorias, como: a
gripe, resfriado, bronquite e asma (SACRAMENTO, 1996; BANUTH,1996; PIRES, 1996;
MORESCO, 1996).

As Mikanias apresentam vdrias espécies vegetais com a mesma denominacdo popular de
Cip6-cabeludo, como Mikania hirsutissima DC, Mikania lanuginosa DC, Mikania pilosa Bak,
Mikania setigera Schult-Bip, em virtude de suas semelhancas botanicas (BARROSO, 1986),
tornando-se dificil o processo de identificagdo sistemdtica entre elas e em contrapartida,
facilitando as possiveis adulteragdes, quer sejam intensionais ou ndo. A Mikania lanuginosa DC é
freqiientemente confundida pelo povo com o Cipé-cabeludo oficial da Farmacopéia Brasileira, a
Mikania hirsutissima DC (SILVA, 1929), a qual é comumente empregada para adultera-la.

Apds revisdo nas bases Chemical Abstract, Biological Abstract e International
Pharmaceutical Abstract (IPA), verificou-se que estas espécies foram pouco estudadas. Com
relacdo a Mikania lanuginosa DC, ndo foi encontrado nenhum trabalho sobre a sua composi¢dao
quimica ou atividade farmacoldgica. Assim, verifica-se a existéncia de uma lacuna em relagdo a
esta espécie vegetal, nativa na regido sul do pais e muito empregada pela populacido na forma de
chds em casos de reumatismo.

Portanto, o presente trabalho visa o estudo quimico e farmacoldgico das partes aéreas da
espécie vegetal citada, objetivando a difusdo mais ampla e segura do saber popular, o controle de
qualidade na fitoterapia e também contribuir com o processo de exploracao e validacdo cientifica

da biodiversidade brasileira.



1.2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivos:

A) Analisar as atividades bioldgicas do extrato bruto e das fracdes de Mikania lanuginosa DC.

B) Isolar e purificar os constituintes quimicos ativos das fracdes de Mikania lanuginosa DC.

por meio de técnicas cromatograficas convencionais.

C) Identificar os compostos quimicos isolados por métodos fisicos e fisico-quimicos como:
ponto de fusdo (Pf), andlises espectroscépicas de IV, RMN 'H, RMN "°C e CG/MS por

comparacao com os dados existentes na literatura.

D) Comparar a composicdo quimica dos diferentes 6rgdaos vegetais (folhas, flores, caules e

raizes) da Mikania lanuginosa DC nas 4 estacdes do ano.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SINOPSE DA FAMILIA ASTERACEAE

A familia Compositae € atualmente denominada de Asteraceae. Todavia, conserva-se
ainda a antiga denominacdo Compositae, por ser muito difundida e consagrada pelo uso
(BARROSO, 1986).

Compreendem as Asteraceas (Compositae) cerca de 1.100 gé€neros, com
aproximadamente 25.000 espécies e aproximadamente 13 tribos, distribuidas em regides
tropicais, subtropicais e temperadas (BURKART, 1974; BARROSO, 1986; JOLY, 1998).
Constitui-se em uma das familias mais evoluidas do reino vegetal, bem como uma das maiores
(OLIVEIRA, et al., 1994). Sao na verdade plantas que se desenvolvem bem nos diferentes
habitats, com excecdo do aquatico (BURKART, 1974; BARROSO, 1986; JOLY, 1998). H4, no
Brasil, aproximadamente 180 genéros dessa planta (BARROSO, 1986), as quais estdo
representadas por espécies herbaceas anuais ou perenes, subarbustivas ou arbustivas e raramente
por espécies arboreas (CRONQUIST, 1981; BARROSO, 1986; JOLY, 1998).

Deriva o nome da familia Asteraceae (Compositae) da estrutura caracteristica da
inflorescéncia, em Capitulos Florais (BURKART, 1974; CRONQUIST, 1981; JOLY,1998). Os
capitulos florais exercem a funcdo de um chamariz para atrair os polinizadores (BARROSO,
1986). Trés tipos de polinizagdes tém sido observados nas Asteraceae(Compositae): a entomdfila,
a ornitéfila e a anemofila, ocorrendo na maioria das vezes a entomodfila (BURKART, 1974;

BARROSO, 1986).



2.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO Mikania

O género Mikania foi denominado em 1803 por Willdenow, em homenagem ao Professor
de Botanica de Praga, Johan Christian Mikan, falecido em 1814 (SILVA, 1929;
BARROSO,1986). Possui cerca de 300 espécies pertencentes a tribo Eupatorieae, distribuidas em
areas tropicais e subtropicais do continente Americano e Asidtico. No Brasil foram encontradas
152 espécies de Mikania, ocorrendo especialmente nos Estados do Ceard, Bahia (CRUZ &
LIBERALLI, 1938), Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro (C@RREA, 1984; OLIVEIRA, et
al., 1994), Parana e Santa Catarina (REITZ, 1989).

Entre a diversidade de plantas medicinais presentes na natureza e empregadas pela
populacdo, em virtude das suas propriedades terap€uticas, merecem destaque as do género
Mikania em especial aquelas que sdo denominadas popularmente de Guaco e Cipd-cabeludo, pela
eficicia que tem demonstrado no tratamento de diversas enfermidades (RODRIGUES,
ALVARENGA, KATO, 1996).

A primeira edi¢do da Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil consignou, em seu texto,
a Mikania glomerata Sprengel, como sendo o Guaco oficial (NEVES & SA, 1991) e a Mikania
hirsutissima DC, como sendo o Cipd-cabeludo oficial (SILVA, 1929; CRUZ & LIBERALLI,
1938), para serem usados no preparo de tinturas.

Com o nome de “Cip6* designavam os nossos indigenas, todas ou quase todas as plantas
sarmentosas e trepadeiras. A palavra Cip6 deriva do tupi: Ib — ci — p6; Ib = 4rvore, ci = pegar, po
= fibra, significando pegar a fibra da drvore (CRUZ & LIBERALLI, 1938).

Sob a denominagdo vulgar de Guaco, Guaco-liso, Guaco-verdadeiro, Guaco-cheiroso,

Cip6-caatinga e Uaco, s@o conhecidas cerca de cinqiienta espécies vegetais, todas empregadas na



medicina popular em nosso pais, bem como em outros paises da América do Sul e da América
Central, inclusive como antidoto do veneno de certos ofidios e escorpides. Incisdes sao feitas em
algumas regides do corpo da pessoa mordida pela cobra e, posteriormente, coloca-se o suco das
folhas sobre as incisdes. Os principios ativos penetram na circulagdo sangiiinea, e impedem a
morte que seria provocada pela mordida da cobra ou pela picada de escorpides (OLIVEIRA,
1986/1987; COSTA, 1994; PEREIRA, GONCALVES, PEREIRA, 1992). Conta a histéria da
fitomedicina, que as dguias andinas, em seus vOos rasantes, em busca de pequenas presas, podiam
ser picadas por serpentes. Nestas circunstancias, envolviam o seu corpo sobre os Guacos, por
apresentarem propriedades antiofidicas (ALONSO, 1998).

Segundo a coordenadora nacional da fitoterapia no servico publico, SACRAMENTO
(1999), o Ministério da Satde criou em 1982 o Programa de Plantas da CEME (Central de
Medicamentos) com o objetivo de validar as plantas medicinais brasileiras, isto &, que seja
demonstrado a sua eficicia e que os seus efeitos toxicos sejam conhecidos e previstos. Enfim,
tudo o que € necessério para que seja considerada um medicamento e autorizada o seu uso. Desta
forma, propiciando o desenvolvimento de uma terapéutica alternativa e complementar, com
embasamento cientifico.

A Mikania glomerata Sprengel, por ser de grande relevancia na etnofarmacologia
brasileira, foi uma das plantas selecionadas pela CEME para ser estudada. Os resultados da
pesquisa revelaram, pelos ensaios clinicos e pré-clinicos a sua eficdcia no tratamento de
bronquites € como calmante para a tosse (OLIVEIRA et al., 1986/1987; SANTOS, 1997).
Portanto, esta espécie vegetal integra-se no rol de plantas medicinais, para serem utilizadas no

projeto de fitoterapia, o qual foi implantado em 1988 no Servico Unico de Satide (SUS) de todo o
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Brasil (SACRAMENTO, 1999). Dessa forma, “Ciéncia” e “Tecnologia” consagram a cultura

popular.

2.3 DESCRICAO BOTANICA DO GENERO Mikania

As espécies vegetais pertencentes a este género, apresentam as seguintes caracteristicas
boténicas:

E um SUBARBUSTO muito voldvel, de caule trepador e perene (REITZ, 1989).

As FOLHAS sao dos mais diferentes tipos, geralmente largas, opostas e pecioladas.

Os CAPITULOS FLORALIS sio constituidos por 4 flores isomorfas, apresentando corola
tubulosa de coloracdo branca ou rosada, quinque dentada e hermafroditas, dispostas em racimo;
invélucro pequeno, cilindrico, formado por 4 bracteas oblongas receptaculo glabro.

O PAPILHO ¢ formado por pequenas cerdas.

2.4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA Mikania lanuginosa DC

A espécie vegetal em estudo, caracteriza-se por ser uma Liana, dispersa nos mais variados
habitats nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo (CORREA,1981), Santa Catarina e Parana
(REITZ, 1989) entre 500 até 1.350 m de altitude, como a Floresta Ombréfila Densa da Costa
Atlantica e nos campos de altitude da borda oriental do planalto. Desenvolve-se desde o interior

da floresta sombria, situada em solos umidos, até os solos rochosos e de rapida drenagem, nas
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encostas ingremes ou nos topos dos morros, entre a vegetagcdo rala e esparsa, com luminosidade
excessiva. Raramente € encontrada na vegetacdo secunddria como capoeiras e capoeirdes
(REITZ, 1989). Segundo REITZ (1989), no estado de Santa Catarina é encontrada nos municipios
de Anitapolis, Blumenau, Campo Alegre, Garuva, Rancho Queimado e Rio do Sul.

No estado do Parand, de acordo com REITZ (1989), é encontrada em Guaratuba. As
demais localidades foram conhecidas pela pesquisa realizada pelo Dr. Gert Hatschbach, do
Museu Botanico da Prefeitura Municipal de Curitiba e o Dr. Olavo Aradjo Guimardes, provedor
do Herbdrio do Departameno de Botanica (UPCB), Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana. Estes locais sdo: Vila-Velha, Lagoa Dourada, Furnas, Ponta Grossa, Guartel4,

Itaiacoca, Buraco do Padre, Reserva e Telémaco Borba, os quais em conjunto formam a regido

dos Campos Gerais, como é demonstrado na figura 1, abaixo.

Figura 1 - Distribuicdo geografica da Mikania lanuginosa DC no Parana.
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2.5 DESCRICAO BOTANICA DA ESPECIE EM ESTUDO

O nome da espécie provém do latim “lanuginosa” e significa que “a planta € coberta por
pélos”. Em fun¢do desta caracteristica botanica, a Mikania lanuginosa recebe a denominagao
popular de Cipé-cabeludo ou Micania (REITZ, 1989).

E um SUBARBUSTO volivel, perene e trepador, semelhante a um cip6, geralmente
atingindo muitos metros de comprimento, ramos lenhosos e cilindricos, revestidos de tomento
branco-piloso, sensivel a geada (CORREA, 1981);

As FOLHAS sao opostas, largas, sub-coridceas, verdes, com peciolo longo e densamente
lanuginoso medindo de 2- 4 cm de comprimento, cordiforme-ovada, acuminadas e recurvadas no
apice, com formato cordiforme na base, margem do limbo denticulada, 5-7 nervuras, irradiando
do dpice do peciolo; fusco-hirsutas na face ventral e densamente griseo-sericeas, ou sub-
tomentosas na dorsal, medindo de 5-12 cm de comprimento por 3-9 cm de largura (CORREA,
1981; REITZ, 1989);

Os CAPITULOS FLORALIS sio numerosos, pediculados pequenos, corimbosos, formado
por quatro flores tubulosas, hermafroditas, subsésseis, dispostas em paniculas terminais e axilares
alongadas e muito ramificados, opostas aos ramos; pedicelos lanosos, medindo de 1-2 mm de
comprimento. INVOLUCRO medindo de 4-5mm de comprimento, com 4 bractéolas lanceoladas,
agudas e pilosas, medindo de 2-3mm de comprimento e fildrias oblongas, semi-agudas,
laxamente pilosas. O Tubo da corola € um pouco mais curto do que o limbo (REITZ, 1989).

O FRUTO é um aquénio cilindrico e glabro e possui Papus branco (CORREA, 1981;

REITZ, 1989).
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2.6 POSICAO SISTEMATICA DA Mikania lanuginosa DC

Segundo o sistema de classificacdo de CRONQUIST (1981), a espécie Mikania

lanuginosa DC tem a seguinte classificagao:

REINO: PLANTAE;

DIVISAO: MAGNOLIOPHYTA (ANGIOSPERMAE);
CLASSE: MAGNOLIOPSDA;

SUBCLASSE: ASTERIDAE;

ORDEM: ASTERALES;

FAMILIA: ASTERACEAE (COMPOSITAE);
TRIBO: EUPATORIAE;

GENERO: Mikania;

ESPECIE: lanuginosa DC,;

SINONIMIA POPULAR: Cip6 — cabeludo.



Figura 3 — Aspecto geral da Mikania lanuginosa DC, cultivada em Ponta Grossa.
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2.7 A IMPORTANCIA DAS MIKANIAS NA FITOTERAPIA

As plantas medicinais constituem-se num valioso instrumento terapéutico para a produgao
de fitoterdpicos, as quais a cada dia gosam de maior credibilidade diante das comunidades
cientificas em todo o mundo. Tanto assim que desde 1976, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) vem recomendado em suas reunides a adocdo das plantas medicinais e propalando os
lemas criados, como: “Saude para todos no ano 2000” e “Salvem as plantas, elas salvam vidas”,
fazendo com que hoje a fitoterapia seja recomendada na prevencao e tratamento de doencgas, pois
alia eficidcia com menores riscos de efeitos colaterais, e um custo acessivel a todos (MIGUEL,
1996). Portanto, a implantagdo da fitoterapia na Saude Puiblica vem promover a saide e melhorar
a qualidade de vida do ser humano neste terceiro milénio.

Atualmente, a fitoterapia encontra-se implantada no Servico Unico de Satdde, (SUS) em
aproximadamente 2000 municipios brasileiros, e observa-se a crescente aceitacdo dos
fitoterdpicos por parte dos profissionais de satide (SACRAMENTO, 1999).

Para comprovar esta realidade, a Secretaria Municipal de Saide de Vitéria — Espirito
Santo, realizou uma pesquisa para verificar o indice de adesdo a prescricao de Fitoterdpicos por
partes dos médicos capacitados pelo programa de fitoterapia. A presente pesquisa nos revelou,
que dos 107 médicos de vdrias especialidades entrevistados, 67 deles prescrevem fitoterapicos,
representando 63 % de adesdo. Enquanto que 40 deles ndo os prescrevem, perfazendo 37 % de
nao adesdo (SACRAMENTO,1999). Esta maior credibilidade da fitoterapia perante a classe
médica deve-se ao fato das plantas medicinais hoje serem alvo de maior interesse cientifico,

derrubando aos poucos o empirismo do emprego destes vegetais para penetrar na era cientifica,
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em que o médico atento a estas opcdes extremamente validas e convenientes, comega a incluir no
seu receitudrio os medicamentos elaborados por industrias de fitoterdpicos confidveis.

Assim, muitas indudstrias estrangeiras tém lancado produtos vegetais em embalagens
alopdticas, com resultados extraordindrios para vérias enfermidades, tais como Permixon ®,
elaborado com extrato dos frutos de Serenoa repens, indicado para o tratamento e alivio dos
sintomas da Hiperplasia Benigna de Préstata (HBP); o Tanakan ®, preparado com o extrato seco
das folhas de Ginkgo biloba (Egb 761) que é indicado para retardar o envelhecimento, captar
radicais livres, vaso - regulador, desagregador plaquetério e flexibilizador de hemécias (TECH,
1996).

Algumas empresas farmacéuticas nacionais, que produzem fitoterdpicos, como a
Herbarium, Fitomed, Laboratdério Catarinense S.A., constam em suas linhas de medicamentos o
Xarope de Guaco e para a sua manipulagao utilizam a tintura das folhas de Mikania glomerata.

O Laboratério Flora Medicinal, fundado pelo Dr. J. Monteiro da Silva em 1912, produz o
Ché composto Mikania ®, formulacdo composta pela associacdao de trés espécies vegetais que
sdo o Cip6-cabeludo (Mikania hirsutissima), Quebra - pedra (Phyllanthus niruri) e Abacateiro
(Persea gratissima) em caixas contendo 100 gramas dos componentes triturados e misturados.
Segundo a sua bula, é indicado para o tratamento de edemas, infec¢des urindrias, cOlicas
nefriticas, cistite, litiase renal, hipertensdo arterial, asma bronquica e hepatite B (CRUZ &
LIBERALLLI, 1938).

Segundo a Associagdo Brasileira da Industria Farmacéutica (1998), enquanto o consumo
de medicametos sintéticos, no Brasil, vem aumentando em média 16 % por ano, o uso de

produtos fitoterdpicos tem crescido 20% ao ano. Considerando a expressiva busca da fitoterapia,
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os sistemas municipais de saide de algumas cidades Paranaenses, como Curitiba, Turvo e
Guarapuava, vém utilizando as plantas medicinais e os fitoterdpicos como forma de tratamento
complementar as doencas primarias.

Segundo o coordenador da fitoterapia no Parand, GRACA (1999), a Prefeitura Municipal
de Curitiba em parceria com a Secretaria Municipal de Saide (SMS), Fundacio de Ac¢ao Social,
Secretaria Municipal de Abastecimento e a Secretaria Municipal do Meio Ambiente, vém
utilizando as plantas medicinais e a Fitoterapia no Servico Unico de Satde (SUS) de Curitiba,
como opcao terapéutica médica desde 1990, através do projeto SAUDE. O presente
projeto preconiza a utilizacdo de 13 espécies vegetais identificadas botanicamente e com usos
farmacoldgicos consagrados, entre as quais destacam-se os Guaco como Mikania glomerata e
Mikania laevigata, ambas muito semelhantes morfologicamente. Primeiramente as plantas sao
cultivadas com rigoroso controle agrondmico e quando atingem o seu completo desenvolvimento,
sdo coletadas e devidamente dessecadas. Posteriormente, segue-se um rigoroso controle de
qualidade, que € realizado por um pessoal capacitado. Os lotes aprovados pelos testes de
qualidade dividem-se, uma parte ¢ embalada em sacos plésticos de 30 gramas e o restante sdo

transformados em fitoterdpicos para serem distribuidos gratuitamente nas Unidades de Saide do

Servico Municipal de Saide (Tabela 1).
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Tabela 1 - Nimero de Unidades de Satide no Verde Saide - Curitiba, nimero de apresentagdes
farmacéuticas de fitoterdpicos distribuidos pela SMS e a quantidade distribuida por ano

(GRACA, 1999).

ANO N° DE US N° DE APRESENTACOES QUANTIDADE
FARMACEUTICAS DISTRIBUIDA

1994 25 20 #

1995 30 25 141.435

1996 36 25 147.875

1997 38 16 177.603

1998 38 16 37.755

1999 56 16 109.434+

# dado nao disponivel * consumo de janeiro a julho * Unidade de Saude (US)

Estima-se que para o ano 2000, serdo distribuidas em 90 Unidades de Satde
aproximadamente 440.604 unidades de apresentacdes farmacéuticas. Considerando que cada
pessoa utiliza quatro apresentagdes farmacéuticas/ano, esta estimativa podera beneficiar cerca de
110 mil pessoas de baixo poder aquisitivo/ano. Seguramente, a qualidade de vida destas pessoas
melhorardo significativamente, tornando-as mais produtivas no trabalho e ajustadas a sociedade.

A Secretaria de Saide do Estado do Parand (1999) possui dados expressivos quanto a
utilizacdo anual de plantas medicinais e de fitoterapicos no Servico Municipal de Saide (SMS)

Tabela 2 abaixo.



19

Tabela 2 - Consumo anual de plantas medicinais e fitoterdpicos no SMS.

Plantas Medicinais em Kg
Nome cientifico Apresentacdo | Nome popular 1995 1996 1997 1998 1999* 1999%* 2000
1. Achillea milefolium Planta seca Pronto alivio 55.700 179.860 172.950 170.790 318.540 299.520 449.280
2. Ageratum conizoides Planta seca Mentrasto 70.890 50.810 94.800 46.560 # # #
3. Arctium minus/lapa Planta seca Bardana 53.610 21.410 63.930 36.780 148.740 181.740 272.160
4. Baccharis sp Planta seca Carqueja 74.560 64.820 74.920 # # # #
5. Bauhinia fortificata Planta seca Pata de vaca 50.735 25.220 4.200 # # # #
6. Calendula officinalis Planta seca Caléndula 60.900 23.420 310.250 16.050 # # #
7. Coleus b. / P. boldus Planta seca Boldo 76.460 64.820 102.840 69.510 126.090 237.600 356.400
8. Cymbopogon citratus Planta seca Capim limdo 248.285 112.100 531.070 # # # #
9. Foeniculum vulgare Planta seca Funcho 257.798 388.480 324.950 235.410 314.610 820.800 1.231.200
10. Malva sylvestris Planta seca Malva 84.820 170.090 153.160 87.840 0,000 282.960 424.440
11.Matricaria chamomila Planta seca Camomila 342.900 257.480 627.030 0,000 714.180 858.240 1.287.360
12. Maytenus ilicifolia Planta seca Espinhera santa 141.790 186.120 272.750 134.130 243.570 448.560 672.840
13. Melissa officinalis Planta seca Erva cidreira 135.590 59.410 342.940 17.940 290.580 406.080 609.120
14. Mentha sp Planta seca Horteld 19.300 56.930 99.350 0..510 # # #
15. Mikania glomerata Planta seca Guaco 72.600 241.560 0 76.980 178.860 492.480 738.720
16. Pylanthus niruri Planta seca Quebra pedra 69.250 67.500 82.170 # # # #
17. Plantago major/lanceolata | Planta seca Tanchagem 29.250 80.458 153.160 122.070 175.230 328.320 492.480
18. Polygonum sp Planta seca Erva de bicho 39.500 68.990 86.120 4.580 # # #
19. Psidium guajava Planta seca Goiaba 47.167 50.460 56.710 # # # #
20. Salvia officinalis Planta seca Sélvia 72.890 84.850 121.740 93.750 207.000 282.240 423.360
TOTAL DISTRIBUIDO EM Kg 2003,995 | 2254,788 | 3675,060 | 1112,900 | 2717,400 | 4838,240 | 6957,360
TOTAL DISTRIBUIDO DE PACOTES COM 30g 66,800 | 75,160 122,502 | 37,097 90,580 154,608 231,912
Fitoterapicos em Unidade
Nome cientifico Apresentacdo | Nome popular | 1995 1996 1997 1998 | 1999* | 1999%* 2000
21.Aloe Vera/arborescens Planta seca Babosa 3.426 3.975 454 - - 15.000 22.500
22.Calendula officinalis Planta seca Caléndula 15.874 | 15.813 827 - 47.340 | 31.536 47.304
23.Calendula officinalis Planta seca Caléndula 8.923 6.201 3.703 # # #
24.Mikania glomerata Planta seca Guaco 24.957 | 6.837 | 40.050 | 658 - 35.870 53.805
25.Passiflora alata Planta seca Maracuji 5.900 24.103 130 - 798 40.160 60.253
26. Plantago major/lanceolata | Planta seca Tanchagem _ 60 _ # # #
27.Symphytum officinale Planta seca Confrei 5.889 9.922 7.767 - - 16.537 24.804
28. Symphytum officinale Planta seca Confrei 9.666 5.804 2.170 # # #
TOTAL DE FITOTERAPICOS MANIPULADOS 74.635 | 72,715 | 55,101 | 658 | 48,138 | 139,112 208,666
TOTAL DE PACOTES E MANIPULADOS DISPENSADOS 1995 1996 1997 1998 1999* 1999%%* 2000
141,435 147.875 177.603 37,755 138,718 293,720 440,578

* Consumo até setembro ** Previssao # Despadronizado em 1997
Fonte: Demonstrativo histérico de Consumo/Movimentacio de Materiais (EST616) = Almoxarifado/ SMS

Desde o inicio de 1999, vem se desenvolvendo nos municipios de Turvo e Guarapuava,
regido central do Parand, através da Fundacdo RURECO, EMBRAPA/CNP{, IAF, UNICENTRO
e Prefeitura Municipal de Guarapuava, o projeto denominado “Florestas Medicinais-
Desenvolvimento de Tecnologias e A¢des para a Conservacdo e o Uso Sustentado de Plantas
Medicinais”, tendo como um dos seus objetivos, a implantacdo da fitoterapia como alternativa

complementar no Sistema Municipal de Saide dos municipios acima citados, para o tratamento
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de patologias primdrias. A partir das informagdes levantadas nas entrevistas, foi possivel
identificar um total de 48 espécies de plantas medicinais usadas para o tratamento das doengas do
trato respiratério, sendo que as mais citadas encontram-se na Tabela 3 abaixo demostrada
(RURECO, 1999).

Tabela 3 - Plantas medicinais mais citadas para o tratamento das doencas do aparelho

respiratorio, dados de 1999.

CLASSE NUMERO % em relacio ao ndmero de entrevistados que utilizam plantas

medicinais.

Manjerona 43 24,16 %
Salvia 43 24,16 %
Guaco 40 22,47 %
Laranja 35 19,66 %

Alho 32 17,98 %
Limao 25 8,43 %
Tansagem 25 8.43 %

No periodo de abril a maio de 1999, foi realizado pela equipe do Programa Sadde da
Familia (PSF), um estudo visando avaliar os efeitos dos fitoterdpicos Xarope de Guaco, Pomada
de Caléndula e Tintura de Espinheira - Santa respectivamente, nas afec¢des das vias respiratérias,
feridas epidérmicas e epigastralgias. Estes foram comparados com os efeitos dos medicamentos
alopdticos, comumente utilizados para o tratamento destas respectivas patologias, no sistema
municipal de saide do Jardim das Américas, em Guarapuava. O estudo foi feito através de

consultas ambulatoriais médicas e de enfermagem. No retorno, os pacientes foram reavaliados
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clinicamente, constatando-se a eficdcia ou nao da utilizacdo do medicamento Tabelas 4, 5 e 6

abaixo (RURECO, 1999).

Tabela 4 - Estudo da prevaléncia do uso de medicamentos fitoterdpicos.

Patologia Medicamentos N° de pessoas Retorno Eficacia
atendidas
Epigastralgia  Tintura Espinheira Santa 08 06 05 833%
Feridas na pele = Pomada de Caléndula 12 10 09 90,0 %
Tosse/ bronquite Xarope de Guaco 14 09 08 88,8%

Tabela 5 - Estudo da prevaléncia do uso de medicamentos utilizados na unidade do PSF,

Patologia Medicamentos N° de pessoas Retorno Efic4cia
atendidas
Epigastralgia Cadrox 08 06 05 83,3 %
Epigastralgia Cimetidina 05 04 03 75,0 %
Feridas dapele = Dexametazona 06 04 02 50,0 %
Tosse/bronquite Iodeto de Potéssio 09 07 03 42,8 %
Tosse/bronquite Salbutamol 05 03 02 66,6 %

Tabela 6 - Comparacio da eficicia entre medicamentos fitoterdpicos e medicamentos alopaticos.

Patologia Medicamentos Fitoterapicos =~ Medicamentos Alopéticos
Epigastralgia 83,3 % 75,0 % a 83,3 %
Feridas da pele 90,0 % 50 %

Tosse/bronquite 88,8 % 428 % a 66,6 %
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Pelo exposto acima, verifica-se que o Xarope de Guaco constitui-se em um dos
fitoterdpicos de melhor aceitacdo e prescri¢do, tendo substituido em 90 % a prescricao de outros
xaropes. Em geral € utilizado por criangas e adultos, com excelente tolerabilidade e eficicia.

REHDER et al. (1999), pesquisadores do CPQBA da UNICAMP, visando um controle de
qualidade desses Guacos na fitoterapia, procederam andlises quantitativas utilizando padrao de
cumarina Aldrich, para comparar o teor de cumarina desses vegetais. Os resultados obtidos foram
de 1,2 % de cumarina para a Mikania laevigata e 0,05 % para a Mikania glomerata.

Segundo a coordenadora do Programa Municipal de Fitoterapia de Realva, BANUTH
(1996), o custo para a producdo do Xarope de Guaco, incluindo os aditivos, embalagem, insumos
para o plantio, gastos de manutencdo e outros é de aproximadamente R$ 1,63 para um vidro de
100mL.

SILVA, em trinta de outubro de 1999, coletou dados junto ds farmdcias comerciais de
Ponta Grossa e comparou os precos dos Xaropes de Guaco com os xaropes sintéticos similares,

os quais sdo mostrados nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7 — Precos de alguns Xaropes de Guaco.

Nome do xarope Laboratério Farmacéutico  Preco R$
Xarope de Guaco Laboratdrio Sibras 6,08
Xarope Expectorante e Sedativo da Tosse de Guaco Herbarium 7,86
Xarope de Melagriao Laboratoério Catarinense 7,14
Calmatoss H. L. B. 7,57
Xarope de Guaco Biofar 6,99

Xarope Expectorante e Sedativo da Tosse de Guaco Fitomed 8,00
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Tabela 8 - Nomes comerciais, nomes quimicos e precos de alguns xaropes sintéticos similares ao

Xarope de Guaco.

Nome comercial Nome quimico Preco
Vibral Dropoprizina 7,05
Zyplo Levodropropizina 16,80
Mucossolvan Ambroxol 12,50
- Jodeto de Potassio 5,45

2.8 ESTUDOS FITOQUIMICOS ANTERIORES DO GENERO Mikania

Segundo RODRIGUES, ALVARENGA e KATO (1996), mais de 10 % das espécies do
género Mikania Willd foram estudadas sob o ponto de vista quimico, destacando-se entre elas a
Mikania glomerata Sprengel, a mais estudada neste aspecto. Os componentes quimicos
encontrados, com certa freqiiéncia, nas espécies deste género sio: os terpendides, as cumarinas,
os flavondides e diversos agucares. As resinas produzidas com freqii€ncia por espécies deste
género apresentam elevadas concentracoes de diterpenos, principalmente os derivados dos
esqueletos do caureno, primarano e labdano. Entre os sesquiterpendides destacam-se os
sesquiterpenos lactonas (RODRIGUES et al,1996).

A andlise fitoquimica do Cip6-cabeludo oficial da farmacopéia brasileira, Mikania
hirsutissima DC, foi realizado por LIBERALLI (1932), o qual verificou ser constituida em

grande parte por resinas, um principio amargo, a Guacina, e taninos. FARIAS, et al. (1998),
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analisaram por CG e CG/EM, a composicdo quimica do 6leo essencial desta espécie vegetal,
extraido por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger e concluiram ser constituido por 23,7 %

de espatulenol e 24,8 % de 6xido de cariofileno.

LUCAS (1942) em seu trabalho, procedeu uma andlise qualitativa das folhas dessecadas
de Mikania glomerata Sprengel e encontrou cumarina (7), juntamente com outros constituintes
quimicos, como: resinas, principios amargos, taninos, matérias gordurosas, agucares e acidos
organicos. Posteriormente, esta espécie foi alvo de estudos fitoquimicos complementares visando
a identificagdo e elucidagdo estrutural destes compostos, em virtude da sua importincia na
terapéutica das afec¢Oes das vias respiratérias. Sendo assim, OLIVEIRA et al. (1984) e
OLIVEIRA et al. (1985) estudaram quimicamente as partes aéreas da Mikania glomerata
Sprengel e a Mikania laevigata Schultz Bip. Ex Baker, isolaram e identificaram os seguintes
compostos: cumarina (7) acido caurendico (8), dcido cinamoil-grandiflérico (9), estigmasterol
(10), além de ésteres alifatico. Extrairam 0,09 % de 6leo essencial, por hidrodestilacdo, em
aparelho de Clevenger e verificou-se que € constituido por dois componentes majoritirios que sao
o espatulenol e o 6xido de cariofileno (FARIAS et al., 1998). Verificaram ainda, que o extrato
fluido destes vegetais possuem odor agraddvel, semelhante ao aroma de baunilha, podendo ser

empregado como corretivo de sabor e de odor (OLIVEIRA et al., 1985).

X
X
9) 0]
Cumarina (7) Acido Ent-caur-16-en-19-6ico ( 8)

Acido caurendico
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HO
H:C COOH

Acido cinamoil-grandiflérico (9) Estigmasterol (10)

Posteriormente, SANTOS, TONASSINI, CABRAL (1998) prosseguiram as investigacoes
fitoquimicas com a espécie acima mencionada e conseguiram isolar os compostos anteriormente

citados e outros, como: dcido 150 isobutiriloxi- caur-16-en-19-oico (11) e lupeol (12).

(CH3)COO

‘COOH

15a-isobutiriloxi-caur-16-en-19-6ico (11) Lupeol (12)

Mikania laevigata Schultz Bip. Ex Baker, conhecida popularmente por Guaco-do-mato
(OLIVEIRA, SAITO, GARCIA, 1994), possui composi¢ao quimica similar a Mikania glomerata

Sprengel, sendo freqiientemente comercializada em seu lugar.

WAGNER (1967), isolou da Mikania cordata (Burm.f.) B.L. Robinson o flavondide
mikanina (13), quimicamente denominado de 3,5-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxi flavona.
Posteriormente, AGUINALDO, et al. (1995) realizaram novas investigacdes quimicas com essa
espécie vegetal, e identificaram oito sesquiterpenos lactonicos do tipo germacranolideos, os quais

foram caracterizados estruturalmente por andlises espectroscopicas, como sendo:o mikanolideo
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(14) e seus derivados, 11BH,13-dihidromikanolideo (14a), deoximikanolideo (14b),

escandenolideo (14¢), 11H,13-dihidroescandenolideo (14d), miscandenina (14e).

OCH,
CH;0 o} O
CH;0 ! OH

(0}

Mikanina (13) Mikanolideo (14) Deoximikanolideo (14b)

11BH, 13-dihidromikanolideo (14a)

AcO

Escandenolideo (14c¢) Miscandenina (14e)

11BH,13 - dihidroescandenolideo (14d)

A Mikania oblongifolia foi investigada quimicamente pela equipe de VICHNEWSKI, et
al. (1977) e isolaram um diterpeno, que foi identificado por meio de técnicas espectroscopicas de

UV, IR, RMN 13C, RMN lH, como sendo o dcido cinamoilgrandifldrico (9, ver estrutura p. 25).

Estudos fitoquimicos realizados por BOHLMANN, et al. (1981) com as partes aéreas e as
raizes de Mikania officinalis Mart, Mikania sessilifolia DC, Mikania luetzelburgii Mattf. e
Mikania belemii K. et R. encontraram os seguintes constituintes quimicos, comuns as espécies
mencionadas: germacreno D, humuleno, geranilnerol (15) e seus derivados: 19,20-dihidroxi-16-

oxo-geranilnerol (15a), geranilneral (15b), 4-hidroxigeranilgeranial (15¢) e diterpenos de nicleo
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ent-caureno, como o dc. caurendico (8, ver estrutura p. 24), ent-caur-16-en-19-al (16a), ent-

caur-16-en-19-ol (16b).

R = CH,OH

Geranilnerol (15a)

17 18

R=CHO R;=CH;OH

19,20-Dihidroxi-16-oxo-geranilnerol (15b)

19

Diterpeno ent-caur-16-en-19-R (16)

R=CHO R =H R’=H R=CH,OH R =H R’=H

Ent-caur-16-en-19-al (16a) Ent-caur-16-en-19-0l (16b)
BOHLMANN, et al. (1982), ao investigarem as partes aéreas de Mikania alvimii, isolaram
e elucidaram estruturalmente por espectroscopia os derivados diterpénicos de nicleo ent -
labdano do acido ozico (17a), entre os quais encontram-se o ent - 33,19 — dihidroxilabda - 12,14 -
dieno (17b), acido pimaradiénico (18) e o 15 - nor diterpeno. Em outras espécies, incluindo
Mikania goyazensis, Mikania pohlii Baker, Mikania grazielae K. et R., BOHLMANN, et al.
(1982) e BOHLMANN, et al. (1982) isolaram os mikanolideo (14, ver estrutura p. 26),
estigmasterol (10, ver estrutura p. 25), germacreno D, o - humuleno, geranilgeraniol e

derivados (15, ver estrutura p. 27) citados anteriormente, com outros constituintes, como:
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eudesmanolideos, germacranolideos diméricos, sitosterol (19), dcido oleandico (20) lup - 12 - en
- 3 - ol e 4cido linoleico (21). Em Mikania cynanchifolia (BOHLMANN, et al., 1984) e Mikania
periplocifolia (GUTIERREZ et al.,1985) estudos fitoquimicos demonstraram que foi encontrado

os sesquiterpenos lactonicos: mikanolideo e seus derivados (14, ver estrutura p. 26).

R=CO;H Ri=H R,=H R=CH; Ri=0OH R, = OH
Ac. Ent-labdano ozico (17a) Ent-3B,19-dihidroxilabda-12,14-dieno (17b)

CO,H

Ac. pimaradiénico (18) Ac. Linoleico (21)
HO
Sitosterol (19) Ac. Oleangico (20)

Nas investigacOes quimicas realizadas por BOHLMANN, et al. (1982) com duas espécies
de Mikanias, encontraram nas raizes de Mikania purpuranscens um derivado do timol, que foi

elucidado por espectroscopia de RMN 'H e identificado como sendo, 9-Acetoxi-2-metoxi-8,10-
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epoxitimol tiglato, e nas suas partes aéreas, identificou por IR ¢ RMN 'H um sesquiterpeno
lactonico altamente oxigenado: 5,10-epoxigermacranolideo, que recebeu a denominagdo de
purpurascenolideo (22). Em Mikania arrojadoi, os resultados da investigacdo permitiram

concluiram que esta espécie possui o dcido caurendico (8, ver estrutura p. 24) e derivados.

Mikania congesta DC, conhecida vulgarmente por Guaco-branco, Guaco-mato ou
simplesmente Guaco, foi estudada quimicamente pelos por HERTZ & KULANTHAIVEL (1985)
que isolaram das partes aéreas desta espécie vegetal os seguintes sesquiterpenos lactdnicos:
dioxielefantopina (23) e melampolideo (24), 4cido 9,16 dioxo octadece-10,12,14-triendico (25),
escopoletina (26), O-geranil-escopoletina (27) e geranilnerol (15, ver estrutura p. 27) e

derivados (15d,e,f,g).

HO,

Purpurascenolideo (22) Dioxielefantopina (23) Melampolideo (24)
CH;0 CH

= 0 (HO=CHy i = C— (Gl = COsi : m 3m
o 0 HO o~ O geranil- O o~ O

Acido graxo (25) Escopoletina (26) O-geranil-escopoletina (27)

Me Me Ry Me Me Me Ri Me
R20 H
Me -~ ™ N N AE Me >|ﬁ\/\/g/\/\/\/g 2
R = CH,OH e R; =CO;H (15d) R e Ry = CH,OH R, = H 15f)

R = CH,OH e R; =CO;Me (15e) R e Ry =CH;Oac R;=H (15g)
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CASTRO & JAKUPOVIC (1985), isolaram e elucidaram a estrutura quimica de quatro
novos diterpenos de nicleo caureno e nor-caurano das partes aérea de Mikania banisteriae DC,
que sdo: acido ent-caur-16-en-18-6ico (28), 18-acetoxi-ent-caur-16-eno (29a), 18-hidroxi-16a,
17-epoxi-caureno (29b), ent-caur-16-en-18-al (29¢), 4B,19-epoxi-18-nor-ent-caurano (29d).
Recentemente, esta espécie botanica foi alvo de novas investigacdes quimicas e bioldgicas pelos
pesquisadores LOBITZ, CASTILLO, MERFORT (1997). Com esse trabalho, veio a confirmagao
da presenca do 4cido ent-caur-16-en-18-6ico (28) e outros derivados diterpénicos ent-caurenos,
tais como: ent-caur-16-en-18-o0l, 18,19-diacetoxi - ent - caur - 16 — ene, acido 17-oxo-ent-caur-
1.5(16)-en-18-6ico e também o sesquiterpeno eudesmano, 1B,60-dihidroxieudesma- 4(15),7(11)
eno (30) e os sesquiterpenos lactonicos do tipo eudesmanolideos: eudesma-4(15),7(11)-dien-

8[,12-olideo (31), eudesma - 4(15),7(11),8(9)- trien-12-olideo (32) .

Acido ent-caur-16-en-18-6ico (28) Diterpeno ent-caur-16-en-18-R (29)

R =CH,0Ac R; = CH; X = CH, = 18-Acetoxi-ent-caur-16-eno (29a)

\

R = CH,OH Ry =CH; X = /= 18-hidroxi-16a., 17-epoxi-caureno (29b)
'O

R =CHO R; = CH; X = CH, = Ent-caur-16-en -18-al (29c¢)

R = \O X = CH, = 4B,19-Epoxi-18-nor-ent-caureno (29d)
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1 B,6a-dihidroxieudesma-4(15),7(11) eno (30)

H H

.Eudesma-4(15),7(11)-dien-8f,12-olideo (31) Eudesma - 4(15),7(11),8(9)- trien-12-olideo (32) .

KNUDSEN,et al. (1986) encontraram no extrato hexanico das partes aéreas de Mikania
triangularis, compostos como o diterpenos pimaradienos (33a,b,c,d), friedelina (34) e
estigmasterol (10, ver estrutura p. 25). Prosseguindo os estudos quimicos com desta espécie

vegetal, ROQUIE, et al. (1988) confirmaram a presenca dos constituintes isolados anteriormente.

Friedelina (34)
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Nos estudos quimicos realizados por FERRO, VILEGAS e ROQUE (1986) com vaérias
espécies de Mikanias, foram isolados da Mikania microlepsis, o acido caurendico (8, ver
estrutura p. 24), da Mikania hookeriana um diterpeno de esqueleto caureno, da Mikania hoehnei
o lupeol (12, ver estrutura p. 25) e estigmasterol (10, ver estrutura p. 25), e da Mikania
diversifolia o lupeol (12), estigmasterol (10) e friedelina (34, ver estrutura p. 31). ROQUE et
al. (1988) reestudando a espécie Mikania microlepsis Baker, conhecida como guaco piloso ou
guaco-da-praia, isolaram e identificaram o dcido caurendico, como o principal constituinte
quimico presente na referida espécie.

GUTIERREZ et al. (1988) ao pesquisarem quimicamente a Mikania urticiflia Hook,
relatam em seu trabalho que os constituintes quimicos isolados desta espécie vegetal foram os
mikanolideos e um novo derivado, o anidroescandenolideo (14f), derivados do geranilgeraniol e
miscandenina (14e, ver estrutura p. 31), todos quimicamente semelhantes aos das espécies

relatadas anteriormente.

Anidroescandenolideo (14f),

As investigagdes fitoquimicas realizadas pelos pesquisadores CUENCA, BARDON,
CATALAN (1988) com as espécies Mikania micrantha e Mikania scandens permitiram concluir

que os componentes quimicos presentes nestas espécies, sdo andlogos aos de outras espécies de
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Mikanias citadas anteriormente, tais como o mikanolideo, dihidromikanolideo, deoximikanolideo
escandenolideo, dihidroscandenolideo (14,14a,14b,14¢,14d), miscandenina (14e, ver estrutura
p. 26) e melanfolideos (24, ver estrutura p. 29).

Estudos andlogos aos anteriores foram realizados com a Mikania diversifolia por ROQUE
et al (1988), os quais revelaram a presenca de 4cido caurendico (8, ver estrutura p. 24),
friedelina (34, ver estrutura p. 31), lupeol (12) e estigmasterol (10, ver estruturas p. 25),
isolados em outras espécies de Mikanias estudadas anteriormente.

Outras duas espécies de Mikanias foram analisadas quimicamente por CASTRO,
JAKUPOVIC, BOHLMANN (1989). Das partes aéreas de Mikania holwayana, foram isolados 6
sesquiterpenos lactonicos do tipo germacranolideo e da Mikania cordifolia Willd os
melampolideos (24, ver estrutura p. 29).

FERRO & ALMEIDA (1991) isolaram do extrato hexanico de Mikania smilacina DC,
conhecida popularmente por Guaco-de-sete-sangrias, o 4c. caurendico (8, ver estrutura p. 24),
ac. pimara-8(14),15-dien-19-6ico (33e) e cumarina (7, ver estrutura p. 24). Foi também extraido
um Oleo essencial, constituido por aproximadamente 67 componentes quimicos voldteis, sendo o
limoneno, identificado como o componente presente em maior concentragao.

CUENCA et al.(1993) tendo por objetivo, analisar por raio-X os monocristais de
sesquiterpenos lactonicos, presentes no extrato cloroférmico das partes aéreas de Mikania minima
(Bak.) Robins, também isolaram um flavondide, a eupatorina (5,3 -dihidroxi-6,7-4’-

trimetoxiflavona).

Das partes aéreas de Mikania ypacarayensis Holmes and McDaniel em época de

florescéncia, ZAMORANO et. al. (1994), seguindo a técnica realizada em outros pesquisas nas
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quais utilizaram diferentes espécies de Mikanias, isolaram o mikanolideo e seus derivados (14) ja
mencionados anteriormente, miscandenina (14e, ver estruturas p. 26), éster metil lactonico,
monolactonas (35, 35a) ja isolado em Mikania dusenii e os sesquiterpenos dilactonicas: 3-

dehidroximikaperiplocolideo e 3.-acetoximikaperiplocolideo .

Ac. pimara-8 (14),15-dien-19-6ico (33e) R=H e R"=0ac R =OH e R’ = Oac

Monolactonas (35, 35a)

Mikania malacolepsis Robinson, conhecida popularmente por Cipd-alméga, Guaco-
alméga ou Guaco-almega-piloso, foi estudada quimicamente por, RODRIGUES, ALVARENGA
e KATO (1996), os quais isolaram e identificaram os seguintes constituintes quimicos: friedelina
(34, ver estrutura p. 31) e ac. caurendico (8, ver estrutura p. 24). As espécies vegetais, Mikania
malacolepsis Robinson e Mikania microlepsis Baker, em virtude de suas semelhancas botanicas,
sdo muitas vezes empregadas para fraudar a Mikania hirsutissima DC, o Cip6-cabeludo oficial da
Farmacopéia Brasileira (SILVA, 1929).

Estudos quimicos foram realizados recentemente por LOBITZ et al. (1998), com as partes
aéreas de Mikania vitifolia. Os seus constituintes quimicos foram isolados e suas estruturas
quimicas elucidadas por andlises espectroscOpicas, e assim foram identificados como diterpenos

ent-caurenos, tais como o 4c. ent-caur-16-en-19-6ico (8, ver estrutura p. 24), ent-caur-16-en-19-
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ol (8b), 4c. ent -15B-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (8c), 4c. ent-15B-cinnamoiloxi-caur-16-en-19-
6ico (8d), 4c. ent-7a-cinnamoiloxi-15p-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (8e), 4c. ent-153-
cinnamoiloxi-7a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (8f) e 4c. ent-15B-hidroxi-7o-(E)-lachnophiloiloxi-

caur-16-en-19-ico (8g).

19

R=CH,OH R°'=H R’=H

Ent-caur-16-en-19-ol (8b)

R=H e R"=H = AcEnt-15p - hidroxi — caur - 16 - en - 19 - Gico (8c)

R=Cinn e R’=H = Ac.Ent-15B - cinnamoiloxi — caur — 16 — en —19 - Sico (8d)

R = HeR’ = Ocinn = Ac. Ent-7a-cinnamoiloxi-15 B hidroxi-caur-16-en-19-6ico (8e)

R =Cinn e R’= OH = Ac. Ent-15 B-cinnamoiloxi-7o-hidroxi-caur-16-en-19-6ico(8f)
R=He R"= HOOC-CH=CH-C=C-C=C-CH;-CH,—-CH;

Ac. Ent-15B-hidroxi-70-(E)-lachnophiloxi-caur- 16-en-19-6ico (8g)
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2.9. ATIVIDADES BIOLOGICAS DE ALGUMAS ESPECIES DO GENERO Mikania

A grande importancia desse gé€nero relaciona-se com a sua utilizacdo como planta
medicinal na medicina popular e como matéria-prima para a producio de fitoterdpicos. Algumas
espécies citadas anteriormente estdo descritas na literatura, apresentando as seguintes atividades

bioldgicas.

OLIVEIRA et.al. (1985) demonstraram que os extratos de Mikania glomerata Sprengel e

Mikania laevigata Schultz Bip. Ex Baker possuem atividade antiedematogénica.

DAVINO, GIESBRECHT, ROQUE (1989), investigando a atividade antimicrobiana e
antifingica do 4cido caurendico (8), dcido cinamoilgrandiflérico (9) e dos derivados substituidos
no carbono-15, presentes nas partes aéreas de Mikania laevigata, concluiu que esses diterpenos
apresentam moderada atividade inibitéria contra bactérias gram positivas. Devido a importancia
do Guaco oficial, na medicina popular e como fitoterdpico, recentemente este tem sido alvo de

novas investigacoes fitoquimicas e farmacoldgicas.

b

H,C  COOH

Cumarina (7) Acido caurenéico (8) Acido cinamoilgrandiflérico (9)

LEITE e cols. (1993) em seus ensaios farmacoldgicos “in vivo”, empregando o modelo

edema de pata produzido pela carragenina em ratos e “in vitro”, e usando jejuno de rato, ileo de
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cobaia e traquéia de rato, testou os extratos hidroalcodlico das folhas, partes aéreas e cascas de
Mikania glomerata. Os resultados foram comprobatérios das atividades espasmolitica,
antiinflamatéria e broncodilatadora. Posteriormente, CELEGHINI, LANCAS e VILEGAS
(1996), verificaram que o extrato hidroalcodlico do guaco exerce atividade antiinflamatdria e
broncodilatadora, sendo a cumarina (7, ver estrutura p. 36), o principal responsavel por tais
atividades. A presen¢a de cumarina pode explicar, a0 menos em parte, seu uso como antiofidico
(ALONSO, 1998). Em virtude da importancia farmacoldgica dessa espécie vegetal, [ SANTOS,
TOMASSINI, CABRAL (1998)], prosseguiram as investigacdes microbioldgicas e obtiveram
excelentes resultados testando o extrato cloroférmico da Mikania glomerata, com o
microorganismo gram-negativo Pseudomonas aeruginosa - 29336), utilizando a técnica da
difusdo em agar. Porém, nao pode ser observado efeito significativo na atividade antimicrobiana
dos extratos hexénico, cloroférmico, etandlico e de (ATCC acetato de etila contra os

microorganismos Staphylococcus epidermidis (ATCC-12228) e Escherichia coli (ATCC-29336).

Estudos neurofarmacolégicos foram realizados com o extrato das raizes de Mikania
cordata (Burm) B.L. Robinson, por BHATTACHARYA (1988) permitindo concluir que
produzem alteracdes no comportamento, como reducdo da motilidade espontinea, prolonga o
tempo de sono e diminuicdo da agressividade. Portanto, apresenta uma potente atividade
depressora do Sistema Nervoso Central. Posteriormente, BISHAYEE & CHATTERIJEE (1994),
realizaram novas investigacdes farmacoldgicas com essa espécie vegetal e concluiram que o
extrato das raizes de Mikania cordata possuem potente atividade antiulcerogénica.

O escandenolideo (14¢, ver estrutura p. 39), sesquiterpeno lactona presente em Mikania

cordata e em outras espécies de Mikania, exerce atividade antiinflamatdria por inibir a producao
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do mediador inflamatério leucotrieno, e ativando a sintese do fator plaquetario em leucdcitos
(YSRAEL & CROFT, 1990).

ESQUICI e cols. (1989) demonstraram nos testes antimicrobianos, utilizando o método
da difus@o em 4gar, que os extratos alcodlicos e aquosos de Mikania hirsutissima DC, apresentam

moderada atividade contra o Staphylococcus aureus.

Os diterpenos isolados das raizes de Melantheria albinervia, por SLIMESTAD et al.
(1995), foram identificados por técnicas espectroscopicas, como sendo dcido ent-caur-16-en-19-
6ico (8) e acido 9(11),16-caurendien-19-6ico, os quais demonstraram atividade larvicida, nos
testes “in vitro”, contra o mosquito em estdgio larval Aedes aegypti, agente causador da febre

amarela.

PAGE et al. (1992) em seus trabalhos, relatam a atividade antimicrobiana e anti-
hepatotdxica para o dcido caurendico (8, ver estrutura p. 36). Os ensaios foram realizados “in
vitro” usando tteros de cobaias fémeas adulta estrogenizadas e confirmando a atividade potente
que os 4cidos: caurendico (8, ver estrutura na p. 36) e grandiflérico (36) apresentam em
estimular a contragdo uterina e agindo inclusive como abortivo.

Outro diterpeno, o caurenol (8b), exerce efeito farmacolégico sobre a fun¢do reprodutora
das fémeas, estimulando a producdo de progesterona (PAGE et al., 1992).

Segundo ALVES et al. (1994) o diterpeno: dcido ent-caur-16-en-6ico (8), presente no
extrato etandlico das partes aéreas de Mikania obtusata DC, demonstrou atividade
tripanosomicida, reduzindo em 39 % o nimero de formas larvarias tripomastigotas encontradas
no sangue das pessoas infectadas com o protozodrio flagelado, Trypanosoma cruzi, agente

causador da doenca de Chagas. Os demais diterpenos, acido cinamoilgrandiflérico (9, ver
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estrutura p. 29) e o 4cido grandifldrico (36), também presentes neste extrato, ndo apresentaram
esta atividade. Recentemente, BATISTA, CHIARI e OLIVEIRA (1999), confirmam a atividade
tripanosomicida do 4cido caurendico (8, ver estrutura p. 36), utilizando nos ensaios o extrato
etandlico das partes aéreas de Wedelia paludosa DC, possuidora de elevado teor de diterpenos

de nucleo ent- caureno.

AcO

0 =H
HC GXH
R=CH,OH R’=H R”=H Caurenol (8b) Escandenolideo (14c¢) Ac. Grandiflérico (36)

Segundo, SAFAYHI & SAILER (1997), os triterpenos pentaciclicos: lupeol (12), dcido

oleandico(20) e friedelina (34), apresentam atividade antiinflamatdria.

Lupeol (12) Ac. Oleanéico (20) Friedelina (34)
Os esterdides como o estigmasterol (10) e sitosterol (19), compostos de grande

importancia médica sdo usados no tratamento de muitas enfermidades, apresentando propriedades
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analgésicas (OLIVEIRA & BUENO, 1996; BLOCK et al., 1998; BATISTA, CHIARI,

OLIVEIRA, 1999), antiinflamatdrias e anticoncepcionais (OLIVEIRA & BUENO, 1996 ).

HO
HO

Estigmasterol (10) Sitosterol (19)

LOBITZ et al. (1997) procederam novas investigacdes bioldgicas com a espécie Mikania
banisteriae, e confirmaram os resultados anteriormente citados com relagdo a atividade anti-
microbiana e anti-flingica apresentada pelo dcido caurendico (8, ver estrutura p. 36).

GUTIERREZ (1998), isolou do extrato das folhas de Espeletia barclayana o acido
caurendico e o dcido grandiflérico e posteriormente demonstrou o potencial antimicrobiano dos
mesmos, através do método da difusdo em dgar. O 4cido caurendico (8), apresentou atividade
contra o Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Streptococcus pneumoniae enquanto que o
acido grandiflérico (36) inibiu o crescimento apenas do Bacillus subtilis. Estes constituintes
quimicos apresentaram também atividade anti-fingica, inibindo o crescimento de Candida

albicans.

2.10 DITERPENOS: ACIDO CAURENOICO E GIBERELINAS
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Os diterpenos compreendem um grande nimero de compostos que apresentam 20 4tomos
de carbono (Cyp), ndo sdo voléteis e sao derivados do pirofosfato de geranilgeraniol (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997).

Os diterpendides tém vasta gama de atividades bioldgicas diferentes e incluem alguns
compostos de considerdvel interesse fisioldgico, tais como o grupo dos hormonios vegetais, as
giberelinas. A mais conhecida destas € a giberelina Az, também denominada de 4cido giberélico
(ROBINSON, 1980).

Os cauranos é uma classe de diterpenos os quais contém um rigido esqueleto tetraclicico.
A maioria dos derivados cauranos encontrados na natureza ocorrem por simples oxidacdo ou
epoxidacdo e reagcdes de hidrdlise do (-) — caur — 16 — ene, o hidrocarboneto precursor
biossintético. O caureno € também um intermedidrio na biossintese de um bom ndmero de
metabolitos de plantas e fungos, incluindo as giberelinas (GA), o hormonio de crescimento
vegetal (DEWICK, 1997; GHISALBERTI, 1997).

Os cauranos sao muito difundidos no reino vegetal, pois sdo precursores biossintéticos das

Giberelinas (GA), como é demosntrado na figura 4 (GHISALBERTI, 1997).
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OPP OPP
—_—
CH,
CH,
) - Kaurene |:>R = CH,OH (-)-Kauren- 19-o0l
R=CHO (-)-Kauren-19-al
R = cCOOH (-)-Kauren - 19 - oic acid

HO
CO,H

Gibberellic acid (GA3)

Figura 4 — Caurenos como intermedidrios na biosintese do Acido Giberélico.

O crescimento e o desenvolvimento das plantas estdo regulados por certo nimero de
substancias quimicas que em conjunto, exercem uma completa interacdo para suprir as
necessidades da planta. Estas substincias foram denominadas de hormodnios vegetais ou
fitohormonios, que sdo: auxinas, giberelinas, citocininas, dcido abscisico e o etileno (SOARES,
1997).

As auxinas e giberelinas e citocininas estimulam o crescimento das plantas.
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As giberelinas estao presentes em toda a planta, podendo ser detectadas em folhas, caules,
raizes, sementes, embrides e pdlen. Parecem ser sintetizadas nas mesmas regides das plantas onde
sdo sintetizadas as auxinas, isto €, dpice do caule, folhas em crescimento, sementes € embrides
em desenvolvimento, embora nao necessariamente ao mesmo tempo e nas mesmas taxas (FERRI,
1979).

As mais importantes propriedades fisioldgicas das giberelinas sdo: exercerem
particularmente um papel importante nos fendmenos de floragdo (FERRI, 1979; SOARES, 1997),
promoverem o alongamento celular (Principios Ativos, 2001) e assim, determinando o
alongamento caulinar e foliar das plantas (DEWICK, 1997; AMABIS & MARTHO, 1985). Altos
niveis de giberelinas sdo encontrados em plantas trepadeiras (FERRI., 1979).

Embora o mecanismo de acdo das giberelinas seja ainda desconhecido, sabe-se que este
grupo de hormonios, estimulam a produ¢do de auxinas nas gemas apicais caulinares (AMABIS &
MARTHO, 1985), cujo mecanismo de acdo ja estd bem elucidado.

As auxinas sdo produzidas pelas células meristematicas (tecido de crescimento), junto a
extremidade dos caules e raizes, estimulando a velocidade das mitoses (multiplicacdo celular) e o
alongamento das células. Assim, sob o estimulo desses fitohormonios, as células dividem-se mais
rapidamente e distendem-se (esticam-se) determinando o aumento longitudinal da planta
(SOARES, 1997).

Os efeitos das giberelinas e auxinas sdo complementares, requerendo-se ambos os
hormdnios para a estimulagdo total do alongamento celular, de forma que cada um requer a

presenca do outro (Principios Ativos, 2001).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 EQUIPAMENTOS

Os extratos foram concentrados em rotavapor BUCH RE-120 e acoplado a um banho-
maria IKA - HEIZBAD HB - 250 com controle de temperatura.

Os extratos, fragdes e os compostos foram pesados em balanca analitica SHIMADZU
LIBROR AEG - 220 e SHIMADZU LIBROR EB -330 D.

O ponto de fusdo do composto isolado foi determinado em aparelho da SHIMADZU
DSC-50.

Os espectros de massas foram relizados em um aparelho da SHIMADZU CG/MS — QP
2000A sobre impacto de feixe eletronico a 70 eV, utilizando-se a técnica de insercdo direta
(PROB) para compostos puros ou acoplados a cromatografia gasosa (CG) nos casos de misturas

de compostos.

3.1.2 REAGENTES
Os solventes utilizados no processo de extracdo, particdo ligiiido - liqiiido, fracionamento

e purificacdo dos compostos, sdo de pureza analitica da Merck e Reagen.
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3.1.3 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.1.3.1 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)

As colunas cromatograficas (CC) foram escolhidas de acordo com a quantidade de
material a ser cromatografado e preenchidas com silica-gel 60 de granulometria 70 — 230 mesh

(&2 =0,063 — 0,20 mm), da Merck, como fase estaciondria.

3.1.3.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de silica-gel 60
GF»s4, de 0,2 mm de espessura e preparadas sobre folhas de aluminio, de procedéncia Merck.

Para a visualizacdo da fluorescéncia dos compostos nas CCDs, as placas foram reveladas
sob luz ultravioleta Minerallight 254 e 365 nm. Posteriormente, as cromatoplacas foram
nebulizadas com reveladores quimicos especificos para cada grupo quimico de principio ativo,
por meio de um pulverizador manual, quando necessario, foram aquecidas a temperatura de
110°C, em estufa FANEM para secagem e esteriliza¢do, modelo 315 SE.

Os reveladores quimicos empregados nos procedimentos cromatograficos em camada
delgada foram: solu¢do de anisaldeido sulfirico para detectar terpenos e esterdides, solucao de
cloreto férrico a 3 % em etanol para detectar flavonéides e solugao etandlica de KOH a 10 % para

detectar cumarinas.
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3.1.3.3 CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)

As andlises cromatogréficas gasosas foram realizadas em aparelho SHIMADZU, modelo
14A, com detector de ionizagdao de chama e coluna capilar de silica fundida, LM -1, com 30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno e H, como gas de arraste, nas condi¢des especificas

para cada experimento.

3.1.4 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

3.1.4.1 INFRAVERMELHO (1IV)

Para a obtenc¢do dos espectros na regidao de absorcdo do Infravermelho (IV) utilizou-se um
espectrometro FT PERKIN ELMER 16PC, com pastilhas de KBr. Os valores foram registrados

., P -1
em centimetros reciprocos (cm’).

3.1.4.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN 'H) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Carbono (RMN "°C) foram obtidos em aparelho BRUCKER AC 200 ou
espectrometro VARIAN XL 300, utilizando-se solventes deuterados. Os deslocamentos quimicos

foram registrados em valores adimensionais & (ppm), tendo como referéncia interna o TMS —
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tetrametilsilano. As multiplicidades dos sinais sdo indicadas como segue: s = singleto, d =
dupleto, t = tripleto e m = multipleto.

3.1.4.3 DADOS ESPECTROSCOPICOS DOS COMPOSTOS ISOLADOS

3.1.4.3.1 Composto P3AC isolado do precipitado

IV Viax cm ™' - 3440, 3068, 2926, 2846, 1692, 1468, 870.

CG/MS [70 eV, m/e (%)]: 302 (13) [ M"] e os demais fragmentos: 287 (12) , 259 (18), 257 (8),
243 (20), 241 (18), 213 (15), 201(5), 187 (9), 185 (6), 159 (10), 147 (15), 131 ( 51), 123 (20), 121
(29), 119 (30), 109 (28), 107 (35), 105 (50), 95 (28) 93 (50), 81 (44), 91 (75), 79 (58), 69 (20), 67
(46), 55 (70), 45 (9), 43 (51), 41 (100).

RMN 'H (200 MHz CDCl;) § (mult., J, H): 1,0 - 2,5 ppm (m., ) 4,76 ppm (d, J = 11,44, H - 17
e 18)

RMN "C ( 200 MHz CDCL3) - § 15,58 ppm (CH3), & 18,43 ppm (CH,), 8 19,09 ppm (CH,), &
21,82 ppm (CHy), & 28, 96 ppm (CHj3), 6 33,01 ppm (CHy), 8 37,77 ppm (CH,), & 39,68 ppm
(CHy), 0 40,69 ppm (CHy), 6 41,27 ppm ( CH), & 43,82 ppm (C), 6 44,22 ppm (CHy), & 48,9

ppm (CHy), 6 103,00 ppm (CHy), & 155,9 ppm (C) e 6 184,58 ppm (C).

3.1.4.3.2 Mistura de compostos PAETP ( ETP1 e ETP2) isolados do precipitado

IV Vimax.cm ™' — 3442, 2866, 1638, 1464, 1378, 1055.

CG - ETP1 com 28,7 min e ETP2 com 29,23 min.

CG/MS -ETP1[70 eV, m/e (%)], m/e 412 (47) [M*], 55 (100), 394 (12), 379 (7,7), 351 (22),

97 (21), 83 (56), 69 (49), 57 (22).
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CG/MS -ETP2 - [ 70 eV, m/e (%)], m/e 41 (25) [M*], 55 (100), 396 (18.6), 381 (12), 329 (23),
303 (16), 213 (26), 163 (28), 159 (25), 145(38), 133 (28), 107 (49), 95 (52), 81 (66), 69 (59), 57
(91,2).

RMN 'H mistura ETP1 e ETP2 (300 MHz, CDCl3) § (mult., J, H): 0,68 (s, H — 18 ETP1 ),
0,69 (s, H — 18 ETP2), 0,92 (d, H = 6,5, H — 21 ETP1 e ETP2), 1,01 (s, H — 19 ETP1 + ETP2),
3,47 — 3,58 (m, H— 3 ETP1 e ETP2), 4,9 — 5,02 (m), 5,11 — 5,19 (m, H — 22 e 23 do ETP1), 5,35
(d, H=5,22, H- 6 do ETP1 e ETP2).

RMN "“C/DEPT (300 MHz -CDCLs) — ETP1: 811, 99 (CHs), & 12,24 (CHz), § 18,79 (CHs), &
18, 99 (CH3), & 19,40 (CHs), § 21,10 (CH,), & 21,22 (CH3), § 24,37 (CHa), & 25,40 (CH,), &
28,91 (CHy), 8 31,69 (CH,), 5 31,88 (CH,), & 31,88 (CH), & 31,93 (CH), & 36,53 (C), & 37,28
(CHa), 839,71 (CHy), 8 40,47 (CH), § 42,23 (C), 8 42,33 (CH,), & 50,18, 8 51,25 (CH), 8 (CH), &
55,99 (CH), & 56,88 (CH), & 71,81 (CH), & 121,69 (CH), & 129,31 (CH,), & 138,30 (CH,), &
140,75 (C).

RMN “C/DEPT (300 MHz -CDCl3) — ETP2: § 11,99 (CH3), & 12,03 (CH3), 5 18,79 (CHs), &
19,40 (CH3), § 19,81 (CHs), 8 21,10 (CHa), § 21,22 (CHs), § 23,11 (CHa), § 24,31 (CHa), § 26,15
(CH), 828,25 (CH,), 8 31,69 (CH,), & 31,88 (CH,), 5 31,88 (CH), & 31,93 (CH), 5 33,97 (CH), &
36,16 (CH), 8 36,53 (C), § 37,28 (CH,), 5 39,80 (CH,), 8 42,23 (C), 8 42,33 (CH,), & 45,88 (CH),

850,18 (CH), 8 56.09 (CH), 8 56,790 (CH), & 71,81 (CH), 8 121,69 (CH), & 140,75 (C).

3.1.4.3.3 Mistura de compostos P4 AGP isolados do precipitado.

IV Viax, cm ™ — 3328, 2920, 2850, 1704, 728.
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CG / MS da mistura [70 eV - R.T. min]: P, GP — A (11,73), P, GP — B (15,13), PGP - C
(16,53), P4 GP — D (19,03), P, GP - E (20,70), P4 GP — F (22,30), P4 GP — G (22,76), P4 GP — H (
25,86), P, GP —1(28,60), P, GP —J (34,93).

CG/MS - P4GP - E [70 eV, m/e (%)]: m/e 256 (5,3)[M'], 199 (3,2), 185 (5,3), 171 (5,3), 157

(6,4), 143 (4,3), 129 (23,6), 115 (10,7), 101 (16), 83 (17), 73 (100), 60 (97), 57 (89), 55 (74).

3.1.4.3.4 Composto SGHD isolado das Fracoes Hexanica e Diclorometano

IV Vinax. cm ™' — 3422, 2960, 2868, 1636, 1072, 1024.

CG / MS [70 eV, m/e (%)]: 397 (17,4) [M'] e os demais fragmentos 396 (29,3), 395 (14), 255
(13), 161 (14), 159 (15), 147 (21), 145 (24), 121 (20), 107 (23), 105 (26), 97 (31), 95 (41), 93

(28), 91 (28), 83 (72), 81 (61), 69 (77), 55 (100), 57 (98).

3.2 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

A Mikania lanuginosa DC foi coletada no més de setembro de 1998, na Vila Estrela,
bairro de Ponta Grossa, estado do Parana. A cidade de Ponta Grossa situa-se a 975 m de altitude e
apresenta as seguintes coordenadas geodésicas: Latitude - 25° 05°38” S e Longitude - 50° 09°30”
Oc. Estes dados foram obtidos com o Professor Perci Cérdova Schleder, junto ao Departamento
de Geociéncias das UEPG.

A espécie vegetal em estudo foi identificada pelo botinico Dr.Gert HatschBach, do
Museu Botéanico da Prefeitura Municipal de Curitiba, por comparacdo com excicata depositada

no herbario, onde recebeu o nimero de referéncia 190376.
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3.2.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO A 80 %

As partes aéreas (caules e folhas) de Mikania lanuginosa DC (2,310 kg) frescas foram
trituradas, utilizando-se um liqiiidificador e colocadas em um percolador. Posteriormente, foram
submetidas a extracdo por maceragdo, durante 15 dias, na presenca de 11 litros de etanol a 80 %,
como solvente extrator. O processo de extracdo ocorreu a temperatura ambiente € em recipiente
protegido da luz.

Durante o periodo de maceracao, ocorreu a formacao de um precipitado (7,0 g) de aspecto
resinoso e de coloracdo verde-escuro, que apds filtragem pelo funil de Biichner, foi separado do
extrato bruto e acondicionado em um dessecador.

O extrato etandlico foi concentrado até a eliminacdo do solvente, a uma temperatura

constante de 60°C, em evaporador rotatorio, obtendo-se 63,90g do extrato etandlico bruto.

3.2.3 EXTRACAO E ISOLAMENTO DE COMPOSTOS

Os procedimentos experimentais adotados nesse trabalho, foram baseados em técnicas de
separacdo de produtos naturais, como: extra¢do, separacdo, recristalizacdo, purificacdo e
identificacdo de compostos, conforme descrito anteriormente (CECHINEL FILHO & YUNES,
1998).

Inicialmente, preparou-se um extrato etandlico a 80%, das partes aéreas da espécie vegetal
em estudo e obtive-se o extrato etandlico bruto, com um rendimento de 2,77% de extrato seco e

um precipitado escuro, de aspecto resinoso, com um rendimento de 0,3%.
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O fracionamento, seguido do processo de purificacdo das fracdes P3 e P4 do precipitado,
permitiu o isolamento de 3 compostos, com os seguintes rendimentos: P3 AC - 0,033 %, P4
ETP (mistura de ETP1 e ETP2) - 0,0086 % ¢ AGP, com um rendimento muito baixo.

Da fra¢do hexanica com um rendimento de 0,0433 %, foi isolado um composto, que foi
denominado de SGHD, com um rendimento de = 0,00025 %.

Da fracdo diclorometano com um rendimento de 0,097 % foi possivel isolar o composto
SGHD, identificado na fracdo anterior, com um rendimento de = 0,00035 %, perfazendo um total

de 0,0006 %.

3.2.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO

O fracionamento das 63,9 g do extrato bruto etandlico foi realizado pelo processo de
extracdo por solventes imisciveis (liquido/liquido) de polaridades crescentes.

Os 650mL do extrato bruto etandlico foram transferidos para um funil de separagdo com
capacidade para 2 litros e extraido 5 x 200mL sucessivamente, com os seguintes solventes:
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol. Em cada uma dessas extracdes, esperou-se a
nitida visualizacdo das linhas de separacdo dos solventes. As fragdes foram evaporadas em
rotavapor, seguida da andlise quantitativa: 1,00 g para fracdo hexanica, 2,23 g para a fragcdo
diclorometano, 2,89g para a fracdo acetato de etila, 8,20g para a fragdo butanol e 49,58g para o
extrato hidroalcodlico. Separou-se as amostras de todas as fracOes obtidas, as quais foram

encaminhadas para serem testadas na farmacologia e microbiologia .
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3.2.5 ESQUEMA DE FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO A 80%

= =
u==

Figura 5 - Fluxograma demonstrativo do processo de fracionamento do extrato etanélico a

80 %.
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3.2.6 FRACIONAMENTO DAS SUBSTANCIAS DO PRECIPITADO

O precipitado (6,5 g) foi acrescido de 13 g de silica-gel 60 de granulometria 70 — 230
mesh e redissolvido com cloroférmio. Com a evaporacao do solvente, a fracdo ficou adsorvida na
silica, obtendo-se a pastilha.

A pastilha foi submetida a uma coluna cromatografica de 5 cm de diametro por 60 cm de
altura, contendo 73 g de silica-gel 60 de granulometria 70 — 230 mesh e empacotada com 100mL
de hexano. A fracdo foi eluida segundo gradiente, de polaridade crescente, com o seguinte
sistema de solventes: hexano 100 %, hexano: acetato de etila, acetato de etila 100 %, acetato de
etila: metanol e finalmente metanol 100 % em uma dnica fragao, com vazao de 1mL/min.

Foram coletados 121 frascos de aproximadamente 20mL cada, que apds a evaporacdo
expontanea do solvente, foram monitoradas por cromatografia em camada delgada, utilizando-se
placas de silica gel 60 GF,ss. As fracdoes foram reunidas, conforme semelhanca do perfil
cromatografico apresentado. As cromatoplacas foram eluidas com as seguintes fases moveis:
hexano 100 %, hexano: acetona (80/20), hexano: acetato de etila (90/10), hexano: acetona
(70/30), benzeno (20): acetato de etila (10). Os reveladores foram: luz ultravioleta Minerallight
de 254 e 365 nm, solucdo de NaOH a 10 % em H,O (especifico para Cumarina), anisaldeido
sulfirico com aquecimento por alguns minutos, em estufa a 100°C. A Tabela 9 abaixo, nos

mostra o sistema de eluic¢ao utilizado, com as respectivas reunides das subfracdes.
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Tabela 9 - Fracionamento do precipitado, mostrando os sistemas de eluicdo e as fragcdes

resultantes.
SubFragdes % hexano : Acet. de etila Fragdes reunidas
% Acet.de etila: Metanol
Subfracao P1 Hexano 100% 1-4
Subfracao P2 Hexano (95):Acet.de etila (5) 5-19
Subfracao P3* Hexano (95):Acet.de etila (5) 20- 25
Subfracao P4* Hexano (95):Acet.de etila (5) 26 - 46
Hexano(70):Acet.de etila(30)
Subfracao P5 Hexano(70):Acet.de etila(30) 47 - 54
Subfracdo P6 Hexano(70):Acet.de etila(30) 55- 85
Hexano(30):Acet.de etila(70)
Subfracao P7 Hexano(30):Acet.de etila(70) 86 — 107
Subfracao P8 Acetato de etila 100 % 108 — 117
Subfracdo P9 Metanol 100 % 118 - 121

* FracOes estudadas

Nas fracoes de 20 a 25, apds a evaporacdo expontanea do solvente, ocorreu a formacao de

cristais alongados incorporado a um Oleo de coloragdo amarela, que conforme o perfil

cromatografico apresentado por CCD, foram reunidas na subfra¢do P3, pesando 1,452 g.

Nas fragcoes de 26 a 46, apds a evaporacdo expontanea do solvente, ocorreu a formacao de

cristais alongados incorporados a um residuo verde escuro, que por apresentarem Rfs

semelhantes nas CCD, foram reunidas na subfracdo P4, pesando 1,346 g.

As demais subfracdes desta coluna cromatografica ndo foram estudadas, por serem

constituidas por uma mistura muito complexa de componentes quimicos e com pouco rendimento
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em peso, o que torna dificil o processo de isolamento, purificacao e identificacdo dos mesmos. As
sub-fracdes PS5, P6, P7, P8, P9, foram reunidas em uma tunica sub-fracao, pois sdo formadas de
um residuo verde escuro e viscoso, que nas andlises por CCD, revelaram vérias manchas de
coloragdo verde, as quais emitem fluorescéncia avermelhada sob luz ultravioleta, demonstrando

ter uma grande quantidade de clorofila e outros pigmentos.

Figura 6 - Coluna cromatogréfica do precipitado
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3.2.6.1 PURIFICACAO DA SUBFRACAO P 3 DO PRECIPITADO

A subfracdo P3 (1,452 g), foi purificada por refracionamento em coluna cromatografica
(CC) de 2 cm de diametro por 60 cm de comprimento, previamente empacotada com 40 g de
silica-gel 60 de granulometria 70-230 mesh e 100mL de hexano 100 %. A CC foi eluida com
gradiente de polaridade crescente: 300mL de hexano 100 %, 1.100mL de hexano 98 %, 400mL
de hexano 95 %, 100mL de hexano 95 % e 100mL de acetato de etila 100 %. Coletaram-se 94
fracdes, contendo 20mL, cada as quais foram monitoradas por CCD comparativa utilizando-se
padrao de 4cido caurendico, e conforme perfil cromatografico, foram agrupadas em 5 subfracdes

(Tabela 10).

Tabela 10 - Sistemas de eluicdo utilizados no processo de purificacdo da subfracdo P3 e fracoes

reunidas.
Subfragdes %Hexano:Acet.de etila Fracdes reunidas
Subfracao 1 Hexano 100 % 1-25
Hexano (98):Acet.de etila (2)
Subfracdo 2 Hexano (98):Acet.de etila (2) 26 — 38
Subfracao 3 * Hexano (98):Acet.de etila (2) 39 -74

Hexano (95):Acet.de etila (5)

Subfracdo 4 Hexano (95):Acet.de etila (5) 75 -90
Hexano(90):Acet.de etila(10)

Subfracao 5 Acetato de etila 100 % 91-94

* Subfracdo estudada
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Nas subfracdes 2 e 3, apds a evaporagdo expontanea do solvente, obteve-se um residuo
branco cristalino, o qual foi denominado de AC, pesando 760,8 mg. Esses cristais foram
analisados por CCD comparativa, empregando-se amostra auténtica de 4cido caurendico e
hexano: acetona (8/2), como fase mével. As cromatoplacas, apds serem reveladas com solucdo de
anisaldeido sulftirico e aquecimento em estufa a 110°C, demonstraram ser constituidas por uma
unica mancha, apresentando inicialmente cor amarela que passa para rosa e, em seguida para
roxo. Esses cristais AC foram submetidos a uma cromatografia gasosa, utilizando-se uma coluna
capilar de silica fundida nas seguintes condi¢des: programacio linear com temperatura de 40°C a
310°C, velocidade de programacio de 8°C/ min, temperatura do injetor de 280°C, temperatura do
detector de 310°C e isoterma de 10°C. 6,3 mg da amostra foram diluidos em 0,5mL de
diclorometano, sendo injetado no cromatégrafo gasoso um volume de 1,5uL.

O ponto de fusdao do composto AC foi determinado em aparelho SHIMADZU DSC-50,
como sendo 173,3°C, conforme é demonstrado na Figura 9 (resultados e discussoes, p. 75).
Através desta andlise, pode-se observar que a substancia AC apresenta-se com elevado grau de
pureza, sendo as amostras encaminhadas para andlises espectroscépicas de IV, CG/MS, RMN *C

e RMN 'H

3.2.6.2 PURIFICACAO DA SUBFRACAO P4 DO PRECIPITADO

Os compostos da subfracdao P4 (1,346 g) foram isolados por refracionamento, utilizando-

se uma coluna cromatogrifica de 2 cm de didmetro x 60 cm de comprimento € previamente

empacotada com 40 g de silica-gel de granulometria 70 - 230 mesh com 100mL de hexano a 100
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%. Empregou-se na eluicao da coluna cromatografica (CC), o seguinte sistema de solventes de
polaridade crescente: 200mL de hexano100 %, 300mL de hexano: acetato de etila 98 %, 300mL
de hexano: acetato de etila 95 %, 100mL de hexano: acetato de etila 92 %, 600mL de hexano:
acetato de etila 90 %, 100mL de hexano: acetato de etila 87 % e 100mL de hexano: acetato de
etila 85 %. Coletaram-se 67 fragdes, contendo 20mL cada, as quais foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (CCD) comparativa, utilizando-se padrdes auténticos de

esterdides, as fracoes que apresentaram Rfs semelhantes foram reunidas (Tabela 11).

Tabela 11 - Sistemas de elui¢do utilizados no processo de purificacdo da subfracio P4 e as

fracdes reunidas.

Subfracoes % Hexano: Acetato.de etila Fracgdes reunidas

Subfracdo 1 Hexano 100 % 1 -19
Hexano(98):Acet.de etila (2)

Subfracdo 2 Hexano(95):Acet.de etila (5) 20 -27

Subfracao 3 * Hexano(95):Acet.de etila (5) 28— 34

Subfracao 4 * Hexano(92):Acet.de etila (8) 35-59

Subfracdo 5 Hexano(87):Acet.de etila(13) 60 - 67

* Subfracoes estudadas

Na subfracdo 3, apds a evaporacdo expontdnea do solvente, ocorreu a formac¢do de um
residuo gelatinoso e de aspecto gorduroso, o qual foi denominado de P4 AGP. Através de anélise
por cromatografia em camada delgada (CCD), usando hexano: acetato de etila (8/2) como fase

moével e nebulizacdo com solucdo de anisaldeido sulftrico, verificou-se a presenca de vérias
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manchas, com Rfs muito préximos. Por meio de andlises espectroscopicas de CG/EM, verificou-
se que o residuo P4 AGP (Figura 24 ver na p. 90) é constituido por uma mistura de 10
constituintes, com caracteristicas de dcido graxo.

A subfrac¢do 4 foi concentrada mediante evaporagdao expontanea do solvente, resultando
na formagao de cristais incolores em forma de agulhas, soltiveis no cloroférmio e insoldveis em
metanol, os quais foram denominados de P4ETP, pesando 200mg. Esses cristais foram
analisados por cromatografia em camada delgada comparativa com padrdes de alguns esterdides.
O eluente utilizado foi hexano: acetona (7/3) e sob luz ultravioleta, emite fluorescéncia azul em
254 nm e verde em 365 nm, apds nebulizacdo com solugdo de anisaldeido sulftrico. A subfracio
P4 ETP também foi analisado por cromatografia gasosa, nas seguintes condi¢des, isoterma final
de 10°C, programagcio linear com temperatura de 40°C a 310°C, velocidade programada de 8°C,
temperatura do injetor e detector de 280°C e 320°C respectivamente. 6,3mg da amostra foram
diluidas em 0,5mL de diclorometamo e o volume de amostra injetado no cromatdgrafo gasoso foi
de 1,5uL. Amostra da sub-fracio P4 ETP foi enviadas para anélise em CG/EM (Figura 18, ver
na p. 84) e verificou-se que é constituida por uma mistura de dois componentes, os quais foram
denominados de ETP 1 e ETP 2. Para a elucidagcdo estrutural dos compostos desta mistura,
procedeu-se andlises espectroscépicas de IV (Figura 17, ver na p. 82 ), RMN 'H ( Figura 21,

ver na p. 86 ) e RMN Be (22, ver na p. 87).
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3.2.7 FRACIONAMENTO DA FRACAO HEXANICA

Os 900 mg da fracdo hexanica foram acrescidas de 2 partes de silica-gel 60 de
granulometria 70 — 230 mesh e impregnadas com cetona. Com a evaporacdo do solvente, o
extrato fica adsorvido na silica, obtendo-se a pastilha.

A pastilha foi cromatografada através de uma coluna cromatografica (CC) de 3 cm de
diametro por 40 cm de altura, contendo 30 g de silica - gel 60 de granulometria 70 - 230 mesh e
empacotada com hexano. A eluicdo foi feita com o gradiente: hexano 100 % e aumentando-se
gradativamente a polaridade usando hexano: acetato de etila, acetato de etila 100 %, acetato de
etila: metanol e finalmente metanol 100 %, com vazdo de 1mL/min.

Foram coletada 95 fracdes de 20mL cada, os quais foram monitorados por cromatografia
em camada delgada, utilizando-se placas de silica-gel GF»s4 0,2 mm de espessura, preparada
sobre folha de aluminio de procedéncia Merck e as seguintes fases mdveis, hexano e acetato de
etila (80/20), hexano e acetato de etila (70/30), diclorometano e metanol (90/10), benzeno e
acetato de etila (20/10). As cromatoplacas foram reveladas sobre luz ultravioleta Minerallight 254
e 365 nm, nebulizadas com solucao de anisaldeido sulfurico e hidréxido de sédio (NaOH) a 10 %
em 4gua (revelador especifico para cumarinas). As subfracdes que apresentaram o mesmo perfil

cromatogréifico foram reunidas (Tabela 12).
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Tabela 12 - Sistemas de elui¢do da fracdo hexanica e fracdes reunidas.

Subfracoes

% Hexano: Acetato de etila
% Acetato de etila: Metanol

Fracgdes reunidas

Subfracdo 1
Subfracdo 2
Subfracao 3
Subfracdo 4
Subfracdo 5
Subfracdo 6
Subfracao 7
Subfracdo 8
Subfracao 9*
Subfracdo 10
Subfracdo 11
Subfragdo 12

Subfracao 13

Hexano 100%
Hexano (98):Acet.de etila (2)

Hexano (95):Acet.de etila (5)
Hexano(85):Acet.de etila(15)
Hexano(85):Acet.de etila(15)
Hexano(80):Acet.de etila(20)
Hexano(80):Acet.de etila(20)
Hexano(75):Acet.de etila(25)
Hexano(70):Acet.de etila(30)
Hexano(50):Acet.de etila(50)
Hexano(50):Acet de etila(50)
Hexano(25):Acet.de etila(75)
Hexano(25):Acet.de etila(75)
Acetato de etila 100%
Acet.de etila (90): Met. (10)
Acet. de etila (80): Met. (20)
Acet. de etila (80): Met. (20)

Acet. de etila (70): Met. (30)
Acet. De etila (50): Met. (50)

Acet.de etila (10): Met. (90)
Metanol 100%

1-5

6- 10
11-20
21-25
26 - 29
30 - 42
43 - 48
49 - 59
60 — 67
68 — 71
72-178
79 - 90
91- 95

* Subfragdo estudada

Na subfracdo 9, foi possivel isolar o composto SGHD, por apresentar-se na forma de

floculos brancos, amorfos, em meio a uma massa escura e viscosa, constituida possivelmente por

uma grande quantidade de clorofila e outros pigmentos, insoliveis em acetona e metanol. No

processo de purificacdo do SGHD, os fléculos foram lavados sucessivamente com metanol:

acetona (1/1) e filtrados com ajuda de uma pipeta de Pasteur, para a remo¢do das impurezas,
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obtendo-se 6,0mg em peso. O composto SGHD foi analisado por técnicas cromatograficas como:
cromatografia em camada delgada (CCD) comparativa, usando-se padrdes auténticos de
esterdides (B-sitoserol glicosilado) e cromatografia gasosa (CG) (Figura 26 ver na p. 92) ¢
espectroscopia de IV (Figura 27 ver na p. 97), apresentando caracteristicas semelhantes aos
compostos de natureza esteroidal.

As demais subfracdes ndo foram estudadas por apresentarem-se com um rendimento
muito baixo e serem constituidas por uma mistura complexa de componentes de Rfs muito
proximos, apds andlise por cromatografia em camada delgada, inviabilizando a separacdo e

elucidacdo das mesmas pelos métodos convencionais disponiveis.

3.2.8. SEPARACAO DOS COMPONENTES DA FRACAO DICLOROMETANO

Uma parte da fracdo diclorometano (1,7g) foi acrescida de 3,4 g de silica-gel 60 de
granulometria 70 - 230 mesh e dissolvida com diclorometano para a impregnacdo do extrato na
silica (pastilha).

A pastilha foi submetida a uma coluna cromatografica (CC) de 3 cm de diametro por 60
cm de comprimento, contendo previamente 60 g de silica-gel 60 de granulometria 70 - 230 mesh
e empacotada com 100mL de hexano a 100 %. Utilizou-se um sistema de solventes de polaridade
crescente: hexano 100 %, hexano: acetato de etila, acetato de etila 100 %, acetato de etila:

metanol e metanol 100%. Coletaram-se 101 fra¢des, contendo 20mL cada, as quais foram
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analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e conforme perfil cromatografico

apresentado, foram agrupadas de acordo com a Tabela 13.

Tabela 13 - Sistemas de eluentes empregados no fracionamento da fracio DCM e fragdes

reunidas.

Subfracoes

100% Hexano: Acet. de etila

Fragdes reunidas

Subfracao 1
Subfracdo 2
Subfracao 3
Subfracdo 4
Subfracao 5
Subfracdo 6
Subfracao 7
Subfracao 8 *
Subfracdo 9
Subfracdo 10

Subfracdo 11

Hexano 100 %
Hexano(98): Acet.de etila (2)
Hexano(98):Acet. de etila (2)
Hexano(95): Acet.de etila (5)
Hexano(95): Acet. de etila(5)
Hexano(80):Acet.de etila(20)
Hexano(80):Acet.de etila(20)
Hexano(70):Acet.de etila(30)
Hexano(75):Acet.de etila(35)
Hexano(60):Acet.de etila(40)
Hexano(60):Acet.de etila(40)
Hexano(40):Acet.de etila(60)
Hexano(40):Acet.de etila(60)
Acet.de etila(90):MeOH(10)
Acet.de etila(90):MeOH (10)
Acet.de etila(80):MeOH (20)
Acet.de etila(80); MeOH(20)
Acet.de etila(60); MeOH(40)
Acet.de etila(50): MeOH(50)
Acet.de etila(20):MeOH (80)

Metanol 100 %

1 -11
12 - 20
21- 29
30 - 36
37- 47
48 - 56
57 -71
72 -775
76 -85
86 - 98
99 -101

e Subfracdo estudada

Na subfracdo 8 , apds a evaporagdo expontanea do solvente, ocorreu a formagdo de um

residuo floculoso e insolivel em acetona e metanol. No processo de purificagdo deste composto,

os fléculos foram lavados, com uma mistura em partes iguais de metanol e acetona, para remover
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as impurezas e promover a precipitacio de compostos apolares, como os esterdides, pesando 8
mg. Apds esse procedimento, o composto purificado e denominado de SGHD foi analisado por
IV, CG/EM e CCD comparativa utilizando-se padrdao do P-sitosterol glicosilado. As
cromatoplacas foram eluidas em diclorometano/metanol (90/10), cloroférmio/metanol (85/15) e
nebulizadas com solug¢do de anisaldeido sulfdrico. A revelagdo possibilitou concluir que o
composto isolado é muito semelhante ao padrdo do B-sitosterol glicosilado, isolado na fracdo

anterior (fragdo hexanica).

3.3 ESTUDOS COMPARATIVOS DOS DIFERENTES ORGAOS DA ESPECIE Mikania

lanuginosa DC POR CG/FID.

Este estudo visa estabelecer parametros comparativos da concentracdo do dcido
caurendico (AC), presente nos diferentes 6rgaos vegetais (raiz, caule, folhas e flores) de Mikania
lanuginosa DC, nas quatro estacdes do ano por cromatografia gasosa de alta resolucao/detector
de ionizagdo de chama (CG/FID) comparativa, utilizando-se padrdao auténtico de d&cido
caurendico. A quantificacio deste diterpeno em cada 6rgdo vegetal, foi estabelecida pela relacao
existente entre a drea do pico, determinada por CG, conforme Figuras 33 a 46 (ps. 100 a 107),
com a concentragdo obtida mediante curva de calibracio (BRESCIANI; YUNES; CECHINEL-

FILHO, 1999).
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3.3.1 METODOLOGIA

3.3.1.1 MATERIAL VEGETAL

Amostras dos diferentes 6rgaos vegetais de Mikania lanuginosa DC, foram coletadas nas
quatro estacdes do ano (primavera, verdo, outono, inverno). Posteriormente, foram fragmentados

em pequenos pedagos e colocados para dessecar a temperatura ambiente, durante cinco dias.

3.3.1.2 EXTRACAO COM SOLVENTES ORGANICOS

Pesou-se exatamente 1g de cada 6rgdo (raiz, caule, folha e flor) da espécie vegetal em
estudo, os quais foram colocados para macerar separadamente. O processo de maceragao ocorreu
pela acdo de trés tipos de solventes de polaridades crescentes, sendo que o tempo de extracdo de
cada solvente foi de trés dias e com agitacdo constante. A primeira maceragdo ocorreu na
presenca de 100mL de diclorometano. Apds o tempo de maceragdo estabelecido, o solvente foi
substituido por 100mL de acetato de etila e finalmente 100mL de metanol. Os extratos de
diclorometano, acetato de etila e metandlico de cada Orgdo vegetal, foram evaporados
expontaneamente. Finalmente, procederam-se as andlises diretas do extrato de diclorometano dos
diversos orgdos vegetais por meio de cromatografia gasosa de alta resolucdo/detector de
ionizacdo de chama (CG/FID) comparativa utilizando-se padrdo auténtico do 4cido caurendico

(VILEGAS & LANCAS, 1994).
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3.3.1.3. CURVA DE CALIBRACAO

Segundo BRESCIANI, YUNES, CECHINEL - FILHO (1999), o 4c. caurendico para ser
usado na curva de calibragdo, deve ser silanizado e apresentar elevado grau de pureza. Uma
solucdo estoque de 4cido caurendico foi preparada, usando-se diclorometano grau analitico, como
solvente. Quatro solucdes para a curva de calibragdo foram preparadas como solugdo estoque. As
concentracdes do ac. caurendico empregadas nas solucdes de calibracdo foram: 110,0; 220,0;
440,0 e 880,0 ug/mL. Aliquotas (1,0uL) das quatro diluicdes foram analisadas por CG, e as dreas
dos picos resultantes das solucdes acima, foram calculadas. Foram feitas treis determinagdes de
cada concentragdo e calculou-se a concentracdo média. A curva de calibracio foi graficada por

meio das dreas dos picos versus a concentracao da amostra injetada (Tabela 14 e Figura 7).

Tabela 14 — Concentragdes das solucdes de dcido caurendico e suas dreas relativas.

Concentracio do Acido caurenico Areas Relativas Integradas
(Lg/MI)
880,0 7,95
440,0 3,99
220,0 1,69
110,0 1,23

Gb

¢ o

Acido caurenéico 8
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Figura 7- Curva de calibracdo do 4cido caurendico, em diclorometano a 25°C.

3.3.1.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS

As andlises cromatogréaficas foram feitas em um cromatégrafo gasoso de alta resolugao
(CG/FID), modelo SHIMADZU GC - 14A com detector de ionizacdo de chama Utilizou-se uma
coluna capilar de silica fundida, LM-1, com 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno, com fase ligada com polimetilsiloxano como fase estaciondria. As amostras foram
introduzidas usando splitless (Imin, injecdo sem divisdo de fluxo, 1,5uL de volume injetado) e
H, como gas de arraste, nas seguintes condi¢des: programagcio linear com temperatura de 40°C a

310°C, velocidade de programagio de 8°C/min, temperatura do injetor de 280°C, temperatura do
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detector de 320°C e isoterma de 10°C. Foram diluidos 6,3mg da amostra, em 0,5mL de

diclorometano, e injetado um volume de 1,5uL (VILEGAS, LANCAS, CERVI, 1993;
VILEGAS, LANCAS, ANTONIOSI FILHO, 1995; BRESCIANI; YUNES; CECHINEL-

FILHO, 1999).
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Figura 8 — Cromatograma obtido por CG do Ac. Caurenéico isolado da M. lanuginosa .

3.3.1.6 ESTUDOS COMPARATIVOS DOS DIFERENTES ORGAOS DA ESPECIE

Mikania lanuginosa DC POR CCD.

Os extratos dicloromatano dos diversos 6rgaos da Mikania lanuginosa DC, coletados nas
quatro estagdes do ano foram analisados por cromatografia em camada delgada comparativa,

utilizando-se padriao auténtico de 4cido caurendico. As cromatoplacas foram eluidas na mistura
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de solventes hexano (8): acetato de etila (2), como fase modvel e nebulizadas com o revelador

anisaldeido sulfirico (Figuras 29 a 32, ver na p. 99).

3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os testes farmacoldgicos das fragdes obtidas das partes aéreas de Mikania lanuginosa DC
foram realizados pela equipe do Prof. Dr. Jodo B. Calixto, no Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Os testes antimicrobianos das fra¢des obtidas das partes aéreas de Mikania lanuginosa DC
foram realizados no NIQFAR/ UNIVALLI, pelos professores Alexandre Bella Cruz e Rosana Cé
Bella Cruz, e os testes toxicoldgicos do extrato bruto das partes aéreas de Mikania lanuginosa

DC foram realizados no Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas e da Saide da UEPG.

3.4.1 ATIVIDADE ANALGESICA

Foram efetuadas as avaliagdes do efeito das diversas fracOes obtidas da Mikania

lanuginosa DC na nocicepgio induzida pela formalina (CORREA & CALIXTO, 1993).

3.4.1.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos ““‘Suicos” machos e fémeas pesando entre 25 a 30g,

aclimatizados a temperatura de 23 + 1°C com ciclo claro/escuro de 12 horas mantidos no biotério
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central do Departamento de Farmacologia da UFSC, tratados com rac@o e dgua ad libitum. Os
animais permaneceram no laboratério por um periodo de adaptacdo de pelo menos 1 hora antes

da realizacdo dos experimentos.

3.4.1.2 DOR INDUZIDA PELA FORMALINA

Nos animais foram injetados 20 uL. de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) ou salina
na regido intraplantar das patas posteriores direita e esquerda, respectivamente.

Logo apés a inje¢do de formalina, os animais foram colocados, individualmente, dentro
de um funil de vidro, ao lado de um espelho para facilitar a observacdo. Apds foi quantificado,
durante 30 minutos, o tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada
com formalina, sendo esse tempo cronometrado e considerado como indicativo de dor. Esse
modelo permite evidenciar duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira, que ocorre durante os
primeiros 5 minutos apds a injecao de formalina (dor de origem neurogénica), e a segunda, que
ocorre entre 15 a 30 minutos apds a formalina, representando a resposta tonica a dor
acompanhada de uma resposta inflamatoria relacionada com a liberacdo de mediadores
inflamatérios (CORREA & CALIXTO, 1993).

Os animais foram pré-tratados com 100mg/kg via oral, com as fracdes obtidas da Mikania
lanuginosa DC, 30 minutos antes da injecdo da formalina. Ao final do experimento, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e as patas posteriores direita (injetada com
formalina) e a esquerda (injetada com salina) cortadas na juncao tibio-tarsal e pesadas em balanga

analitica para quantificacao do edema induzido pela formalina.
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3.4.1.3 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos resultados foram efetuados por meio de testes de variancia
seguido pelo de multipla comparagao utilizando-se método de Dunnet, quando apropriado.

Valores de P < 0,05 ou menor foram considerados como indicativos de significancia.

3.4.2 ATIVIDADE ANTI MICROBIANA

Avaliou-se o potencial antimicrobiano das fragdes: hexanica, diclorometano, acetato de
etila e butandlica da Mikania lanuginosa DC, segundo os métodos da difusdo em &gar, e

concentracao inibitéria minima (MITSCHER, et al. 1972).

3.4.2.1 AMOSTRAS BACTERIANAS E FUNGICAS

As espécies microbianas, Staphylococcus aureus (ITAL SFCO 001), Escherichia coli
(ITAL ESCH 001), obtidas no Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Campinas, S. Paulo
e Candida albicans (ATCC 102), adquirida no American Type Culture Collection (Rockville,
MD, USA) foram testadas pelo método da concentragdo inibitéria minima com as fracoes

hexanica, diclorometano, acetato de etila e butandlica da Mikania lanuginosa DC.
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3.4.2.2 DIFUSAO EM MEIO SOLIDO - DISCO

Em placas estéreis, depositou-se 1mL da suspensdo do microorganismo, preparada em
solucdo fisiolégica a 0,85 %. Padronizou-se pelo tubo 0,5 da Escala de McFarland e ajustou-se
para 90 % T (530 nm), correspondendo aproximadamente a 10° UFC/mL. Em seguida,
adicionou-se 21mL de meio sélido fundido a 50°C (ASD para fungos e leveduras, Miiller Hinton
para bactérias). Apds solidificacdo, depositou-se os discos de papel de filtro (CECON/SP)
embebidos com 0,02mL as fragdes: hexanica, diclorometano, acetato de etila e butandlica da
Mikania lanuginosa DC diluidos em dimetil sulféxido (DMSO) na concentracdo de 1,5mg.
Foram realizados controles com antimicrobianos padrdes, tetraciclina ou ampicilina a 30 ug para
bactérias e cetoconazol a 1000 pg para fungos e leveduras. Os ensaios foram incubados por 24 -
48 horas a 37°C para bactérias e leveduras e por 28 — 30°C durante 10 a 14 dias para os fungos
filamentosos (FROMTLING et al., 1983; PLEMPEL et al., 1983; DRUTZ, 1987; BENOUDIA et

al., 1988; RANA et al., 1997).

3.4.2.3 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

As amostras bacterianas foram ativadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion — Merck-
10493) por 24 horas. A densidade Gtima do inéculo foi de 3 x 10° unidades formadoras de
colonia/mL de meio, determinada através da escala de McFarland. O caldo BHI foi distribuido
em uma série de tubos, onde foram colocados também o in6culo padronizado e as fracdes foram

diluidas em dimetilsulf6xido nas concentracdes desejadas. Dois tubos foram utilizados como
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controles, contendo DMSO e o indculo bacteriano. A seguir, os tubos foram incubados a 37°C
por 18 horas. Apds o periodo de incubagdo, foi realizada a leitura por turbidimetria (MITSCHER,

etal., 1972).

3.4.3 TOXICIDADE AGUDA (DOSE SIMPLES)

Avaliagcdo estimativa e preliminar das propriedades téxicas do extrato bruto das partes

aéreas de Mikania lanuginosa DC.

3.4.3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 20 ratos albinos adultos (Rattus albinus novergius, Wistar) pesando em
média 260 g. Estes animais foram mantidos no Biotério do Setor de Ciéncias Biol6gicas e da
Saide da UEPG durante um periodo de 10 dias de aclimatacdo e 14 de experimentacdo,
obedecendo ciclo de claro/escuro de 12 horas e recebendo dgua ad libitum e ragdo do tipo

Purina® para animais de laboratdrio.
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3.4.3.2 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Os animais foram agrupados em grupo teste e controle, contendo o mesmo nimero de
animais. Antes do experimento, os animais foram pesados e marcados.

A solucdo aquosa do extrato bruto de Mikania lanuginosa DC foi administrada em dose
Unica por via intraperitoneal, na concentracdo de 1500mg/kg, tendo-se o cuidado do célculo da
diluicdo do extrato estar contida no volume maximo de ImL. Os animais controle receberam
ImL do veiculo (solugao salina estéril — NaCl 0,9 %).

Ap6s a administracdo da injecdo da solucdo aquosa do extrato bruto de Mikania
lanuginosa DC, os animais foram privados de alimentos e 4gua por um periodo de 3 a 4 horas e
observou-se clinica e sistematicamente cada animal aos 30, 60, 120, 240 e 360 minutos e, depois,
a cada 24 horas até completar 14 dias de experimento. As respostas foram anotadas em protocolo
individual, observando-se a alteracdo de pélos, pele e mucosas; sistemas respiratério e
circulatério; sistema nervoso central e periférico; atividade somatomotriz; comportamento com
especial atencdo a sintomas tais como: tremores, convulsdes, salivacdo, diarréia, letargia, coma e

morte (GIBSON, HUFFMANN, NEWBERNE, 1982; BRITO, 1994).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS NO PRECIPITADO

4.1.1 IDENTIFICACAO DO P3AC NO PRECIPITADO

A substancia isolada e purificada da subfra¢do P3 do precipitado e denominada de AC foi
analisada por CG e CCD comparativa, utilizando-se padrao auténtico de 4cido caurendico. O
perfil cromatografico permitiu identificd-lo como sendo &4cido caurendico. Posteriormente, a
estrutura quimica foi elucidada por técnicas espectroscopicas, as quais sdo descritas nos itens

abaixo:

4.1.1.1. A DETERMINACAO DO PONTO DE FUSAO DO P3AC

Conforme descrito na parte experimental, foram obtidos cerca de 760,8mg deste
composto, o qual apresenta-se como um soélido branco, cristalino. O ponto de fusdo foi
determinado em aparelho SHIMADZU DSC - 50 e o valor encontrado foi de 173,3°C ( Figura 9,
ver p. 75). Este € coincidente com dados citados pela literatura para o 4cido caurendico (8, ver
estrutura na p. 36), que oscilam entre 172 — 175 °C (SANTOS, TOMASSINI, CABRAL, 1998).

No processo de identificacdo de composto, a determina¢do do ponto de fusdo é de grande

importancia, pois esta constante fisica juntamente com outras andlises, como o IV, CG/ MS,
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RMN C, RMN 'H e a andlise elementar nos permite determinar o grau de pureza de um

composto.
DSC
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Figura 9 — Grafico do ponto de fusao do composto P3AC.

4.1.1.1.B ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (IV)

O espectro de infravermelho mostra uma banda larga em 3.440 cm™ interpretada como
de estiramento de deformacao axial O - H do — COOH; duas bandas de absor¢des intensas em
2.926 cm! e 2.846 cm™! referentes ao estiramento de deformacao axial C—H; banda intensa de
absor¢do em 1.692 cm™ correspondente ao estiramento de deformagdo axial da carbonila. Em

1.468 cm™ é observada a banda deformacdo do — CH,. Pode-se observar ainda absorcdes em
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3.068 cm” e 870 cm™ referentes ao estiramento e deformagdo angular do grupo metileno
terminal. Os dados obtidos no espectro de infravermelho coincidem com os dados citados na
literatura (OLIVEIRA et al. 1984; RODRIGUES, ALVARENGA, KATO, 1996) e sugere que o
composto isolado P3AC apresenta a fungao quimica acido. A Figura 10 mostra o espectro de

infravermelho, em pastilha compactada de KBr, obtido para a amostra P3AC.
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Figura 10 - Espectro de IV de P3 AC em pastilha de KBr.
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4.1.1.1.C ESPECTROSCOPIA DE MASSAS(CG/EM)

O composto P3AC foi cromatografado em CG/EM, e o cromatograma nos mostra apenas

um pico, no tempo de retencdo de 25,56 minutos, indicando que o composto encontra-se puro,

(Figura 11).
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Figura 11 — Cromatograma do CG/EM do composto P3AC.

O Espectro de Massas mostrou o pico fon molecular [M*] a m/e ( % rel.) 302 (13) e os
demais fragmentos: 287 [M — Me]" (12) , 259 [ M — CH; — OH]J" (18), 257 [M — COOH]" (8), 243
(20) 241 [M — Me — COOH - H]" (18), 213 (15), 201(5), 187 (9), 185 (6), 159 (10), 147 (15),
131 (51), 123 (20), 121 (29), 119 (30), 109 (28), 107 (35), 105 (50), 95 (28) 93 (50), 81 (44), 91

(75), 79 (58), 69 (20), 67 (46), 55 (70), 45 (9), 43 (51), 41 (100). Estes dados, estdo de acordo
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com a literatura (OLIVEIRA, ALVARENGA, AKISUE, 1984; SANTOS, TOMASSINI,

CABRAL, 1998). A Figura 12 mostra os principais fragmentos obtidos a partir do 4c caurendico.

287

Figura 12 — Esquema de fragmentacdo do composto P3AC (8) por CG/EM

100.0 %
41

131

Figura 13 - Espectro de massas (70 eV) do composto P3AC
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4.1.1.1.D. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON ( RMN 'H)

O espectro de ressondncia magnética nuclear de préton mostrou deslocamentos quimicos
() na regido espectral compreendida entre 1,0 € 2,5 ppm, relativo aos prétons de CH, e CH;3 de
ciclo alcanos, de dificil resolucdo em virtude da sobreposi¢do dos sinais. Na regido do espectro,
em 4,87 ppm, pode-se observar um dublete (J = 11,44 Hz), com intensidade relativa de dois
prétons (CHjy), deslocamento quimico caracteristico dos prétons olefinicos e em 7,3 ppm
observa-se o deslocamento quimico relativo ao solvente utilizado nesta andlise, o cloroférmio
deuterado. Nao foi observado neste espectro, o deslocamento quimico do préton relativo a
carboxila, pelo fato deste espectro ir apenas até 7,5 ppm. O préton da carboxila absorve na regido
do espectro compreendida entre 10,0 e 13,0 ppm, isto é, em campo baixo por estar menos
blindado (WILLARD, MERRITT, DEAN, 1974; SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL,
1991). Estes dados sdo concordantes com os da literatura, confirmando a estrutura proposta para
0 acido caurendico (OLIVEIRA, et al., 1984; SANTOS, TOMASSINI, CABRAL, 1998), como é

demonstrado na Figura 14 abaixo:
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Figural4 - Espectro de RMN 'H do composto P3 AC em CDCl;

4.1.1.1.E RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO ( RMN *()

Os valores dos deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN °C estéo de acordo
com os relatados na literatura para o dcido caurendico (RODRIGUES, ALVARENGA, KATO,

1996), conforme Tabela 15 e Figura 15 abaixo:
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Tabela 15 -Deslocamentos quimicos de RMN '°C para P3AC e o Ac. caurendico (literatura).

H
H3;C COOH
18 19

. Carbono P3AC Ac.caurenéico (RODRIGUES, ALVARENGA,
d (ppm) KATO,1996)

1-CH; 40,69 40,66
2 -CH; 18,43 18,4
3-CH; 37,77 37,73
4-C 43,82 43,72
5-CH 57,05 57,02
6 — CH, 21,82 21,79
7 —-CH, 4422 41,25
8§-C 43,82 44,19
9-CH 55,09 55,06
10-C 39,68 39.67
11 - CH, 19,09 19.06
12 - CH; 33,01 33.08
13-CH 41,27 43,81
14 - CH, 39,68 39,67
15 - CH; 48,9 48,92
16 -C 155.9 155,8
17 - CH; 103,00 102,98
18 — CH3 28,96 28,95
19-C 184,58 184,84
20-CH; 15,58 15,55
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Figura 15 — Espectro de RMN "°C do composto P3AC.

As andlises espectroscopicas anteriormente relatadas nos fornecem dados importantes, os
quais nos permite elucidar a estrutura quimica do composto P3AC, isolado do precipitado da
Mikania lanuginosa DC. O espectro de RMN "C nos revela que o referido composto é
constituido por 20 atomos de carbono, apresentando grupos metilas (CHj3), metilénicos (CHy),
metinico (CH) e carbono quartendrio (C). O espectro de CG/MS nos sugere fragmentagdes
caracteristicas de um 4cido de peso molecular 302, sendo tal informacdo confirmada pela

espectroscopia de I'V.
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O 4cido caurendico constitui-se num diterpeno tetraciclico, apresentando um esqueleto
basico (-) caureno (ROBINSON, 1980) com cinco carbonos quaternérios, trés metinicos e nove

metilénicos

Figura 16 — Dados de deslocamentos quimicos de RMN "°C para o composto P3AC.

Comparando-se os resultados obtidos das anélises espectroscopicas de CG/EM, IV, RMN
BC e RMN 'H além do ponto de fusdo do composto P3AC, com os da literatura, foi possivel
concluir seguramente que o composto isolado trata-se do dcido ent-caur-16-en-19-6ico, ou acido

caurenéico (8 ) ( VICHNEWSKI et al.,1977 ).

4.1.1.2 IDENTIFICACAO DA MISTURA DE P4ETP

De acordo com descricdo feita anteriormente na parte experimental, foi obtido no
precipitado, cerca de 200mg de um sdlido cristalino, incolor, o qual foi analisado por CG e
espectroscopia de IV e RMN. Os dados espectroscopico para P4 ETP estdo descritos e mostrados

abaixo:
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4.1.1.2.A ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (1V)

No espectro de IV (Figura 17), além das absorcdes de grupos metilas e metilenos,
observou-se uma banda de absorcdo em 3442 cm™, referente as vibracdes de deformacdo axial
do grupo OH e banda de absor¢do de fraca intensidade a 1055 cm™, correspondendo a OH
secunddrios. Observam-se ainda bandas de absorcao de intensidades médias a fracas em 2866
cm” e em 1464 cm™ e 1378 cm™, que correspondem a estiramentos de grupo — CH e de — CH,.
Outra banda de absorcdo de fraca intensidade em 1638cm™, refere-se a deformagdo de olefinas .
Estes dados observados no espectro de IV sendo comparaveis aos citados na literatura (UGAZ,

1994; MALHEIROS, 1995).
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Figura 17 — Espectro de IV da mistura P4 ETP.
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4.1.1.2.B ESPECTROSCOPIA DE MASSAS (CG/EM)

A mistura P4ETP foi cromatografada em CG/EM, e no cromatograma pode-se verificar a
presenca de dois compostos (Figs. 18 a 20), os quais possuem os seguintes tempos de retencao,
ETP1 com 28,7 min. e ETP2 com 29,23 min. O espectro de massas para ETP1, apresenta o
sinal do fon molecular em m/e 412 [M" 47 %] e o pico base 55 (100%) e demais fragmentos em
394(12), 379 (7,7), 351(22), 97 (21), 83 (56), 69 (49), 57 (22).

O outro composto, ETP2, mostrou o sinal do fon molecular m/e 414 [M* 25%] e o pico
base em 55 (100%) e os demais fragmentos em: 396 (18,6), 381 (12), 329 (23), 303 (16), 213
(26), 163 (28), 159 (25), 145(38), 133 (28), 107 (49), 95 (52), 81 (66), 69 (59), 57 (91,2).

Um pico normalmente encontrado em 4lcoois priméarios é o [M — 18]" e corresponde a
perda de dgua, em virtude da decomposi¢ao térmica dos dlcoois superiores nas paredes quentes
da camera de injecdo.

Outro pico caracteristico dos dlcoois que apresentam grupos metilas como ramificagdes,
como os dlcoois terpénicos, é o [M — 33]" resultante da perda de CH; e H,O.

Os alcoois ciclicos sofrem fragmentacdes para formar o cation C¢H;;O", que por sua vez
perde uma molécula de dgua para formar C¢Hio" e originar o fon C3HsO", por um mecinismo
complexo de quebra do anel. Ainda, os alcoois primdrios mostram, além da quebra C — C
proxima ao dtomo de hidrogénio, uma série homdloga de picos cuja intensidade decresce
progressivamente, resultante da clivagem das ligacdoes de C - C (SILVERSTEIN, BASSLER,
MORRILL, 1991).

Os dados obtidos nos espectros de massas para os compostos ETP1 e ETP2 sugerem que

sdo os fitoesterdis estigmasterol e o B - sitosterol, respectivamente, sendo estes concordantes
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com os da literatura (MACARI, EMERENCIANO, FERREIRA, 1990; NIERO, 1993;

MALHEIROS, 1995; Al 1997; CARDOSO, VILEGAS, HONDA, 1998).
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Figura 18 - Cromatograma dos compostos ETP1 e ETP2
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Figura 19 — Espectro de massas (70 eV) do composto ETP1.
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Figura 20- Espectro de massas (70 eV) do composto ETP2.

4.1.1.2.C RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON (RMN 'H)

O espectro de RMN'H da mistura ETP1 ¢ ETP2 realizado pelo Prof. Franco Delle Monache
(Itdlia), apresenta os seguintes deslocamentos quimicos em campo alto: 0,68 ppm (s), 0,78 - 0,9
ppm (m) e 1,01 ppm (s) correspondem as absor¢des dos prétons metilicos de C -18 e C - 19 da
mistrura de esterdides. Um sinal em 3,47 — 3,58 (m) € atribuido aos prétons ligados a OH de C - 3
e um multiplto em 4,9 — 5,02 ppm e em 5,11 — 5,19 ppm atribuidos aos prétons dos C - 22 e C -
23 do composto ETP1. Observa - se ainda um deslocamento quimico em campo baixo, na regido
de absor¢do dos prétons olefinicos, em 5,35 ppm (J = 5,22Hz), um dubleto atribuido ao H - 6 da
mistura. Estes valores coincidem com os dados da literatura (OLIVEIRA, et al. 1984;

MALHEIROS, 1995; CARVALHO, et al. 1998) ( Figura 21).
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Figura 21 - Espectro de RMN ' H da mistura ETP1 e ETP2.

4.1.1.2.D RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA DE BC (RMN ()

O espectro de RMN BC/DEPT da mistura de esteréides ETP 1 ¢ ETP 2 foi feito na Italia,
pelo Prof. Franco Delle Monache, no qual pode-se observar os deslocamentos quimicos para a
mistura, os quais sdo demonstrados na Tabela 16 e Figura 22, que por comparacio com os dados

da literatura (MALHEIROS, 1995; SCHUQUEL, MALHEIROS, VIDOTTI, 1996), foi possivel
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confirmar a estrutura quimica para os dois compostos, sendo estes concordantes com os dados

obtidos por CG/MS e RMN de préton.
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Figura 22 — Espectro de RMN "°C / DEPT da mistura ETP 1 ¢ ETP 2
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Tabela 16 — Deslocamentos quimicos de RMN “C/DEPT para ETP1 ¢ ETP2 comparados com

os valores da literatura (MALHEIROS, 1995).

Carbono | &( DEPT) O (DEPT) Estigmasterol Sitosterol
ETPI ETP2 (MALHEIROS, 1995) (MALHEIROS, 1995)
C-1 37,28 (CHy) 37,28 (CHy) 37,24 37,24
C-2 31,69 (CHy) 31,69 (CH») 31,64 31,64
C-3 71,81 (CH) 71,81 (CH) 71,80 71,80
C-4 42,33 (CHy) 42,33 (CH») 42,27 42,27
C-5 140,75 (C) 140,75 (C) 140,74 140,74
C-6 121,69 (CH) 121,69 (CH) 121,71 121,71
c-7 31,88 (CHy) 31,88 (CH,) 31,90 31.90
C-8 31,88 (CH) 31,88 (CH) 31,88 31,88
cC-9 50,18 (CH) 50,18 (CH) 50,12 50,12
C-10 36,53 (C) 36,53 (C) 36,50 36,50
C-11 21,10 (CHz) 21,10 (CHyp) 21,08 21,08
C-12 39,71 (CHy) 39,80 (CH») 39,67 39,76
C-13 42,23 (C) 42,23 (C) 42,31 42,20
C-14 56,88 (CH) 56,790 (CH) 56,85 56,75
C-15 24,37 (CHy) 24,31 (CHp) 24,35 24,29
C-16 2891 (CHy) 28,25 (CHp) 29,69 28,24
C-17 55,99 (CH)  56.09 (CH) 55,93 56,04
C-18 11,99 (CHs) 11,99 (CHa) 11,97 11,84
C-19 | 19,40 (CHj3) 19,40 (CHz3) 19,38 19,38
C-20 40,47 (CH) 36,16 (CH) 40,48 36,13
C-21 21,22 (CH3) 21,22 (CH3) 21,20 19,97
C-22 | 138,30 (CH,) 33,97 (CH) 138,30 33,94
C-23 | 129,31 (CHy) 26,15 (CH) 129,26 26,04
C-24 51,25 (CH) 45,88 (CH) 51,22 45,83
C-25 31,93 (CH) 31,93 (CH) 32,42 26,03
C-26 18,79 (CHs) 18,79 (CHa) 18,76 18,76.
C-27 | 18,99 (CHj3) 19,81 (CHz3) 19,02 19,81
C-28 25,40 (CHy) 23,11 (CHp) 25,39 23,05
C-29 12,24 (CH3) 12,03 (CH3) 12,23 12,03

A mistura de esteréides P4ETP foi identificada por andlises espectroscOpicas e por
comparagdo com os dados da literatura (MALHEIROS, 1995; SCHUQUEL, MALHEIROS,

VIDOTTI, 1996). Apés as andlises e comparagdes foi possivel elucidar de forma inequivoca as
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estruturas quimicas dos dois esteréides, como sendo: ETP 1 — estigmasterol e ETP 2 - [ -

sitosterol.

4.1.1.3 ANALISE DA MISTURA P4 AGP

Como mencionado anteriormente na parte experimental, no processo de purificacdo da
sub-fracao P4 do precipitado, nas fras¢cdes, 28 a 34, ocorreu a formagdo de um residuo gelatinoso
e de aspecto gorduroso, o qual foi denominado de AGP. Apds andlises espectroscopicas de IV e

CG/EM, verificou-se que o residuo AGP é constituido por uma mistura complexa de compostos.

4.1.1.3.A ANALISE ESPECTROSCOPICA DE INFRAVERMELHO (IV)

O espectro de IV (Figura 23) mostra uma banda larga de absorcdo em 3328 cm’!
referente a deformacdo axial e uma banda de absorcdo de intensidade média em 1704 cm’! para
deformacdo axial do grupo carbonila. O grupo C = O nos dcidos alifaticos saturados estd na
regido de 1720 - 1706 cm’! (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991). Observam-se ainda
duas bandas de absor¢do de intensidade forte em 2.920 e 2.850 cm™, relacionadas a deformagéo
axial de — CH, e — CHs. Em 1464 e 1380 cm'l, sdo observadas duas bandas de absorcdo
referentes a deformagdo angular de grupos — CH; e CHj;, respectivamente. O espectro de IV
mostrou em 728 cm™' uma banda da deformacio angular assimétrica no plano de — CH,, de cadeia

linear de sete ou mais atomos de carbono (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991).
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O padrao de absor¢ao no IV apresenta um perfil caracteristico de dcidos graxos, o qual

serd confirmado por espectroscopia de massas.
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Figura 23 — Espectro de IV do P4 AGP

4.1.1.3.B ESPECTROSCOPIA DE MASSAS (CG/EM)

A mistura foi cromatografada em CG/EM, e pode-se observar no cromatograma abaixo
(fig 24), a presenca de dez compostos majoritarios, com seguintes tempos de retencdo: PAGP — A

(11,73 min); P4AGP - B (15,13 min); P4AGP - C (16,53 min); P4AGP - D (19,03 min);
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P4AGP - E (20,70 min); P4AGP - F (22,30 min); P4AGP - G (22,76 min); P4AAGP - H (25,86

min); P4AAGP - I (28,60 min); P4AGP - J (34,93 min).
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Figura 24 — Cromatograma do CG/EM da mistura P4 AGP.

O espectro de massas para o composto P4AGP - E, mostra o sinal do fon molecular em
m/e 256 [M" 5,3%], o pico base em m/e 73 (100%) e os demais fragmentos, em: 213(7,5),
199(3,2), 185(5,3), 171(5,3), 157(6,4), 143(4,3), 129 (23,6), 115(10,7), 101(16), 83(17), 60(97),
57(89), 55(74), (Figura 26).

Os ions de m/e 213, 185, 171, 157, 129, foram propostos como sendo os fragmentos
correspondentes a [ M* - (CHy)4 CH3 ], [ M" - CH3 (CH),CO |, [ M* - CH; (CH,)s CO ], [ M" -

CH3( CHy)sCO ], [ M" - (CH,)o CH; ] (LAVERDE —JUNIOR, 1995).



95

Nos 4cidos alifaticos de cadeia longa, os picos caracteristicos ocorrem em m/e 60 devido
ao rearranjo de McLafferty e os fragmentos sucessivos de m/e 14 (SILVERSTEIN, BASSLER,
MORRILL, 1991). A andlise de CG/EM do composto PAAGP — E sugere que este é um 4cido
carboxilico alifatico com 16 dtomos de carbono, sendo um dos principais constituintes da mistura

(57%).

CH;— CHy} CHy+ CH,+ CHyt (CHy)s - CH,— CH,— COOH
! ! ! i i

{—73 "CH,~CH,~COOH

Acido Palmitico ( LAVERDE — JUNIOR, 1995)

® H,~ @
i0N\  \CH-(CHyCH;  OH
| —
_ = CH- (CHy);,CH.
HO-C.~—._cH, > O * CH,= CH- (CHp)11CH;
CH2 AN HO CH2
Rearranjo de McLafferty m'z = 60 nz = 196

Figura 25 - Rota para a fragmentacdo do Acido Palmitico.

Os demais componentes da mistura P4 AGP encontram-se em fase de identificacdo.
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Figura 26 — Espectro de massas do composto P4 AGP - E.

4.1.2 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO SGHD DA FRACAO HEXANICA E DCM

O composto SGHD foi isolado da fracdo hexanica, nos frascos 60 a 67 (subfracdo 9) e na
fracdo diclorometano, nos frascos 72 a 75 (subfragdo 8) como um sélido, de coloracao
esbranquicada, em meio a mistura de impurezas. O processo de purificagdo ocorreu por
recristalizacao, utilizando-se uma mistura de acetona/metanol em partes iguais, obtendo-se 6,0mg
na fracdo hexénica e 8mg na fracdo diclorometano, totalizando 14mg. Este composto foi
analisado por CCD comparativa, utilizando-se padrdo auténtico do esterdide [ - sitosterol

glicosilado e andlises espectroscopicas de IV e CG/EM.
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4.1.2.A ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (1IV)

No espectro de IV (figura 27), além das bandas de absor¢des referentes a deformagdes
axiais em 2960 e 2868 cm' das metilas e metilenos, observa-se uma banda larga e de intensa
absor¢do em 3422 cm’', resultante das vibracdes de deformacdo axial do grupo OH e em 1636
cm’ uma banda larga e de fraca absor¢do, referente a deformacdo axia das olefinas
(SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991). Observou-se também em 1072 e 1024 cm™
bandas referentes a deformacao axial.

As bandas de absor¢des em 3422cm™ e 1072 — 1024cm™ sdo indicativas da unidade
glicosidica. Portanto, o perfil das absor¢des apresentado no espectro de IV, sugerem que o
composto isolado SGHD, trata-se de um esterdide glicosilado (SCHUQUEL, MALHEIROS,

VIDOTTI, 1996).

Figura 27 — Espectro de IV do composto SGHD em filme KBr
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4.1.2.B ESPECTROSCPIA DE MASSAS (CG/EM)

O espectro de massas do composto SGHD (figura 28) nao revelou o pico do ion
molecular, caracteristico da classe de compostos esteroidais hidroxilados, em virtude da répida
decomposicdo do ion molecular protonado (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991). O
espectro apresenta o pico base em m/e 55 e as demais fragmentacdes em: 397 (17,4), 396 (29,3),
395 (14), 255 (13), 161 (14), 159 (15), 147 (21), 145 (24), 121 (20), 107 (23), 105 (26), 97 (31),
95 (41), 93 (28), 91 (28), 83 (72), 81 (61), 69 (77), 57 (98). O pico m/e 397 € indicativo da
fragmentacdo da unidade glicosidica para compostos com esqueleto esteroidal [MALHEIROS,

1995; SCHUQUEL, MALHEIROS, VIDOTTI, 1996].
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Figura 28 — Espectro de massas (70 eV) do composto SGHD.
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Os dados de espectrometria de massas obtido coincidem com os da literatura e permitiu-

nos concluir que o composto isolado SGHD € o 3, O- B-glicopiranosil 24-etil-colest-5-enol ( 37).

(37) B-sitosterol-glicosilado(MALHEIROS,1995)

4.2 CONTROLE DE QUALIDADE

A utilizacdo de plantas com fins medicinais € uma prética difundida em todo o mundo.
Atualmente, devido a diversos fatores, como alto custo dos medicamentos industrializados ou o
proprio modismo, verifica-se uma grande expansdo na utilizacdo e no comércio de plantas
medicinais, drogas vegetais e produtos fitoterdpicos. No entanto, a falta de padronizagcdo e a ma
qualidade do material vegetal e extratos vegetais comercializados no Brasil constituem um
problema antigo que vem sendo discutido, ha anos (BRANDAO, 1997). Esta padronizacio deve
ser realizada por métodos simples, rapidos e eficientes, além de procedimentos mais sofisticados

tais como, CCD, CG/FID, HPLC de modo a permitir a identificagdo dos principios ativos
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presentes nas plantas medicinais e extratos vegetais (VILEGAS, et al., 1995; POZETTI, 1995;
JACOME , et al. , 1998).

Segundo BRESCIANI, et al. (1999) a cromatografia gasosa de alta resolu¢do com
detector de ionizacdo de chama, tem prestado um grande auxilio na padronizagdo de extratos de
plantas, uma vez que € capaz de mostrar o perfil cromatogréfico, tornando possivel a averiguacao
das substancias normalmente presentes e/ou responsdveis pela atividade farmacolégica, mesmo
em pequenas concentragdes.

As andlises cromatograficas realizadas por CG/FID comparativas com padrdo auténtico
de 4cido caurendico, conforme metodologia anteriormente descrita, usando os extratos
diclorometano obtidos dos diversos 6rgaos da Mikania lanuginosa DC, coletados nas 4 estagdes
do ano, permitiram-nos concluir que o 4cido caurendico (AC) € o principal constituinte quimico
ativo e estd presente em todos os Orgdos vegetais da espécie em estudo. Entretanto, as suas

concentracdes variam nas diferentes épocas do ano e nas diferentes partes da planta.

4.2.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA NAS 4 ESTACOES DO ANO

Através das andlises por cromatografia em camada delgada, pode-se observar nas
cromatoplacas (figuras 29 a 32), a presenca do dcido caurendico nos diversos 6rgaos vegetais da
espécie medicinal em estudo, como nas raizes (RA), nos caules (CA), e nas folhas (FLA) em
todas as épocas do ano, além das flores (FLO) no inverno. Entretanto, as concentracdes deste

diterpeno variam nestes 6rgdos vegetais dependendo das épocas do ano (tabelas 17 a 20).
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Fig. 29 — Verdo Fig. 30 — Outono Fig. 31 — Inverno Fig. 32 — Primavera

4.2.2 ANALISES QUANTITATIVAS

A andlise quantitativa do d4cido caurendico foi realizada apenas com o extrato
diclorometano, uma vez que este composto € o majoritdrio nesta fracdo e com atividade
analgésica.

Neste estudo, a curva de calibracdo linear foi obtida através da drea dos picos do dcido
caurendico (Y), usadas como padrio interno, versus a quantidade injetada (X pg/mL) (KNOSS &

ZAPP, 1997; JACOME, et al., 1999).

Os valores obtidos para A e B na foram respectivamente 0,00478 e 0,0899.

Y=A+Bx
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Figura 33 — Cromatograma obtido por CG do Ac.

Caurendico isolado da M. lanuginosa.
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Figura 34 — Cromatograma do extrato DCM das folhas da M. lanuginosa coletadas no verao.
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Figura 35 — Cromatograma do extrato DCM dos caules da M. lanuginosa coletados no verao.
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Figura 36 — Cromatograma do extrato DCM das raizes de M. lanuginosa coletados no verao.
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Figura 37 — Cromatograma do extrato DCM das folhas de M. lanuginosa coletados no outono.
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104

&G, caurendico

50 0.0 150 30.0 350 400 450

20.0 250
TEMPC Cimin)

Figura 39 — Cromatograma do extrato DCM das raizes de M. lanuginosa coletadas no outono.
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Figura 41 — Cromatograma do extrato DCM do caule de M. lanuginosa coletados no inverno.
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Figura 42 — Cromatograma do extrato DCM das raizes de M. lanuginosa coletadas no inverno.
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Figura 44 - Cromatograma do extrato DCM das folhas de M. lanuginosa coletadas na primavera.
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Figura 46 — Cromatograma do extrato DCM das raizes de M. lanuginosa coletadas na primavera.

4.2.2.A CONCENTRACAO DO AC. CAURENOICO NAS QUATRO ESTACOES DO

ANO.

As andlises quantitativas realizadas por CG/FID, permitiu-nos identificar e calcular as

concentracdes do dcido caurendico no extrato DCM dos diversos 6rgdos da Mikania lanuginosa
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DC, através do tempo de retencdo (TR) do acido caurendico no extrato em comparacao com O

T.R. do padrao do acido caurendico - 27,875 min e drea do pico (AP) 30,655 (Tabelas 17 a 20).

Tabela 17 - Comparacio da concentracdo de 4cido caurendico nos 6rgdos vegetais de Mikania

lanuginosa DC no verao.

Orgio Vegetal Amostra AP Conc. mg/g %
Raiz 38,30 0,43 0,043
Caule 35,57 0,02 0,002
Folha 7,33 0,041 0,0041

Tabela 18 - Comparacdo da concentracdo de 4cido caurendico nos 6rgaos vegetais de Mikania

lanuginosa DC no outono.

Orgio Vegetal Amostra AP Conc. mg/g %
Raiz 27,93 0,91 0,091
Caule 28,16 0,63 0,063
Folha 27,88 0,086 0,0086
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Tabela 19 - Comparacdo da concentracdo de 4cido caurendico nos 6rgaos vegetais de Mikania

lanuginosa DC no inverno.

Orgio Vegetal Amostra TR Conc. mg/g %
Raiz 40,98 1,595 0,160
Caule 98,74 1,65 0,165
Folha 7,23 0,080 0,008
Flor 54,60 0,61 0,061

Tabela 20 — Comparacdo das concentragdes do ac. caurendico nos diferentes 6rgdos da Mikania

lanuginosa DC na primavera.

Orgio Vegtal Amostra AP Conc. mg/g %
Raiz 25,124 0,140 0,0014
Caule 1,223 0,007 0,0007
Folha 2,573 0,014 0,0014

A figura 47 nos mostra um grifico comparativo das diferentes concentracdes do

marcador quimico, o 4cido caurendico, presentes nos diversos Orgdos vegetais da Mikania

lanuginosa DC, nas quatro esta¢des do ano.



109

I ve o
1 evtown
= neene
piim aue @

Figura 47. Grifico comparativo dos diferentes 6rgdos da Mikania lanuginosa nas quatros
estagdes do ano

Pelo exposto nas tabelas e grafico acima, podemos observar que a concentracdo do dcido
caurendico presente na espécie vegetal em estudo, no periodo do verdo € maior nas raizes,
seguida das folhas, e por ultimo nos caules. No outono as concentragdes deste diterpeno
praticamente dobram, estando em maior quantidade nas raizes, depois nos caules e finalmente nas
folhas.

Entretanto, o periodo do inverno culmina com os maiores teores do dcido caurendico,
sendo encontrado em maior concentracdo nos caules, depois nas raizes e flores e por ultimo nas

folhas.
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Na primavera a concentracdo deste diterpeno decresce sensivelmente, estando este
caureno mais concentrado nas raizes, seguido das folhas e sendo encontrado apenas tracos nos
caules.

E muito provivel que o decréscimo da concentragdo do 4cido caurendico nos 6rgios
vegetais da Mikania lanuginosa DC na primavera, ocorra pela transformacao biossintética deste
diterpeno, nas Giberelinas (GA). Conforme foi demonstrado no Capitulo 2 (figura 4, ver p. 42),
os caurenos e seus produtos de oxidacdo, como o 4cido caurendico; caurenol e caurenal sdo os
precursores biossintéticos imediatos das giberelinas, através de reagdes que ocorrem no
metabolismo secunddrio do vegetal (FERRI,1979). Uma das mais importantes propriedades
fisiolégicas das giberelinas sdo no crescimento, especialmente no alongamento dos caules. Esta
atividade é tanto mais intensa, em se tratando de plantas trepadeiras (FERRI, 1979).

A espécie vegetal em estudo € denominada popularmente de Cip6-cabeludo (REITZ,
1989). Tal denominagdo deve-se ao fato, desta espécie medicinal apresentar o caule do tipo
subarbusto, perene e trepador, semelhante a um cipd, atingindo muitos metros de comprimento e
ser sensivel a geada (CORREA, 1981). Portanto, para o desenvolvimento dos caules e folhas, é
necessario a presenca de substancias que estimulem a proliferacdo celular por mitoses sucessivas
e promovam o alongamento das células nos tecidos meristemdticos, resultando no alongamento
do caule, isto €, na formacao do cipd.

Sendo assim, podemos concluir que o 6rgao vegetal da Mikania lanuginosa DC, o qual
devera ser coletado para fins medicimais ou como matéria-prima na industria de fitoterapicos, sao
os caules, colhidos no periodo do inverno. Nio aconselha-se a coleta das raizes, apesar da
elevada concentragdo de acido caurenodico nele armazenada. As raizes exercem funcdes vitais no

vegetal, que sdo: fixacdo das plantas no solo e a absor¢do de 4dgua e nutrientes minerais do solo
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(AMABIS & MARTHO, 1985). A sua falta, mesmo que parcial provocard um abalo na vida do

vegetal, levando-o a morte.

4.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.3.1 ATIVIDADE ANALGESICA

O presente estudo demonstrou claramente que as fragdes diclorometano e hexanica
obtidas a partir do extrato etandlico a 80% das partes aéreas da Mikania lanuginosa DC,
causaram um significativo efeito antinociceptivo no modelo de dor induzida pela formalina, a
qual evidencia as duas fases de dor, que sdo: 1* fase = dor neurogénica e 2° fase = dor
inflamatoria (CORREA & CALIXTO, 1993). Neste teste, a fracdo diclorometano inibiu
significativamente a primeira fase da dor (dor neurogénica), reduzindo 49,0% o tempo de
lambidas ou mordidas das patas posteriores direita e esquerda dos ratos, na dosagem de 100
mg/kg via oral, apresentando indicativo de significancia de ** P < 0,01 quando comparado com o
controle. A fragdo hexanica inibiu principalmente a segunda fase da dor (dor inflamatéria),
reduzindo 55,9 % o tempo de lambidas ou mordidas das patas posteriores direita e esquerda dos
ratos, quando administrado 100 mg/kg via oral, apresentando indicativo de significancia de * P <
0,05 comparados com o controle, conforme figura 48 abaixo demonstrada. Atribui-se a atividade
analgésica desta espécie medicinal em virtude da presenca do 4cido caurendico e esterdides.

BLOCK e cols. (1998) demonstraram “in vivo” a potente atividade antinociceptiva do

extrato hidroalcodlico da Wedelia paludosa DC, no qual foi encontrado o 4cido caurendico,
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estigmasterol e luteolina, utilizando o modelo das contor¢cdes abdominais induzidas pelo 4cido

acético. Tal extrato mostrou ser mais ativas que as drogas analgésicas: 4cido acetil salicilico,

acetoaminofen, dipirona e indometacina.

Os esterdides, como o estigmasterol e sitosterol sdo usados no tratamento de muitas

enfermidades como analgésico (OLIVEIRA & BUENO, 1996; BLOCK et al., 1998; BATISTA,

CHIARI, OLIVEIRA, 1999).
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Figura 48 — Efeito das fracdes de M.lanuginosa DC na nocicep¢ao induzida pela formalina.

4.3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.3.2.1 METODO DA DIFUSAO RADIAL EM AGAR - DISCOS

Estudos anteriores comprovaram a atividade antimicrobiana das partes aéreas de varias

espécies de Mikanias, frente a diversas bactérias e fungos patogénicos. Os diterpenos de nucleo
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caureno sdao freqiilentemente encontrados nas Mikanias e responsaveis pela atividade
antimicrobiana (DAVINO, GIESBRECHT, ROQUE, 1989; SANTOS, TOMASSINI, CABRAL,
1998).

As fracdes hexanica, diclorometano, acetato de etila e butandlica da Mikania lanuginosa
DC foram avaliadas preliminarmente pelo método da Difusao Radial em meio sélido — disco, os
quais foram impregnados com uma solu¢do das respectivas fragdes, concentragdo de 1,5
mg/disco e testados contra as bactérias: Staphylococcus aureus (gram — positiva, ITAL SFCO
001) e Escherichia coli (Gram-negativa, ITAL ESCH 001). Os resultados obtidos podem ser

visualizados na tab 21 abaixo:

Tabela 21 — Atividade inibitéria das fracdes de M. lanuginosa contra bactérias Gram — positivas

e Gram — negativas pelo método da difusdo em dgar — discos.

Fragdes na conc.1,5mg/disco Staphylococcus aureus Escherichia coli
Fragdo hexanica Inativa Inativa
Frac¢do diclorometano 15 mm Inativa
Fracgao acetato de etila 15 mm Inativa
Fracdo butandlica Inativa Inativa

Apenas as fragdes diclorometano e acetato de etila mostraram-se um halo de inibi¢cao de
15mm contra o Staphylococcus aureus e enquanto que as demais fracdes se mostraram inativas

contra a Escherichia coli.
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4.3.2.2. METODO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Determinou-se a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das fragdes diclorometano e
acetato de etila da Mikania lanuginosa, frente os microorganismos: Staphylococcus aureus
(ITAL SFCO 001), Escherichia coli (ITAL ESCH 001) e Candida albicans (ATCC 102). Os

resultados obtidos podem ser observados na tab 22 abaixo:

Tabela 22 - Determinacio da Concentragao Inibitéria Minima das fracdes de Mikania lanuginosa

S. aureus Escherichia coli Candida albicans

F. DCM < que 500 pg /ml > que 1000 pg/ml > que 1000 pg/ml
F. Acet. De etila Inativa até 1000pg/ml  Inativa até 1000pg/ml  Inativa até 1000pg/ml

A concentragdo inibitéria minima € definida como a menor quantidade da substancia
necessdria para inibir o desenvolvimento de microorganismos (GUTIERREZ, et.al., 1998).

Este estudo permitiu verificar que as fragdes hexanica e butandlica foram inativas
enquanto as fracdes diclorometano e acetato de etila tiveram atividade pouco significativa contra

0s microorganismos acima mencionados.

4.3.3 TOXICIDADE AGUDA (DOSE SIMPLES)

A toxicidade aguda em dose unica serve de base ainda para o estabelecimento de um

regime de doses para as pesquisas sobre a toxicidade aguda subcronica, cronica e com doses
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repetidas, além de fornecer informacdes iniciais sobre o0 modo de ac¢do téxico da substancia —
teste (GIBSON, HUFFMANN, NEWBERNE, 1982).

Assim foi realizada uma avaliagdo toxicoldgica do extrato bruto das partes aéreas de
Mikania lanuginosa DC, conforme descricdo em materiais e métodos. Os resultados
demonstraram, que na dose de 1500 mg/kg esta espécie medicinal ndo apresentou aparentemente
efeitos toxicos, nos animais estudados. Pode-se observar, entretanto, um efeito farmacolégico,

depressao do sistema nervoso com agao calmante e indutora do sono.

5. CONCLUSOES

Os estudo fitoquimicos e bioldgicos realizados com as partes aéreas da Mikania

lanuginosa DC permitiram concluir que:

1 — O precipitado apresenta uma mistura complexa de substancias formando um 6leo-resina, do
qual foi possivel isolar, purificar e identificar um componente majoritario, de natureza quimica
terpénica. Este terpeno constitui-se em um 4cido diterpénico, o qual foi identificado através de
andlises cromatograficas e espectroscopicas de IV, EM, RMN "“C, RMN 'H e por comparacio
com dados da literatura, como sendo o dcido caurendico. Também faz parte deste Sleo-resina,
uma mistura de esterdides: estigmasterol e sitosterol € uma mistura complexa de acidos graxos,

entre os quais foi possivel identificar o dcido palmitico.
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2 — Nas fracdes hexanica e diclorometano foi isolado e identificado por anélises espectroscépicas

de IV, CG/EM e por comparacéo com os dados com a literatura, o [ - sitosterol glicosilado.

3 — A presente pesquisa ndo constatou a presenca de Cumarina, pois a literatura reporta que esta
substancia estd presente na maioria das plantas deste gé€nero. Entretanto, através da revisdo
bibliografica, verificou-se que as cumarinas estdo presentes em apenas algumas espécies de
Mikanias, como: Mikania glomerata Sprengel, Mikania laevigata e Mikania smilacina, nao

sendo, portanto, comumente encontrada.

4 — As fracOes hexanica e diclorometano causaram um significativo efeito antinociceptivo no
modelo da dor induzida pela formalina. A fra¢do diclorometano inibiu significativamente a 1*
fase da dor (dor neurogénica), enquanto que a fra¢do hexdnica, inibiu a 2" fase da dor (dor

inflamatéria).

5 — As fragdes hexanica e butandlica foram inativas e as fragdes diclorometano e acetato de etila

nao apresentaram efeitos significativos quando avaliadas contra fungos e bactérias.

6 — O extrato bruto ndo apresentou efeito de toxicidade aguda, quando administrado em dose

Unica, na concentracao de 1500mg/kg de peso por via intraperitoneal.

7 — O controle de qualidade por CG/FID permitiu-nos concluir que o &acido caurendico € o

principal constituinte quimico e estd presente em todos os Orgdos vegetais, variando as suas
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concentracdes nos diversos 6rgaos da planta e nas diferentes épocas do ano, da seguinte ordem
decrescente de concentracao:

Verdo = na raiz > caule > folha.

No outono, dobra a quantidade do 4cido caurendico em todos os O6rgdos raiz > caule >
folha.

No inverno culmina com os maiores teores deste diterpeno nos caule > raiz > flor > folha.

Na primavera, os teores do acido caurendico caem sensivelmente em todos os 6rgaos do

vegetal, estando mais concentado nas raizes > folhas > caules.

6. PERSPECTIVAS

As Mikanias sao morfologicamente muito semelhantes, o que as torna passiveis do processo
de adulteracdo, quer sejam intencionais ou ndo. Portanto, deve-se intensificar as pesquisas com
essas espécies vegetais, principalmente com a Mikania glomerata, pois € uma espécie
amplamente utilizada como matéria-prima na fitoterapia municipal em todo o Brasil e inclusive
por muitos laboratérios farmacéuticos, em virtude da sua riqueza em cumarina. Mas, existem
indicios que a espécie com teor triplicado de cumarina, seja a Mikania laevigata. Para tanto, faz-
se necessdrio pesquisas objetivando um rigoroso controle de qualidade dessas espécies vegetais,

utilizando a cumarina como marcador quimico nas diferentes épocas do ano. Estas sdo:
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A) Estudo fitoquimico da fracdo acetato de etila da Mikania lanuginosa DC visando o

isolamento de flavondides.

B) Obtencdao de alguns derivados do 4cido caurendico por modificacdes estruturais com

possibilidades terapéuticas.

C) Testes de atividade antimicrobiana do dcido caurendico frente algumas bactérias e fungos.

D) Testes com o extrato bruto da Mikania lanuginosa DC em varias concentragdes na toxicidade

aguda por via oral e intraperitoneal.
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